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Caracterizacion genética del caballo Polo Argentino
mediante el analisis de datos genealégicos y de

polimorfismos de nucleétido simple

Resumen

El objetivo general de esta tesis fue evaluar la variabilidad y estructuracién
genética de la raza equina Polo Argentino, utilizando datos genealdgicos y

genotipicos obtenidos con un microarray de SNP.

Se utilizaron los datos de pedigri para calcular distintos parametros genéticos
poblacionales. Se seleccionaron 385 individuos Polo Argentino para ser
genotipados con el microarray lllumina Equine GGP array (70k). Se realizé una
caracterizacion de bloques de homocigosidad (ROH) y de la endogamia a nivel
molecular. Se incorporaron datos genotipicos de otras 14 razas equinas para

evaluar la estructuracion, composicién y diferenciacion genética.

El analisis genealdgico reveld que en la ultima generacion mas del 70% de los
individuos nacieron por transferencia embrionaria. Esto se asocio a una reduccion
del intervalo generacional y mayor flujo genético entre criadores, pero también al
aumento de la endogamia promedio y una contribucidon genética desigual de

ancestros (principalmente Pura Sangre de Carrera - SPC).

El coeficiente de endogamia molecular fue mayor que el calculado con datos
genealdgicos (14% vs. 0,8%, valor-p<0,001) y estuvo caracterizado por la
presencia mayoritaria de ROH cortos (<5,5Mb) lo cual demuestra endogamia
ancestral. Se identificaron 4 islas ROH ubicadas en los cromosomas 1, 7y 17, las
cuales contenian 25 genes con distintas funciones reportadas. El SPC fue la

principal influencia genética de la raza, aunque se observd una leve e incipiente



diferenciacion genética. Varias regiones genémicas presentaron elevados indices
Fsr entre el Polo Argentino y SPC, conteniendo genes con funciones variadas, las
cuales podrian constituir huellas de seleccion. Finalmente, algunos marcadores
asociados a caracteres fenotipicos vinculados a la aptitud deportiva (velocidad y

tamano corporal) demostraron estar bajo seleccion en el caballo Polo Argentino.

El conocimiento de la situacién genética de la raza Polo Argentino resulta de
especial interés para guiar las decisiones de cria y contribuir con el progreso

genético.

Palabras clave: caballo Polo Argentino, variabilidad genética, endogamia,

bloques de homocigosidad, huellas de seleccion.



Genetic characterization of Argentine Polo horse using

genealogical and single nucleotide polymorphisms data.

Abstract

The aim of this thesis was to assess the genetic variability and structure of the
Argentine Polo horse using genealogical and genotypic data obtained with a SNP
microarray. Pedigree data were used to calculate different population genetic
parameters. A total of 385 Polo Argentino individuals were selected for genotyping
with the lllumina Equine GGP array (70k). A characterization of runs of
homozygosity (ROH) and molecular inbreeding was performed. Genotypic data
from 14 other equine breeds were incorporated to evaluate genetic structure,

composition, and differentiation.

Analysis of pedigree data revealed that over 70% of the individuals in the last
generation were born by embryo transfer. This phenomenon was associated with
a reduction in the generation interval and increased gene flow between breeders.
However, it also resulted higher average inbreeding and an unequal genetic

contribution of ancestors, mainly Thoroughbred.

The molecular inbreeding coefficient was higher than the coefficient calculated with
genealogical data (14% vs. 0.8%, p-value<0.001). It was characterized by the
presence of mostly short runs of homozygosity (<5.5Mb), indicating ancestral
inbreeding. Four ROH islands located on chromosomes 1, 7 and 17 were identified,
which contained 25 genes with different reported functions. The Thoroughbred was
the main genetic influence in the breed, although slight and incipient genetic
differentiation was observed. Several genomic regions presented high Fsrindices
between Argentine Polo and Thoroughbred, containing genes with diverse

functions, which could constitute putative selection sweeps. Finally, some markers



associated with phenotypic traits linked to sporting ability, such as speed and body

size, were found to be under selection in Argentine Polo horse.

Knowledge of the genetic status of the Argentine Polo horse is of special interest

to guide breeding decisions and contribute to genetic progress.

Keywords: Argentine Polo horse, Genetic variability, inbreeding, runs of

homozygosity, selection sweeps.



INTRODUCCION

1. La produccién equina en Argentina

Argentina es un pais con una fuerte tradicién en la produccion equina, asociada
principalmente al trabajo rural y al deporte. Esto ha incentivado la cria de caballos
de diferentes razas y con distintas finalidades. Actualmente se crian en nuestro
pais mas de 20 razas, que se registran en las 3 entidades de registros
genealdgicos reconocidas por el Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca
(MAGyP): Studbook Argentino, Asociacion Argentina de Fomento Equino y

Sociedad Rural Argentina.

La produccion equina en Argentina no solo se ve incentivada por el rol que el
caballo ha ocupado en la cultura campestre, sino también por las ventajas
geograficas que el entorno le confiere. Segun datos del Ministerio, en 2022
existian alrededor de 2,4 millones de equinos, alojados en 209.679
establecimientos, entre los que se incluyen haras, hipédromos, clubes hipicos,
centros tradicionalistas, establecimientos productivos, entre otros (MAGyP, 2023).
Alrededor de 20 mil ejemplares de pura raza se inscriben anualmente en promedio
en sus respectivos libros genealdgicos. La industria hipica genera miles de
puestos de trabajo, tanto directos como indirectos, incluyendo peones, petiseros,
vareadores, domadores, herradores, veterinarios y agronomos (entre tantos

otros).

El desarrollo que ha alcanzado este sector en la Argentina ha generado un gran
reconocimiento a nivel internacional. En este sentido, nuestro pais esta dentro de
los principales productores de caballos Pura Sangre de Carrera, y es el principal
productor y exportador de caballos Polo Argentino a nivel mundial, sin dudas uno

de los estandartes de la cria hipica nacional (MAGyP, 2023).



1.1. Origen y difusion del polo

El polo es un deporte ecuestre muy antiguo cuyo origen se remonta al siglo lll. Se
cree que una versién primitiva de este juego era practicada por los pueblos
némades de Asia central y posteriormente en la antigua Persia, desde donde se
disperso a través de la Ruta de la Seda hacia otros paises del continente asiatico,
como China e India (MOP, 2018). En estos paises alcanzé cierta popularidad entre
la realeza y los lideres militares de alto rango, quienes practicaban el deporte de
manera asidua, en parte también como una forma de entrenamiento militar. La
difusién del polo hacia occidente tuvo lugar a mediados del siglo XIX, cuando Gran
Bretafia asume el control del subcontinente indio. El retorno hacia las Islas de los
militares de caballeria britanicos que habian sido destinados al territorio indio
propicié el desarrollo del polo en Reino Unido, y su practica se extendi6 entre las
clases aristocraticas y oficiales de alto rango. Durante la segunda mitad del siglo
XIX se establecen numerosos equipos y clubes de polo, entre ellos el de
Hurlingham. Es precisamente en este contexto cuando se establecen las reglas

basicas que rigen el polo como lo conocemos hoy en dia (Parrish, 2018).

La difusion del polo también se dio hacia el continente americano, donde alcanzé
una importante magnitud en Estados Unidos y en Argentina. En nuestro pais, la
llegada del polo se dio en el contexto del arribo de inmigrantes britanicos hacia
fines del siglo XIX, ligados a la produccién agropecuaria y a la tenencia de grandes
extensiones de tierra, lo que facilitd las condiciones para la practica de este
deporte. El establecimiento de esta nueva aristocracia britanica en la Argentina
favorecio la creacién de numerosos clubes y la organizacion de competencias. Sin
embargo, mas alla del impulso dado por la influencia extranjera, la popularidad y

el nivel de perfeccionamiento alcanzado por el polo en nuestro pais se vio también



muy favorecida por la conexion con la cultura gauchay la vinculacién de los criollos

con el caballo (Parrish, 2018).

1.2. El caballo de polo en Argentina

Si bien el polo ha ido evolucionando a través de los afos, ciertas caracteristicas
se mantienen y hacen que el caballo utilizado para este deporte tenga cualidades
particulares. Antiguamente se limitaba la alzada de los caballos que podian
utilizarse para el juego (razén por la cual aun se suelen denominar a estos caballos
como “ponis” o “petisos”), aunque actualmente ya no existen tales restricciones
(MOP, 2018). El polo es un deporte muy dinamico que requiere de un caballo con
mucha velocidad y potencia, con la agilidad necesaria para tolerar los constantes
cambios de marcha y direccién. Pero, a su vez, debe tener un temperamento
equilibrado, capaz de resistir la presion y la brusquedad del juego, ser docil y facil
de manejar por el jinete. A pesar de que cada jugador utiliza varios caballos
durante un partido, se requiere de animales con resistencia (stamina) capaces de

recuperarse rapidamente para poder continuar con el juego.

En nuestro pais, si bien en sus comienzos los caballos mas utilizados para jugar
al polo eran en general los mestizos de caballos Criollos utilizados para el trabajo
en las estancias, el perfeccionamiento del deporte hizo necesaria la incorporacion
de animales mas finos y veloces, lo que se logrd con el cruzamiento con caballos
Pura Sangre de Carrera (AACCP, 2023). La importancia de contar con caballos
de calidad, los cuales hacen una gran diferencia dentro del campo de juego, llevd
a la necesidad de formalizar la cria del caballo de polo, un tipo de animal que
reuna las condiciones ideales para la practica especifica de este deporte. En este
contexto, se crea en el aino 1984 la Asociacidn Argentina de Criadores de Caballos

de Polo, con el fin de organizar el registro genealdgico de los ahora llamados



caballos Polo Argentino y fomentar su cria y mejoramiento (AACCP, 2023). El
estandar racial del caballo de polo es flexible, pero se describen como animales
equilibrados, con una alzada media a la cruz de 156 cm y un peso que oscila entre
400 y 500 kg. Su contextura es fuerte, con un cuerpo musculoso y perfil rectilineo,
y de temperamento sanguineo (Imagen 1). Estas caracteristicas acompafian una
funcionalidad vigorosa y rapida, de accion baja y elasticidad en sus movimientos
(Imagen 2, (AACCP, 2023)). El libro genealdgico se mantiene abierto hasta hoy
en dia, permitiendo la incorporacion de ejemplares externos que cumplan ciertos

criterios de aptitud y tipo definidos por la propia asociacion.

Imagen 1. Equino de raza Polo Argentino. Gentileza del criador
Francisco Bargallo (Genética Santa Agueda).

Argentina es considerada cuna de los mejores polistas y lider en la cria y
entrenamiento del caballo de polo a nivel mundial. Nuestro pais se destaca por la
calidad de los productos Polo Argentino, siendo animales muy demandados en
paises donde se juega polo de alto Handicap. En la actualidad, la cabafa equina
nacional esta conformada por numerosas razas, entre las que se destaca el

caballo Polo Argentino, no sdlo por la mencionada calidad de los ejemplares, sino



también por la cantidad de productos inscriptos afio a afo. Junto con el caballo
Pura Sangre de Carrera y el Criollo Argentino, constituyen las tres principales
razas con mayor cantidad de nacimientos por ano. Mas aun, nuestro pais es
reconocido como el primer productor de caballos de polo en el mundo, alcanzando

mas del 70% del total de equinos exportados de Argentina (MAGyP, 2023).

Imagen 2. Yegua Polo Argentino disputando un partido de polo. Gentileza del
criador Francisco Bargallo (Genética Santa Agueda).

A su vez, la cria del Polo Argentino se vale de la utilizacion comercial de
biotecnologias reproductivas, en parte gracias a la laxitud de la Asociacion de
Criadores en la reglamentacion y los criterios de inscripcion de sus productos. De
esta forma, la raza se caracteriza por el amplio uso de la inseminacion artificial y
la transferencia embrionaria, asi como también una incipiente produccién de
embriones sexados (Herrera y col., 2014). Ademas, se destacan ultimamente la
clonacion de individuos a escala comercial (Maserati y Mutto, 2016), posicionando

a laraza a la vanguardia en términos de métodos de cria.
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La transferencia embrionaria es una biotecnologia reproductiva que comenzé a
utilizarse en la década de los 80" en la especie equina, y consiste en la colecta de
los embriones producidos por una yegua donante en estadio de blastocisto, para
ser trasferidos a una yegua receptora, que finalmente llevara a cabo la gestacion.
Esto ha facilitado la reproduccion en yeguas gerontes o subfértiles, asi como en
potrancas jovenes o que estén en competicion. Precisamente estas caracteristicas
han sido de sumo interés para la raza Polo Argentino, donde las hembras (por sus
caracteristicas de docilidad y facilidad de entrenamiento) son ampliamente
preferidas para el juego lo que, a su vez, hace que su carrera deportiva sea
prolongada, impidiendo su reproduccion natural. De esta forma, yeguas que aun
estan siendo utilizadas para el deporte, pueden destinarse como donantes de
embriones en programas de transferencia embrionaria, o incluso pueden
obtenerse una mayor cantidad de potrillos por yegua en una temporada. Pero,
ademas, desde el punto de vista genético, el uso de transferencia de embriones,
asi como la inseminacion artificial, permite incrementar la presion de seleccion por
via materna o paterna, respectivamente, aumentando el progreso genético

(Squires y col., 1999; Campbell, 2014).

Con la creacién de la AACCP y la gran demanda de caballos de polo de élite, la
raza ha atravesado una gran expansion y crecimiento en los ultimos afos. Esto
ha derivado en una rapida evolucién fenotipica y un perfeccionamiento de los
ejemplares, producto de la cuidadosa seleccioén realizada por los criadores. Si bien
no existe un programa de mejora formalmente instaurado, la utilizacion de
biotecnologias reproductivas (como la inseminacion artificial y la transferencia
embrionaria) ha permitido la rapida dispersién de genética considerada “superior”
0 mejoradora, acompafada por la constitucion del libro genealdgico en si mismo.

Sin embargo, este rapido e intenso proceso selectivo podria generar rapidos
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cambios en la variabilidad genética, producto de la aparicion de cuellos de botella

poblacionales o niveles de endogamia elevados.

2. Caracterizacion genética

La caracterizacion de los recursos zoogenéticos incluye al conjunto de actividades
tendientes a la descripcion y conocimiento de su estado de situaciéon, como asi
también de la tendencia seguida durante un periodo de tiempo dado (FAO, 2010).
La caracterizacion genética es una herramienta fundamental para guiar las
decisiones de cruzamiento y seleccion en una poblacién. Pero también permite
conocer la variabilidad genética existente en una poblaciéon, asi como su
estructura, lo cual aporta conocimientos sobre los fendmenos a los que ha sido

sometida y permite detectar eventos que puedan afectarla (Valera y col., 2005).

Segun la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y Agricultura
(FAO), una raza puede definirse como un grupo homogéneo y subespecifico de
animales domésticos con caracteristicas externas definibles e identificables que
permiten distinguirlo de otros grupos dentro de la misma especie. Sin embargo,
este término muchas veces cobra un sentido cultural que no se ajusta
perfectamente a lo técnico, y se utiliza mas bien para definir un grupo para el cual
la separacion geografica y/o cultural de grupos fenotipicamente semejantes ha
llevado a la aceptacion de su identidad por separado (FAO, 2021). Es por esto por
lo que una raza puede entenderse como una poblacion en términos genéticos,
donde los individuos se reproducen entre si, manteniendo y transmitiendo un

acervo génico particular.

El conocimiento del pool genético es un punto de partida fundamental en la gestion

de una raza, asi como para el disefio de estrategias de mejoramiento. El manejo
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efectivo de los recursos genéticos de los animales domésticos requiere un
exhaustivo conocimiento de las caracteristicas de las razas, lo que incluye datos
demograficos, de rendimiento, de adaptacion al ambiente y de diversidad genética
dentroy entre razas (Groeneveld y col., 2010). En este sentido, el analisis de datos
demograficos es un punto clave para la determinacion del estado de situacion de
una raza en particular. Uno de los parametros mas frecuentemente utilizados y
recomendados por FAO para el monitoreo de poblaciones es el tamafio efectivo
de la poblacion (Ne). Si bien existen multiples formas de célculo del Ne, algunas de
ellas permiten indirectamente estimar la tasa de endogamia, pudiendo predecir asi
el nivel de riesgo, independientemente del tamafio real de dicha poblacion

(Groeneveld y col., 2010).

2.1. Diversidad genética

La diversidad genética puede ser entendida como el espectro de diferencias o
variantes genéticas (polimorfismos) presentes en una poblacion, sea ésta una
especie, raza o grupo particular de animales. Esta variabilidad es fruto de miles
de anos de evolucidn, y se remonta en general al origen y desarrollo de la especie.
En el caballo, las diferencias ambientales, asi como el propio proceso de
domesticacion y seleccién hecho por el humano, han derivado en la formacién de
multiples razas genéticamente definidas que mantienen la diversidad dentro de la
especie (Groeneveld y col., 2010). Sin embargo, en el ultimo siglo se puede
observar una erosion general de los recursos genéticos, producto de la
implementacién de estrategias de mejoramiento para maximizar el rendimiento

(FAO, 2010).

En términos generales, una menor diversidad genética ha sido asociada a una

menor adaptabilidad bioldgica, en multiples especies, incluida la equina. Sin bien
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existen excepciones, el aumento de la tasa de endogamia (producto de la perdida
de variabilidad genética) se vincula con una baja en la fertilidad, una mayor
susceptibilidad a enfermedades, una menor adaptabilidad al medio, y un menor
rendimiento, entre otros (Charlesworth y Willis, 2009). Por otro lado, una menor
diversidad provoca una menor respuesta a la seleccion, ya que se reduce la
varianza genética y las diferencias observadas entre los individuos, las cuales

pasan a ser explicadas en mayor medida por factores no-genéticos.

Dentro de la dinamica de las poblaciones, son multiples los eventos que pueden
desencadenar cambios mas o menos abruptos en la variabilidad genética. La
pérdida de variantes alélicas por fendmenos estocasticos como la deriva génica y
la presencia de cuellos de botella poblacionales pueden ser un desencadenante,
principalmente en poblaciones pequenas y cerradas (Falconer, 1989). En cambio,
los cruzamientos dirigidos, el aislamiento y la seleccion juegan un rol fundamental
en las razas domésticas, porque pueden determinar la rapida dispersion y fijacion
de caracteres (deseables o no), pero también la pérdida abrupta de variantes en
pocas generaciones (Groeneveld y col., 2010). A su vez, la intensidad de seleccién
puede ser mayor con la implementacion de biotecnologias reproductivas (como la
inseminacion artificial y la transferencia embrionaria, ampliamente difundidas en
la especie equina), generando un mayor numero de descendientes por cada
reproductor de lo que seria posible por métodos naturales. Este hecho ademas
producira, en la mayoria de los casos, un incremento del parentesco entre los
individuos de la poblacién, haciendo que se generen cruzamientos consanguineos

(Nicholas, 1996; Gengler y Druet, 2001).
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2.2. Consanguinidad y depresiéon endogamica

La consanguinidad o endogamia (“‘inbreeding”) es el efecto genético fruto del
cruzamiento entre individuos emparentados. En términos de magnitud, su
importancia puede ser medida a través de un coeficiente (coeficiente de
endogamia, F), que determina la probabilidad que un individuo tenga en un locus
dado dos alelos idénticos por descendencia. Esto implica que, para cada locus,
un individuo herede dos copias iguales de un alelo derivadas de un ancestro en
comun (Wright, 1931). Es por esto por lo que la endogamia es un reflejo de la

homocigosidad que presenta un animal o una poblacién determinada.

En una poblacién cerrada, es inevitable que la seleccién produzca un incremento
de la endogamia a través del tiempo. Si analizamos diferentes razas, estas pueden
comportarse como una poblacion mas o menos cerrada, dependiendo de la
flexibilidad de las asociaciones que la gestionan en permitir el cruzamiento con
individuos de otras razas. Sin embargo, en la actualidad, la mayoria de las razas
equinas pueden considerarse “cerradas” en funcion de la contribucién desigual de
unos pocos reproductores a la siguiente generacién. Tal es asi que muchas veces
se recurre al “inbreeding” como una estrategia de cruzamiento, con el objetivo de
fijar caracteres deseables (relacionados al rendimiento), aumentando la
uniformidad en la poblacién. A su vez, el incremento de la utilizaciéon de animales
de élite (mejorantes) contribuye al aumento de las tasas de endogamia, lo que
recae en una disminucion del N.. Valores de Ne bajos pueden acrecentar los
efectos de la depresion endogamica y la deriva génica, lo cual podria comprometer

la viabilidad de una poblacién a largo plazo (Peripolli y col., 2016).

La endogamia disminuye la media poblacional fenotipica de caracteres
relacionados con la aptitud bioldgica, fendbmeno conocido como depresion

endogamica (Charlesworth y Willis, 2009). Esto puede evidenciarse por la
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apariciéon de fenotipos anormales (muchos de los cuales pueden ser letales en
etapas tempranas de la gestacién) y enfermedades de base genética, asi como
por una reduccién en la supervivencia, la fertilidad o las tasas de crecimiento de
la descendencia de individuos muy emparentados. Tradicionalmente se ha
relacionado a la depresion endogamica con caracteres de supervivencia y aptitud
bioldgica, pero sus efectos también han sido documentados en otros caracteres,
muchos de los cuales son de importancia productiva (Leroy, 2014). Sin embargo,
la expresion de la depresion endogamica puede ser variable, por lo que entender
la base genética por la cual se produce resulta clave. Se han descrito tres
mecanismos genéticos responsables de este fendmeno: dominancia parcial
(aumento en la expresion de alelos recesivos deletéreos), sobredominancia
(superioridad fenotipica de los heterocigotas, en comparacién a los homocigotas)
y epistasis (mayor probabilidad de combinaciones genéticas favorables en los
heterocigotas) (Leroy, 2014). Sin embargo, el peso relativo de un mecanismo u
otro sobre la aparicién de la depresion endogamica es variable en cada poblacion,

y dificil de cuantificar.

Los efectos causados por depresion endogamica han sido documentados también
en la especie equina. Laseca y col. (2020) estudiaron el efecto de la endogamia
sobre los valores de cria estimados para el niumero de partos en yeguas Pura
Raza Espariola, encontrando una correlacién negativa entre ambas variables,
fundamentalmente al analizar la homocigosidad presente en el cromosoma X.
Pirosanto y col. (2020) estudiaron la calidad espermatica de sementales de la
misma raza, encontrando un efecto negativo de la endogamia sobre el volumen
del eyaculado y la motilidad espermatica progresiva. También se han asociado a
la consanguinidad ciertas condiciones patoldgicas como la retencion placentaria

en yeguas Frisonas (Sevinga y col., 2004) y deformidades flexurales de los
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miembros por retraccion del tendon flexor digital profundo (Club Foot) en caballos
Arabes (Comparini y col., 2019). Por otro lado, se ha descrito la presencia de
depresion endogamica en diferentes caracteres morfoldgicos (como alzada a la
cruz, altura al pecho, longitud del cuerpo, entre muchos otros) en el caballo Pura
Raza Espafiol (Gomez y col., 2009) y Campolina de Brasil (Bussiman y col., 2018).
Estos hallazgos cobran una especial relevancia, dada la importancia que tiene una
correcta conformacion en el desempeno deportivo de los individuos. Estudios
recientes han evaluado el efecto del inbreeding sobre la performance de caballos
Pura Sangre de Carrera, sugiriendo la persistencia de alelos potencialmente
deletéreos en la poblacion (carga genética) a pesar de la continua seleccion por

rendimiento (Todd y col., 2018).

El fendmeno de la endogamia y sus consecuencias es complejo y variable entre
razas, por lo que su analisis resulta clave. En una poblacion existen alelos
recesivos con efecto deletéreo que se mantienen en equilibrio seleccién-mutacion,
y que la mayoria se encuentran ocultos en los genotipos heterocigotas (Nicholas,
1987). La consanguinidad, al aumentar la proporciéon de loci en homocigosis,
favorece la expresién de dichos alelos recesivos. Bajo la hipétesis de la
dominancia parcial, es posible que la endogamia y la seleccion permitan la
eliminacién paulatina de los alelos deletéreos, fendmeno conocido como purga de
la carga genética indeseable (alelos con efecto deletéreo o que produzcan una
desventaja visible sobre el fenotipo de un individuo (Hedrick y Garcia-Dorado,
2016)). Sin embargo, esta purga es mas probable que se produzca bajo una fuerte

presion de seleccion y bajas tasas de endogamia.

La seleccion en contra de los alelos recesivos puede ser mas o menos eficaz,
dependiendo que la intensidad de seleccion sea mayor que la deriva génica. En

aquellas poblaciones bajo una fuerte seleccion, es probable se produzca una
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disminucién de la frecuencia de los alelos indeseables a través de las
generaciones, aunque dificilmente sea absoluta. Esto no s6lo depende de las
estrategias de cria que lleven a cabo los criadores, sino también de la magnitud
del efecto que tengan dichas variantes sobre el fenotipo, asi como del tamafio de
la poblacion (Boakesy col., 2007). Aquellos alelos que tengan un efecto fenotipico
importante seran mas facilmente eliminados de la poblaciéon que los de efecto
pequeno (por ejemplo, aquellos relacionados a la supervivencia vs. el rendimiento
deportivo). Sin embargo, en las poblaciones domésticas debe considerarse la
presencia de flujo genético, a través de la incorporacién de nuevos reproductores,
asi como la posibilidad de ligamiento con regiones afectadas a la sobredominancia
o barrido selectivo, lo cual dificulta el proceso de purga. Por otro lado, un
incremento abrupto y marcado de la endogamia puede lograr que los alelos se

fijen mas rapidamente de lo que la seleccidn podria eliminarlos.

La heterogeneidad de la depresion endogamica es otro factor para considerar, que
ha sido descrito dentro y entre poblaciones. Como es de suponer, no todos los
individuos portan en la misma medida los alelos potencialmente deletéreos, por lo
que cada reproductor puede contribuir de manera diferente a la depresion

endogamica de una poblacién (Lacy y col., 1996; Baumung y col., 2015).

Por todo lo expuesto, se entiende que el efecto de la depresion endogamica
depende en gran medida de la dinamica de la poblacién estudiada, en la cual
intervienen factores relacionados a la presion de seleccion, la tasa de incremento
de la endogamia, la presencia de cuellos de botella, la posibilidad de flujo genético
y la utilizacién de biotecnologias reproductivas, entre muchos otros. Es importante
considerar estos aspectos para definir el estado de situacién de una raza y

planificar su futura evolucién, con relacién a programas de cria y mejoramiento.
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2.3. Métodos de caracterizacion genética

Los registros genealdgicos son datos utiles en la caracterizacion genética de una
raza, ya que permiten estimar una serie de parametros de importancia en la
genética poblacional. Sin embargo, esto es posible solamente en aquellas razas
formalmente establecidas que cuentan con una asociacién de criadores que llevan
adelante el registro y filiacién de sus animales. Aun asi, la calidad y profundidad
del pedigri tienen un rol central, ya que de ellos dependera en buena parte la
correcta interpretacién de los resultados (Kardos y col., 2015; Perdomo-Gonzalez

y col., 2022).

La caracterizacién genética también puede realizarse a escala genémica, a partir
de la determinacién de distintas variantes presentes en el ADN de los individuos
de una poblacion. La determinacion del genotipo de un individuo para una serie
de locus dados también permite determinar la existencia de polimorfismos que
pueden ser utilizados para su identificacion o para el estudio de diversos
caracteres fenotipicos asociados a las regiones del genoma en la que se
encuentran. A su vez, el analisis de la variabilidad existente dentro de una
poblacion permite caracterizar genéticamente a las especies o razas y establecer
diferencias entre las poblaciones e individuos (Peral Garcia y col., 1995). Los
estudios de caracterizacion han ido evolucionando conforme se han desarrollado
nuevas técnicas de genética molecular. Para ellos se han estudiado desde
polimorfismos bioquimicos, como los grupos sanguineos y proteinas séricas
(Peral Garcia, 1994), hasta la deteccién de marcadores microsatélites (STR), los
cuales siguen utilizandose hasta hoy en dia para el control de filiacién, e inclusive

para caracterizar genéticamente las poblaciones (Delgado y col., 2014).

Sin embargo, existe una tendencia a reemplazar el uso de marcadores STR por

SNP (polimorfismos de nucleétido simple), los cuales son una fuente de variacion
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genética de mucha mayor escala. Si bien su variabilidad esta limitada a una
mutacion puntual dentro de la secuencia de ADN, su abundancia dentro del
genoma los convierte en la fuente mas frecuente de cambios polimérficos de los
seres vivos. Ademas, hoy en dia se cuenta con tecnologias que permiten obtener
una gran cantidad de informacién genética acerca de cada individuo a un costo
mucho menor y de manera automatizada (Schaefer y McCue, 2020), mediante el
empleo de microarrays de SNP (también denominados chips o microarreglos).
Estos permiten analizar la presencia de decenas de miles de variantes genéticas
a partir de una simple muestra de ADN. En términos técnicos, cada microarray
contiene miles de sondas de ADN conocidas que estan disenadas para detectar
los alelos existentes en miles de SNP (previamente determinados). Mediante la
hibridacion especifica con las regiones complementarias de cada una de las

posibles variantes de cada loci se determina el genotipo de la muestra analizada.

Los microarrays de SNP tienen multiples aplicaciones, como el mapeo de
caracteres de interés, la caracterizacion gendmica y la comparacién entre
poblaciones (Schaefer y McCue, 2020). En la especie equina son ampliamente
utilizados en estudios poblacionales, incluyendo el célculo de la consanguinidad
(Todd y col., 2018), la deteccion de huellas de seleccion (Santos y col., 2021), la
determinacion de la variabilidad y diferenciacion genética entre grupos o
poblaciones (Gurgul y col., 2014; Schurink y col.,, 2019), entre otros. Esta
metodologia es ampliamente ventajosa desde el punto de vista econdmico, ya que
permite el analisis simultaneo de una gran cantidad de marcadores a partir de una

muestra de ADN, obteniendo asi un perfil genético global del individuo.

Existe un creciente interés en la genotipificacion de razas equinas mediante
técnicas de genotipado masivo para su caracterizacion, ya que permitira una mejor

comprension del estado de situacion, la relacién existente con otras razas y sus
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origenes, asi como la asociacion con enfermedades o caracteres de interés para
el rendimiento deportivo (Petersen y col., 2013a; Petersen y col., 2013b). Esto
constituira el puntapié inicial para el posterior desarrollo de estudios de asociacién
y planes de mejoramiento acordes a las necesidades del sector, en particular en

la Argentina, donde este tipo de estudios es escaso.

3. Justificaciéon

A pesar de la importancia que tiene la cria caballar en nuestro pais, la produccion
se realiza desde antafio de manera artesanal, siendo las decisiones de mejora
geneética tomadas de manera intuitiva por los productores. Tampoco existe un
programa de mejora que permita seleccionar animales de calidad, en base a sus
caracteristicas morfologicas y funcionales acordes a los posibles objetivos de
seleccion para la disciplina deportiva en que participan los animales (en este caso
el polo). No obstante, los criadores han realizado una fuerte seleccion en la cria
del Polo Argentino, logrando un caballo con una aptitud muy codiciada para la
practica del deporte, no sélo en Argentina sino también en el resto del mundo. La
evolucion fenotipica y funcional de la raza, acompanada del amplio uso de
biotecnologias reproductivas (transferencia embrionaria, inseminacion artificial,
etc.) y de la clonacion, resultan eventos de interés para el estudio de la variabilidad

y estructuracién genética, asi como de su relacion con otras razas.

Por lo tanto, en esta tesis se realizara una caracterizaciéon genética del caballo
Polo Argentino, evaluando su variabilidad y estructura genética, asi como la

relacion con otras razas equinas, utilizando datos genealdgicos y genémicos.
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HIPOTESIS

En esta tesis se plantean tres hipotesis de trabajo:

El uso de marcadores moleculares de tipo SNP permite discriminar a los
caballos Polo Argentino de ejemplares pertenecientes a otras razas

equinas.

La alta presion de seleccidbn y el amplio uso de biotecnologias
reproductivas esta produciendo un estrechamiento de la variabilidad
geneética del caballo Polo Argentino y un aumento de la endogamia de la

poblacion.

La distribucion y cantidad de bloques de homocigosidad en el genoma
pueden utilizarse para inferir genes y/o rutas metabdlicas potencialmente

afectadas por la endogamia.
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OBJETIVO GENERAL

El objetivo general del presente trabajo de tesis fue determinar la variabilidad y

estructuracion genética de la raza equina Polo Argentino, por medio de la

aplicacién de técnicas de genotipado masivo, empleando microarrays de SNPs.

Objetivos especificos

La tesis contempla los siguientes objetivos especificos:

Realizar la caracterizacion genética preliminar de la raza Polo Argentino

mediante el analisis de los datos de pedigri.

Seleccionar un grupo de animales especificos en base al analisis
genealdgico que representen la variabilidad existente de la raza, para su

caracterizacion utilizando técnicas moleculares de genotipado masivo.

Determinar las frecuencias alélicas de los marcadores analizados y
compararlas con animales pertenecientes a otras razas equinas de
importancia con el fin de comprender mejor la estructuracién genética de

la poblacién estudiada.

Establecer los niveles de endogamia de la poblacién estudiada mediante
estudios moleculares y compararlos con los obtenidos mediante los
registros de pedigri, determinado de manera real la variabilidad genética

poblacional e individual, asi como su variacién a lo largo del tiempo.
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o Determinar las posibles implicancias genéticas de la endogamia mediante
el andlisis de las regiones de homocigosidad (ROH) y su efecto genémico-

funcional utilizando técnicas bioinformaticas de ontologia génica.



24

CAPITULO I: Analisis de los datos genealdgicos en el
caballo Polo Argentino: caracterizacion genética e impacto

de las biotecnologias reproductivas sobre la variabilidad.

1. Introduccién

El estudio de la estructura genética y demografica de las poblaciones animales es
una herramienta valiosa para analizar circunstancias o eventos importantes que
afectan a su historia (Valera y col., 2005). Histéricamente, esto se han realizado
analizando datos de pedigri o genealdgicos en razas equinas de todo el mundo
(Maccluer y col., 1983; Poncet y col., 2006; Bartolomé y col., 2011; Pjontek y col.,
2012; Vicente y col., 2012; Borowska y Szwaczkowski, 2014; Petersen y col.,
2014). Ademas de su uso en la caracterizacion genética poblacional, los
resultados de estos analisis son especialmente interesantes como herramienta
auxiliar en las decisiones de cria, ya que muchas veces las mismas son realizadas
por los criadores de manera meramente artesanal (Medeiros y col., 2014; Giontella
y col., 2019). Sin embargo, la existencia de registros genealdgicos detallados y
consistentes es el primer requerimiento para obtener resultados fiables, asi como
para implementar programas de mejora genética basados en metodologias

cientificas (Maccluer y col., 1983; Cervantes y col., 2008).

El caballo Polo Argentino es muy popular y codiciado entre los jugadores de polo
de élite a nivel mundial (Maserati y Mutto, 2016). Si bien lleva cuatro décadas de
registro, se mantiene un libro genealdgico abierto, permitiendo la incorporacién de
individuos de cualquier otra raza, siempre y cuando cumplan ciertos requisitos de
aptitud y biotipo. Adicionalmente, la Sociedad Rural Argentina lleva adelante el

registro genealdgico de la raza realizando la identificacion individual y el control
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de filiacion mediante la genotipificacion de un panel de marcadores microsatélites

recomendados por la ISAG.

Un aspecto interesante a destacar es que, desde su creacion, la AACCP permite
(e incluso fomenta) el uso de biotecnologias reproductivas avanzadas que estén
disponibles en la especie equina. Es por esto que la raza Polo Argentino se
caracteriza por la existencia de grandes programas de transferencia embrionaria
(TE), como asi también por el uso de biotecnologias de ultima generacién, como
el sexado de embriones (Herrera y col., 2014), la tranferencia de ovocitos (Riera'y
col., 2016) y la clonacion (Maserati y Mutto, 2016; Gambini y Maserati, 2018). Esto
ha posicionado al caballo Polo Argentino como lider en términos de tecnologias
reproductivas. A su vez, el caballo de polo es en la actualidad uno de los caballos
argentinos mas exportado y distribuido alrededor del mundo (MAGyP, 2023).
Todas estas caracteristicas convierten a la raza en un interesante modelo para
analizar los efectos reales que ha tenido la implementacién a escala comercial de
las biotecnologias reproductivas, y en particular la TE. Si bien en otras especies
ganaderas se ha demostrado que esta técnica produce una mejora genéticay una
mayor presion de seleccién (Mota y col., 2013), también se la ha asociado con la

disminucion de la variabilidad genética, tanto intra como entre poblaciones.

A pesar de la importancia cultural y econdmica de la raza, los estudios genéticos
y/o reproductivos en el caballo de polo argentino son pratcicamente nulos. Es por

ello que este capitulo tiene por objetivos:

e Realizar la caracterizacion genética preliminar de la raza Polo Argentino
mediante el analisis de los datos de pedigri.
e Evaluar el efecto del uso de los programas de TE a gran escala sobre la

variabilidad genética.
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2. Materiales y métodos

2.1. Datos genealdgicos

En este estudio se utilizd la informacion de registros de pedigri de los caballos
Polo Argentino existentes en las bases de datos disponibles en las paginas web
de la AACCP y de la Sociedad Rural Argentina. Adicionalmente, se incluyeron
datos obtenidos del Studbook Argentino (registros de caballos Pura Sangre de
Carrera), con el objetivo de reconstruir las genealogias de los individuos
fundadores mas importantes. La base de datos final incluyé 115.615 ejemplares
registrados hasta el afo 2021. Con el objeto de mejorar la precision de los
parametros calculados, soélo los individuos con al menos tres generaciones
completas equivalentes (ECG) (Maignel y col., 1996) y nacidos entre los afios
2006 y 2021 (ultimas dos generaciones, aproximadamente) fueron usados como
poblacion de referencia (grupo PR; n=41.873). Finalmente, con fines
experimentales, este grupo fue dividido en dos subgrupos: individuos nacidos por
trasferencia embrionaria (grupo TE; n=32.731) e individuos nacidos por gestacion
por su madre bioldégica (grupo NO-TE; n=9.142). Cabe aclarar que aquellos
ejemplares clonados que tuvieran hijos fueron reemplazados por el animal
fundador (original) en la base de datos para los calculos posteriores (excepto para

el item 2.2 Analisis demografico).

2.2. Andlisis demografico

El analisis inicial incluyé una descripcién del nimero de animales registrados por
afo, los individuos utilizados como sementales y yeguas madres, asi como la
proporcion de sexos nacidos y registrados. Se calculé el intervalo generacional
(IG), definido como la edad media de los padres al nacimiento de su decendencia

que sera destinada a la reproduccion (James, 1977), por las cuatro vias posibles
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(padre-hijo, padre-hija, madre-hijo y madre-hija). Las comparaciones entre los
grupos nacidos por transferencia embrionaria y por gestacién natural de esta
seccion incluyen a todos los individuos registrados (y no sélo a los de la ultimas
dos generaciones), por lo que se referira como TEtora ¥ NO-TEvrotaL. Las
diferencias estadisticas entre la proporcion de sexos, el numero de hijos e IG por
grupos fueron evaluadas mediante la prueba de proporciones Z y prueba T de

Student.

2.3. Parametros de variabilidad genética

La variabilidad genética fue evaluada mediante los siguientes parametros:

I.  Coeficiente de endogamia individual (Fpep), definido como la probabilidad
de que un individuo posea dos alelos idénticos por descendencia (Wright,
1931).

. Tasa de endogamia entre grupos (FRr), la cual cuantifica la proporcion del
Feep del grupo ET comparado con NO-ET, determinando la dinamica de la

variacion del inbreeding entre grupos. Este parametro fue calculado como:

Fo= Frg — Fyo-tE
= —
Fyo-rE

Donde Fre y Fnote son la media de los Fpep de los grupos TE y NO-TE,

respectivamente.

lll.  Coeficiente de parentesco medio (AR — “average relatedness”), definido
como la probabilidad de que un alelo tomado al azar de la poblacion
provenga de un animal determinado (Gutierrez y Goyache, 2005). Cuanto

mayor sea este parametro, mayor es la representatividad que tiene un
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individuo en la poblaciéon y mayor es la participacion que tiene un animal
fundador en el origen de la raza.

IV. Coeficiente de coascendencia para cada par de individuos (f), estimado
como la probabilidad de que dos individuos compartan alelos idénticos por
descendencia (Malécot, 1948).

V. Tamano efectivo de la poblacién, definido como el niumero de animales
que mantendria el actual aumento de la endogamia, si contribuyeran
equitativamente a la siguiente generacién. Este parametro fue estimado
tanto por via incremento individual de la endogamia (Ng) (Gutiérrez y col.,

2009) como de la coascendencia (Nec) (Cervantes y col., 2011).

Las diferencias entre los grupos se determinaron usando la prueba de Mann-
Whitney, ya que los datos no presentaron distribucién normal (prueba de

Kolmogorov Smirnov, valor-p<0,01).

2.4. Andlisis de fundadores y ancestros

Se calculd el numero efectivo de fundadores (Fg), definido como el numero de
fundadores que produciria la misma variabilidad genética observada en la
poblacion si contribuyeran equitativamente a la misma; y el nimero efectivo de
ancestros (Fa), definido como el nimero minimo de individuos (no necesariamente
fundadores) que explican la variabilidad genética de la raza. De acuerdo con
Boichard y col. (1997), este enfoque dual permite determinar la existencia de
cuellos de botella, calculando la proporcion Fe/Fa, la cual es mayor a 1 cuando la
contribucién de los ancestros es desigual. Adicionalmente, se determiné el nimero
de genomas fundadores equivalentes (Fg), definido como el numero de
fundadores que se espera que produzcan la misma diversidad genética que en la

poblacion estudiada, si los fundadores estuvieran igualmente representados y no
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se produjera ninguna pérdida de alelos (Lacy, 1989). Este parametro tiene en
cuenta especificamente la pérdida aleatoria de alelos durante los cuellos de
botella genéticos producidos por las contribuciones desequilibradas de los
fundadores. Por ultimo, se evalud la composicién racial de los diez ejemplares que
mas contribuyeron a la variabilidad genética, para determinar la influencia de las

razas foraneas en la constitucién actual del Polo Argentino.

2.5. Estructura poblacional

Se evalud la posible estructuracion de la raza en subpoblaciones parcialmente
aisladas entre criadores, a través del calculo del indice de fijacién Fsr, siguiendo
la metodologia descrita por Caballero y Toro (2002). Este indice se calculé entre
los criadores que cumplian dos requisitos: (1) criar tanto animales TE y NO-TE y
(2) tener un tamafo minimo de animales registrados (establecido en 40
ejemplares). En total se seleccionaron 83 criadores, con los que se obtuvieron dos
indices Fsr entre criadores, uno representd la distancia genética entre los
productos nacidos por TE y el otro la distancia entre los animales NO-TE. Entre
ambos indices se calculd el coeficiente de correlacion de Spearman. Este
parametro permitié determinar si la similitud genética entre criadores se veia

afectado por el sistema de cria.

Para identificar subdivisiones menos evidentes resultantes de estructuraciones
parciales, se realizé un analisis adicional de acuerdo con la metodologia descrita
por Cervantes y col. (2011). Esta se basa en considerar la relacién entre el tamafio
efectivo de la poblacion calculado via incremento individual de la coascendencia

y la endogamia entre pares (Nec/Ng).
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Todos los parametros fueron calculados utilizando el software ENDOG v.4.8.
(Gutierrez y Goyache, 2005). El andlisis estadistico se realizé con el software

STATISTICA v.12. (StatSoft, 2012).

3. Resultados

3.1. Andlisis demogréfico

El numero de ejemplares nacidos e inscritos anualmente desde la creacion de la
AACCP en 1984 aumentd considerablemente hasta 2009 (Figura 1.1), con
aproximadamente el 67% de la poblacién total registrada durante las ultimas dos
generaciones (grupo PR). Durante el periodo 2006-2021, la proporcién de
hembras/machos se mantuvo relativamente estable (cerca de 1,5:1), pero
comenzo a aumentar en el afio 2010, alcanzando tasas cercanas a4,75:1 en 2019
(Figura 1.1). La integridad del pedigri mostré6 una media de 29,8 + 24
generaciones maximas y 5,1 + 1,5 ECG, lo que constituyen valores robustos en
comparacion con estudios similares (Bartolomé y col., 2011; Medeiros y col.,
2014). Asimismo, el ECG fue de 5,3+ 1,5y 4,4 + 1,2 en los grupos TE y NO-TE,

respectivamente.

Los individuos nacidos por transferencia embrionaria comienzan a registrarse en
el afio 1990, mostrando un aumento significativo desde 2004, alcanzando
porcentajes superiores al 70% del total de caballos inscritos en el AACCP durante

los ultimos nueve afos evaluados (Figura 1.2).

Al momento de realizar este estudio, sélo el 12% de los machos y el 28% de las
hembras de toda la poblacion se convirtieron en sementales y yeguas madres,

produciendo una media de 28,7 y 4,2 potros por individuo, respectivamente.
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Figura 1.1. Evolucion del nimero de ejemplares registrados por afio de nacimiento desde
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Figura 1.2. Porcentaje de individuos nacidos por transferencia embrionaria y registrados
en el libro genealdgico.
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Sin embargo, hubo un claro desequilibrio en la contribucion individual, ya que 36
sementales (1,2% del total) registraron mas de 300 potros cada uno, lo que

representa el 18% del total de ejemplares registrados en la base de datos.

Ademas, un mayor porcentaje de caballos fueron utilizados como sementales en
TEtoraL (14,9% frente a 9,2% en NO-TE; valor-p<0,01), produciendo también en
promedio 12 potros mas cada uno (36,8 en TEroraL frente a 24 en NO-TEroraL).
Por el contrario, el porcentaje de hembras utilizadas como yeguas madres fue
significativamente menor en TEotaL (22,3%) comparado con NO-TE+otaL (36,5%,
valor-p<0,01). La cantidad promedio de crias nacidas por transferencia

embrionaria por yegua y por afio fue de 2 £ 0,27.

El IG fue de 7,8 afos en promedio para toda la poblacion (Tabla 1.1). Todas las
vias fueron considerablemente menores en los caballos del grupo TEtoraL en
comparacion con los caballos NO-TEroraL (Tabla 1.1), con una diferencia de casi

2 afos en promedio (7 frente a 8,9 anos, respectivamente; valor-p < 0,01).

Tabla 1.1. Intervalo generacional en el caballo Polo Argentino

Intervalo generacional (afios)
Via Total TEvoraL NO-ETroraL
Padre-hijo 771472 7+44° 9+4,1°
Padre-hija 7+35 6,4 + 3,82 7,6 +£3,5°
Madre-hijo 8,1+3,6 7,5+3,4° 10,4 + 4°
Madre-hija 8,1+3,8 7 +3,5° 9,7 +3,8°
Promedio 78+3,8 7 +3,6° 8,9+3,9°

Valores expresados como media + desvio estandar. Las compéraciones estadisticas
se realizaron entre los grupos TE y NO-TE. Letras diferentes indican diferencias
significativas (valor-p<0,01).
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3.2. Parametros de variabilidad genética

En lineas generales, los valores de consanguinidad fueron bajos (Frep=0,86% en
PR), pero mostraron una tendencia al alza durante los ultimos afos, con
porcentajes mas altos en el grupo TE comparado con NO-TE (0,9 vs 0,6%,
respectivamente; valor-p<0,001; Figura 1.3). También se encontré un incremento
del Fpep promedio por generaciones (Tabla Suplementaria S1.1). Aunque la Fr
mostré una tendencia variable, fue predominantemente positiva (Figura 1.3),
demostrando asi un claro efecto del grupo TE en el aumento de la consanguinidad.
Esto concuerda con el aumento observado en la proporcién de animales
consanguineos (Frep > 0), que se incrementd del 39% (periodo 2006-2013) al 61%
(periodo 2014-2021, valor-p<0,01). Se observaron también diferencias entre la
proporcion de individuos endogamicos entre TE y NO-TE (50% vs. 29%,

respectivamente; valor-p<0,01; Tabla Suplementaria S1.2).
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Figura 1.3. Evolucion del coeficiente de endogamia durante los ultimos 16 afos.
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Asimismo, la proporcion de animales con alta consanguinidad (definida como
Frep>6,25%; equivalente a un cruzamiento entre primos hermanos) en el grupo
PR fue de 5,6%, aumentando de 4,8% a 7,8% el periodo 2006-2013 a 2014-2021
(valor-p<0,01). También se observaron valores significativamente mas altos en TE
(6%) que en NO-TE (4,7%) (valor-p<0,01). Esta diferencia se manifesté también
por la alta correlacion observada entre Fpep y el porcentaje de animales nacidos
por TE por afo (r = 0,72; valor-p<0,01). El promedio de Fpep en animales
endogamicos (Fpep>0) fue de 1,9%, siendo mayor en el grupo NO-TE respecto a
TE (2,2% vs. 1,8%, valor-p<0,01), probablemente debido a la mayor proporcién

de individuos con Fpep 2 0,125 en el grupo NO-TE (ver Tabla Suplementaria S1.2).

El coeficiente AR fue de 1,2% en PR, encontrandose diferencias significativas
entre ambos grupos analizados (TE = 1,3% vs. NO-TE = 0,7%; valor-p<0,001).
Aunque los valor de AR son relativamente bajos, estos tiendieron a incrementarse
progresivamente en el tiempo, mostrando un incremento del 27% en la ultima
generacion (Tabla Suplementaria S1.1). Con respecto al coeficiente f, se
observaron valores significativamente mayores en el grupo TE (1,8% vs. 0,7%;
valor-p<0,01), evidenciando un mayor grado de parentesco entre los ejemplares

de este grupo.

Finalmente, con el objetivo de facilitar el computo, el tamafo efectivo de la
poblacion se estimo unicamente con los individuos nacidos en la ultima generacion
(2014-2021); donde el grupo PR mostré valores acordes con el origen abierto de
esta raza (Nec = 68,3 £ 1,5; Ne = 233,9 + 34,8). Se observo una leve diferencia
entre los grupos TE (Nec = 62,9 + 1,3; Ne= 230,8 + 30,8) y NO-TE (Nec = 79,6
1,9; Ne = 246,1 = 48,9), sugiriendo la existencia de factores externos que
influencian el proceso de seleccion. La evolucion del Neg en las distintas

generaciones puede observarse en la Tabla Suplementaria S1.1.
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3.3. Andlisis de fundadores y ancestros

El nimero de fundadores en la PR fue de 7.114 individuos, un valor elevado
esperable para una raza de pedigri abierto, en la que no hay limitaciones
genealdgicas para registrar un nuevo ejemplar (Tabla 1.2). Sin embargo, Fe fue
de solo 371 animales. Por otro lado, se encontraron claras diferencias entre
grupos, donde el Fe y Fa fueron significativamente menores en TE en comparacién
a NO-TE. De manera similar, la relacion Fe/Fa fue mayory el Fg menor en el grupo
TE (ver Tabla 1.2). Finalmente, se observo una proporcién de fundadores cada
vez menor en las distintas generaciones, asi como también en la relacion
Fe/fundadores, la cual tuvo una fuerte correlacion negativa (-0,95, valor-p<0,01)
con el porcentaje de individuos nacidos por transferencia embrionaria (Tabla

Suplementaria S1.1).

Tabla 1.2. Analisis de fundadores y ancestros

Parametros PR TE NO-TE
NiUmero de animales 41.873 32.731 9.142
Numero de fundadores 7.114 4.518 4.654
Proporcioén de fundadores? 0,17 0,14 0,51

Numero de ancestros

. 6.339 3.767 3.868
contribuyentes
Ancestros 50% 25 18 84
Fe 371 303 680
Fa 52 42 114
Fe 35 28 72
Tasa Fe/Fa 71 7,2 6,0

PR: Poblacién de referencia nacida durante las Ultimas dos generaciones; TE:
individuos de PR nacidos por transferencia embrionaria; NO-ET: individuos de PR
no nacidos por transferencia embrionaria. ?La proporcion de fundadores fue
calculada como la relacién entre el nimero de fundadores y el nimero de animales
dentro de cada grupo.
En la Tabla 1.3 se muestran los diez ancestros que mas contribuyen a la
variabilidad genética en la PR, asi como en los grupos TE y NO-TE. La mayoria

de esos ancestros son caballos SPC, muchos de ellos registrados en el Studbook

Argentino, siendo otros mestizos de SPC, segun se pudo reconstruir su
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genealogia. Resultados similares se encontraron cuando el analisis se expandié
a los 50 ancestros mas contribuyentes (datos no mostrados), revelando una gran
proporcion de sangres SPC en el origen del caballo Polo Argentino. Cabe destacar
que los mismos individuos fueron los ancestros mas representativos en PRy TE,
aunque mostraron un mayor porcentaje de contribucion marginal en este ultimo
grupo (Tabla 1.3). Por otro lado, el grupo NO-TE mostré una menor influencia de

los ancestros mas representativos y una amplia diversidad genética.

3.4. Estructura poblacional

El promedio del indice Fsr (entre criadores) mostré valores mas bajos en TE que
en NO-TE (0,016 vs 0,026, respectivamente; valor-p<0,001). El coeficiente de
correlacion de Spearman entre los indices Fsr fue muy bajo (rho = 0,26; valor-
p<0,01). Estos datos revelan un incremento en la distancia genética entre
criadores que no emplean la transferencia embrionaria, en comparacion a los que
si lo hacen. El tamano efectivo de la poblacion fue levemente mayor en el grupo
NO-TE respecto de TE, al igual que la relacion Nec/Ne (0,32 vs 0,27,
respectivamente), aunque estos valores no indican subestructuracion dentro de

los grupos.

4. Discusién

La caracterizacion genética utilizando datos genealdgicos juega un rol muy
importante en la monitorizacion del desarrollo y de la posible pérdida de
variabilidad en las poblaciones. Este analisis es particularmente valioso en razas
donde las estrategias de cria y seleccion usualmente se basan uUnicamente en
caracteres fenotipicos (Sanchez-Guerrero y col., 2017), pero también cuando el

uso de técnicas de reproduccion asistida a gran escala aumenta la intensidad de



Tabla 1.3. Ancestros mas contribuyentes de cada grupo

Ao de Composicién Contribucién genética marginal
Ancestro Padre Sexo nacimiento r:cial PR e NO-TE
SPORTIVO Lode M 1992 SPC 7,6% (1) 9,0% (1) 2,7% (4%)
PUCARA Sequito M 1981 SPC 6,9% (2%°)  7,7% (2%) 4,0% (2%)
TOP SECRET Ganelon M 1972 SPC 4,3% (3°)  4,6% (3™)
GAUCHA ACHA Apricot H 1973 SPC 3,4% (4%) 3,6% (5%)
RAINBOW CORNER  Rainbow Quest M 1993 SPC 3,3% (5%) 3,7% (4%) 2,1% (6%)
SIMPATICA Vengo Tarde H 1986 50-100% SPC 2,9% (6%) 3,4% (6%)  1,3% (10™)
GUINDA - H ~1980 - 2,4% (7™)  2,8% (7™)
POLO NEVADITO? Polo Puripayo M 1993 75% SPC 2,4% (8*°)  1,8% (9™) 4,3% (1)
CHUSMA Worthy Too H - SPC 1,6% (9™) 1,8% (10™)
LAMBADA Sequito H ~1996 75-100% SPC  1,6% (10™)  1,9% (8"°)
EL SOL Top Secret M 1987 SPC 3,7% (3")
POLO PUREZA® High Host H 1988 SPC 2,0% (5%)
PERUGINO Southern Halo M 1995 SPC 1,8% (7™)
INDULTO Liloy M 1978 SPC 1,7% (8*°)
LA LUNA Top Secret H =~1980 SPC 1,7% (9™)

@ No fundador en el libro genealdgico del Polo Argentino. (-) Desconocido; M: macho; H, hembra; PR: Poblacién de referencia nacida durante
las ultimas dos generaciones; TE: individuos de PR nacidos por transferencia embrionaria; NO-ET: individuos de PR no nacidos por
transferencia embrionaria. En la contribucion genética marginal se indica entre paréntesis el orden de mayor contribucién dentro de cada grupo.
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seleccién (Marinho y col., 2015). Ambas condiciones estan presentes en el caballo
Polo Argentino, el cual esta fuertemente seleccionado en base a su rendimiento
deportivo, y que a su vez basa su produccion en la utilizacion de un numero
reducido de animales reproductores sometidos a grandes programas de

transferencia embrionaria (Losinno y col., 2001).

En consecuencia, este estudio proporciona un enfoque interesante para
determinar los efectos genéticos producidos por el uso de diferentes técnicas
reproductivas asistidas como método de cria en una poblacion comercial de
caballos. En los equinos, la decisién de producir un cruzamiento en particular entre
un semental y una yegua con el fin de obtener una caracteristica dada en la
progenie se toma muchas veces sin seguir ningun esquema basado en el uso de
valores de cria (EBV), ya que estos no estan disponibles en la mayoria de las
razas (Gomez y col., 2010). Sin embargo, los criadores estan acostumbrados a
desarrollar sus propios esquemas de cruzamiento seleccionando los linajes
maternos o paternos de su interés junto a un analisis subjetivo (no estandarizado)

del rendimiento de la descendencia.

En las razas pequenas, esto podria llevar a un uso desproporcionado de un
numero reducido de reproductores, con la consiguiente aparicién de cuellos de
botella genéticos y la pérdida de alelos o variantes valiosas en pocas
generaciones (Janova y col., 2013). Segun nuestros resultados, esto podria haber
ocurrido de forma lenta pero constante en el caballo Polo Argentino, en particular
durante los ultimos afios, donde se redujo el numero de sementales empleados
de manera significativa, pero mas aun en el grupo de individuos criados por TE.
Aunque los parametros analizados muestran que la variabilidad genética sigue
siendo elevada, probablemente porque es una raza relativamente nueva que

ademas permanece con una politica de registro abierto, nuestros resultados
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sugieren la existencia de una tendencia hacia la pérdida de diversidad. Ademas,
el aumento del parentesco entre los individuos, sobre todo durante las ultimas dos

generaciones, deberia tenerse en cuenta en el mediano a largo plazo.

A pesar de su reciente creacién, el censo del caballo Polo Argentino es uno de los
mas grandes entre los caballos de raza criados en Argentina, con alrededor de
15.000 individuos registrados en la ultima generacién (Figura 1.1). Sin embargo,
hay que considerar que el reducido nimero de animales registrados en los afios
2019 a 2021 puede deberse a que el proceso de registro aun se encontraba
abierto para los animales nacidos en esas fechas al momento de realizar este

analisis.

El marcado incremento de la cantidad de registros de animales observado desde
el afio 2004 coincide con la irrupcion de los programas de TE a gran escala, los
cuales representan actualmente mas del 70% de los productos nacidos
registrados. Como ya ha sido descrito en otras especies, el uso de esta técnica de
reproduccion asistida podria producir un incremento en la ganancia genética en
una poblacién dada, al favorecer la distribucién de una genética mejoradora pero
también a través de una reduccion del intervalo generacional, particularmente de
los linajes maternos (Gengler y Druet, 2001). A pesar de que el progreso genético
no ha podido ser apropiadamente determinado aun en el caballo Polo Argentino,
debido a la ausencia de una caracterizacion fenotipica objetiva ni de estimaciones
de pardametros genéticos, existe un consenso entre los criadores y jugadores de
polo respecto de la evolucion y la mejora en la performance deportiva que ha
atravesado la raza, lo cual no puede ser ignorado. Prueba de esto es la presencia
del Polo Argentino en los torneos mas reconocidos y de mayor nivel alrededor del
mundo. Por otro lado, esta politica de cria podria causar una pérdida en la

variabilidad genética lo que se observa por la disminucion constante del porcentaje
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de individuos, en particular las yeguas, empleados como reproductores. Este
efecto ha sido también descrito por Sitzenstock y col. (2013) en un estudio de
simulacién de una poblacién equina alemana, mostrando que la implementacién
de grandes programas de TE y el uso de unas pocas yeguas seleccionadas como
reproductoras provocaria una gran reduccion de la varianza genética y del tamafio
efectivo poblacional. En este sentido, nuestro estudio es uno de los primeros en
validar esta situacion, utilizando un gran niumero de datos de registro de una raza
equina de deporte, en la cual, ademas, mas de la mitad de su poblaciéon es

producida por TE.

El intervalo generacional, el cual afecta el nivel de progreso genético por afio en
una poblacion, fue menor que los reportados previamente en varias razas equinas
como el SPC (IG = 10,6, Moureaux y col. (1996), IG = 10,62, Bokor y col. (2013)),
Hannoveriano (IG entre 8,9 y 11,1, Hamann y Distl (2008)), Cuarto de Milla (IG =
10,5, Petersen y col. (2014)), Caballo de Deporte Espafiol (IG = 10,8, Bartolomeé y
col. (2011)), Caballo de Deporte Francés (IG = 12, Dubois y Ricard (2007)), Silla
Francés (IG = 11,7, Moureaux y col. (1996)) y Pura Raza Espariol (IG = 10,1,
Valera y col. (2005)). Es bien sabido que las yeguas que participan en actividades
deportivas o recreativas usualmente no son utilizadas como reproductoras de
manera natural, disminuyendo asi su vida reproductiva efectiva e incrementando
el IG (Valera y col., 2005). Esta situacién podria ser exacerbada por la larga vida
deportiva que tiene el caballo Polo Argentino comparado con otras razas
deportivas como el SPC. Basta considerar que sélo el proceso de entrenamiento
de un caballo de polo lleva al menos cinco afios, a los que incluso se suman un
par de afios mas de adaptacion antes que pueda empezar a jugar en torneos de
alto handicap. Por lo tanto, las yeguas madres pueden ser sélo destinadas a la

reproduccion por métodos naturales a edades avanzadas, lo cual se asocia con
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baja fertilidad, bajas tasas de prefiez y menor produccion de potros por individuo
(Marinone y col., 2015). Nuestros resultados demuestran que esta limitacion
puede ser superada por la TE ya que la gestacion es llevada a cabo en una yegua
receptora, liberando al animal de alto valor genético para su uso deportivo. Este
hecho es particularmente importante en la raza, ya que la temporada de torneos
de los animales de élite se limita generalmente a sdélo seis meses por ano,
permitiendo el uso de las yeguas madres como donantes de embriones o de los
machos como sementales durante el resto del afio. Adicionalmente, las yeguas
jugadoras pueden ser usadas como donantes de embriones a edades muy
tempranas (incluso antes de los 4 afios, de acuerdo con los registros de la base

de datos de Polo), lo cual reduce significativamente el intervalo generacional.

El efecto reproductivo de la transferencia embrionaria ya ha sido asociado con la
mejora de la ganancia genética en el ganado a través de tres posibles
mecanismos: (1) aumento de la intensidad de seleccion (Nicholas, 1996), aumento
en el numero de crias por madre; (2) aumento de la precision de los EBV, al incluir
los datos de la TE en los modelos genéticos (Junqueira y col., 2018); y (3)
reduccién del intervalo entre generaciones (Mota y col., 2013). En nuestro caso,
dos de estos mecanismos se observaron en el grupo TE (IG corto y mayor nimero
de potros por yegua), lo que apoya el consenso general entre criadores y
jugadores de que el progreso en el rendimiento del Polo Argentino durante las dos
ultimas décadas se ha visto muy favorecido por el uso de la TE. Sin embargo, este
hecho no pudo determinarse en este estudio debido a la falta de un programa de
evaluacion sistematica y a la ausencia de una caracterizacion fenotipica de la

poblacion.

Una de las posibles desventajas del uso intensivo de las técnicas de reproduccion

asistida es la reduccion de la variabilidad genética. En el presente estudio, la
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consanguinidad media en el Polo Argentino (0,86% en PR) sigue siendo inferior
que en otras razas como el Hannoveriano (1,33%, Hamann y Distl (2008)), Pura
Raza Espafiola (8,48%,Valera y col. (2005)), Lipizzano (10,8%, Zechner y col.
(2002)), Haflinger (6,59%, Gandini y col. (1992)) y Pura Raza Arabe (7%,
Moureaux y col. (1996)). Sin embargo, Feep fue ligeramente superior a la reportada
en el Caballo de Deporte Espariol (Bartolomé y col., 2011) y Brasilefio (Medeiros
y col., 2014) (Frep = 0,6%), los cuales también tienen un libro genealdgico de
reciente creacion y sostienen una politica de inscripcion abierta. En el caso del
Polo Argentino, se observé una tendencia al aumento de la endogamia promedio,
sobre todo durante los ultimos 15 afios, lo cual coincide con la aparicion comercial
a gran escala de los programas de TE en la raza. Tal es asi que la endogamia fue
mas alta en el grupo de TE durante la mayoria del periodo analizado, como puede
verse en la Figura 1.3. A pesar de que la juventud de la raza (solo 40 afios de
historia) y su actual politica de registro abierto puede explicar en parte los bajos
valores medios de Fpep encontrados en este estudio, se observé un aumento del
AR y de la endogamia, lo cual sugiere cierta cautela. Mas aun, este efecto hubiese
sido mayor si la poblacion se hubiera gestionado como una raza cerrada, ya que
no se hubiesen podido utilizar sementales externos a la raza que limitaran el
incremento de ambos efectos genéticos. Sin embargo, el hecho de que en los
ultimos afios se utilizan cada vez mas como reproductores a los ejemplares ya
registrados en lugar de nuevos individuos "fundadores" (datos no mostrados),

podria derivar en la reduccién a largo plazo de la diversidad genética.

Tanto Fpep como AR se incrementaron abruptamente (Fpep mas del doble en
animales endogamicos) durante las ultimas dos generaciones. Esta tendencia fue
mas notoria en el grupo TE, ya que esta tecnologia permite a los criadores utilizar

intensamente unos pocos reproductores relevantes y destacados para la cria, para
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obtener productos de mejor rendimiento y mas homogéneos, de acuerdo con sus
intereses comerciales. En un estudio reciente, Todd y col. (2018) encontraron una
fuerte correlacién negativa entre la endogamia y la performance de carrera en
caballos SPC australianos después de analizar mas de 150.000 resultados de
carrera. De manera similar, Gbmez y col. (2009) determinaron la presencia de
depresion endogamica en varios caracteres morfoldgicos en caballos Andaluces,
por lo que recomiendan la inclusion del Fpep en los modelos de evaluacion
genetica, con el objetivo de mejorar la precision de los EBV. Si bien no existe un
valor dado a partir del cual los efectos de la depresion endogamica se hacen mas
notorios, y a pesar de que el promedio del Fpep €s aun bajo en el caballo Polo
Argentino, la tendencia ascendente observada durante los ultimos afos, en
particular en los animales producidos por TE, deberia ser considerada por los
criadores al decidir los futuros cruzamientos, para evitar la aparicion de depresién

endogamica en los ejemplares.

El efecto de la TE también se ve reflejado en el promedio de la coascendencia de
cada grupo (significativamente mayor en TE), posiblemente debido a una mayor
intensidad de seleccién sobre las madres. Debido a que las yeguas producen un
mayor numero de potrillos durante su vida reproductiva, su representatividad en
la poblacion se incrementa, aumentando asi los valores de AR y limitando aun
mas la diversidad genética. Para controlar esta situacion, la Asociacién de
Criadores de Caballos Pura Raza Espafiola ha desarrollado e implementado
exitosamente enfoques sistematicos para supervisar el apareamiento de los
reproductores utilizando un software ad-hoc para poder determinar las relaciones
entre todos los reproductores disponibles en una cabafna (Melgarejo y col., 2000).
Usando este software, se logré disminuir sustancialmente la tasa de endogamia

en un periodo de tiempo relativamente corto (Valera y col., 2005). Sin embargo,



44

este tipo de métodos no esta disponible de manera sistematica en los caballos
Polo Argentino. Dado que el uso de las técnicas de TE aumenta las posibilidades
de apareamiento entre sementales y yeguas que se encuentran en diferentes
rebafios y ubicaciones, la aplicacién de este tipo de tecnologias podria ayudar a

evitar el cruzamiento de animales muy emparentados.

El tamano efectivo de la poblacién es un indicador importante de la evolucion de
la variabilidad genética de una poblacién. En PR, el Nec fue menor en comparacion
a reportes publicados de otras razas compuestas, como el Caballo de Deporte
Brasileno (Nec=188,5; Medeiros y col. (2014)), el Anglo-arabe (Ngc=291,2;
Cervantes y col. (2011)) y el Caballo de Deporte Espanol (Nec=1.046; Bartolomé
y col. (2011)), lo que sugiere una menor variabilidad probablemente debida a la
estrategia de seleccion empleada. Cervantes y col. (2011) describieron que en
una poblacién no estructurada se espera que Nec y Ne presenten valores muy
similares entre si, ya que el incremento de la endogamia (AF) tiende a ser mayor
en una poblacion subdividida, mientras que el aumento de la coascendencia (Af)
practicamente no se ve afectado. En nuestro estudio, la relacidon Nec/Ne en NO-
TE fue apenas superior que en TE; de hecho, esta relacion fue menor a 1, lo cual
indica ausencia de estructuracion, posiblemente debido al alto flujo génico entre
ambos grupos. Sin embargo, los valores de Fst fueron mayores entre los
individuos del grupo NO-TE pertenecientes a distintos criadores. Esto podria
explicarse porque los individuos criados por gestacién natural estdan mas
emparentados dentro de los grupos, probablemente debido a la menor conexién
entre cabafas, ya que las yeguas de cria normalmente permanecen con el mismo
criador durante toda su vida reproductiva. Por consiguiente, el analisis sugiere que
la TE permite un mayor intercambio de germoplasma seleccionado entre

criadores, sobre todo a través de las lineas maternas, en comparaciéon con NO-
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TE, en la que se observa una mayor homogeneidad dentro de los grupos, mas

que entre ellos.

El Fe es otro parametro importante para determinar si la contribucion de los
individuos fundadores esta balanceada. Se espera que el numero total de
fundadores sea igual al Fe cuando todos contribuyen equitativamente (Lacy,
1989). Sin embargo, esto no es lo que suele ocurrir en las poblaciones domésticas
de ganado, donde el Fe es generalmente mas bajo, indicando una pérdida de
diversidad genética proporcional a cuanto difieran esos valores. Este hecho ha
sido reportado en varias razas equinas como el Caballo de Deporte Espaniol
(Bartolomé y col., 2011) y el Pura Raza Espafiol (Valera y col., 2005). En nuestro
estudio, se observa una clara diferencia en la proporcién de fundadores entre los
grupos TE y NO-TE. Ademas, Fey Fa fueron sustancialmente mas bajos que el
numero total de fundadores y ancestros en PR, mientras que la relacién Fe /Fa
sugiere la presencia de un cuello de botella. Esta tendencia se ve de forma mas
notoria en el grupo TE, en comparacion con NO-TE, lo cual podria explicarse por
el uso de un reducido numero de sementales y yeguas madres, causando una
gran presion de seleccion. Este hecho también explicaria las diferencias
observadas en Fg entre ambos grupos. Dado que el criterio de agrupacion
empleado en los 40.000 caballos analizados en este trabajo incluy6é unicamente
el uso de técnicas de TE, podemos demostrar que la implementacion de grandes
programas de TE tienen efecto sobre la reduccion de la variabilidad genética,

aumentando la homogeneidad dentro de la poblacion.

Finalmente, es importante destacar que los ancestros que mas han contribuido al
pool genético de la raza Polo Argentino fueron SPC. A pesar de que esta permitida
la incorporacién de individuos de cualquier origen, la informacion actual confirma

que en sus inicios el Polo Argentino estuvo altamente influenciado por esta raza.
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Sin embargo, nuestro analisis también mostré que dicha influencia fue producida
por un escaso numero de caballos que fueron empleados ampliamente como
reproductores durante un largo periodo de tiempo, mas que por un uso inicial de
SPC como reproductores. Esto podria haber afectado también a la variabilidad
genética, como ya se ha descrito en el Caballo de Deporte Brasilefio (Medeiros y
col., 2014), el Asturcén (Alvarez y col., 2011) y tres razas de tiro checas (Vostra-
Vydrova y col., 2016). Mas aun teniendo en cuenta que el SPC es una raza muy
antigua con un registro cerrado, creada a partir de unos pocos sementales (Binns
y col., 2012) con una limitada variabilidad genética (Cunningham y col., 2001;
Bokor y col., 2013). Dado que esta raza esta involucrada en la formacion del Polo
Argentino, es posible que su escasa diversidad podria ser arrastrada hacia la raza,
afectando aun mas su estatus genético. Sin embargo, a pesar de que los registros
genealogicos fueron parcialmente reconstruidos con datos del Studbook Argentino
para realizar este estudio, las limitaciones de los datos de pedigri impiden evaluar
esta hipotesis con precision. Es por esto por lo que se requeriran estudios
moleculares para una mejor aproximacion a la variabilidad genética de la raza,

fundamentalmente para considerar la presencia de endogamia ancestral.



5. Material Suplementario

Tabla S1.1. Evolucién de los distintos parametros genéticos analizados por generaciones.
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Nacimiento n %TE ECG Frep (%) AR (%) fun fun/n  Fg/fun Fe Fa Fel/Fa Ne
Antes de 1990 141 0% 3,8+0,69 0,49 +2,76 0,37 £ 0,36 474 3,36 0,28 134 16 8,4 485,8 + 1241
1990-1997 933 35% 4,08 £0,73 0,18+ 1,25 0,64 £ 0,57 994 1,1 0,36 356 42 8,5 1406,2 + 282,6
1998-2005 5319 66% 4,3+1,13 0422 0,87+0,53 2350 0,44 0,20 478 71 6,7 602,3 + 146,2
2006-2013 28800 78% 48+14 0,7+2,3 1,09+0,62 6231 0,22 0,07 416 62 6,7 363,4 + 66,2
2014-2021 13077  79% 5,6 +£1,51 1,2+25 1,38+0,63 3440 0,26 0,08 267 34 7,8 233,9+ 34,8
Correlacion con %TE 0,85 0,97** 0,84 -0,76  -0,95** 0,3 0,34 -0,55 -0,66

n: numero de animales; %TE: porcentaje de individuos nacidos por transferencia embrionaria; ECG: generaciones completas equivalentes; fun:

fundadores. ** valor-p<0,01.
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Tabla S1.2. Promedio del coeficiente de endogamia en individuos endogamicos (Fpep>0)
y proporcion de individuos endogamicos por grupo y por categoria de Feep.

PR TE NO-TE
n total 41.873 32.731 9.142
Frep> 0 PR TE NO-TE
n individuos 19.262 16.605 2.657
Proporcion de
individuos 46% 50%** 29%**

endogamicos

Frep media £ DE

1,9% + 3%

1,8% + 3%**

2,2% + 4%**

Frep > 0 a 0,06249 PR TE NO-TE
N individuos 16.888 14.664 2.224
Proporcion de

individuos 40% 45%** 24%**

endogamicos

Frep media =+ DE

0,86% + 1%

0,89% * 1%**

0,73% * 1%**

Frep 0,0625 a 0,1249 PR TE NO-TE
N individuos 1.817 1.532 285
Proporciéon de

individuos 4% 4,7%** 3,1%**

endogamicos

Frep media £ DE

71% £ 1%

71% 1%

7.2% + 1%

Frep 2 0,125 PR TE NO-TE
N individuos 557 381 176
Proporcion de

individuos 1,3% 1,2%** 1,9%**

endogamicos

Frep media £ DE

15% + 4%

15% £ 3%

15,2% + 5%

DE: desvio estandar. La proporciéon de individuos endogamicos fue calculada como la
cantidad de individuos en cada categoria de Frep (n individuos) sobre el numero total de

individuos (n total).
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CAPITULO II: Analisis de la variabilidad genética en el
Caballo Polo Argentino mediante datos genémicos:

determinacién del numero y distribucion de bloques de

homocigosidad (ROH).

1. Introduccién

El estudio de la estructura genética es un aspecto muy importante en la genética
de poblaciones ya que permite comprender y evaluar la distribucion de la
diversidad dentro de las mismas. El monitoreo y mantenimiento de la diversidad
genética es fundamental para alcanzar objetivos de mejora genética (Machmoum

y col., 2020).

La endogamia es un fendmeno recurrente en la produccion animal. Si bien muchas
veces se recurre a ella como herramienta para lograr uniformidad en la poblacion,
uno de sus efectos negativos es el aumento de la frecuencia de alelos recesivos
en estado homocigoto (Curik y col., 2014). Este incremento ha sido asociado a
una disminucion significativa en el rendimiento, la productividad y la fertilidad, asi
como al incremento en la prevalencia de enfermedades de origen genético,
fendmeno conocido como depresion endogamica (Charlesworth y Willis, 2009). Si
bien el incremento de la endogamia es un fendmeno comun en los equinos, tiende
a ser mas preocupante en razas de censo reducido (por ejemplo, razas
autéctonas) y/o con un libro genealdgico cerrado (es decir, que no se permite el
cruzamiento de individuos que no estén registrados). Sin embargo, y a pesar de
que el Polo Argentino mantiene un libro genealdgico abierto, segun los resultados
obtenidos en el Capitulo |, el amplio uso de las biotecnologias reproductivas y la

alta presion de seleccion ha producido un aumento de la endogamia promedio,
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reduciendo la variabilidad genética por debajo de la esperada para una poblacion
de este tipo. Adicionalmente, hay que destacar que la mayor influencia externa
que posee el Caballo de Polo es la raza SPC, la cual tiene un registro genealdgico

cerrado que data del siglo XVIII (Bower y col., 2012).

El uso de datos moleculares para el calculo de la variabilidad genética y la
estimacion de la endogamia es una valiosa herramienta que permite establecer el
estado de situaciéon de una poblacion, sorteando los inconvenientes que pudiera
plantear el uso de datos genealdgicos (Hedrick y Garcia-Dorado, 2016). La
disponibilidad de plataformas de genotipado con alta densidad de marcadores ha
permitido desarrollar diferentes metodologias para estudiar la diversidad genética
(McCue y col., 2012). En los ultimos afos, la aparicion en el mercado de
microarrays de SNP para diversas especies, incluida la equina, ha hecho que este
tipo de estudios sea cada vez mas frecuente. Actualmente existen decenas de
publicaciones que analizan la variabilidad genética, la estructuracion y el origen
filogenético de numerosas razas equinas a partir de genotipos de miles de
individuos (Todd y col., 2018; Schurink y col., 2019; Cosgrove y col., 2020; Poyato-
Bonilla y col., 2021). Si bien el analisis de datos de pedigri ha sido altamente
informativo en el estudio de este tipo de poblaciones, la utilizacion de datos
gendmicos ha producido, sin lugar a duda, un salto de calidad en este tipos de

estudios (Kardos y col., 2015).

Uno de los enfoques actualmente mas utilizados para el estudio de la endogamia
a nivel molecular es el analisis de la distribucidén y prevalencia en el genoma de
bloques de homocigosidad (ROH — del inglés “runs of homozygosity”). Los ROH
son segmentos continuos del genoma en los que un individuo es homocigoto en
todos los loci (McQuillan y col., 2008; Curik y col., 2014). El origen de estas

regiones puede estar asociado a la presencia de pequefias inversiones que
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suprimen la recombinacion o eventos demograficos, como deriva génica o cuellos
de botella (Gorsseny col., 2021). Sin embargo, la causa primaria es el cruzamiento

entre individuos emparentados (FerenCakovic y col., 2013).

Un individuo que es fruto de un cruce consanguineo tiene la posibilidad de heredar
las dos variantes alélicas, para un /ocus dado, de un mismo ancestro en comun.
En conjunto, estos loci formaran haplotipos en estado homocigota (ROH), que
ademas tenderan a ser mas largos cuanto mas reciente sea el cruzamiento
endogamico (Howrigan y col., 2011). De acuerdo con la teoria propuesta por
Fisher (1954), durante la formacién de los gametos, el ADN se ve sometido a
sucesivas meiosis y procesos de recombinacion que tenderian a “romper” estos
haplotipos, fragmentandolos en ROH mas pequenos a través de las generaciones.
Por lo tanto, se asume que la longitud de los ROH esta asociada inversamente
con la lejania en que se haya producido el evento endogamico: los ROH mas
largos derivan de un ancestro en comun reciente (endogamia reciente), mientras
que los mas cortos de uno mas lejano (endogamia ancestral)(Curik y col., 2014;
Poyato-Bonilla y col., 2021). Por tal motivo, el estudio de los patrones de
distribucion de estas regiones y sus caracteristicas en una poblacidon permite
inferir su historia demografica (Ceballos y col., 2018). Pero también, el estudio de
ROH asociados a caracteres o genes de interés permiten entender los procesos
selectivos a los que ha sido sometida la poblacién, mas aun teniendo en cuenta
que pueden considerarse reservorios de alelos potencialmente deletéreos

(Peripolli y col., 2016).

El analisis de ROH permite también determinar el coeficiente de endogamia (Fron)
de un individuo, como la proporcion del genoma que se encuentra cubierta por
dichos fragmentos (McQuillan y col., 2008). Pero también permite calcular un

coeficiente Fron para cada cromosoma en particular, evidenciando su distribucion
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y tamafio a nivel cromosoémico. Ademas, la depresion endogamica no solamente
esta vinculada al porcentaje del genoma que se encuentra en homocigosis, sino
también a su distribucion (Laseca y col., 2022). Esto puede explicar por qué
individuos con el mismo coeficiente de consanguinidad tienen distinto grado de
depresion endogamica (Perdomo-Gonzalez y col.,, 2021). La identificacion de
regiones en homocigosis posibilita localizar los loci que estan afectados, y qué
genes o QTL se encuentran en ellas, lo cual permite ademas inferir parcialmente

las bases genéticas que gobiernan un caracter dado.

Los ROH pueden distribuirse a través de todo el genoma, aunque son mas
comunes de encontrar en regiones con alto LD y baja tasa de recombinacion
(Ceballos y col., 2018). Sin embargo, existe una mayor abundancia de ROH en
regiones especificas del genoma que estan bajo seleccion positiva (Gorssen y
col., 2021). Esto hace que la distribucion real de los ROH de los distintos individuos
en una poblacién sea desigual, evidenciando segmentos cromosomicos con alta
prevalencia (hotspot), denominados islas ROH (ROHi). En contraposicion, las
zonas con relativamente baja frecuencia de ROH (coldspot) en general se asocian
con genes con funciones criticas, en las que la presencia de alelos deletéreos en

homocigosis no seria viable para la especie (Curik y col., 2014).

La identificacion de islas ROH es una de las metodologias utilizadas para detectar
huellas de seleccion en estudios poblacionales (Saravanan y col., 2020), ya que
dan cuenta de patrones genéticos caracteristicos observados en regiones del
genoma que estan bajo seleccion intensa. Estos procesos de seleccién tienden a
ocurrir en zonas especificas del genoma que controlan diferentes caracteres,
como la conformacién, reproduccion, rendimiento, comportamiento,
susceptibilidad a enfermedades, entre otros. Si bien se dan naturalmente con la

evolucion de las especies, en animales domésticos suelen estar asociados a la
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seleccién artificial producida por los seres humanos durante su proceso de
domesticacion y mejoramiento (Nielsen, 2005). Por tal motivo, la identificacion de
huellas de seleccidon en una poblacién es importante para localizar genes
relacionados a los caracteres bajo seleccion. Cuando se selecciona una variante
genética determinada, se produce una reduccién de la variabilidad en las regiones
contiguas, por accion del desequilibrio de ligamiento y la tendencia a la fijacion de
la variante de interés a través de las generaciones. Este proceso de reduccion de
la variabilidad en zonas con efecto neutral adyacentes al locus “beneficioso” que
esta bajo seleccién, se lo conoce como barrido selectivo (en inglés, “hitchhiking”)

(Saravanan y col., 2020).

Existen varios enfoques metodolégicos para la deteccion de huellas de seleccion,
cada uno de los cuales presenta algunas ventajas y desventajas (Saravanan y
col., 2020). Entre ellos, la determinacion de ROHi en el genoma es uno de los
métodos basados en la reduccién de la variabilidad genética local, que permite
identificar estas huellas intra-raza (Grilz-Seger y col., 2019; Colpitts y col., 2022;
Laseca y col., 2022). En la especie equina, se han publicado varios articulos que
evaluan la presencia de huellas de seleccion bajo distintas metodologias y en
distintas razas, como en caballos SPC (Moon y col., 2015), Pura Raza Espanol
(Lasecay col., 2022), Warmblood de Suecia (Ablondiy col., 2019), Cuarto de Milla,

razas de paso (gaited — breeds) y miniatura (Petersen y col., 2013b).

Por todo lo expuesto, el objetivo general de este capitulo fue evaluar la variabilidad
genetica del caballo Polo Argentino a nivel molecular, mediante la determinacion
de la heterocigosidad existente en la poblacién y la caracterizacién de ROH a lo

largo del genoma.

Los objetivos particulares de este capitulo fueron:
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. Seleccionar un grupo de animales especificos en base al analisis
genealdgico que representen la variabilidad existente de la raza, para su

caracterizacion utilizando técnicas moleculares de genotipado masivo.

. Establecer los niveles de endogamia de la poblacion estudiada mediante
estudios moleculares y compararlos con los obtenidos mediante los registros de
pedigri, determinado de manera real la variabilidad genética poblacional e

individual, asi como su variacion a lo largo del tiempo.

. Determinar las posibles implicancias genéticas de la endogamia mediante

el analisis de las regiones de homocigosidad (ROH) y su efecto gendmico-

funcional utilizando técnicas bioinformaticas de ontologia génica.

2. Materiales y métodos

2.1. Material animal

Se seleccionaron 385 ejemplares Polo Argentino (65 machos y 320 hembras),
provenientes de diferentes criadores (n=61) a los que se les extrajo muestras de
sangre o pelo, para la posterior extraccion de ADN. Las muestras fueron tomadas
en haras, centros de transferencia embrionaria o centros de entrenamiento
localizados en distintas provincias del pais. El criterio de seleccion de los
ejemplares fue que estuvieran inscriptos en el libro genealdgico de la raza,
registrandose su nombre y SBA. Ademas, se procuré que el pool de animales
muestreados represente las lineas genéticas mas importantes del Polo Argentino,
de acuerdo con los resultados obtenidos del analisis poblacional con datos
genealdgicos realizados en el Capitulo | de esta tesis. De esta manera, los
animales elegidos fueron descendientes de varias de las principales lineas de
ancestros mas contribuyentes en la poblacion, procurando asi que la seleccion

representara la variabilidad de la raza.



95

2.2. Obtencion de muestras y extracciéon de ADN

Las muestras de pelo se obtuvieron por arrancamiento de al menos 30 pelos con
bulbo de la cola, y se almacenaron en sobres debidamente rotulados. Las
muestras de sangre se obtuvieron por puncion de la vena yugular con aguja 21G
acoplada a una jeringa de 10 ml, e inmediatamente preservada en un tubo rotulado
y con anticoagulante EDTA. Ambos tipos de muestras se almacenaron en freezer

a -80°C hasta su posterior procesamiento.

La extraccion de ADN se realizd en el laboratorio del Servicio de Genética de
Animales Domésticos del IGEVET con kits comerciales, siguiendo las
recomendaciones del fabricante para cada tipo de tejido (sangre o pelo). Se
utilizaron dos kits diferentes, segun disponibilidad en el laboratorio: DNeasy Blood
& Tissue (Qiagen, Valencia, CA) y HigherPurity™ Blood & Cell Culture DNA
Extraction Mini Spin Kit (Canvax Biotech, Cordoba, Spain). La calidad del ADN
extraido se comprob6 mediante parametros estandar como concentracion (ng/dl)
y pureza (absorbancias A260/280 y A260/230) utilizando un espectrofotdmetro

(Thermo Scientific™ Multiskan™ GO).

2.3. Genotipificacion con microarray de SNP

Aquellas muestras con una calidad éptima (al menos 20 ng/ul de ADN, A260/280
> 1,5 y A260/230 > 0,5) fueron genotipadas utilizando el microarray lllumina
Equine GGP array (lllumina, San Diego, USA) en las instalaciones de NEOGEN®
(Ayr, Escocia). Este microarray, que cuenta con 71.590 SNPs distribuidos
uniformemente a lo largo del genoma (Wu y col., 2016), fue creado a partir de los
datos gendmicos de numerosas razas equinas, entre las que se encuentra el SPC.
Cuenta también con varios marcadores que han sido asociados a caracteres de

interés en la especie equina, incluyendo rasgos comportamentales, morfolégicos,



56

funcionales y asociados a diversas enfermedades de origen genético (Neogen,

2023).

2.3.1. Control de calidad de los genotipos

Los datos crudos de genotipado fueron recibidos en formato final.report. Dichos
archivos fueron transformados al formato PLINK long-format genotype file (Igen)
utilizando scripts propios en lenguaje R (R-Core-Team, 2023). Finalmente, los
archivos Igen fueron transformados a los formatos binario (bim, bed, fam) y ped-
map (dependiendo el analisis a realizar) mediante el paquete PLINK (Purcell y col.,

2007).

Para este trabajo se utilizaron los SNPs localizados en todos los autosomas (ECA
1aECA31)yenel ECAX, eliminandose aquellos marcadores mitocondriales, del
cromosoma Y o no asignados a ningun cromosoma. Con el objetivo de garantizar
una adecuada calidad de los genotipos se realizo el filtrado de los datos por “call
rate” por SNP y por individuo, utilizando el programa PLINK. Sélo los SNPs que
se genotiparon en al menos el 90% de las muestras fueron incluidos en los

sucesivos analisis (funcién “--geno 0,1”). Por otro lado, sélo las muestras que
tenian mas del 95% de los SNPs genotipados fueron conservadas (funcion “--mind
0,05”). Como resultado, se mantuvieron 383 ejemplares Polo Argentino con

69.746 SNPs genotipados.

2.4. Analisis genémicos
2.4.1. Heterocigosidad y equilibrio Hardy Weinberg
Uno de los primeros calculos realizados fue el de la heterocigosidad en la

poblacion, la cual es una medida de variabilidad que indica la proporcién de
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individuos que son heterocigotas para los loci analizados. Este parametro puede
descomponerse en heterocigosidad observada (Ho) y heterocigosidad esperada
(He). La primera de ellas se calcula simplemente con las frecuencias observadas
en la poblacién, es decir, constituye la heterocigosis real de la muestra. La He, en
cambio, se calcula como la proporcion de heterocigotas considerando las
frecuencias genotipicas esperadas. Estas se calculan a partir de las frecuencias
alélicas, como 2pq, donde p y q representan la frecuencia del alelo A1y A2,

respectivamente.

La diferenciaciéon entre la Ho y He permite comprobar si una poblacion se
encuentra en equilibrio de acuerdo con la ley de Hardy Weinberg (H-W), que
establece que las frecuencias genotipicas observadas en la poblacion estan dadas

por las frecuencias alélicas de la generacion anterior (parental), de modo que:

- Lafrecuencia de los homocigotas es igual al cuadrado de la frecuencia de
cada alelo (p?y g?).
- La frecuencia de los heterocigotas es igual al doble del producto de las

frecuencias alélicas (2pq).

Sin embargo, para que esta ley se cumpla deben cumplirse una serie de
supuestos, como por ejemplo: panmixia (apareamiento al azar), ausencia de
seleccién, mutacion, migracion ni deriva génica (Nicholas, 1987). Por lo tanto, si
la poblacién no esta en equilibrio H-W, puede suponerse que alguno de esos

supuestos no se cumple.

Estos parametros fueron estimados con el programa PLINK (Purcell y col., 2007)

mediante la funcién “--hardy”.
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2.4.2. Determinacién de ROH y coeficiente de endogamia

Para el analisis de la endogamia se determiné la presencia de ROH a lo largo de
todo el genoma de cada individuo, que, como se menciond anteriormente, son
segmentos continuos de ADN de largo minimo definido que se presentan en
homocigosis (Meyermans y col., 2020). El analisis se realiz6 utilizando el método
de ventana deslizante (sliding window) implementado en el paquete de R
DetectRUNS (Biscarini y col., 2018). Esta metodologia utiliza una ventana de
SNPs que se desliza escaneando el genoma, puntuando cada SNP segun la
proporcion de veces en que aparece en una ventana homocigota. Este
procedimiento permite determinar si un SNP esta o no dentro de un ROH, de

acuerdo con una serie de parametros que se especifican previamente:

- Tamano de la ventana (“windowSize”): se define un numero de SNPs que
constituiran la ventana de deslizamiento o exploracién.

- Umbral (“thereshold”): nimero minimo de veces que un SNP debe estar
dentro de una ventana en homocigosis para considerarlo parte de un ROH.

- Numero minimo de SNP dentro de un ROH (“minSNP”).

- Numero maximo de SNP que se tolera que sean heterocigotas dentro de
un ROH (“maxOppWindow”).

- Numero maximo de genotipos perdidos tolerado (“maxMissWindow”).

- Distancia maxima entre dos SNPs consecutivos para ser considerados un
potencial ROH (“maxGap”).

- Longitud minima que debe tener un ROH en pares de bases

(“minLengthBps”).

En nuestro analisis, los ROH se determinaron en los cromosomas autosémicos

(todos los individuos) y el cromosoma X (so6lo en las hembras), utilizando los
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siguientes parametros recomendados por Meyermans y col. (2020), basados en

las mejores practicas disponibles en la actualidad:

WindowSize = 30; minSNP = 10; thereshold = 0,05; maxGap = 10"6;

minLengthBps = 1000000, maxOppWindow = 0, maxMissWindow = 1.

Posteriormente, se determind el coeficiente de endogamia de cada individuo
(Fron), @ nivel genémico y cromosémico, el cual se calculé como:

S'LROH

Fron= =———
Lgenoma

Donde > LROH es la sumatoria del largo total de todos lo ROH, y Lgenoma es la
longitud total del genoma o del cromosoma, en caso de que se calcule el Fron por
cromosoma, utilizando la funciéon “summary.runs” del paquete DetectRUNS

(Biscarini y col., 2018).

A su vez, con el objetivo de evaluar la endogamia ancestral y reciente, se
determiné el Fron de los individuos a partir de ROH de determinada longitud,
estimando el numero de generaciones hacia atras en las que se produjo el cruce
consanguineo de acuerdo con la teoria postulada por Fisher (1954). Segun esta
teoria, la longitud promedio (en centimorgan, cM) de los fragmentos homocigotas
de un ancestro comun sigue una distribuciéon de 700/2g, siendo g el nimero de
generaciones acaecidas desde el evento consanguineo. Asumiendo que
1cM=1Mb, los ROH = 16,6 Mb se habran producido en las ultimas 3 generaciones
(endogamia reciente; Fron 3c); los ROH = 8,3 Mb dentro de las ultimas 6
generaciones (Fron 6c); Yy ROH 2 5,5 Mb en las ultimas 9 generaciones (Fron_9c).
La endogamia ancestral (Fron anc) fue estimada como: Fron total - Fron oc, por lo
tanto, indica eventos consanguineos que se produjeron hace mas de 9

generaciones y se corresponde con ROH < 5,5 Mb de largo.
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También se calculé para cada individuo el coeficiente de endogamia con los datos
de pedigri (Feep)(Wright, 1931) y el coeficiente de endogamia basado en la
diferencia entre el numero observado y el esperado de genotipos homocigoéticos
(Fis). Feep fue calculado con el software ENDOG (Gutierrez y Goyache, 2005), asi
como el numero de generaciones equivalentes y completas, tal como se detalla
en el Capitulo I. Fis se determin6é usando el software PLINK (funcién “--het”)

(Purcell y col., 2007).

Se calcul6 la media de todos los parametros mencionados en la poblacion y la
correlacion por rangos de Spearman entre los distintos coeficientes de endogamia
calculados. El Fron fue calculado ademas para cada cromosoma particular. El
analisis estadistico fue realizado con el software STATISTICA (StatSoft, 2012) asi

como el paquete Base del entorno R (R-Core-Team, 2023).

2.4.3. Identificacion de Islas ROH (ROHi)

Luego de calcular los ROH presentes en cada individuo, se buscaron las regiones
gendmicas mas enriquecidas de ROH en toda la poblacién, como potenciales islas
ROH (ROHi). Para esto, por un lado, se identificd la incidencia de ROH en la
poblacion, utilizando nuevamente el paquete de R DetectRUNS (Biscarini y col.,
2018) y de acuerdo a la metodologia empleada por otros autores (Peripolli y col.,
2018; Gorssen y col., 2021). Paralelamente, se determiné el porcentaje de veces
que un SNP estaba incluido dentro de un ROH (incidencia por SNP) y se realizé
un test de permutaciones (100.000 iteraciones por SNP) bajo la hipétesis nula de
que los ROH estan distribuidos uniformemente a través del genoma, de acuerdo
con la metodologia descripta por Goszczynski y col. (2018). Sdlo los ROH
presentes en mas del 60% de la poblacién y cuyos SNPs tuvieran un valor-p

promedio significativo en el test de permutaciones (valor-p<0,01) fueron
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seleccionados como potenciales ROHi (lo cual indica un incremento de 100 veces

respecto de la probabilidad de aparicion aleatoria de ROH en ese region).

Una vez identificadas las ROHi, se realizé un analisis de ontologia genética para
cada una de ellas. Cada segmento que constituia una ROHi fue intersectado con
el genoma equino (version EquCab 3.0) utilizando el paquete de R HelloRanges
(Lawrence, 2021), lo cual permitié determinar qué genes se encontraban dentro
de dichos intervalos gendmicos. Finalmente, se realizé una caracterizaciéon de
esos genes en las plataformas PANTHER (Mi y col., 2017) y DAVID (Huang da y
col., 2009), asi como una exhaustiva revision bibliografica en las principales bases
de datos online (PubMed y Scopus), con el fin encontrar la funcién asociada a
dichos genes. La busqueda bibliografica se realiz6 utilizando palabras como “gen”
AND “horse”. Cuando el resultado fue negativo se buscé la funciéon de dichos
genes en otras especies como el bovino o el ratdon. Se seleccionaron para su
discusién aquellos que tenian una funcién relacionada a caracteres que pudieran
influir en el rendimiento deportivo, el comportamiento y la conducta, el
metabolismo energético y mitocondrial, la conformacion musculo esquelética y la

salud de los individuos.

3. Resultados

3.1. Heterocigosis, frecuencias alélicas y Hardy Weinberg

En la Tabla 2.1 se describen la cantidad de marcadores en cada cromosoma, la
media de la Ho, He y el valor-p del equilibrio de Hardy Weinberg de los SNPs por
cromosoma en la raza Polo Argentino. La heterocigosidad observada (Ho) tuvo
una media de 0,324 en las muestras analizadas. Este valor fue similar en todos

los cromosomas, siendo el ECA 1 el de menor heterocigosidad (0,305), mientras
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que el ECA 26 tuvo el mayor valor (0,354). En promedio, los valores-p del equilibrio

de Hardy Weinberg fueron no significativos.

Tabla 2.1. Promedio del numero de marcadores (nSNP), frecuencia del alelo menor
(MAF), heterocigosidad observada (Ho) y esperada (He), y valor-p del equilibrio Hardy
Weinberg de cada locus por cromosoma en el caballo Polo Argentino.

ECA nSNP MAF Ho He H-W Valor-p
ECA1 5283 0,226 0,305 0,300 0,585
ECA 2 3678 0,244 0,324 0,322 0,576
ECA 3 3420 0,237 0,315 0,313 0,591
ECA 4 3156 0,255 0,332 0,328 0,596
ECAS5 3000 0,244 0,321 0,314 0,564
ECA 6 2592 0,237 0,316 0,312 0,584
ECA7 2829 0,250 0,330 0,322 0,558
ECA 8 2879 0,251 0,332 0,328 0,570
ECA9 2517 0,227 0,307 0,301 0,580
ECA 10 2507 0,258 0,338 0,332 0,572
ECA 11 1891 0,239 0,318 0,313 0,601
ECA 12 900 0,241 0,314 0,314 0,602
ECA 13 1214 0,237 0,320 0,310 0,560
ECA 14 2865 0,245 0,318 0,318 0,591
ECA 15 2751 0,253 0,332 0,328 0,587
ECA 16 2631 0,238 0,314 0,314 0,599
ECA 17 2398 0,260 0,341 0,337 0,564
ECA 18 2341 0,253 0,336 0,329 0,551
ECA 19 1827 0,254 0,328 0,327 0,628
ECA 20 1908 0,249 0,332 0,327 0,571
ECA 21 1763 0,243 0,321 0,317 0,573
ECA 22 1480 0,226 0,308 0,304 0,580
ECA 23 1614 0,235 0,322 0,315 0,600
ECA 24 1486 0,242 0,321 0,320 0,574
ECA 25 1148 0,251 0,323 0,324 0,598
ECA 26 1109 0,275 0,354 0,350 0,583
ECA 27 1184 0,252 0,336 0,327 0,569
ECA 28 1342 0,239 0,321 0,316 0,603
ECA 29 908 0,255 0,329 0,327 0,566
ECA 30 899 0,239 0,317 0,315 0,609
ECA 31 699 0,258 0,333 0,333 0,572
ECA X 3527 0,239 0,308 0,314 0,546
Media * DE 2179 0,245+0,158 0,324+0,176 0,319 0,171 0,581 + 0,34

DE: Desvio estandar
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3.2. Determinacién de ROH y coeficientes de endogamia

En la Tabla 2.2. se describe la cantidad de ROH detectados en la poblacion, asi
como su longitud promedio. En total se detectaron 42.727 ROH promediando 111
ROH por individuo. El promedio de largo de ROH fue de 3,5 Mb con un rango entre
1 Mb y 76,5 Mb, siendo la gran mayoria de una longitud menor a 5,5 Mb. Sin
embargo, casi el 70% de los individuos presentaron al menos un ROH = 16,6 Mb,
lo cual supone eventos endogamicos recientes. El analisis de la distribucién a lo
largo del genoma demostré que casi todos los cromosomas tuvieron ROH de todas
las longitudes analizadas, excepto los ECA 12, 13, 24 y 31 que no presentaron

ROH = 16,6 Mb.

En términos de endogamia, el promedio de Fpep para las muestras Polo Argentino
fue de 0,8%, estimado con un promedio 4,8 generaciones completas equivalentes
conocidas (Tabla 2.3). Sin embargo, el Fron fue claramente superior, con valores
promedio de alrededor del 14%. La mayor proporcion del Fron es debida a la
presencia de ROH cortos, menores a 5,5 Mb (Fron anc). El Fis promedio fue

negativo (-0,013).

Tabla 2.2. Cantidad y longitud promedio de ROH en la poblacién Polo Argentino.

Longitud Numero Porcentaje del Longitud media * Porcentaje de
ROH de ROH total ROH DE (Mb) individuos con ROH
<5,5 Mb 36.011 84% 23+1.2 100%

5,5-8,3 Mb 3.621 8% 6,7+0,8 100%
8,3-16,6 Mb 2.569 6% 11,1+£2,2 99%

216,6 Mb 526 1% 22 16,6 69%

Total 42.727 100% 3,5+34 100%

DE: desvio estandar

La mayor correlacion fue observada entre el Fron ¥ Fis (rho = 0,79, Tabla 2.3). La
correlacion entre Frep y Fron fue de solo 0,28, siendo aun menor con el Fron_anc
(rho = 0,17). El Feeps, es decir, el Fpep producido en las ultimas 3 generaciones,

tuvo una mayor correlacion con el Fron 3, mientras que con el Fron anc SU
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correlacion fue baja y no significativa. Cuando se consideré solamente a los
individuos con al menos 3 generaciones completas conocidas de ancestros, la
media del Fpep fue de 2% (n= 101). En este grupo de individuos las correlaciones
fueron mayores, siendo entre Fpep y Fron fue de 0,49 (p<0,01) y entre el Fpep vy
Fron 3 fue de 0,39 (p<0,01). No se observé una tendencia en las variables de
endogamia analizadas a través de los afos, ni se hallaron correlaciones

significativas entre dichas variables y la fecha de nacimiento de los individuos.

Tabla 2.3. Promedio de los coeficientes de endogamia calculados. Correlacién de
Spearman (rho) entre el Fpep, Fpeps, Fis y 10s Fror.

Media + DE P:L‘;ir:oaje Cor::elacién Corll;elacién Corrtle:Iacién
total PED PED3 IS
Frep 0,008 + 0,026 - - - -
Fpeps 0,0025 + 0,023 - 0,38*** - -
Fis -0,013 £ 0,03 - 0,31** 0,22*** -
Fron 0,148 £ 0,025 - 0,28*** 0,19** 0,79**
FroH_3c 0,008 £ 0,010 5% 0,14* 0,21** 0,55***
FroH_sc 0,032 £ 0,017 22% 0,21%** 0,21*** 0,67***
FroH_sc 0,055 £ 0,020 38% 0,25*** 0,19** 0,72%**
Frov anc 0,092 £ 0,013 62% 0,17 0,06 _ 0,4***

**Valor-p<0,01; ***Valor-p<0;001. DE: desvio estandar.

En la Tabla 2.4 se muestra la media de los distintos coeficientes Fron en cada
cromosoma. El porcentaje de endogamia (Fron) por cromosoma fue variable, con
un rango entre 0,24 para el ECA 4 y 0,08 para el ECA 8. Sin embargo, los datos
presentaron una gran dispersién, ya que algunos individuos presentaron una alta
proporcion de alguno de sus cromosomas cubiertos por ROH (incluso hasta
valores de mas del 80% en ciertos casos) mientras que otros no registraron ROH.
El ECA 9 fue el que presentd mayor proporciéon de ROH mayores a 16,6 Mb

(Fron_3c = 0,07).
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Tabla 2.4. Promedio de los coeficientes de endogamia Fron por cromosoma en la

poblacion.

FroH FroH_36 FroH_sG FroH 96 FRroH_ANC
ECA 1 0,21+ 0,08 0,03 + 0,06 0,07 £ 0,08 0,11+ 0,08 0,1+0,09
ECA 2 0,18 £ 0,09 0,02 + 0,07 0,04 + 0,07 0,07 £ 0,08 0,11+ 0,11
ECA 3 0,14 £ 0,09 0,02 + 0,06 0,04 + 0,07 0,07 £ 0,08 0,07 £ 0,07
ECA 4 0,24 + 0,11 0,03 £ 0,08 0,07 +£0,1 0,11 +£0,1 0,13+0,13
ECAS5 0,12 £ 0,09 0,01 £ 0,05 0,03 £ 0,06 0,05 +0,07 0,07 £ 0,07
ECA 6 0,16+ 0,1 0,01 £ 0,04 0,03 £ 0,06 0,06 £ 0,08 0,1+0,11
ECA7 0,16 £ 0,09 0,01 £ 0,05 0,04 £ 0,07 0,07 £ 0,08 0,09 £ 0,09
ECA 8 0,08 + 0,07 0,01 £ 0,04 0,02 £ 0,05 0,03 £ 0,06 0,05 + 0,06
ECA9 0,18 £ 0,12 0,07 £ 0,11 0,08 + 0,11 0,1+0,11 0,08 £ 0,08
ECA 10 0,14+ 0,1 0,03+ 0,08 0,05+ 0,08 0,06 + 0,09 0,08 + 0,08
ECA 11 0,18 £ 0,11 0,01 £ 0,06 0,04 £ 0,1 0,07 +£0,1 0,11 £ 0,11
ECA 12 0,11+ 0,11 00 0,01 £ 0,04 0,02 + 0,07 0,09 + 0,09
ECA 13 0,09 + 0,09 00 0+0,03 0,02 + 0,06 0,07 £ 0,07
ECA 14 0,18+0,1 0,02 + 0,08 0,05+ 0,09 0,08 £ 0,1 0,1+0,1
ECA 15 0,12+ 0,09 0,01 £ 0,04 0,03 £ 0,07 0,05+ 0,08 0,07 £ 0,07
ECA 16 0,12 £ 0,08 0,01 £ 0,05 0,03 £ 0,07 0,05 0,07 0,07 £ 0,07
ECA 17 0,18 +0,1 0,02 £ 0,09 0,05+0,1 0,07 £ 0,11 0,11+ 0,11
ECA 18 0,19+0,1 0,01 £ 0,06 0,05 +0,08 0,08 £0,1 0,11 £ 0,11
ECA 19 0,1+0,09 0,003 £ 0,03 0,01 £ 0,05 0,03 £ 0,07 0,07 £ 0,07
ECA 20 0,12+ 0,09 0,001 £ 0,02 0,01 £ 0,05 0,03 + 0,06 0,09 + 0,09
ECA 21 0,14 £ 0,11 0,01 £ 0,04 0,02 + 0,07 0,05+0,1 0,09 + 0,09
ECA 22 0,18+0,13 0,02 + 0,08 0,06 + 0,11 0,09+0,12 0,09 + 0,09
ECA 23 0,15+ 0,11 0,01 £ 0,04 0,02 £ 0,07 0,04 + 0,09 0,11+ 0,11
ECA 24 0,13+0,11 00 0,02 + 0,06 0,04 + 0,08 0,09 + 0,09
ECA 25 0,16+ 0,13 0,002 + 0,04 0,03+ 0,09 0,05 +0,11 0,11+ 0,11
ECA 26 0,16 £ 0,12 0,002 £ 0,03 0,02 £ 0,07 0,04 £ 0,09 0,11 £ 0,11
ECA 27 0,13+ 0,11 0,002 £ 0,03 0,01 £ 0,05 0,03 £ 0,08 0,1+0,1
ECA 28 0,13+0,1 0,01 £ 0,05 0,02 £ 0,07 0,04 £ 0,09 0,09 + 0,09
ECA 29 0,12+ 0,11 0,003 £ 0,05 0,01 £ 0,07 0,03 +£0,08 0,09 + 0,09
ECA 30 0,17 £ 0,12 0,002 + 0,04 0,01 £ 0,06 0,03 £ 0,09 0,14 £ 0,13
ECA 31 0,12+ 0,11 0+0 0,004 + 0,04 0,01 £ 0,06 0,11+ 0,11
ECA X 0,13+0,15 0,02 + 0,05 0,04 £ 0,1 0,07 +£0,12 0,06 + 0,05

Valores expresados como media + desvio estandar

3.3. Islas ROH

Se detectaron 4 regiones enriquecidas con ROH, localizadas en tres cromosomas

distintos, como potenciales ROHi en la poblacion de Polo Argentino (Tabla 2.5).

Estas regiones estuvieron presentes en al menos el 60% de las muestras y el
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promedio del valor-p de sus SNPs fue significativo (p<0,01), de acuerdo con el

criterio fijado previamente. Ademas, todas presentaron SNPs con valores-p

altamente significativos (p<0,001; Figura 2.1). La incidencia de SNPs (es decir, el

porcentaje de veces que un SNP estuvo incluido dentro de un ROH en la

poblacion) fue en promedio de 15% (con un desvio estandar de 8,6%), y un valor

maximo de 70%. En la Figura 2.1 se observa la distribucion de los valores-p del

test de permutaciones por SNP (expresado como -log10(valor-p)).

Tabla 2.5. Regiones gendémicas seleccionadas como potenciales ROH.i.

ECA  N°SNPs Inicio Fin Longitud (pb) p‘r’:::;;ﬁo
1 27 21.872.021  22.733.810 861.789 0,0034
1 46 45343494  47.516.617 2.173.123 0,0016
7 64 40.712.529  43.841.379 3.128.850 0,0030
17 38 20.602.482  22.333.840 1.731.358 0,0033

Se detalla el inicio del ROHi y el final dentro del cromosoma, asi como su longitud (en
pares de bases). El valor-p promedio se calcul6 como la media de los valores-p de los
SNPs contenidos dentro del segmento (obtenidos mediante el test de permutaciones).
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Figura 2.1. Gréfico Manhattan con los valores-p del test de permutaciones de los SNP
dentro de bloques de homocigosidad. Las flechas azules indican la ubicacion de las cuatro
ROHi detectadas en la poblacién Polo Argentino.



67

El analisis ontolégico demostréd que las 4 regiones (ROHi) contenian 25 genes
diferentes: uno localizado en ECA 1 (ZWINT), 10 localizados en ECA 7 (ACADS,
B3GAT1, GLB1L2, IGSF9B, JAM3, NCAPD3, NTM, OPCML, SPATA19, THYN1)
y 14 localizados en ECA 17 (ARL11, CAB39L, CDADC1, CYSLTR2, EBPL,
FNDC3A, KCNRG, KPNA3, MLNR, PHF11, RCBTB1, SETDB2, SPRYD?,

TRIM13). Los detalles de los genes se describen en la Tabla Suplementaria S2.1.

El analisis funcional reveld varias categorias GO (procesos biologicos) de los
cuales carbohydrate metabolic process (GO: 0005975) e intracellular protein
transport (GO: 0006886) fueron los mas frecuentes (ver Tabla Suplementaria
S2.2). La busqueda bibliografica en las bases de datos online permitié encontrar
reportes sobre la funcién y asociacion de dichos genes con distintos caracteres de
interés, en la especie equina u otras especies (como modelos experimentales),
muchos de los cuales fueron relacionados al comportamiento y funcionamiento
neuronal, el metabolismo energético, el desarrollo musculo esquelético y el
crecimiento, la reproduccién, asi como al desarrollo de algunas enfermedades

especificas.

4. Discusion

En este capitulo se ha caracterizado la variabilidad genética de la raza Polo
Argentino utilizando datos gendmicos. Este estudio se centré en la deteccion de
regiones ROH, la cual constituye una de las metodologias mas empleadas
ultimamente para este tipo de analisis. Ademas, este enfoque permite sortear las
desventajas que pudieran surgir del analisis de datos genealdgicos, como la
fiabilidad y la profundidad de pedigri. Si bien la fiabilidad es un aspecto resuelto
en el Polo Argentino, ya que la SRA lleva adelante un test de filiacion e

identificacion individual a cada animal anotado, la falta de profundidad del pedigri
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constituye uno de los items mas importantes para tener en cuenta en los analisis
poblacionales en este tipo de razas jévenes, que tienen pocas generaciones

inscriptas.

Los valores de heterocigosidad molecular (Ho y He) en la poblacién indicaron
niveles moderados de diversidad genética, en comparacion a otras razas.
Petersen y col. (2013a) encontré que la He en el SPC fue de 0,31. Corbi Botto
(2020) analizé la variabilidad en caballos Criollo Argentino, y encontrd valores
mayores de He y Ho (=0,34). Razas de menor censo o una base genética reducida
como el Pura Raza Espafiol (Poyato-Bonilla y col., 2021), Pura Raza Arabe y
Noriker (Druml y col., 2018), presentaron valores de Ho menores (entre 0,23 y
0,28). A pesar de que el Polo Argentino es una raza oficialmente abierta, los
niveles de heterocigosidad fueron similares a los reportados en razas de gran
censo y de varias décadas de mantener un registro cerrado (como el SPC y el
Criollo). Esto podria ser debido a que posee un flujo minoritario de individuos
pertenecientes a otras razas o sin registro, como ha sido indicado por Martinez y
col. (2021). Por otro lado, la relacién entre Ho y He sugiere un exceso de
heterocigotas y una desviacion de la endogamia, lo cual se advierte también por
la presencia de un Fis promedio negativo en los ejemplares analizados. Estos
resultados concuerdan con los presentados por Martinez y col. (2021), quienes
analizaron la variabilidad genética de caballos Polo Argentino mediante un panel
de 15 marcadores microsatélites (utilizados para la identificacion individual y de

filiacion), encontrando también valores de Fis negativos.

En promedio, el 14% del genoma de la poblacion Polo Argentino analizada se
encontré cubierta por ROH (Fron = 0,14). Niveles similares de endogamia han sido
reportados en caballos de raza SPC (Cunningham y col., 2001; Todd y col., 2018),

que son la principal influencia genética del Polo Argentino. Un estudio realizado
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por Hill y col. (2022) con alrededor de 8.950 caballos SPC encontré que el
promedio de Fron fue de 0,28. Por otro lado, Schurink y col. (2019) analizaron la
diversidad genética en 9 razas equinas, encontrando valores de Fron que
oscilaron entre 0,22 y 0,04, aunque las razas Warmblood con un pedigri abierto y
flujo génico con otras poblaciones tuvieron los valores mas bajos (0,05 — 0,097).
Sin embargo, es necesario destacar que la metodologia empleada, y los
parametros utilizados pueden afectar ampliamente la deteccién de ROH en el
genoma. En este sentido, Meyermans y col. (2020) demostraron que la densidad
del genotipado empleada (mediana o alta densidad), la longitud minima del
segmento, la cantidad de heterocigotas permitidos, y el control de calidad previo
de los datos, entre otros, son parametros que pueden afectar de diferente forma
la identificacion de los ROH. Ademas, no existe en la actualidad un consenso claro
que determine cuales son los parametros éptimos para cada raza y/o especie. Por
lo tanto, si bien las comparaciones entre las tendencias obtenidas son altamente
informativas, la comparaciéon de valores absolutos entre estudios debe ser
cautelosa, ya que no necesariamente comparten los mismos criterios de

identificacion de ROH.

La mayor proporcion de Fron en el caballo Polo Argentino corresponde a ROH
cortos, menores a 5 Mb, lo cual indica que los ancestros comunes se ubican varias
generaciones atras (mas de 10). Esto es debido a que en un cruzamiento
endogamico se generan ROH largos que se acortan debido a las sucesivas
meiosis a los que son sometidos a través de las generaciones (Sumreddee y col.,
2021). Por tal motivo, la identificacion de estas regiones en homocigosis puede
ayudar a comprender la potencial depresion endogamica en una poblacién. Por
ejemplo, un metaanalisis realizado a partir de 154 articulos publicados sobre la

depresion endogamica en diversas especies ganaderas (incluida la equina) revelé
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que, en promedio, por cada aumento del 1% en la consanguinidad hay una
disminucién del 0,13% en el valor medio del caracter seleccionado (Doekes y col.,
2021). Sin embargo, a pesar de que la consanguinidad aumenta la presencia de
alelos deletéreos recesivos en estado homocigota, la endogamia y la seleccion
pueden contribuir a la purga de esta carga genética negativa. La importancia de
descomponer el coeficiente de endogamia en "ancestral" y "reciente" radica, en
parte, en su capacidad para discriminar los alelos en homocigosis que han
atravesado procesos de seleccion (Baumung et al., 2015). En este sentido, los
ROH cortos, que han atravesado varias generaciones en estado homocigota
porque se han originado varias generaciones atras, tienen menos probabilidad de
contener alelos deletéreos que los ROH largos. Esto se explica porque si un alelo
ha estado en homocigosis por varias generaciones, es posible que haya
atravesado procesos de seleccion, por lo que es menos probable que tenga un
efecto deletéreo sobre el fenotipo. Es decir, que si los alelos que contribuyen a la
depresion endogamica son eliminados efectivamente en los ancestros por
seleccién (cuando estan en estado homocigota), la depresion endogamica deberia
disminuir a medida que la endogamia ancestral aumenta (equilibrio mutacién -
seleccién) (Charlesworth y Willis, 2009). Este conocimiento puede ser util para
entender la relacion entre la endogamia y la carga de alelos deletéreos en

poblaciones consanguineas.

Hill y col. (2022) encontraron que la probabilidad de debutar en carreras disminuia
con el aumento del Fron €n caballos SPC. Este efecto se debia a la presencia de
ROH largos en el genoma (> 5 Mb), mientras que los ROH cortos (< 5 Mb) no
tuvieron ninguna incidencia sobre la variable analizada. A pesar de esto, otros
reportes indican que la purga de los alelos deletéreos no siempre ocurre

efectivamente a pesar de la seleccién. Por ejemplo, Zhang y col. (2015) estudiaron
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la distribucion de ROH y variantes deletéreas en ganado bovino, encontrando que
las mismas se ubicaban fundamentalmente en ROH de corta y mediana longitud.
Todd y col. (2018) hallaron una relacion negativa entre Fpep y distintas medidas
de rendimiento en carreras de caballos SPC, a pesar de que el coeficiente de
historia ancestral de consanguinidad (es decir, el nUmero de veces que un alelo
ha sido idéntico por descendencia en el pedigri de un individuo) tuvo una
asociacion positiva con el rendimiento. Los autores consideraron que, si bien la
endogamia y la seleccion habian aumentado la frecuencia de alelos favorables,

no habia logrado eliminar eficazmente la carga genética en la poblacién.

Aunque en el Polo Argentino no ha sido posible evaluar aun la relacion entre la
endogamia y el rendimiento, debido a la falta de valores fenotipicos especificos,
podria considerarse que el aumento de la endogamia ancestral no
necesariamente eliminaria por completo el efecto de la depresién endogamica. La
presencia de cuellos de botella poblacionales, como han ocurrido no sélo en el
surgimiento del SPC sino también en la actualidad del caballo Polo Argentino,
puede fijar alelos indeseables en la poblacién, incluso por barrido selectivo en
regiones que estan bajo seleccion positiva (Todd y col., 2018). Ademas, el tamafio
del efecto de los alelos sobre los caracteres analizados, asi como la presion de
seleccion ejercida, juegan roles muy importantes en el proceso. La purga es
mucho mas efectiva para alelos que tienen un efecto importante en el fenotipo,
por ejemplo, alelos letales, que aquellos que son parcialmente deletéreos (Hedrick
y Garcia-Dorado, 2016). Estos ultimos son los mayores responsables de la
depresidn endogamica observada en caracteres complejos como los relacionados
a la produccion y el rendimiento deportivo (Sumreddee y col., 2021). Por otro lado,
las tasas de incremento de la endogamia demasiado altas pueden favorecer la

fijacion de alelos indeseables mas rapidamente de lo que la seleccion podria



72

eliminarlos. Por tal motivo, la ausencia de ROH = 16,6 Mb en algunos cromosomas
podria deberse a la presencia de genes claves para el desarrollo y la
supervivencia, que no tolerarian la presencia de alelos deletéreos en estado

homocigota (Hedrick y Garcia-Dorado, 2016).

El Fron promedio de la raza fue sustancialmente mayor al Fpep (0,14 vs. 0,008),
mientras que el Fpep y el Fron 3g tuvieron valores promedios iguales en la
poblacion (0,008). Esto podria deberse a que el Fpep €n esta raza también indica
niveles de endogamia relativamente recientes, dada la cantidad de generaciones
conocidas del pedigri de los individuos. La correlacion entre el Fron 3¢ y €l Freps
fue mayor que la encontrada entre Fron 3c Y el Frep, ya que ambos (Fron_3cy Freps)
reflejan eventos endogamicos producidos en las ultimas 3 generaciones. A pesar
de ello, en ambos casos la correlacion fue moderada a baja, probablemente
debido a que los individuos poseian un pedigri relativamente incompleto. De
hecho, al considerar sélo a los individuos con al menos 3 generaciones completas,
los valores de correlacion entre Frep ¥ Fron_sc ascendieron, al igual que el Fpep
promedio. En el mismo sentido, la correlaciéon entre los métodos moleculares de
célculo de la endogamia fue elevada (Fron Y Fis), pero el Fpep mostré una baja
correlacion con ambos (0,28 y 0,31, respectivamente). En ambos casos, las
discrepancias observadas podrian deberse a la relativamente baja profundidad del
pedigri de los animales analizados (4,8 generaciones completas equivalentes en
promedio), lo cual genera una subestimacion de los valores reales de endogamia
(Feep) (Curik y col., 2014). Por el contrario, el Fron puede capturar segmentos de
IBD que se hayan originado varias generaciones atras, por lo que tiende a ser un

indicador mas fiable del nivel real de consanguinidad de un individuo.

Algunos estudios han encontrado una correlacibn moderada a alta entre las

estimaciones de la endogamia a partir de datos de pedigri y genomicos en
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animales domésticos (Peripolli y col., 2016; Goszczynski y col., 2018; Perdomo-
Gonzalez y col., 2022). Sin embargo, otros trabajos realizados en equinos han
reportado correlaciones moderadas a bajas para estos coeficientes. Todd y col.
(2018) también encontraron correlaciones similares a las de nuestro trabajo en
caballos SPC australianos, con valores de 0,19 entre el Fpep y Fron y de 0,35 entre
Frep ¥ Fron >16 Mb (equivalentes a los Fron 3¢ calculado en este capitulo). Los
autores hipotetizaron que esta baja correlacion podia ser atribuida a que una gran
proporcion de la endogamia era ancestral y podria ser mejor estimada a través de
los datos de pedigri, ya que el mismo contaba con 24 generaciones completas
equivalentes. La capacidad de deteccion de la endogamia ancestral a nivel
molecular, caracterizada por ROH cortos, en cambio, depende de la densidad de
SNPs del array y de los parametros utilizados para su deteccion, por lo que podria
no equiparar a lo calculado a través de un pedigri robusto como el de dicha
poblacion. En el Polo Argentino, en cambio, la situacion podria ser la inversa, ya
que el Fpep se basa en una poblacién con pocas generaciones conocidas. Por otro
lado, la raza tiene la particularidad de que la mayoria de sus ancestros mas
contribuyentes son individuos provenientes de una poblacién cerrada desde hace
décadas (SPC) por lo que la asuncion de parentesco nulo entre ejemplares
fundadores probablemente sea errénea. Esto hace que el Fpep subestime los
valores de endogamia en una poblacion en la que la mayor proporcion se genera
en generaciones lejanas de las que no se cuenta con informacién alguna (al
menos en el libro genealdgico del Polo Argentino). A su vez, el Fpep €s un método
probabilistico que no tiene en cuenta la naturaleza estocastica de la
recombinacion o los cambios de frecuencias alélicas debido a la seleccion,
procesos que pueden alterar la asociacion con la endogamia real de una poblacién
(Curik y col., 2014; Hedrick y Garcia-Dorado, 2016). Fawcett y col. (2019)

describieron en caballos SPC japoneses (con un pedigri menos robusto, similar al
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del Polo Argentino) una correlacion entre Fron y Fpep de entre 0,34 y 0,37,
dependiendo la cantidad de generaciones consideradas. En caballos de raza
Mangalarga Marchador (Bizarria Dos Santos y col., 2021) ha sido descrita una
situacion similar, en la que el Fpep subestima ampliamente los valores genémicos
de endogamia (Fron). Incluso la correlacion en esta raza entre el Fpep y el Fron fue

de tan sélo 0,02, probablemente también debido al caracter incompleto del pedigri.

Si bien los ROH se han encontrado distribuidos a lo largo de todo el genoma, han
sido en ciertas regiones de los cromosomas 1, 7 y 17 donde han estado en mayor
abundancia. En ellos se han encontrado 4 ROHi caracterizadas por su alta
frecuencia relativa en la poblacion. En el SPC han sido descritas varias regiones
genodmicas de baja diversidad alélica, dos de las cuales solapan con los ROHi del
ECA 1y ECA7 (Fawcett y col., 2019). Ademas, la ROHi del ECA 17 coincide con
un haplotipo de alta frecuencia que ha sido encontrado también en esta raza
(Petersen y col., 2013b). Las ROHi constituyen patrones genémicos de reduccion
de variabilidad comunes en la poblacién posiblemente debido a que contienen
genes que han estado bajo seleccién o barrido selectivo (Saravanan y col., 2020).
Es por ello por lo que hemos analizado aquellos genes contenidos dentro de
dichas regiones, habiéndose encontrado 25 genes cuya funcién ha sido

previamente descrita en animales.

Desde la domesticacion hasta la creacion de diferentes razas, los seres humanos
han seleccionado caracteristicas conductuales o6ptimas para cumplir con
funciones especificas. En la especie equina, los rasgos de comportamiento son
un criterio fundamental para la seleccion (Yokomori y col., 2023). Varios de los
genes detectados dentro de regiones ROHi estan relacionados con el
funcionamiento neuroldgico. Por tal motivo, es posible que el proceso de seleccion

haya dejado huellas en diferentes loci relacionados con el desarrollo del sistema



75

nervioso, la neurotransmision y la inteligencia (Wickens y Brooks, 2020). Si bien
la determinacién de patrones conductuales en caballos de polo es escasa (Alvarez
y col., 2022a; Alvarez y col., 2022b; Alvarez y col., 2022c) los resultados de
nuestro analisis sugieren que esta estrategia permitiria identificar marcadores

genéticos para ser empleados en los esquemas de seleccidn por comportamiento.

Los genes OPCML y NTM localizados en el ECA 7 han sido asociados a
caracteres de “durabilidad” en caballos de carrera. En un estudio de GWAS
realizado por McGivney y col. (2019), ambos genes mostraron una asociacion con
el nimero de partidas a los 2 y 3 afos, periodo mas importante desde el punto de
vista econdmico en la carrera deportiva de los SPC. La funcién de dichos genes
ha sido vinculada con la neurobiologia, el comportamiento y el desarrollo del
sistema nervioso; en humanos se lo ha vinculado con la inteligencia y la cognicién
(Pan y col., 2011). Un estudio encontré6 que estos genes se encontraban en
regiones con una alta diferenciacién genética entre razas equinas pesadas y
livianas, lo cual constituia una posible huella de seleccion (Gurgul y col., 2019).
Los autores sugieren que la funcionalidad de estos genes podria potencialmente
explicar las diferencias temperamentales tipicas de ambos biotipos. El gen
KNCRG codifica una proteina que regula la actividad de los canales de potasio
dependientes de voltaje, y que esta relacionado con la excitabilidad neuronal y el
aprendizaje, ha sido asociado al mejor tiempo de carrera en caballos de trote
noruegos (Velie y col., 2018). Estos hallazgos sostienen la idea de que los factores
ligados a la conducta (temperamento, capacidad de aprendizaje, etc.) tienen
incidencia directa sobre la disciplina y el rendimiento deportivo, y podrian tener un

importante impacto en los caballos de polo.

Otros genes presentes en las ROHi se asocian con caracteres conductuales. Por

ejemplo, el gen /IGSF9B codifica una proteina de adhesion que regula circuitos
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neuronales relevantes para el comportamiento, y se la ha asociado con caracteres
de la conducta en ratones, como la ansiedad (Babaev y col., 2018), asi como
diferentes trastornos de la conducta e inteligencia en humanos (Coleman y col.,
2019). El gen B3GAT1 se expresa ampliamente en el sistema nervioso, se
relaciona con el desarrollo neuronal, el aprendizaje y la memoria en ratas y se ha
postulado que puede tener un rol preponderante en la gestion del estrés y en el
proceso de domesticacion de esta especie (Zeng y col., 2017). El gen KPNA3 se
ha relacionado a diferentes trastornos de la conducta en humanos y a los
comportamientos motivacionales en estudios experimentales en ratones (Aomine

y col., 2022).

Seis de los genes localizados en ROHi (ACAD8, MLNR, NCAPD3, SPATA19,
FNDC3A y ZWINT) fueron previamente vinculados a funciones metabdlicas y/o
reproductivas. EI gen ACADS8 pertenece a una familia de flavoenzimas
mitocondriales que catalizan la deshidrogenacion alfa y beta de los ésteres de acil-
CoA en el catabolismo de los acidos grasos y aminoacidos de cadena ramificada.
Polimorfismos de este gen se lo ha asociado a la tasa de crecimiento y calidad de
la carne en la especie bovina (Li y col., 2007). MLNR codifica el receptor de la
motilina, el cual interviene en el movimiento intestinal y la regulacién del apetito,
por lo que es un gen candidato para caracteres de crecimiento (Rosenfeld y
Garthwaite, 1987; Takahashi y col., 2014). El gen NCAPD3 codifica la subunidad
D3 del complejo condensina ll, la cual se localiza en las mitocondrias, y tiene un
rol preponderante en la funcion mitocondrial y el estrés oxidativo (Deutschman y
col., 2019). Ademas, este gen se ha encontrado sobre expresado en toros con alta
fertilidad, por lo que podria tener un rol en la funcionalidad espermatica
(Muhammad Aslam y col., 2018). De forma similar, el gen SPATA19 también ha

sido asociado a la funcionalidad mitocondrial en la linea espermatica en ratones
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(Mi y col., 2015). Un estudio hecho en ratones encontré que el gen FNDC3A se
expresa en las espermatidas e interviene en la adhesién con las células de Sertoli,
por lo que también cumple un rol importante en la fertilidad del macho (Obholz y
col.,, 2006). En la especie equina, un estudio describié que el volumen del
eyaculado en caballos Franches-Montagnes estuvo sugestivamente asociado a
un SNP en el gen ZWINT, el cual tienen funcion dentro del proceso de meiosis
(Gmel y col., 2021). Este gen también ha estado dentro de una regién de baja
diversidad en caballos SPC (Fawcett y col., 2019). La identificacion de genes o
QTLs asociados a caracteres como el crecimiento y la reproduccién son muy
importantes en la producciéon equina, ya que tienen un impacto directo sobre la
economia y la eficiencia del criador. Por otro lado, los genes que intervienen
directamente sobre el metabolismo energético y la funcién mitocondrial también
son candidatos para evaluar la actividad muscular, la produccién de energia, la
termorregulacion, la utilizacién del oxigeno y la respuesta al estrés oxidativo.
Todos estos factores son claves en la adaptacion y el desempefio del animal

durante el ejercicio (Littiere y col., 2020).

Por otro lado, los genes PHF11, SETDB2 y RCBTB1, localizados en el ECA 17,
han sido descritos como candidatos para la despigmentacion tipo vitiligo (Druml y
col., 2021). El vitiligo es un trastorno autoinmune que cursa con la destruccion de
los melanocitos en la piel, y se da mas frecuentemente en caballos de pelaje
tordillo, presente en el Polo Argentino. Los genes PHF11y SETDB2 se expresan
en células del sistema inmune innato y estan involucrados en los procesos de
remodelacion de la cromatina. El gen RCBTB1, en cambio, es supresor tumoral.
También se ha observado una relacion inversa entre esta entidad y la aparicion

de melanomas (frecuente también en ejemplares tordillos).
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Otros genes han sido vinculados con funciones inmunes. El gen ARL77 ha sido
asociado a la activacion de los macréfagos frente al estimulo de los
lipopolisacaridos (Arya y col., 2018). El gen CYSLTR2 codifica el receptor de
leucotrienos, un derivado del acido araquiddnico liberado por leucocitos, cuya
activacién produce en los érganos blanco broncoconstriccion, hiperreactividad de
las vias respiratorias, aumento de la permeabilidad vascular y eosinofilia. Un
estudio reciente describe la asociacion entre polimorfismos del gen CYSLTR2y el
asma en humanos (Dos y col., 2019), una condicion de base alérgica que es
frecuente también en equinos, sobre todo en aquellos que se mantienen
estabulados y expuestos a diversos alergenos ambientales. A su vez, el gen JAM3
codifica una molécula de adhesion que se expresa en varios tejidos, entre ellos el
musculo liso bronquial. Ben Hamouda y col. (2021) encontraron que este gen se
encuentra sub expresado en el tejido muscular liso de los bronquios de caballos
asmaticos, por lo que puede tener un rol importante en el desarrollo de esta

enfermedad, y en los cambios de remodelacion que la acompafan.

Finalmente, este estudio ha demostrado la potencialidad del analisis de ROHi
como una herramienta importante para la comprension de la estructura genética,
la evolucion y la seleccion de la raza. El rendimiento atlético de los caballos
deportivos como el Polo Argentino se ve influenciado por diversos factores,
ambientales y genéticos. Son multiples los genes que podrian estar involucrados
en la performance individual (Littiere y col., 2020), los cuales abarcan funciones
variadas asociadas a la cognicion, la conducta, el metabolismo energético, el
crecimiento y la salud. La identificacion de ROHi podria ser util para localizar
marcadores y genes asociados con estos caracteres, los cuales podrian ser

valiosos no solo para una mejor comprension de los factores ligados al
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rendimiento, sino también para ser aplicados directamente en la seleccién y el

mejoramiento.
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5. Material Suplementario

Tabla S2.1. Genes encontrados dentro de cada ROHi.

Ensembl ID ECA Inicio Fin Gen Gen - nombre
ENSECAG00000000633 1 46780554 46783398  zwinT 210 i”ter";‘)‘r’gt”e?nki”etOChore
ENSECAG00000011007 7 43393063 43436204  ACADg  2CYI-COoA diheﬁg;%esnase family
ENSECAG00000008023 7 43703357 43717469 B3GAT1 beta-1,3-glucuronyltransferase 1
ENSECAG00000024922 7 43577518 43698132  GLBIL2 galactosidase beta 1 like 2
ENSECAG00000012105 7 43108173 43156743  IGSF9B immunoglobulin superfamily
member 9B
ENSECAG00000015550 7 43261488 43324210  JAM3  junctional adhesion molecule 3
ENSECAG00000018370 7 43327359 43391974  NCAPp3 ~ "onSMC ‘s’zgﬂiﬂst'g” complex
ENSECAG00000007574 7 40744711 41648685 NTM neurotrimin
ENSECAG00000009233 7 41730002 42744507  OPCML opioid binding protein/cell
adhesion molecule like
ENSECAG00000026872 7 43056449 43062642  SPATA19  spermatogenesis associated 19
ENSECAG00000001596 7 43415012 43420148 THYN1 thymocyte nuclear protein 1

ADP ribosylation factor like

ENSECAG00000004611 17 21404904 21408405 ARL11
GTPase 11

ENSECAG00000000879 17 21647757 21721546 CAB39L calcium binding protein 39 like

cytidine and dCMP deaminase

ENSECAG00000020688 17 21742207 21789523 CDADC1 ) L
domain containing 1

ENSECAG00000004678 17 22242285 22243322 CVS'R cysteinyl leukotriene receptor 2
ENSECAG00000021272 17 21338733 21379524  EBPL EBP like

fibronectin type IIl domain

ENSECAG00000023697 17 21824152 21992965 FNDC3A A
containing 3A

ENSECAG00000008284 17 21068763 21073013 KCNRG potassium channel regulator

ENSECAG00000015530 17 21239190 21330658 KPNA3 karyopherin subunit alpha 3
ENSECAG00000035160 17 21808715 21812731 MLNR motilin receptor
ENSECAG00000014972 17 21489896 21518337 PHF11 PHD finger protein 11

RCC1 and BTB domain

ENSECAG00000021791 17 21437926 21487762 RCBTB1 - -
containing protein 1

SET domain bifurcated histone

ENSECAG00000020357 17 21520962 21558652 SETDB2 :
lysine methyltransferase 2

ENSECAG00000011472 17 21143804 21159229 SPRYD7 SPRY domain containing 7

ENSECAG00000011381 17 21074912 21076141 TRIM13 tripartite motif containing 13

El inicio y el fin corresponden a la ubicacién gendmica (en pares de bases) dentro de cada
cromosoma.
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Tabla S2.2. Genes encontrados dentro de cada ROHi y su respectiva clasificacion de ontologia génica (GO term), segun DAVID.

potassium channel activity,

ECA Gen GOTERM_BP_DIRECT GOTERM_MF_DIRECT
G0:0000070~mitotic sister chromatid segregation,GO:0007094~mitotic spindle assembly . _ N . -
! 2ZWINT checkpoint, GO:0051649~establishment of localization in cell, G0:0047485~protein N-terminus binding,
7 THYN1 No asignado No asignado
7 NTM No asignado No asignado
7 B3GAT1 G0:0005975~carbohydrate metabolic process,GO:0006486~protein G0:0015018~galactosylgalactosylxylosylprotein 3-beta-
glycosylation,GO:0050650~chondroitin sulfate proteoglycan biosynthetic process, glucuronosyltransferase activity, GO:0046872~metal ion binding,
7 OPCML No asignado No asignado
. i . . » . G0:0003995~acyl-CoA dehydrogenase
7 ACAD8 GO{,%?]?gﬁgelglgo?;ﬁg(ﬂI,-Zt?(r,oizzzﬁgﬁgoggsgﬁ dg:gan?:”tgkggr?tem activity, GO:0016627~oxidoreductase activity, acting on the CH-CH group
port, 5L 9 port, gl of donors,GO:0050660~flavin adenine dinucleotide binding,
7 IGSF9B No asignado No asignado
G0:0001525~angiogenesis,GO:0001780~neutrophil homeostasis,GO:0002250~adaptive immune
response,GO:0002318~myeloid progenitor cell differentiation, GO:0002523~leukocyte migration
involved in inflammatory response,GO:0002693~positive regulation of cellular
extravasation,GO:0007 155~cell adhesion,GO:0007 160~cell-matrix
adhesion,GO:0007286~spermatid development,GO:0019226~transmission of nerve
impulse,GO:0030010~establishment of cell polarity, GO:0033624~negative regulation of integrin . "y Lo . - . L
activation,G0:0033629~negative regulation of cell adhesion mediated by G0O:0005178 ‘m.tegrm .blndlng,G0.004‘2803 pro@eln homodlmerlzatlon
7 JAM3 ) . ) ; ) ) : . activity, GO:0046982~protein heterodimerization
integrin, GO:0034113~heterotypic cell-cell adhesion,G0O:0034333~adherens junction - ; o e ) .
: A S activity,GO:0098632~protein binding involved in cell-cell adhesion,
assembly,GO:0034394~protein localization to cell
surface,GO:0042552~myelination,GO:0045176~apical protein localization,GO:0090022~regulation
of neutrophil chemotaxis,GO:0090138~regulation of actin cytoskeleton organization by cell-cell
adhesion,G0:0097241~hematopoietic stem cell migration to bone marrow,G0O:0097530~granulocyte
migration,GO:1902414~protein localization to cell junction,GO:19057 10~positive regulation of
membrane permeability,
7 NCAPD3 G0:0007076~mitotic chromosome condensation, GO:0010032~meiotic chromosome G0:0003682~chromatin binding, GO:0035064~methylated histone
condensation,G0:0051301~cell division, binding,GO:0042393~histone binding,
7 GLB1L2 G0:0005975~carbohydrate metabolic process, G0:0004565~beta-galactosidase activity,
7 SPATA19 No asignado No asignado
17 CAB39L G0:0035556~intracellular signal transduction, G0:0043539~protein serine/threonine kinase activator activity,
17 ARL11 G0:0006886~intracellular protein transport, GO:0016192~vesicle-mediated transport, G0:0003924~GTPase activity, GO:0005525~GTP binding,
17 CYSLTR2 G0:0007218~neuropeptide signaling pathway, GO:0001631~cyste_|nyI Ieukotrlene_ receptor acthlty,_GO:0008528~G-
protein coupled peptide receptor activity,

17 KCNRG G0:0051260~protein homooligomerization,GO:1902260~negative regulation of delayed rectifier

G0:0042802~identical protein binding,
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G0:0010332~response to gamma radiation,G0O:0010942~positive regulation of cell
death,G0:0016239~positive regulation of macroautophagy,GO:0016567~protein

ubiquitination,G0O:00304 33~ubiquitin-dependent ERAD pathway,GO:0032897~negative regulation of

G0:0003713~transcription coactivator activity, GO:0008270~zinc ion

17 TRIM13 viral transcription, GO:0043123~positive regulation of I-kappaB kinase/NF-kappaB - . IO A -
signaling, GO:0045087~innate immune response,G0O:0051092~positive regulation of NF-kappaB binding,G0:0061630~ubiquitin protein ligase activity,
transcription factor activity, GO:0051865~protein autoubiquitination,GO:1902187~negative regulation
of viral release from host cell,
17 SPRYD7 No asignado No asignado
G0:0000278~mitotic cell cycle,GO:0007059~chromosome segregation,GO:0010629~negative GO:0003677~DNA bindina. GO:0008270~zinG ion
regulation of gene expression,G0O:0051567~histone H3-K9 Ny . 9,50
17 PHF11 . . . o . o . binding,GO:0018024~histone-lysine N-methyltransferase
methylation,GO:0070828~heterochromatin organization, GO:0090309~positive regulation of - . . 2 -
methylation-dependent chromatin silencing activity, GO:0046974~histone methyltransferase activity (H3-K9 specific),
. 5 L . . - I ) . . G0:0008022~protein C-terminus binding, GO:0008139~nuclear localization
17 KPNA3 G0:0006606~protein import into nucleus,GO:0006607~NLS-bearing protein import into nucleus, sequence binding,GO:0061608~nuclear import signal receptor activity,
G0:0000278~mitotic cell cycle,GO:0007059~chromosome segregation,GO:0010629~negative GO:0003677~DNA bindina. GO:0008270~zinG ion
regulation of gene expression,GO:0051567~histone H3-K9 Ay . 9,550
17 SETDB2 . . . e . . . binding,GO:0018024~histone-lysine N-methyltransferase
methylation,GO:0070828~heterochromatin organization, GO:0090309~positive regulation of - . . 2 -
methylation-dependent chromatin silencing activity,GO:0046974~histone methyltransferase activity (H3-K9 specific),
GO0:0004126~cytidine deaminase activity, GO:0008270~zinc ion
17 CDADC1 G0:0070383~DNA cytosine deamination, binding,G0O:0042803~protein homodimerization
activity, GO:0061676~importin-alpha family protein binding,
17 EBPL G0:0016125~sterol metabolic process, G0:0047750~cholestenol delta-isomerase activity,
17 RCBTB1 No asignado No asignado
17 FNDC3A No asignado No asignado
17 MLNR No asignado G0:0008528~G-protein coupled peptide receptor

activity, GO:0042562~hormone binding,
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CAPITULO llI: Analisis de la estructura genética del caballo
Polo Argentino, su relacién con otras razas e identificacién

de huellas de seleccion.

1. Introduccién

El caballo es un animal domesticado desde hace aproximadamente 5.500 afios
(Fawcett y col., 2019). A lo largo de la historia ha acompanado el desarrollo de la
humanidad y ha sido seleccionado con diversos propdsitos, como la produccion
carnica, el tiro, el trabajo ganadero, el ocio y una amplia variedad de deportes de
velocidad, potencia y/o resistencia (Schurink y col., 2019). Dichos fenotipos han
sido evidentemente acompafados por una estructuracién genética dentro de la
especie, resultando en la formacién de diversas razas con caracteristicas
distintivas. La presencia de subgrupos (razas) dentro de la poblaciéon se
caracteriza por una baja variabilidad dentro de cada subpoblacion y una alta
variabilidad si las comparamos entre si (McCue y col., 2012). Este proceso se ve
generalmente acentuado por diversos factores, como el aislamiento geografico o
las distintas politicas de cria y registro de los ejemplares. Mas alla de su origen,
muchas de las razas que cuentan con una asociaciéon de criadores establecen
criterios propios de registro de los individuos, permitiendo o no el intercambio

genético con otras razas.

Como se ha mencionado previamente en esta tesis, las estrategias de seleccion
tienden a provocar modificaciones en las frecuencias alélicas de regiones
gendmicas especificas que controlan caracteres particulares de los individuos.
Estos cambios generan patrones genéticos caracteristicos en la poblacién,

denominados huellas o firmas de seleccion (Nielsen, 2005). En ultima instancia,



84

estos cambios a nivel gendmico son los que han permitido la diferenciacién y
especializaciéon de las razas para fines especificos, asi como la adaptacion a las

condiciones ambientales en las cuales se han desarrollado.

Las huellas de seleccion pueden ser detectadas mediante diferentes metodologias
gendmicas. Una de ellas es el analisis de los patrones de ROH en la poblacién
(ROHi) (Saravanan y col., 2020), la cual fue utilizada en el Capitulo Il de esta tesis,
permitiendo identificar 4 ROHi en la poblacion Polo Argentino. Otros enfoques se
basan en las variaciones de las frecuencias génicas entre dos poblaciones, por
ejemplo, mediante el calculo del indice Fsr, el cual es una medida de distancia
genética basada en la comparacion de la heterocigosidad observada entre dos
subpoblaciones. Este indice, que puede ser estimado para cada marcador
genético, tiene un rango de variacion entre 0 a 1, donde 0 indica ausencia de
diferenciacion, mientras que 1 refiere a una diferenciacion maxima. Este enfoque
permite identificar aquellos marcadores con mayor distancia genética entre dos
grupos comparados, lo cual indica seleccién positiva (Zhao y col.,, 2015;
Saravanan y col., 2020). Siendo que existe una correlacién entre fenotipo y
genotipo, es esperable que estos marcadores estén contenidos dentro de regiones
que se asocien con caracteres de interés que expliquen las diferencias entre las

razas.

El caballo Polo Argentino es una raza joven creada oficialmente en el afio 1984,
sin embargo, la cria del caballo “tipo polo” se remonta hacia fines de siglo XIX,
cuando el deporte desembarca en Argentina (Parrish, 2018). Aunque las
caracteristicas particulares de esta raza han ido cambiando con el tiempo, se
destaca la gran influencia genética del caballo de raza SPC en sus origenes, con
la cual mantiene un alto flujo genético actualmente, como fue descrito en el

Capitulo | de esta tesis. Sin embargo, a pesar de esta estrecha relacién, ambas
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razas se utilizan para deportes diferentes para los que se requieren, a su vez,
distintas aptitudes funcionales. Por lo tanto, seria esperable que el proceso de
seleccién realizado sobre el caballo de polo haya producido la aparicién de
diferencias entre los animales a nivel del genoma. Pero, ademas, el caracter
abierto de la politica de registro del caballo Polo Argentino posibilita la introgresion
de lineas genéticas provenientes de otras razas equinas que aporten caracteres
deseables a la poblacion. Tal es asi, que se describe también la utilizacion de
caballos Criollos o mestizos en los origenes de la raza, ya que eran los tipos de

caballos utilizados para el trabajo en las estancias (Laffaye, 2009; AACCP, 2023).

Por lo tanto, el objetivo de este capitulo fue determinar las frecuencias alélicas de
los marcadores analizados y compararlas con animales pertenecientes a otras
razas equinas de importancia con el fin de comprender mejor la estructuraciéon
genética del caballo Polo Argentino. Por otro lado, otro de los objetivos fue
identificar huellas de seleccion a partir de la comparacion de las frecuencias
geénicas con el caballo SPC, con el fin de localizar genes o loci asociados con

caracteres que puedan explicar posibles diferencias entre ambas poblaciones.

2. Materiales y métodos

2.1. Material animal

En el presente capitulo se utilizaron las muestras de caballos Polo Argentino
descriptas en el Capitulo Il (n=385), pertenecientes a distintos criadores del pais.
Adicionalmente, se seleccionaron 12 caballos de raza SPC (inscriptos en
Studbook Argentino) de distintas caballerizas y haras ubicados en la Ciudad de La
Plata y alrededores, para la obtencién de muestras de sangre. El criterio para la

seleccioén de estos animales fue que su Unica actividad deportiva haya sido el turf.
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Adicionalmente, se tomaron muestras de 8 equinos de raza SPC que se utilizaban
actualmente para la practica del Polo en un club hipico espanol, no estando
inscriptos en el Libro Genealdgico del Polo Argentino, los cuales se identificaran
en el resto de la tesis como SPC —tipo polo. Con las muestras bioldgicas obtenidas
se extrajo ADN y se realizé la genotipificacion con el microarray de lllumina Equine
GGP array (lllumina, San Diego, USA), de igual manera que para las muestras de
ADN de los caballos Polo Argentino (ver seccion 2. Materiales y métodos del

Capitulo II).

Finalmente, se incluyeron datos gendmicos de 25 equinos Peruano de Paso
previamente genotipados por nuestro grupo de trabajo, 102 animales de 8 razas
equinas pertenecientes al banco de datos genéticos del grupo MERAGEM (Mejora
de Razas y Genética Molecular) de la Universidad de Cérdoba (Espana) y de 405
caballos de 8 razas, publicados en un repositorio publico por Momen y col. (2022)
(Tabla 3.1). Siendo que los animales fueron genotipados utilizando diferentes
plataformas (Axiom MNEC670K, MNEc2M e lllumina Equine GGP array), se cre6
una nueva base de datos definitiva manteniendo soélo los marcadores comunes a
ambas tecnologias, compuesta por42.570 SNPs autosémicos genotipados en 937

equinos de 15 razas diferentes.

Adicionalmente, con el objeto de evaluar si existian diferencias entre individuos
con varias generaciones de ancestros inscriptos en el libro genealégico y aquellos
recientemente registrados, se determiné el nimero de generaciones completas
que tenia cada ejemplar Polo Argentino. Posteriormente se conformaron dos
grupos divergentes: Gen0 (aquellos individuos “base”, sin generaciones Polo) y
Gen3 (aquellos que tenian al menos 3 generaciones completas de ancestros

registrados en el libro genealdgico).
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Tabla 3.1. Origen de las muestras utilizadas para el analisis.

Raza n animales Fuente Tipo de raza
. 9 MERAGEM

Pura Raza Arabe 36 Momen y col., (2022) Deporte

Belga 22 Momemy col., (2022) Tiro

Burguete 10 MERAGEM Produccién carne

Cuarto de milla 72 Momem y col., (2022) Deporte / trabajo
ganadero

Criollo Argentino 5 MERAGEM Deporte / trabajo
ganadero

Jaca Navarra 10 MERAGEM Produccion carne

. 3 MERAGEM
Lusitano 21 Momem y col., (2022) Deporte
Menorquin 13 MERAGEM Deporte / ocio
25 Datos propios .
P P D
eruano de Paso 162 Momem y col., (2022) eporte / ocio

Pura Raza Espaiiol 42 MERAGEM Deporte

Polo Argentino 385 Datos propios Deporte

Shetland pony 24 Momemy col., (2022) Poni - Ocio

12 Datos propios

SPC 24 Momemy col., (2022) Deporte

SPC - tipo polo 8 Datos propios Deporte

Trotador Espaiiol 10 MERAGEM Deporte

Welsh poni ‘ 44 - Momemy col., (2022) Poni Deporte / ocio

2.2. Estandarizacion de los datos genémicos

En primera instancia se realizdé un control calidad de los genotipos mediante el
filtrado de los datos por “call rate” por SNP y por individuo, utilizando el programa
PLINK (Purcell y col., 2007). Al igual que en el Capitulo Il, sélo los SNPs que se
genotiparon en al menos el 90% de las muestras fueron incluidos en los sucesivos
analisis (funcion “--geno 0,1”). Por otro lado, sélo las muestras que tenian mas del
95% de los SNPs genotipados fueron conservadas (funcion “--mind 0,05”). Este
conjunto de datos (SET_1) quedd conformado por 42.502 SNPs y 929 muestras
(se eliminaron 2 muestras de Polo Argentino y 6 de PRE). Adicionalmente, se
conformé un segundo conjunto de datos (SET_2) en el cual se eliminaron los
marcadores con una frecuencia del alelo menor inferior al 1% (“--maf 0,01”) y se

conservaron sélo los marcadores que no estuvieran en desequilibrio de ligamiento,
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considerando un umbral de r? de 0,2 (“--indep-pairwise 50 5 0.2”), quedando

conformado por 17.602 SNPs.

2.3. Estructuracion genética y diferenciacién entre razas

La estructuracion genética y discriminacion entre las razas analizadas fue
realizada mediante 4 aproximaciones moleculares diferentes: Analisis de varianza
molecular (AMOVA), analisis de componente principales (PCA), analisis de

admixture y comparacion de indices Fsr.

2.3.1. Analisis de la varianza molecular (AMOVA)

Las diferencias gendmicas entre las distintas razas equinas fueron en principio
evaluadas mediante un andlisis de la varianza molecular (AMOVA) segun la
metodologia descrita por Excoffier y col. (1992). El modelo incluyé el célculo de la
varianza entre razas y entre individuos dentro de cada raza. Para esto se utilizé el
conjunto de datos SET_2 el cual primeramente convertido desde formato binario
(bed. bim. fam) a objetos genind del entorno estadistico R mediante el paquete
Radiator (Gosselin, 2020), con los cuales se realizé el AMOVA, implementado en

el paquete de R Poppr (Kamvar y col., 2015).

2.3.2. Anélisis de componentes principales (PCA)

Con el objetivo de evaluar la estructuracion de la poblacion Polo Argentino y su
relacién con otras razas equinas se realizé un analisis de componentes principales
(PCA). ElI PCA realiza una reducciéon dimensional de los datos gendmicos
analizados a una serie de componentes principales que reflejen de manera 6ptima

su variabilidad.
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El analisis fue realizado con los datos del SET_2 mediante la funcién “PCAir” del
paquete Genesis (Gogarten y col., 2019) en el entorno R (R-Core-Team, 2023).
Esta funcion tiene la particularidad de que considera el parentesco molecular entre
los individuos, y selecciona un subconjunto de individuos representativos no
emparentados entre si, sobre los cuales realiza un PCA estandar. Esto permite
evitar el sesgo que pudiera producirse por la presencia de estructuras familiares
(conocidas o no) dentro de la muestra. En este caso, el coeficiente de parentesco
umbral para considerar a los individuos emparentados fue de 0,022. Los

resultados fueron graficados utilizando el paquete ggplot2 (Wickham, 2016).

2.3.3. Andlisis de componente genética (admixture)

Para inferir la estructura de la poblacion se realizé también un analisis admixture,
el cual utiliza un enfoque bayesiano para estimar la ascendencia mediante un
modelo de maxima verosimilitud (Alexander y col., 2009), asignando a cada
individuo su proporcién de pertenencia a un conglomerado determinado (K). El
analisis fue realizado utilizando un modelo discriminante no supervisado en base
a la informacién gendmica del SET_2, con el programa Admixture (Alexander y
col., 2009). El andlisis fue implementado evaluando 24 k rates diferentes (K2-K25).
Cabe aclarar que, con el fin de disminuir la diferencia en los tamanos muestrales
entre las razas y minimizar una posible distorsion de los resultados (Puechmaille,
2016), se optd por analizar un subconjunto de individuos de las dos razas mas
numerosas: Polo Argentino (n = 60, pertenecientes a 24 criadores distintos) y
Peruano de Paso (n = 62). El criterio de seleccién de estos animales se baso en
el parentesco, ya que se incluyeron solo los individuos de estas razas con un
umbral de coascendencia maximo de 0,022 (igual al utilizado para el PCA).

Finalmente, el valor de K 6ptimo fue aquel que presentd un menor error en la
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prueba de validacion cruzada (cv). Los datos fueron graficados utilizando el

programa Structure plot (Ramasamy y col., 2014).

2.3.4. Indice Fsr

Se realizdé el calculo del indice de fijacion Fst como medida cuantificable de
distancia genética entre poblaciones. Este indice explica la variacion genética que
es debida a la presencia de estructuraciéon dentro de la poblacion; compara la
variabilidad en las subpoblaciones en relacion con la variabilidad total, a partir de
la varianza de las frecuencias génicas. Sus valores toman un rango de 0 a 1,
donde 0 indica que no existe diferenciacion genética y las subpoblaciones
comparten sus frecuencias génicas, mientras que un valor de 1 indica una

estructuracion total (Wright, 1951).

En este caso, el célculo se realizdé segun la metodologia descrita por Weir y
Cockerham (1984), el cual corrige los valores segun el tamafio de la muestra. Los
indices Fsr fueron calculados de forma pareada entre cada raza utilizando los
datos del SET_1, como una media de los valores de Fst ponderados de cada SNP
individualmente estimados con el paquete de R OutFLANK (Whitlock y Lotterhos,
2015). Ademas, con el objetivo de detectar posibles huellas de seleccion en la
raza Polo Argentino, se identificaron los loci que mayor divergencia tenian con la
raza SPC. Para ello, se utilizé también el paquete de R OutFLANK, el cual adopta
la metodologia descrita por Whitlock y Lotterhos (2015), en la que se detectan los
loci con valores atipicos segun la distribucion inferida de los valores de Fsr de la
poblacion. Para este calculo, se utilizaron los marcadores con una heterocigosidad
minima de 0,05, tal como recomiendan los autores, en los cuales se determind la
probabilidad de que las diferencias observadas entre poblaciones sean debidas al

azar, es decir, su valor-p. Este valor fue posteriormente transformado a valor-q,
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mediante una correccién por la proporcion esperada de falsos positivos (FDR).
Aquellos SNPs con un valor-q menor a 0,05 (-log(q)>1,3) fueron seleccionados
como significativos. Finalmente, se consideraron como regiones gendmicas
afectadas a aquellas comprendidas entre £ 50.000 pares de bases de la posicién
del SNP significativo. Se selecciond ese rango para asegurar un desequilibrio de
ligamiento (r?) de al menos 0,2, de acuerdo con lo reportado por McCue y col.
(2012). Estas regiones fueron analizadas funcionalmente en base a la anotacién
mas reciente del genoma equino (EquCab 3.0) siguiendo la metodologia descrita

para las ROHi en el Capitulo II.

3. Resultados

3.1. Analisis de la Varianza Molecular (AMOVA)

El porcentaje de la varianza explicado por la raza de procedencia fue de 9,55%,
mientras que la variabilidad entre individuos dentro de cada raza fue baja (Tabla
3.2). Sin embargo, en el analisis realizado entre el Polo Argentino y el SPC, el

porcentaje de la varianza explicado por la raza fue menor (4,3%).

Tabla 3.2. AMOVA entre razas (n=15).

Componente Suma Cuadrados si % varianza
. . igma .

de la varianza cuadrados medios explicada

Raza 15 886365,7 59091 561,2 9,55

Individuos

dentro de 913  4868180,2 5332,1 17,6 0,3

raza

Individuos 929  4920839,7 5296,9 5226,9 90,15

Total 1857 106753856  5748,7 58757 100

GL: grados de libertad

Dentro de las muestras analizadas en Polo Argentino, el criador explicé el 5,8 %
de la varianza, mientras que el numero de generaciones en cada individuo

(comparacién entre los grupos Gen0 y Gen3) fue de so6lo 2,9 %.
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3.2. Andlisis de componentes principales (PCA)

En la Figura 3.1 se pueden observar la agrupacion de los individuos de las distintas
razas de acuerdo con los primeros dos componentes, los cuales explicaron un
25,8% de la variabilidad. El Polo Argentino conforma un grupo relativamente
homogéneo con el SPC y los SPC — tipo Polo, asi como con algunos individuos
Cuartos de Milla. Los PRE, Lusitanos, Menorquin y Criollos también se agrupan
entre si, mientras que los caballos Peruano de Paso forman un grupo bien

separado del resto.

Andlisis de Componentes Principales
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Figura 3.1. PCA entre las distintas razas equinas. Los ejes corresponden al componente
1 (PC1) y componente 2 (PC2) del analisis. PRA: Pura Raza Arabe; BEL: Belga; BUR:
Burguete; JAC: Jaca Navarra; CR: Criollo; CM: Cuarto de Milla; PER: Peruano; LUS:
Lusitano; MEN: Menorquin; PRE: Pura Raza Espafiol; SPC: Sangre Pura de Carrera; SPC-
TP: SPC - tipo Polo; PA: Polo Argentino; TRO: Trotador Espafiol; WEL: Welsh; SHE:
Shetland.

Con el fin de evaluar mejor la estructuracion genética del Polo Argentino y su

relacion con el SPC, se realizé un PCA considerando Unicamente estas dos razas
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(Figura 3.2). En la Figura 3.2.A se observa una leve diferenciacion entre los
individuos Polo Argentino y los SPC, aunque el porcentaje de varianza explicado
por ambos componentes fue bajo, si bien es esperable debido a la incipiente
estructuracion entre ambas. Esta diferencia fue levemente mayor cuando se
consideré unicamente ejemplares Polo Argentino con 3 o mas generaciones

completas (Gen3) en su pedigri (Figura 3.2.By C).

Andlisis de Componentes Principales: PAy SPC
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Figura 3.2. PCA entre Polo Argentino (PA) y Sangre Pura de Carrera (SPC). Gen0 y Gen3
corresponden a grupos de Polo Argentino con cero y tres o0 mas generaciones Polo en su
libro genealdgico, respectivamente. Los ejes corresponden al componente 1 (PC1) y
componente 2 (PC2) del analisis.

3.3. Andlisis de componente genética (admixture)
En la Figura 3.3A se muestran la asignacién de cada individuo a una poblacién
(K). Se encontraron resultados similares al PCA, donde K-10 fue seleccionado

como el valor de K éptimo cuando se analizaron todas las razas, ya que presento
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el menor error de validacion cruzada (Ver Figura S3.1). Este cluster K permitié
asignar la mayoria de las razas a una poblacion, aunque algunas de ellas
presentaron una ascendencia comun. El Polo Argentino y SPC conformaron una
poblacién relativamente homogénea (K-10), con mas del 90% de asignacion a la
poblacién 1 (Tabla Suplementaria S3.1). Las razas con asignaciones mas
heterogéneas fueron el Criollo Argentino y el Trotador Espanol. EI mayor
porcentaje de la composicion del Polo Argentino fue compartido con el SPC

(Figura 3.3).

A) K-10
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Figura 3.3. Analisis Admixture entre las distintas razas estudiadas. Cada columna del grafico
corresponde a un individuo. PRA: Pura Raza Arabe; BEL: Belga; BUR: Burguete; JAC: Jaca
Navarra; CR: Criollo; PER: Peruano; LUS: Lusitano; MEN: Menorquin; PRE: Pura Raza
Espanol; CM: Cuarto de Milla; SPC: Sangre Pura de Carrera; SPC-TP: SPC — tipo Polo; PA:
Polo Argentino; TRO: Trotador Espafiol; WEL: Welsh; SHE: Shetland. A) K-10 entre las 15
razas; B) K-2 entre SPC, SPC — tipo Polo y Polo Argentino. Las primeras 12 columnas de la
raza SPC corresponden a los ejemplares muestreados en Argentina.

Los resultados del andlisis admixture entre Polo Argentino y SPC reveldé que el

valor 6ptimo de K fue de 2 (Figura 3.3B). Los individuos Polo Argentino mostraron
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una composicion mas heterogénea, aunque en promedio fueron asignados en su
mayor proporcion a la poblacién 1 (82% - Tabla Suplementaria S3.1). La
composicién de los SPC, en cambio, fue en su mayoria de la poblacién 2. Los
ejemplares SPC — tipo Polo tuvieron una composicion variable, mientras que los
SPC muestreados en Argentina mostraron una proporciéon mayor de la poblacion

1 en relacién con el resto de los de la raza.

3.4. Indice Fsr

La diferenciacién genética entre las razas también se cuantificé mediante el indice
Fsr (Tabla 3.3). Los Fsr entre los grupos analizados tuvieron valores entre 0,004
y 0,189. Las razas menos distantes al Polo Argentino fueron el SPC (incluyendo
al SPC —tipo Polo) y el Cuarto de Milla. Mientras que las razas mas diferenciadas
fueron el Shetland, Burguete y Jaca Navarra. Los caballos SPC - tipo Polo
analizados en este estudio tuvieron una mayor distancia genética con el Polo
Argentino (0,007) que con el SPC (0,004), si bien estos valores fueron bajos en
comparacion al resto (valor-p < 0,01). Por otro lado, los caballos Polo Argentino
con 3 0 mas generaciones polo mostraron un mayor indice Fst con los SPC que
aquellos que tenian 0 generaciones (Gen3 = 0,025 vs. Gen0 = 0,011; valor-p <
0,01).

Los resultados del indice Fst entre el Polo Argentino y SPC por pares de SNP
individuales se presentan en la Figura 3.4. En total, 289 SNPs tuvieron un valor-q
< 0,05 distribuidos en todos los cromosomas autosémicos (excepto el ECA 13),
con valores de Fst que oscilaron entre 0,17 y 0,92. Estos marcadores se
agruparon en 263 regiones candidatas para ser huellas de seleccion en el Polo
Argentino, e incluyeron a 108 genes de funcién conocida (Tablas Suplementarias

S3.2 y S3.3). El analisis funcional de las regiones candidatas demostr6é que los
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genes afectados estan relacionados a una amplia variedad de procesos bioldgicos

y funciones moleculares (Ver Tabla suplementaria S3.4). De ellos, 41 fueron

seleccionados como genes candidatos de acuerdo con su funcion putativa luego

de una revisién de la bibliografia existente.

Tabla 3.3. Valores de Fst entre las distintas razas analizadas.

Raza
BEL
BUR
CR
QM
JAC
LuUs
MEN
PER
PRE
PA
SHE
SPC

SPC-TP 0,104

TRO
WEL

PRA

BEL
0,029 BUR

FST
<0,05

0,1a0,13

0,047 0,035

PRE

0,113 0,129 0,111 0,125 PA
0,108 0,109 0,106 0,122-0,110
0,121 0,042
0,110 0,037

0,106
0,127 0,102 0,105

0,103 0,103 0,121 0,122 0,117 0,015 SPC

0,122 0,119 0,121 0,007 0,004 sSPC-TP
0,101

0,113 0,107 0,108

PRA: Pura Raza Arabe; BEL: Belga; BUR: Burguete; CR: Criollo; CM: Cuarto de Milla;
JAC: Jaca Navarra; LUS: Lusitano; MEN: Menorquin; PER: Peruano de Paso; PRE: Pura
Raza Espafiol; PA: Polo Argentino; SHE: Shetland; SPC: Sangre Pura de Carrera; SPC-
TP: SPC — tipo Polo; TRO: Trotador Espariol; WEL: Welsh.
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Figura 3.4. - log1o del valor-q de los indices Fst por SNP y por cromosoma entre Polo Argentino
y SPC. La linea roja indica el umbral de significancia (- log1o(q) > 1,3 o valor-q < 0,05).
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4. Discusion

En este capitulo se analizé la relacion del caballo Polo Argentino con otras razas
equinas de variada procedencia y utilizadas para diversos propdsitos, como el
deporte, el trabajo o incluso la produccion carnica. Para ello se utilizaron diferentes
metodologias que permitieron evidenciar la distancia genética entre las razas o

poblaciones a partir de los datos de genotipado con microarrays de SNP.

El AMOVA mostré que la mayor proporcion de la varianza explicada por la
estructuracion racial fue menor al 10%, siendo la variacion dentro de razas un
porcentaje minoritario. En la bibliografia consultada es posible encontrar valores
similares de varianza atribuida a la asignacién racial, dependiendo el grado de
cercania entre las mismas. Por ejemplo, Petersen y col. (2013a) analizaron la
diversidad genética de 36 razas equinas y la varianza genética entre las mismas
fue de 10%, mientras que la varianza dentro de cada raza también fue baja
(0,53%). A pesar de la cercania entre el Polo Argentino y el SPC, la raza explic
alrededor de un 4% de la variabilidad encontrada. Algunos trabajos que analizan
la presencia de subpoblaciones dentro de determinadas razas han encontrado
porcentajes de varianza similares, a pesar de muchas de ellas presentan una
estructura genética que se ha ido estableciendo a lo largo de su historia, la cual
es mucho mas antigua que la del Polo Argentino. Tal es asi que Cosgrove y col.
(2020) al estudiar la estructura genética del caballo Pura Raza Arabe encontraron
que los linajes dentro de la raza explicaban el 5,5% de la varianza genética.
Mientras que Poyato-Bonilla y col. (2021) evaluaron la diferenciacion genética de
la estirpe Cartujana en el Pura Raza Espafiol, encontrando que la presencia de

dos subpoblaciones en la raza explicaba un 5,2% de la varianza genética.

El bajo porcentaje de la varianza explicado por el criador dentro de la raza Polo

Argentino podria deberse a la amplia conexion que existe entre los criadores,
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donde existe un alto flujo génico e intercambio de reproductores entre los mismos,
los cuales se ven favorecidos por la utilizacién de biotecnologias de la
reproduccion como la transferencia embrionaria y la inseminacion artificial. Esto
se condice con los resultados obtenidos en el Capitulo | de esta tesis, donde dicha
interconexion entre criadores pudo constatarse con los datos de registro del libro

genealdgico de la raza.

Los analisis PCA, Fsr y admixture permitieron cuantificar y visualizar la distancia
genética entre las poblaciones, mostrando resultados consistentes entre ellos. En
el PCA se observé que las razas Polo Argentino, SPC y algunos individuos Cuarto
de Milla formaron un conglomerado claramente separado del resto. La cercana
relacion con el Cuarto de Milla se explica por la gran influencia que posee del
caballo SPC (Avila y col., 2018; Fawcett y col., 2019). Esta raza estadounidense
se cria para multiples disciplinas, como la rienda, el trabajo con ganado y las
carreras de corta distancia (de alli deriva su nombre), por lo que es esperable que
se presente cierta heterogeneidad dentro de la poblacién. En un estudio realizado
por Petersen y col. (2014) en el que se estudi6 la diversidad genética del Cuarto
de Milla, se encontré que la raza presentaba un alto grado de estructuracion en
funcién de la actividad ecuestre para la que habian sido seleccionados los
animales. Mas aun, los individuos utilizados para las carreras tenian una mayor
influencia del caballo SPC que los que participaban en otras disciplinas ecuestres.
Si bien no se pudo identificar la actividad para la que habian sido seleccionados
los animales que se utilizaron en este estudio, es posible que los que se
encuentran mas cercanos al SPC pertenezcan a lineas genéticas de carrera. Por
otro lado, el Pura Raza Arabe formé un grupo separado del SPC, tal como se ha

reportado en estudios previos (Cosgrove y col., 2020), con valores de Fsr
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moderados entre ambas poblaciones, a pesar de la narracion histérica que indica

la estrecha relacién en el origen entre ambas razas el cual se remonta siglos atras.

El PCA realizado entre el Polo Argentino y el SPC separadamente, demostré una
mayor diferenciacion, a pesar del bajo porcentaje de variacién explicado por los
primeros dos componentes (PC1 y PC2). El Polo Argentino mostré una
distribucion homogénea, sin observarse estructuracién evidente entre los
individuos. El mayor grado de solapamiento entre individuos de distintas razas en
el PCA también se ha observado entre aquellas poblaciones que por su historia
evolutiva se conoce que estan mas estrechamente relacionadas. Por ejemplo, otro
de los conglomerados evidentes estuvo conformado por las razas Pura Raza
Espanol, Lusitano, Menorquin y Criollo Argentino. Las tres primeras son de origen
ibérico y de similar biotipo, utilizados para distintas disciplinas hipicas como el
rejoneo, la doma clasica y de alta escuela. El Criollo Argentino es una raza
autéctona de nuestro pais y la region, cuyo origen se remonta a los caballos
traidos por los conquistadores espanoles en el siglo XV, por lo que su ascendencia
comparte posiblemente linajes con dichas razas ibéricas (Karlau y col., 2023). El
Jaca Navarra y el Burguete también se mostraron agrupados, siendo ambas razas
pesadas autéctonas de Espafa, cuyo principal uso es la produccion de carne
(MAPAMA, 2023). El Peruano de Paso fue la raza mas claramente individualizable
del resto. A pesar de que su origen también se remonta a los caballos traidos por
los conquistadores desde la peninsula ibérica, presenta rasgos unicos
relacionados a su locomocion, caracterizada por el paso amblado en cuatro

tiempos (en bipedos laterales) (Barraza y col., 2018).

El analisis pareado del indice Fsr entre el Polo Argentino y el resto de las razas
tuvo valores moderados a altos, con excepciéon de aquellas que en el PCA ya

habian demostrado una mayor cercania (SPC y Cuarto de Milla,
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fundamentalmente). Al igual que lo visualizado en el PCA, la mayor diferenciaciéon
genética fue observada por un lado con la raza Shetland (raza de pony de las mas
pequenas que existen) y con las razas pesadas (de tiro o de produccion carnica)
como Belga, Burguete y Jaca Navarra (Fst > 0,13). Este grado de diferenciacién
podria ser explicado por los diferentes origenes y objetivos de seleccion de cada
una de estas razas, lo cual ha aportado caracteristicas morfo funcionales
diferentes a cada una de ellas. Por otro lado, las razas deportivas como el Pura
Raza Arabe, Trotador Espafiol, Pura Raza Espafiol y Welsh tuvieron un indice Fst
moderado con el Polo Argentino. La menor diferenciacion genética fue observada
con la raza SPC, con la cual tuvo un valor de Fst=0,015 lo cual que podria
considerarse relativamente bajo (Schurink y col., 2019). Similares valores de Fsrt
se han encontrado, por ejemplo, entre 4 razas Warmblood neerlandesas que,
aunque estaban seleccionadas para diferentes propdésitos, tenian un pedigri
abierto y un alto flujo genético entre si (Schurink y col., 2019). Una situacion
parecida ocurrid entre las distintas subpoblaciones analizadas del caballo
Pantaneiro de Brasil, donde se analizé el impacto de las barreras geograficas en

la estructuracion de la raza (Nogueira y col., 2021).

El SPC present6 también bajos valores de diferenciacion genética con el Cuarto
de Milla, aunque casi tres veces mayor que la observada con el Polo Argentino
(0,042 vs. 0,015). Interesantemente, fue posible observar una menor distancia
genética entre el Polo Argentino y el SPC — tipo Polo que entre el Polo Argentino
y el SPC, posiblemente debido a que los caballos SPC seleccionados para la
practica del polo compartan caracteristicas importantes para el deporte. De la
misma manera, los caballos con 3 0 mas generaciones de ancestros inscriptos en
el libro genealdgico del Polo Argentino (Gen3) también tuvieron una mayor

distancia genética con el SPC (Fsr=0,025), similares a los encontrados, por
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ejemplo, entre el Burguete y el Belga o entre el PRE y el Lusitano. Esto podria
indicar que los individuos que han sido seleccionados por varias generaciones
para un deporte diferente (en este caso, el polo) presentan una incipiente
diferenciacion genética con la poblacion de origen (el SPC) producto de la
seleccion y/o fijacion de caracteristicas genéticas distintivas deseables dentro de
la raza y al efecto fundador de algunas lineas genéticas especificas de SPC que
han sido seleccionadas para un deporte distinto al turf. Por otro lado, la
introgresion constante de individuos sin ancestros inscriptos en el libro
genealdgico (Gen0) confirma la existencia de un alto flujo genético con la raza

SPC que se mantiene hoy en dia.

El analisis admixture también evidencia la relacién ancestral entre las distintas
razas y particularmente la estrecha vinculacién entre el Polo Argentino y el SPC.
Si bien el numero de K seleccionado como 6ptimo permitid explicar la
estructuracion genética de las distintas razas en funcién de su historia y evolucion,
en el caso de caballos Polo Argentino y SPC esto no fue posible, ya que
conformaron un grupo con una composicion relativamente homogénea comun. Sin
embargo, hay que destacar que si bien el Polo Argentino se mantiene como un
poblacion abierta, no se evidencia una heterogeneidad mayor que la observada
en otras poblaciones cerradas, probablemente debido a que el mayor flujo
genético lo mantiene con el SPC, una raza que mantiene su politica de registro

cerrada desde finales del siglo XVIII.

La influencia del SPC en el caballo de polo es esencial porque la velocidad es una
de las caracteristicas mas buscadas en el polo moderno (Laffaye, 2009). Sin
embargo, un caballo de polo no sélo debe ser veloz dentro del campo de juego,
sino que también debe ser capaz de frenar, cambiar de direccion y velocidad

bruscamente, poseer suficiente docilidad y concentracion para entender y
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responder a las ayudas del jinete con el dinamismo apropiado que el deporte
demanda (MOP, 2018). Aunque el intercambio genético es constante entre el Polo
Argentino y el SPC (unidireccionalmente), los ejemplares SPC fundadores
posiblemente reunan ciertas caracteristicas fenotipicas (y genéticas) que les
otorguen la aptitud necesaria para el juego. Es por ello por lo que, dentro del
espectro de variabilidad genética que posee el SPC, probablemente el Polo
Argentino haya heredado ciertos patrones especificos que responden a los
criterios de seleccién aplicados. De hecho, Laffaye (2009) ha mencionado que la
simple adquisicion de ejemplares de carrera con un desempeno regular en los
hipédromos para convertirlos en jugadores de polo, no ha dado tan buenos
resultados como la seleccion y cria especifica de ejemplares SPC para este
deporte. Ademas, la amplia utilizacion de reproductores “famosos”, potenciada por
la posibilidad de empelar biotecnologias de la reproduccion sin restricciones (algo
no permitido en la cria del SPC) podrian haber contribuido a establecer ese efecto

fundador rapidamente.

Huellas de seleccion en el Polo Argentino

El analisis de las diferencias en las frecuencias alélicas entre los marcadores
observada entre el Polo Argentino y el SPC permitid identificar regiones
genomicas que podrian constituir incipientes huellas de seleccion. En este sentido,
los marcadores con indices Fst inusualmente altos se encuentran (generalmente)
sometidos a una alta presion de seleccidn en una de las razas, mientras que los
que componen el centro de la distribucion de Fst es mas factible que tengan un
efecto neutral (Whitlock y Lotterhos, 2015). Por tal motivo, el analisis de los genes
contenidos y/o proximos a dichas regiones podrian ayudar a comprender las

caracteristicas fenotipicas asociadas que estan bajo seleccion positiva en la raza.
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Se han publicado varios articulos que describen huellas de seleccién en la raza
SPC, mediante distintos enfoques metodoldgicos, los cuales se basan en
identificar las variantes genéticas que son mas frecuentes entre los caballos SPC
que entre los individuos de otras razas (Bailey y col., 2022). La mayoria de ellos
se centra en encontrar los genes o regiones gendémicas que subyacen a la
adaptacion al rendimiento deportivo en esta raza, la cual ha sido seleccionada
desde hace siglos para las carreras (Petersen y col., 2013b; Moon y col., 2015;

Fawcett y col., 2019).

Varios de los genes identificados dentro de las regiones con altos valores de Fsr
se relacionaron con la funcionalidad y desarrollo del sistema nervioso, asi como a
diferentes caracteristicas conductuales, en diversas especies. Uno de ellos es el
gen CDH13, que ha sido identificado como un gen candidato para controlar los
rasgos de personalidad en equinos SPC, en los cuales también se han reportado
mutaciones no sinénimas que podrian dar lugar a cambios en la estructura
proteica de los productos de dicho gen (Yokomori y col., 2023). El gen EXOC4 ha
sido implicado en una amplia gama de fenotipos conductuales y funciones
cognitivas complejas. Un estudio realizado en bovinos de raza Brahman encontré
que ciertos polimorfismos en regiones intrénicas de dicho gen se asociaban con
la velocidad de huida (Paredes-Sanchez y col., 2020). Los genes EPHAS5 (Mamiya
y col., 2008), MACROD2 (Crawford y col., 2021), NEGR1 (Soker y col., 2008) y
EYA3 (Noh y col., 2019) han sido estudiados en modelos murinos, donde se han
asociado a diferentes conductas como la agresividad, el comportamiento
exploratorio, la ansiedad e hiperactividad. Varios de los genes encontrados se
encontraron asociados a las sinapsis neuronales y neuromusculares, como los
genes KCND2 (Cheng y col., 2021), MCF2L (Hayashi y col., 2013), VTI1A (Tang

y col., 2022) y STXBP5 (Geerts y col., 2015). Algunos genes han sido asociados
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a diversas habilidades cognitivas en ratones, entre las que se encuentran el
aprendizaje y la memoria, como el gen ST3GAL3 (Aboul-Naga y col., 2022),
CPEB3, VPS13B, CTNNDZ2 (Kim y col., 2019; Qu y col., 2020; Wang y col., 2021)
y PTPRD (Uhl y Martinez, 2019). Por ultimo, fueron varios los genes vinculados
con el neurodesarrollo, como EPHAS (Cooper y col., 2009), PBX3 (Rhee y col.,
2004), SDCCAGS (Insolera y col., 2014), CDH13 (Ziegler y col., 2021), GLS2
(Campos-Sandoval y col., 2015), MACF1 (Moffat y col., 2017), NAV2 (McNeill y
col., 2011), NEGR1 (Noh y col., 2019), NRP1 (Martin-Fernandez y col., 2022) y

SERPINI1 (Han y col., 2021).

Es importante remarcar que los genes relacionados a la estructura y
funcionamiento neurolégico constituyen genes candidatos para caracteres
relacionados al temperamento y el comportamiento. Estos caracteres son claves
en las especies domésticas, y mas aun en la especie equina, en la cual diferentes
rasgos del caracter son y han sido de los principales criterios de seleccién
(Yokomori y col., 2023). De hecho, se han encontrado huellas de seleccién
conteniendo multiples genes relacionados al desarrollo cerebral y el
comportamiento en el caballo, lo cual probablemente haya contribuido a generar
los cambios cognitivos y sociales asociados a la domesticacién (Librado y col.,
2016). En este sentido, el caballo SPC se destaca por poseer un temperamento
sanguineo e hiperactivo, lo que hace que algunos caballos sean conflictivos y
dificles de manejar durante su etapa de entrenamiento y estabulacion,
constituyendo una causa importante de retiro de ejemplares de la actividad
(Thomson y col., 2014; Holtby y col., 2023). El temperamento y la personalidad de
los equinos son criticos a la hora de seleccionar a los ejemplares para una
actividad determinada. Considerando las caracteristicas conductuales del SPC,

Yokomori y col. (2023) han destacado el condicionamiento del temperamento en
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esta raza para la eleccion de su destino después de terminar la carrera deportiva

asociada al turf.

Si bien no se han evaluado objetivamente las diferencias comportamentales entre
caballos SPC y Polo Argentino, es sabido que entre las cualidades mas valoradas
de estos ultimos destacan las relacionadas al temperamento, como la docilidad e
inteligencia, pero también el brio suficiente como para cooperar con el jinete y
desenvolverse de la mejor manera posible en un deporte tan dinamico como es el
polo. Holtby y col. (2023) encontraron varios genes asociados a la adaptacion al
estrés en caballos SPC jovenes, lo cual podria contribuir al desarrollo de
estrategias de seleccién para mejorar el rendimiento de los equinos y las

condiciones de bienestar animal.

Se han encontrado una serie de genes con funciones relacionadas al
metabolismo, los cuales pueden ser claves para el ejercicio y la utilizacion de los
sustratos energéticos. En el caballo SPC, que ha sido criado y seleccionado por
mas de tres siglos para la actividad atlética, se han encontrado huellas de
seleccién conteniendo varios genes con funciones directas sobre el metabolismo
energético (Gu y col., 2009). En nuestro trabajo se han encontrado genes que
intervienen en el metabolismo lipidico y la adipogénesis (GPAM y OSBPL10,
(Fairn y McMaster, 2008) (Yu y col., 2017; Yu y col., 2021), el funcionamiento
tiroideo (PLCD4, (Stuczynhska y col., 2018), el ritmo circadiano (ARNTL, (Murphy
y col., 2014), la sintesis del grupo hemo (FECH, (Ferreira, 1999), asi como la
acumulacion de especies reactivas del oxigeno (AKT3, (Polytarchou y col., 2020).
Los genes que participan en el metabolismo lipidico pueden tener un rol clave en
la utilizacién de los mismos como sustratos energéticos durante el ejercicio, sobre
todo en aquellos con un mayor componente aerébico (Littiere y col., 2020). Por

otro lado, el ejercicio intenso induce la formacién excesiva de especies reactivas
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del oxigeno al aumentar el consumo de oxigeno (Boffi, 2006). Es por esto por lo
que el estrés oxidativo es un aspecto ampliamente abordado en la fisiologia del
ejercicio, por el potencial dafo que el mismo desencadena sobre las moléculas
del organismo (Littiere y col., 2020). Cosgrove y col. (2020) encontraron una huella
de seleccién en el ECA 16 de caballos Pura Raza Arabe, que contenia el gen
GPX1, el cual codifica la enzima glutatién peroxidasa, con funcidén antioxidante. El
aumento de la actividad de esta enzima, por ejemplo, mediante la suplementacion
con selenio, puede reducir el dafio oxidativo de los tejidos y mejorar
potencialmente el rendimiento (White y col., 2016). En general se considera que
las adaptaciones fisiolégicas de un animal para cumplir con las demandas
metabolicas exigidas durante el ejercicio son fundamentales para su correcto

desempenio atlético (Littiere y col., 2020).

Varios de los genes encontrado estan ligados al funcionamiento y desarrollo del
sistema musculo esquelético. Entre ellos se encuentran los genes PDZRN3 y
PPP4R2; el primero interviene en el desarrollo morfolégico embrionario y la
diferenciacion de los mioblastos (Ko y col., 2006), mientras que la funcion de
PPP4R2 se relaciona con la diferenciacion y supervivencia de las neuronas
motoras (Bosio y col., 2012). En un GWAS realizado por Shin y col. (2015) en
caballos de carrera se encontré6 que ambos genes presentaron polimorfismos
asociados con el rendimiento deportivo (tiempo de carrera). Por otro lado, el gen
SH3RF2, el cual codifica una ubiquitina-proteina ligasa E3 que regula los procesos
de apoptosis en el tejido muscular (efecto anti-apoptético), cumple un rol
preponderante en el desarrollo de las fibras y el crecimiento del tejido. Un estudio
realizado con caballos Pura Raza Arabe encontré que los niveles de expresion de
este gen diferian de acuerdo con el nivel de entrenamiento de los animales

(Ropka-Molik y col., 2018). Mas aun, se analizé una mutacion puntual del gen
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(SH3RF2:c.796T>C) y su asociacion con los resultados en las carreras,
encontrando que el genotipo C/C afectaba negativamente la probabilidad de ganar
carreras, el nUmero de carreras en las que participo el caballo y el valor econdmico
de los premios en la raza Arabe. Por lo tanto, el rol de este gen sobre la
regeneracion de las fibras musculares podria tener un impacto considerable en la
adaptacion al ejercicio, incluso también en caballos que participen en otras

disciplinas como el polo.

Los genes CNTNAP5, PCDH7 y CTNND, estuvieron asociados a diversos
caracteres conformacionales en otras especies domésticas como bovinos,
caprinos, ovinos y cerdos, como por ejemplo la altura y longitud del cuerpo
(Vanvanhossou y col., 2020), el diametro bicostal (Rahmatalla y col., 2018), la
conformacion de los miembros (Abdalla y col., 2021), el tamafno corporal (Liu y

col., 2021) y el crecimiento (Zhang y col., 2016; Easa y col., 2022). Los genes

UNC45B, COL23A, LTBP2 y CLECS3B intervienen de distintas formas durante la

formacién y desarrollo del musculo y el sistema osteoarticular (Goessler y col.,
2005; Qanbari y col., 2011; Buzanskas y col., 2014; Myhre y col., 2014). Estos
genes podrian tener injerencia en el crecimiento y el tamafio corporal, aunque no

se han encontrado reportados en la especie equina.

Elgen ATF1y el SNX10 intervienen en la formacion y funcién de los osteoclastos,
los cuales participan en la resorcion y homeostasis del hueso (Sultanay col., 2020;
Liu y col., 2022). Los genes UST y CHST11 codifican enzimas que participan en
la sulfatacion de la condroitina, un proteoglicano importante para el cartilago
articular. Las alteraciones osteoarticulares pueden condicionar y limitar la vida
deportiva, por lo que constituyen factores cruciales para el bienestar y el
rendimiento deportivo de los equinos (Littiere y col., 2020). Estas alteraciones son

mas o menos frecuentes de acuerdo con la disciplina hipica y el tipo de ejercicio
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que se practica, ya que cada deporte tiene sus caracteristicas particulares que
hace que las exigencias sobre el sistema osteoarticular sean diferentes y los
animales se vean expuestos a diversos factores de riesgo que los predispongan a
lesiones especificas (Harvey y col., 2012; Inness y Morgan, 2015; Parkes y Witte,

2015).

El rendimiento atlético en los equinos es un caracter complejo y que se encuentra
regulado por varios genes (Littiere y col., 2020). La identificacién de huellas de
seleccién en el Polo Argentino aporta informacion valiosa que contribuye a
comprender la genética de los caracteres que intervienen en el rendimiento
deportivo. El principal objetivo a futuro sera poder aplicar directamente estos
conocimientos en el desarrollo de herramientas genéticas para la mejora en la
produccién. Se requeriran futuros estudios para determinar la magnitud de dichas
diferencias desde un punto de vista fenotipico y validar la funcionalidad de los

genes encontrados en la raza.
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Figura S3.1. Error de validacion cruzada (error cv) de los diferentes K en el analisis
admixture, entre todas las razas (A) y entre Polo Argentino y SPC (B). El valor de K 6ptimo
fue seleccionado como aquel que presenté el error cv mas bajo entre los K analizados.

Tabla S3.1. Analisis admixture. Promedio de los porcentajes de asignacion a cada
poblacion para todas las razas (K-10) (A) y para Polo Argentino y SPC (K-2) (B).

A)
n K-1 K-2 K-3 K-4 K-5 K-6 K-7 K-8 K-9 K-10
Pura Raza Arabe 45 0,03 090 0,02 0,02 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00 0,02
Belga 22 0,00 0,00 0,01 0,01 0,00 0,00 0,01 0,96 0,00 0,00
Burguete 10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,02 0,05 0,01 0,77 0,03 0,12
Jaca Navarra 10 0,02 0,00 0,00 0,00 0,02 0,06 0,01 0,72 0,04 0,14
Criollo 5 0,03 0,06 0,02 0,08 023 0,11 0,07 0,14 0,06 0,20
Peruano 67 0,02 0,01 002 0,03 082 0,02 0,02 0,02 0,02 0,03
Lusitano 24 0,02 0,02 0,01 079 0,01 0,11 0,01 0,01 0,00 0,01
Menorquin 13 0,01 0,010 0,00 0,010 0,01 0,01 0,00 0,02 0,00 0,93
Pura Raza Espainol 36 0,03 0,01 0,00 0,08 0,01 0,81 0,00 0,02 0,00 0,03
Cuarto de Milla 72 0,14 0,02 069 0,05 0,010 0,01 0,03 0,04 0,01 0,01
SPC 36 09 0,00 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SPC - tipo Polo 8 0,97 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01
Polo Argentino 60 092 0,01 0,01 0,00 0,00 0,01 0,00 0,01 0,00 0,03
Trotador 10 0,25 0,0 0,4 0,010 0,04 0,06 0,04 0,11 0,03 0,23
Welsh 44 0,03 0,04 004 0,05 0,01 0,01 0,68 0,10 0,04 0,01
Shetland 24 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,99 0,00
B)

n K-1 K-2

SPC 36 0,12 0,88

SPC - Tipo Polo 8 0,44 0,56

Polo Argentino 60 0,82 0,18

En color rojo se sefala el mayor porcentaje de cada poblacion asignado a cada raza.
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Tabla S3.2. Regiones gendmicas con mayor diferenciacion genética entre Polo Argentino y SPC, de
acuerdo con el indice Fsr.

Region  ECA Inicio Fin p‘r’;':;ﬂo Region  ECA Inicio Fin pu\rI:rl::;:i'o
1 1 17308962 17498962  0,0001 | 133 12 1076531 1176531 0,0000
2 1 19152673 19252673 0,0443 | 134 12 7982345 8082345 0,0432
3 1 19455842 19555842  0,0376 | 135 14 3351121 3451121 0,0370
4 1 28801844 28901844 00315 | 136 14 27956526 28056526 0,0000
5 1 36772376 36872376 0,000 | 137 14 30923133 31023133 0,019
6 1 57112433 57212433 0,000 | 138 14 31324156 31424156  0,0042
7 1 66538044 66638044 0,378 | 139 14 48091649 48191649 0,0350
8 1 75672480 75772489 0,0025 | 140 14 48204900 48304900  0,0160
9 1 96314222 96414222 00432 | 141 14 66212658 66312658  0,0260
10 1 96523983 96623983 0,043 | 142 14 68923298 69023298  0,0048
1 1 114082020 114182029  0,0295 | 143 14 72056277 72203990 0,054
12 1 150095001 150195001 0,001 | 144 14 72323680 72423719 0,0342
13 1 161502161 161602161  0,0127 | 145 14 81449389 81549389  0,0095
14 1 174006048 174106048  0,0039 | 146 14 81549881 81649881  0,0370
15 1 175234869 175334869  0,0282 | 147 15 26846500 26946500  0,0418
16 1 175342146 175442146 0,0095 | 148 15 28990026 20090026  0,0015
17 1 175096094 176096173  0,0076 | 149 15 29244238 20344238 0,0001
18 1 176264941 176364941  0,0065 | 150 15 50632122 50732122 0,0269
19 1 176931720 177031720  0,0146 | 151 15 52614101 52714101 0,0472
20 1 177622634 177722634 00194 | 152 15 66995471 67095471 0,093
21 1 181109105 181209105  0,0000 | 153 16 14146240 14246240 0,010
22 2 406433 506433 00285 | 154 16 18359167 18528058 0,0274
23 2 14418041 14518041 0,0000 | 155 16 18831645 18931645  0,0297
24 2 16227335 16327335  0,0258 | 156 16 29985890 30085890  0,0025
25 2 18792233 18892233  0,0443 | 157 16 43045895 43145895  0,0281
26 2 27810816 27910816 00123 | 158 16 47617846 47717846 0,0281
27 2 35442273 35542273 0,032 | 159 16 53932510 54032510  0,0041
28 2 46617965 46717965  0,0001 | 160 16 67543113 67643113  0,0206
29 2 54650173 54750173 00491 | 161 16 70089677 70193577  0,0267
30 2 62862130 62962130 0,000 | 162 17 1326819 1426819 0,0046
31 2 65376155 65476155  0,0039 | 163 17 25052154 25152154  0,0336
32 2 67784169 67884169 00184 | 164 17 25479322 25579322 0,0002
33 2 72685326 72785326  0,0443 | 165 17 28456048 28556048  0,0472
34 2 90410089 90510089  0,0447 | 166 17 55843564 55043564 0,039
35 2 100252846 100352846  0,0000 | 167 17 50807916 50907916  0,0000
36 2 102869745 102069745 00146 | 168 17 61331160 61431160  0,0004
37 2 113322772 113422772 0,0208 | 169 17 79758605 70858605  0,0342
38 2 119636804 119736894  0,0184 | 170 18 6237540 6337540 0,0035
39 3 7312314 7412314 00258 | 171 18 12770807 12870807  0,0276
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40 3 11839910 11939910 0,0321 172 18 15063196 15163196 0,0461
41 3 31200432 31300432 0,0019 173 18 16511718 16611718 0,0291
42 3 31823055 31923055 0,0000 174 18 20142818 20242818 0,0423
43 3 70795695 70895695 0,0009 175 18 72752756 72852756 0,0130
44 3 79677377 79777377 0,0495 176 19 10828431 10928431 0,0260
45 3 96768824 96868824 0,0072 177 19 13743876 13843876 0,0164
46 3 102046154 102146154 0,0048 178 19 40424216 40524216 0,0260
47 3 108100647 108200647 0,0299 179 19 42328996 42428996 0,0213
48 3 108685883 108785883 0,0000 180 19 45896771 45996771 0,0021
49 3 113254843 113354843 0,0472 181 19 57910343 58010343 0,0409
50 4 14021152 14121152 0,0184 182 20 11881254 11985456 0,0319
51 4 32758114 32858114 0,0016 183 20 20846774 20946774 0,0092
52 4 33416995 33516995 0,0367 184 20 21660337 21760337 0,0130
53 4 57629728 57729728 0,0449 185 20 28842781 28942781 0,0095
54 4 62672658 62772658 0,0501 186 20 30632452 30732452 0,0267
55 4 77159807 77259807 0,0093 187 20 30956494 31056494 0,0370
56 4 85148739 85248739 0,0000 188 20 33460205 33560205 0,0096
57 4 85675918 85776103 0,0294 189 20 33537124 33637124 0,0203
58 4 87616481 87716481 0,0000 190 20 34633633 34734652 0,0177
59 5 2423513 2523513 0,0025 191 20 34897368 34997368 0,0057
60 5 2493134 2593134 0,0025 192 20 34997804 35161406 0,0057
61 5 2569779 2669779 0,0025 193 20 35126300 35234791 0,0042
62 5 2651643 2751643 0,0047 194 20 36362175 36462175 0,0285
63 5 2783054 2883054 0,0035 195 20 38326845 38426845 0,0260
64 5 2960287 3060287 0,0232 196 20 38378957 38519492 0,0251
65 5 14490442 14590442 0,0006 197 20 38482274 38582274 0,0271
66 5 28346660 28446660 0,0093 198 20 39443954 39543954 0,0127
67 5 51029460 51129460 0,0037 199 21 2330591 2430591 0,0000
68 5 70026848 70126848 0,0210 200 21 5641381 5741381 0,0169
69 5 81788243 81888243 0,0285 201 21 39657288 39757288 0,0373
70 5 87185581 87285581 0,0472 202 21 49399182 49499182 0,0315
7 5 91528324 91628324 0,0001 203 22 1446448 1546448 0,0370
72 5 91771629 91871629 0,0093 204 22 9047534 9147534 0,0304
73 5 93267204 93367424 0,0418 205 22 30712165 30812165 0,0014
74 6 6667788 6767788 0,0360 206 22 30991782 31091782 0,0168
75 6 6724154 6824154 0,0472 207 22 33948294 34048294 0,0261
76 6 7223130 7323130 0,0295 208 22 37888805 37988805 0,0037
77 6 7603709 7703709 0,0071 209 22 39436049 39536049 0,0292
78 6 7927926 8027926 0,0492 210 23 8863490 8963490 0,0074
79 6 9623184 9723184 0,0472 211 23 9878006 9978006 0,0276
80 6 9776838 9876838 0,0472 212 23 12267174 12367174 0,0479
81 6 40260819 40399034 0,0246 213 23 26858714 26958714 0,0252
82 6 49235317 49335317 0,0123 214 23 28837886 28937886 0,0472
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83 6 53620372 53720372 0,0130 215 23 40460573 40560573 0,0269
84 6 59422319 59522319 0,0227 216 23 53906527 54077526 0,0184
85 6 62226849 62326849 0,0295 217 23 54336962 54436962 0,0451
86 6 69114378 69214378 0,0482 218 23 54388878 54488878 0,0448
87 6 74064503 74164503 0,0350 219 23 54643757 54768534 0,0185
88 6 74917530 75017530 0,0269 220 23 54747926 54847926 0,0127
89 6 76606696 76740048 0,0373 221 24 6137549 6237549 0,0472
90 7 54369009 54469009 0,0376 222 24 17051900 17151900 0,0032
91 7 61008996 61108996 0,0067 223 24 19950796 20050796 0,0127
92 7 61227461 61327461 0,0000 224 24 30084040 30184040 0,0447
93 7 76718901 76818901 0,0000 225 24 46792486 46892486 0,0067
94 7 84284363 84384363 0,0472 226 25 8935452 9035452 0,0045
95 7 86433920 86533920 0,0038 227 25 11817842 11917842 0,0003
96 7 89936375 90036375 0,0436 228 25 30048239 30148239 0,0015
97 7 93116003 93216003 0,0267 229 25 35845053 35945053 0,0418
98 7 94657089 94757089 0,0493 230 26 2508918 2608918 0,0472
99 7 100008211 100108211 0,0370 231 26 16941244 17041244 0,0175
100 7 100062081 100162081 0,0269 232 26 29720617 29820617 0,0289
101 7 100283180 100383180 0,0406 233 26 36354508 36454508 0,0000
102 8 8520728 8620728 0,0009 234 26 40860502 40960502 0,0360
103 8 50147053 50247053 0,0000 235 27 10343983 10443983 0,0260
104 8 62629159 62729159 0,0376 236 27 15276488 15376488 0,0097
105 8 69727032 69827032 0,0000 237 27 33331769 33431769 0,0002
106 8 78360899 78460899 0,0095 238 28 28967194 29067194 0,0315
107 8 80428515 80528515 0,0315 239 28 29028863 29128863 0,0016
108 8 87764839 87864839 0,0449 240 28 29087174 29187174 0,0429
109 8 91968039 92068039 0,0338 241 28 30207728 30307728 0,0213
110 8 94449865 94549865 0,0432 242 28 34070560 34170560 0,0001
11 8 95700307 95800307 0,0425 243 28 34826505 34926660 0,0394
112 8 96636858 96736858 0,0001 244 28 37272053 37372592 0,0146
113 9 14664600 14764600 0,0168 245 29 5748972 5848972 0,0184
114 9 15078016 15181732 0,0225 246 29 13683130 13783130 0,0050
115 9 15321007 15421007 0,0342 247 30 169588 269588 0,0184
116 9 46720050 46820050 0,0095 248 30 1281504 1381504 0,0282
117 9 83079383 83179383 0,0436 249 30 1334992 1434992 0,0282
118 10 22939603 23039603 0,0152 250 30 1398757 1542276 0,0003
119 10 28100305 28200305 0,0074 251 30 1551842 1651842 0,0350
120 10 44959998 45059998 0,0285 252 30 1715866 1815866 0,0216
121 10 50627034 50727034 0,0267 253 30 1825424 1925424 0,0305
122 10 51348579 51448579 0,0016 254 30 2413088 2513088 0,0210
123 10 52328696 52428696 0,001 255 30 3773672 3873965 0,0130
124 10 82575251 82675251 0,0370 256 30 3896072 3996072 0,0269
125 10 84249473 84349473 0,0354 257 30 3947088 4047088 0,0297
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126 1 5456808 5556808 0,0370 258 30 7705960 7805960 0,0023
127 1 12011934 12111934 0,0100 259 30 19042761 19142761 0,0024
128 1 16702634 16802634 0,0002 260 30 19811461 19911461 0,0184
129 1 33620635 33720635 0,0039 261 30 22815130 22915130 0,0096
130 1 38042380 38142380 0,0096 262 30 27602870 27702870 0,0006
131 1 41072737 41172737 0,0438 263 31 17786493 17886493 0,0043
132 1 48394840 48494840 0,0012

Tabla S3.3 Genes contenidos dentro de las regiones gendmicas con alta diferenciacion genética entre
Polo Argentino y SPC. Los genes marcados en letra negrita constituyen genes candidatos para
caracteres de interés en la raza, de acuerdo con la revision bibliografica realizada.

Ensembl ID ECA Inicio Fin Gen Nombre del gen
ENSECAG00000024113 1 17246345 17532536 ABLIM1 Actin binding LIM protein 1
Vesicle transport through interaction
ENSECAG00000012950 1 18958087 19296736 VTI1A with t-SNAREs 1A
ENSECAG00000014742 1 19495382 19553229 GPAM Glycerol-3-phosphate
acyltransferase 1, mitochondrial
Beta-transducin repeat containing E3
ENSECAG00000022888 1 28628298 28883830 BTRC ubiquitin protein ligase
Cytoplasmic polyadenylation
ENSECAG00000000077 1 36793230 37029591 CPEB3 element binding protein 3
ENSECAG00000007190 1 57158901 57164014 HNRNPH3 Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein H3
ENSECAG00000021661 1 75693237 75791736 MTR Methionine synthase
ENSECAG00000024912 1 150139309 150300428 FSIP1 Fibrous sheath-interacting protein 1
ENSECAG00000002597 1 175151384 175591666 SLC25A21 Solute carrier family 25 member 21
Probable UDP-N-acetylglucosamine--
peptide N-
ENSECAG00000010115 1 175970916 176160771 TTC6 acetylglucosaminyltransferase
SPINDLY
ENSECAGO00000014310 1 176957271 177056623 SEC23A Protein transport protein SEC23
ENSECAG00000012021 2 14450864 14620335 ST3GAL3 ST3 beta-galactoside alpha-2,3-
sialyltransferase 3
ENSECAG00000013366 2 18559232 18877920 MACF1 Microtubule actin crosslinking factor
ENSECAG00000017176 2 27859290 28030594 EYA3 Eyes absent homolog
ENSECAGO00000000771 2 46609438 46673741 TP73 Tumor protein p73
ENSECAG00000024339 2 113097371 113387502 CAMK2D Calelum/calmodulin-dependent protein
ENSECAGO00000010911 2 119670631 119694557 INTS12 Integrator complex subunit 12
ENSECAG00000021162 3 30849654 31850887 CDH13 Cadherin-13
ENSECAG00000000530 3 70757826 71114534 EPHAS Receptor protein-tyrosine kinase
ENSECAG00000000599 3 96815625 97212288 PCDH7 Protocadherin 7
ENSECAG00000010537 4 13981090 14374324 HECW1 HECT-type E3 ubiquitin transferase
ENSECAG00000013745 4 57618965 57703870 SNX10 Sorting nexin 10
ENSECAG00000021914 4 62299006 62805826 PDE1C Phosphodiesterase
Potassium voltage-gated channel
ENSECAG00000002703 4 76883151 77335350 KCND2 subfamily D member 2
ENSECAG00000013579 4 85165569 85280962 COPG2 Coatomer subunit gamma
ENSECAG00000024017 4 85165569 85289548 TSGA13 Testis specific 13
ENSECAG00000024078 4 85670418 85960277 MKLN1 Muskelin 1
ENSECAG00000004434 4 87471964 88207600 EXOC4 Exocyst complex component Sec8
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ENSECAG00000014082

a

2506321

2740264

SRGAP2

SLIT-ROBO Rho GTPase activating

protein 2
ENSECAGO00000019451 5 2779506 2845391 RASSF5 Ras association domain family member
ENSECAG00000015180 5 81836976 81879187 NEXN Nexilin F-actin binding protein
ENSECAG00000014027 5 86621481 87495679 NEGR1 Neuronal growth regulator 1
ENSECAG00000011003 5 91570529 91961725 PDE4B Phosphodiesterase
ENSECAG00000012582 6 7962229 8016648 PLCD4 Phosphoinositide phospholipase C
ENSECAG00000038335 6 40320625 40329831 SMIM10L1 Small integral membrane protein 10 like
ENSECAG00000036288 6 40344710 40348201 TAS2R42 Taste receptor type 2
ENSECAG00000023690 6 53491416 53690283 STK38L Serine/threonine kinase 38 like
ENSECAG00000016445 6 69153819 69191499 ATF1 Activating transcription factor 1
ENSECAG00000008933 6 74950219 74972534 GLS2 Glutaminase
ENSECAG00000030065 7 61048628 61062565 FZD4 Frizzled-4
ENSECAG00000012118 7 84304636 84341389 ARNTL A ocatories orotain 1
ENSECAG00000017807 7 89626174 90023454 NAV2 Neuron navigator 2
ENSECAG00000022068 7 99811304 100064824 RCN1 Reticulocalbin 1
ENSECAG00000022308 7 100303122 100348001 w1 WT1 transcription factor
ENSECAG00000012137 8 78307158 78430399 FECH Ferrochelatase
ENSECAG00000002784 8 87810676 88108730 ccpC1028 Coiled-coil domain containing 1028
ENSECAG00000016377 8 91970419 921153090 FBXO15 F-box protein 15
ENSECAG00000005459 8 94388158 94501052 ZNF236 Zinc finger protein 236
ENSECAG00000008636 9 14941295 15249938 EYAT Eyes absent homolog
ENSECAG00000019852 9 46664879 47441220 VPS13B Vacuolar protein sorting 13 homolog
ENSECAG00000032503 10 20727442 23022867  LOC111775446 Zinc finger protein 677-like
ENSECAG00000015552 11 33631559 33673667 GDPD1 phospho‘é’i'gggg’s';°§ngﬁifzgtaining ]
ENSECAG00000001034 1 38087233 38115481 UNC45B Protein unc-45 homolog B
ENSECAG00000024961 1 48428126 48447217 XAF1 XIAP associated factor 1
ENSECAG00000016829 12 1000405 1167325 ABTB2 Ankyrin repeat and ngT B domain
ENSECAG00000041924 14 3267668 3582764 COL23A1 Collagen type XXIll alpha 1 chain
ENSECAG00000024467 14 30950659 31073558 SH3RF2 SH3 domain containing ring finger 2
ENSECAG00000013676 14 71927655 72174893 CAST Calpain inhibitor
ENSECAG00000020422 14 72360726 72405039 PCSK1 Neuroendocrine convertase 1
ENSECAG00000024042 15 26648772 27462993 LRRTMA4 Leucine rich fepeat frahsmembrana
ENSECAG00000017150 15 28905424 29056711 TACR1 NK-1 receptor
ENSECAG00000040062 15 52502287 52677226 KCNK12 Potassum ;m‘i’lypzrfng%’gzir”éha””e'
ENSECAG00000015422 16 14185353 14210518 CRBN Protein cereblon
ENSECAG00000014864 16 18387021 18613380 PDZRN3 PDZ domain containing ring finger 3
ENSECAG00000000689 16 18864765 18911420 PPP4R2 Proteln phosphatase 4 regulatory
ENSECAG00000032582 16 29762287 30541116 FHIT Bis(5'-adenosyl)-triphosphatase
ENSECAG00000006251 16 43086077 43096083 CLEC3B C-type lectin domain famlly 3
ENSECAG00000023266 16 53702077 53087335 0SBPL10 Oxysterol-binding protein
ENSECAG00000021178 16 70011758 70192968 UBA5 UFM1-activating enzyme
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MCF.2 cell line derived transforming

ENSECAG00000016662 17 79641189 79810330 MCF2L N
sequence like
ENSECAG00000017885 18 5864335 6638949 CNTNAPS Contactin associated protein family
member 5
ENSECAG00000000161 18 14774893 16004989 DPP10 Dipeptidyl peptidase like 10
ENSECAG00000021657 18 72794287 72830055 SF3B1 Splicing factor 3b subunit 1
ENSECAG00000009903 19 10855276 10880573 SERPINI1 Serpin family | member 1
ENSECAG00000018307 19 13686949 14067089 TNIK TRAF2 and NCK interacting kinase
ENSECAG00000010725 19 40411393 40759469 STXBP5L Syntaxin binding protein 5 like
ENSECAG00000015662 19 57897040 58258243 CMSS1 Cms1 ribosomal small subunit homolog
ENSECAG00000016973 19 57956981 58250918 FILIPT1L Filamin A interacting protein 1 like
ENSECAG00000004794 20 34551922 34733636 SLC39A7 Solute carrier family 39 member 7
ENSECAG00000007328 20 34856435 35017180 ITPR3 Inositol 1’4'5'"5‘;203?"“3‘9 receptor
ENSECAG00000009417 20 34945196 34956988 IP6K3 Kinase
ENSECAG00000017336 20 38442723 38751281 ZFAND3 Zinc finger AN1-type containing 3
ENSECAG00000012713 21 2374146 2391294 CHERP Calcium homeostasis endoplasmic
reticulum protein
ENSECAG00000010901 21 49170984 50051293 CTNND2 Catenin delta 2
ENSECAG00000000170 22 8656455 10521112 MACROD2 Mono-ADP ribosylhydrolase 2
ENSECAG00000005925 22 33965752 34005068 MYBL2 MYB proto-oncogene like 2
Phosphatidylinositol-3,4,5-
ENSECAG00000014676 22 37897424 38079142 PREX1 trisphosphate dependent Rac exchange
factor 1
ENSECAG00000019772 22 39442194 39520318 PTPN1 Protein-tyrosine-phosphatase
ENSECAG00000009864 23 28744226 29126165 PTPRD Protein-tyrosine-phosphatase
S-methyl-5'-thioadenosine
ENSECAGO00000040430 23 40477341 40610953 LOC100065392 phosphorylase
ENSECAG00000012044 23 54009915 54069828 PTPDC1 Protein tyrosine phosphatase domain
containing 1
ENSECAG00000017930 23 54316105 54398935 PHF2 PHD finger protein 2
ENSECAG00000011076 23 54409688 54700087 FAM120A Family with sequence similarity 120A
ENSECAG00000019990 23 54581208 54695376 WNK2 Non-spacific serinethreonine proteln
Latent transforming growth factor
ENSECAG00000018631 24 19962114 20126585 LTBP2 beta binding protein 2
ENSECAG00000016942 24 46839572 46847449 NUDT14 Nudix hydrolase 14
ENSECAG00000032033 25 8924474 8985510 LOC100062753 Cylicin-2
ENSECAG00000016804 25 30050681 30254088 PBX3 PBX homeobox 3
ENSECAG00000008057 26 40846456 41121670 TSPEAR Thrombospondin type laminin G
domain and EAR repeats
Transient receptor potential cation
ENSECAG00000023430 26 40866225 40924064 TRPM2 channel subfamily M member 2
ENSECAG00000019904 28 28881986 29132639 CHST11 Carbohydrate sulfotransferase
ENSECAG00000002145 28 30221475 30290960 NUAK1 NUAK family kinase 1
ENSECAG00000017245 28 37299581 37372179 TAB1 Synaptogyrin 1
ENSECAG00000020753 29 5714325 5858785 NRP1 Neuropilin
ENSECAG00000019722 30 1460085 1774820 AKT3 Non-specific serine/threonine
protein kinase
SHH signaling and ciliogenesis
ENSECAG00000008477 30 1780137 2002320 SDCCAG8 regulator SDCCAGS
ENSECAG00000009422 30 3595984 4081736 RGS7 Regulator of G protein signaling 7
ENSECAG00000021865 31 17581381 17931722 USsT Uronyl 2-sulfotransferase




Tabla S3.4. Categorias GO (Gene Ontology) de los genes encontrados en el analisis funcional de las regiones de alta diferenciacion genética entre

Polo Argentino y SPC, extraido de la plataforma DAVID.
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binding

ENSECAG00000021178, ENSECAG00000017176, ENSECAG00000000771,

Categoria Término n % Valor-p Genes Enriquecimiento Correcciér]
Bonferroni
ENSECAG00000009422, ENSECAG00000016662, ENSECAG00000019990,
GO:0035556~intracellular ENSECAG00000019451, ENSECAG00000023690, ENSECAG00000002145,
GOTERM_BP_DIRECT signal transduction 1085 0,000403 ENSECAG00000012582, ENSECAG00000019722, ENSECAG00000014676, 4.4 0,16434219
ENSECAG00000018307
G0:0031532~actin ENSECAG00000019772, ENSECAG00000024078, ENSECAG00000018307,
GOTERM_BP_DIRECT cytoskeleton reorganization 4 3.4 0,005092 ENSECAG00000020753 14 0,89685205
GO:0006470~protein ENSECAG00000009864, ENSECAG00000000689, ENSECAG00000017245,
GOTERM_BP_DIRECT Gohoshoryation 4 34 0,007384 oA o 9,9 0,06305307
G0:0051209~release of
GOTERM_BP_DIRECT  sequestered calciumion 3 2,5 0,008153 ENSECAG00000012713, ENSECAG00000023430, ENSECAG00000007328 21,7 0,97382847
into cytosol
GOTERM_BP_DIRECT G0:0016576~histone 2 17 0,024644 ENSECAGO00000017176, ENSECAG00000008636 79,6 0,99998495
dephosphorylation
GO0:0042753~positive
GOTERM_BP_DIRECT regulation of circadian 2 17 0,036740 ENSECAG00000012118, ENSECAG00000022888 53,1 0,99999994
rhythm
GO:0006468~protein ENSECAG00000019990, ENSECAG00000002145, ENSECAG00000009417,
GOTERM_BP_DIRECT phosphorylation 4 34 0,058706 ENSECAG00000018307 45 1
G0:0008285~negative
: ENSECAGO00000012713, ENSECAG00000021162, ENSECAG00000019990,
GOTERM_BP_DIRECT re%‘:g?#:;ﬁ;ﬁe” 5 42 0,060392 ENSECAG00000019451, ENSECAG00000022308 3.4 1
G0:2000772~regulation of
GOTERM_BP_DIRECT 2000772 regulatior 2 17 0,066334 ENSECAGO00000012118, ENSECAG00000002145 28,9 1
GOTERM_BP_DIRECT CGO:0071577~zincllion 47 0,072144 ENSECAG00000023430, ENSECAG00000004794 26,5 1
transmembrane transport
G0:0060828~regulation of
GOTERM_BP DIRECT  canonical Wntsignaling 2 1,7 0,089359 ENSECAG00000010901, ENSECAG00000022888 21,2 1
pathway
G0:1990830~cellular
GOTERM_BP_DIRECT response to leukemia 3 25 0,092352 ENSECAG00000030065, ENSECAG00000013745, ENSECAG00000005925 5,8 1
inhibitory factor
GOTERM_BP_DIRECT Go:oosgrf]sgg;ﬁen-cen 3 25 0,092352 ENSECAG00000010901, ENSECAG00000021162, ENSECAG00000014027 5,8 1
G0:0007585~respiratory
GOTERM_BP_DIRECT somus oo 2 17 0,095027 ENSECAG00000016804, ENSECAG00000019904 19,9 1
50004687 2-metal ion ENSECAG00000010911, ENSECAG00000015422, ENSECAG00000011003,
GOTERM_MF_DIRECT ' 18 152 0,003398 ENSECAG00000032503, ENSECAG00000016942, ENSECAG00000002703, 2.1 0,42188013
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ENSECAG00000021914, ENSECAG00000022308, ENSECAG00000024113,
ENSECAG00000024467, ENSECAG00000008636, ENSECAG00000020753

G0:0004725~protein

ENSECAG00000019772, ENSECAG00000009864, ENSECAG00000017176,

GOTERM_MF_DIRECT trosine Etr?\cl)if;hatase 5 42 0,004095 NSE OAC00000 12044 ENSECABG0000008636 7.6 0,48345868
50:0005509~calaium o ENSECAG00000022068, ENSECAG00000018631, ENSECAG00000023430,
GOTERM_MF_DIRECT 10005509-c 9 76 0,031902 ENSECAG00000006251, ENSECAG00000021162, ENSECAG00000007328, 2.4 0,0945919
9 ENSECAG00000012582, ENSECAG00000013366, ENSECAG00000000599
GOTERM_MF_DIRECT Gggohog‘sﬁigﬁe'):&t’ifyse 2 17 0,034019 ENSECAGO00000023430, ENSECAG00000016942 57,3 0,99619866
o ?ﬂ%;gggﬂ?ﬁ;;?c":fﬁon ENSECAGO00000012118, ENSECAG00000016804, ENSECAG00000005925,
GOTERM_MF_DIRECT ~ Polimerase I anscription 4y g5 0,055966 ENSECAGO00000016445, ENSECAG00000005459, ENSECAG00000000771, 1,9 0,99990603
o e DA Do . ENSECAG00000022308, ENSECAG00000032503
o nc;‘g;%?ﬁiﬁjgﬁ stor ENSECAGO00000012118, ENSECAG00000016804, ENSECAG00000005925,
GOTERM_MF_DIRECT ~ Polymerase | oore promoler 4y g3 0,068619 ENSECAGO00000016445, ENSECAG00000005459, ENSECAG00000000771, 18 0,9999893
P apodiiic gN A\ bir?din ; ENSECAG00000022308, ENSECAG00000032503
GOTERM_MF_DIRECT GO:OO““giZn%N“i‘%” channel 5 55 0,087713 ENSECAG00000012713, ENSECAG00000000161, ENSECAG00000011003 6,0 0,99999962
GOTERM MF DIRECT  GO:0005096~GTPase 4 34 0098815 ENSECAG00000014082, ENSECAG00000010725, ENSECAG00000014310, 26 0.99999995

activator activity

ENSECAG00000020753
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CAPITULO IV: Caracterizacion genética de marcadores
asociados a caracteres fenotipicos con impacto en la

aptitud deportiva en el caballo Polo Argentino.

1. Introduccién

Los avances en el estudio de la gendmica han despertado un gran interés por la
identificacion de variantes genéticas que expliquen rasgos de importancia para la
cria equina. Tal es asi que existen cada vez mas estudios de asociacion de
genoma completo en esta especie que tienen por objetivo determinar a nivel
molecular cuales son los genes y variantes que determinan el fenotipo (Littiere y
col., 2020). El conocimiento generado ha posibilitado el desarrollo de test
genéticos los cuales pueden implementarse en los esquemas de seleccion para
predecir la probabilidad de obtener ciertas caracteristicas fenotipicas deseadas en
la progenie con el objetivo de incrementar su rendimiento en la disciplina en la que
se desempene. Hasta la actualidad, se han identificado varios marcadores
genéticos relacionados con caracteres asociados al rendimiento deportivo en los
equinos. Estos abarcan rasgos muy variados ligados tanto al comportamiento
como la velocidad, el tipo de locomocion y el tamano corporal (Bailey y Brooks,

2013; Brooks, 2021).

El caballo es una de las especies en las que el temperamento tiene una mayor
importancia, al punto de ser un objetivo de seleccion clave. El temperamento
refiere a la reaccion de un animal ante una situacién y es un componente estable
de la personalidad del individuo a lo largo del tiempo. Si bien la personalidad de
un caballo se considera en parte influenciada por las experiencias que haya

atravesado en su vida, existe evidencia de que parte del temperamento esta
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regulado por la composicion genética del individuo. Ciertos rasgos de
comportamiento observables y cuantificables tienen una base genética y se han
asociado con diferentes polimorfismos genéticos (Wickens y Brooks, 2020). Las
variantes que se presentan en genes que codifican neurotransmisores u hormonas
influyen en las diferencias individuales de rasgos de la personalidad (Inoue-
Murayama, 2009). Las vias neurotransmisoras alteran el comportamiento
modulando las propiedades de transporte, oxidacién y union al receptor de la
cascada de sefializacion. Es por esto por lo que los genes involucrados en estas
vias son candidatos para explicar las conductas observadas en los individuos

(Wickens y Brooks, 2020).

La dopamina es uno de los neurotransmisores mas importantes que puede
modular el comportamiento en diferentes especies. Se conocen varios factores
que regulan los niveles de dopamina en el individuo entre los que se encuentra el
genotipo (Kim y col., 2022). En 2005, Momozawa y col. (2005b) estudiaron varios
polimorfismos del gen del receptor D4 de la dopamina (DRD4) en el caballo SPC,
logrando asociar una mutacién puntual con caracteristicas de comportamiento, a
través de un andlisis de encuestas. Su trabajo permitié6 el desarrollo de un
marcador localizado en dicho gen cuya variabilidad alélica se asociaba
significativamente a las puntuaciones de “curiosidad” y de “vigilancia” que los
cuidadores caracterizaban de sus caballos. El término "curiosidad" se definio
como el interés que presentd el animal por objetos novedosos y su acercamiento
a ellos, por lo que podria considerarse un analogo de la “busqueda de novedades”.
Mientras que el término "vigilancia" se refiere a la tendencia de un caballo a
permanecer alerta y examinar cuidadosamente su entorno (Momozawa y col.,
2005a). Hoy por hoy, este test esta disponible comercialmente y es utilizado en

programas de cria.



120

Por otro lado, Hill y col. (2010b) encontraron que ciertas mutaciones en el gen de
la miostatina (MSTN) se relacionan con la mejor aptitud para diferentes distancias
de carrera en caballos SPC. Este gen esta altamente conservado y se expresa en
el musculo esquelético maduro y en desarrollo (Bellinge y col., 2005). La
miostatina es una proteina que pertenece a la super familia del factor de
crecimiento transformante § (TGFB), y actua modulando el desarrollo de la masa
muscular. Se han descrito varios polimorfismos asociados a este gen, entre los
que se destaca una insercién SINE (“short interspersed nuclear element”) en el
promotor y dos SNP, g.66493737C>T y BIEC2-438999 (Chr18:9.67027762), los
cuales se encuentran en desequilibrio de ligamiento y tienen gran influencia en la
determinacion de la distancia de carrera (corta, mediana o larga) en la cual un
individuo SPC tendra un rendimiento mas adecuado (Hill y col., 2019). Por lo tanto,
la determinacion del genotipo permite elegir con mayor precision las carreras que
se adapten mejor al potencial genético de un individuo.

El tamafio corporal y las distintas medidas morfométricas tienen una amplia
variabilidad en la especie equina, en funcion de la raza, el biotipo y la utilidad para
la cual se seleccionen los animales. Estos caracteres han sido ampliamente
estudiados y tienen un impacto notable en las diferentes disciplinas ecuestres,
debido a que la conformacion tiene un efecto directo sobre la biomecanica y la
locomocion (Sole y col.,, 2014). Existen varias medidas que en su conjunto
determinan el “tamafio” de un ejemplar, siendo la alzada a la cruz una de las mas
comunes de evaluar y que se describe en gran parte de los estandares raciales.
La heredabilidad de este caracter varia dependiendo la raza analizada, pero en
términos generales es moderada-alta; por ejemplo, en el caballo Pura Raza
Espaniol se cita una heredabilidad de 0,8 (Sanchez-Guerrero y col., 2016) y en el
Lipizzano de 0,52 (Zechnery col., 2001). Desde el punto de vista genético, se han

identificado varios loci que desempefian un papel clave en la determinacién del
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tamano corporal, en particular la alzada a la cruz. Makvandi-Nejad y col. (2012)
encontraron 4 loci ubicados en el ECA 3, 6, 9 y 11 que explicaban mas del 80%
de la variacion genética del tamafio corporal en un estudio realizado con 16 razas
equinas. Metzger y col. (2018), por otro lado, encontraron otras variantes
genéticas en el ECA 1, 6, 11 y 19 que explicaban el 72% del tamafio corporal en
razas miniatura como el Pony Shetland. Estas variantes se encuentran préximas
a genes con funciones relacionadas al crecimiento y desarrollo que permiten,

parcialmente, predecir la altura potencial de un individuo.

Muchos de los estudios de asociacion realizados para la deteccion de marcadores
con funciones predictivas han sido realizados con caballos SPC, ya que es una de
las razas de mayor importancia econdmica que se encuentra ampliamente
distribuida por todo el mundo (Yoon y col., 2018). Si bien el caballo Polo Argentino
€s una raza joven, cuya base genética se origina mayormente en ejemplares SPC
que reunen caracteristicas adecuadas para el polo (Laffaye, 2009), el proceso
selectivo al cual ha sido sometida la raza podria generar cambios en las
frecuencias génicas de marcadores especificos que determinan caracteres de
importancia para esta disciplina, como ser su altura, capacidad atlética y

temperamento.

Es por esto por lo que el objetivo de este capitulo fue describir la variabilidad de
marcadores genéticos asociados a caracteres con influencia en la aptitud
deportiva en caballos Polo Argentino. Adicionalmente, considerando su estrecha
relacién con el SPC, se buscod determinar si la seleccion para una disciplina
deportiva diferente (turf vs. polo) ha modificado el perfil genético de los

marcadores analizados en la raza Polo Argentino.
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2. Materiales y métodos

2.1. Material animal y genotipado

Se utilizaron datos genotipicos de caballos Polo Argentino (n = 385) y SPC (n =
25), obtenidos utilizando el microarray lllumina Equine GGP array 70k (lllumina,
Inc.) como fue descripto en la seccion de Materiales y métodos de los Capitulos I
y lll de esta tesis. Los caballos Polo Argentino analizados pertenecen a distintos
criadores del pais, estando inscriptos todos ellos en el libro genealdgico de la raza.
Los caballos SPC analizados pertenecian a diferentes caballerizas de la provincia

de Buenos Aires, habiéndose utilizado unicamente para competencias de turf.

Con el objetivo de evaluar las diferencias entre los individuos recién inscriptos en
el libro genealdgico y aquellos con mayor cantidad de ancestros registrados, se
determiné el numero de generaciones completas de los 385 caballos Polo
Argentino analizados, utilizando los registros de pedigri de la raza (~115.000).
Posteriormente, se dividieron los animales en dos grupos divergentes: aquellos
con cero generaciones completas (grupo Gen0, n =45) y los que tenian al menos
tres generaciones completas (grupo Gen3, n = 24). Paralelamente, se determind
cada uno de los animales que habia participado en alguno de los torneos
integrantes de la Triple Corona de alto Handicap de Argentina (Campeonato
Abierto de Tortugas Country Club, Campeonato Abierto de Hurlingham vy
Campeonato Argentino Abierto de Palermo), empleando los registros de la
AACCP hasta la temporada 2022. Aquellos individuos que habian participado en
al menos uno de estos torneos se incluyeron en el grupo Elite (n = 83), mientras
que el resto constituyd el grupo No-élite (n = 302). Finalmente, los animales fueron
también agrupados segun habian recibido o no algun premio en un torneo o
exposicion organizado por la AACCP (grupos Premiado, n = 27 y No-premiado, n

= 358). Cabe aclarar que se incluyeron en la evaluacion aquellos premios recibidos
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en las exposiciones (ademas de los recibidos en partidos) ya que las mismas

incluyen una evaluacion funcional y morfolégica.

2.2. Marcadores genéticos

Del total de SNPs genotipados se filtraron aquellos asociados a caracteres
fenotipicos de interés para la practica del polo. En total se analizaron 9 SNPs
asociados a 4 caracteres que pudieran influir directamente sobre el desempefio
atlético: temperamento (curiosidad y vigilancia — asociados a polimorfismos del
gen DRD4), velocidad (gen MSTN — speed gene) y diversos marcadores
asociados al tamafio corporal descritos tanto en razas de alzada estandar como

en ponis (Tabla 4.1).

2.3. Frecuencias genotipicas y alélicas de los marcadores

Se calcularon las frecuencias genotipicas y alélicas de cada marcador para cada
raza y cada subgrupo. También se determind si los locus se encontraban en
equilibrio de Hardy Weinberg, utilizando el programa PLINK (Purcell y col., 2007).
Las diferencias en las frecuencias genotipicas entre cada grupo fueron evaluadas
mediante un test de proporciones Z con el paquete Base de R (R-Core-Team,

2023).

Adicionalmente se calculé el indice Fst como medida de distancia genética para
cada marcador entre la poblacion Polo Argentino y SPC, utilizando el paquete de
R OutFLANK (Whitlock y Lotterhos, 2015). Este paquete de R implementa una
metodologia que permite detectar los loci con valores atipicos segun la distribucién
inferida de los valores de Fgsr de la poblacién, y su correspondiente valor-p. Para

ello se utilizé el total de marcadores SNP del microarray, con una tasa de
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genotipado de al menos 90% vy se utilizaron las muestras que tenian mas del 95%
de los SNPs genotipados. Estos filtros se aplicaron con el software PLINK (Purcell
y col., 2007), conformandose el conjunto de datos final por 66.265 SNPs y 408

muestras (383 Polo Argentino y 25 SPC).

Tabla 4.1. Marcadores SNP asociados a caracteres de interés en la especie equina genotipados
con el Microarray lllumina Equine SNP70 array (lllumina, Inc.) (Neogen, 2023).

Caracteres SNP Gen Alelos Fenotipo asociado
Curiosidad y vigilancia A Baja curiosidad y alta vigilancia
(factor de riesgo) Chr12:9.35662671  DRD4 _(WAYNG)
(Momozawa y col., G Alta curiosidad y baja vigilancia
2005b) (GIG)
Distancia de carrera corta
Distancia de carrera . A (potencia)
(Hill'y col., 2019) Chr18:9.67027762 MSTN G Distancia de carrera larga
(resistencia)
T Tamafio corporal pequefo
Chr3:9.107374136 LCORL
C Tamafio corporal grande
C Tamafio corporal pequefio
~ Chr6:9.81481064 HMGA2
Tamafio corporal T Tamario corporal grande
(Makvandi-Nejad y col.,
2012) C Tamafo corporal pequefio
Chr9:9.77656570 ZFAT
T Tamarno corporal grande
G Tamafio corporal pequefio
Chr11:9.23334511 LASP1
A Tamafno corporal grande
A Tamafio corporal pequefio
Chr1:9.106168922 ADAMTS17
C Tamafio corporal grande
fi —poni A Tamanio corporal pequefio
Tamano corporal —ponis Chr19:9.30992750 OSTN p peq
(Metzgery col., 2018) G Tamario corporal grande
T Tamafio corporal pequefio
Chr11:9.15494088 GH1
C Tamafno corporal grande

El nombre del SNP se identifica por su ubicacién en cromosoma y posicion genémica dentro del mismo,
de acuerdo con la version del genoma equino EquCab3.0

3. Resultados
Del total de SNP analizados (n = 9), 6 resultaron polimérficos en el caballo Polo

Argentino (Tabla 4.2). Estos marcadores corresponden a los asociados a los

genes DRD4 (Chr12:9.35662671), MSTN (Chr18:g.67027762), LCORL
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(Chr3:9.107374136), ZFAT (Chr9:9.77656570), LASP1 (Chr11:9.23334511) y
OSTN (Chr19:9.30992750). En los caballos SPC los mismos marcadores
presentaron variabilidad, con excepcion del marcador Chr19:9.30992750, el cual
se encontro fijado en la poblacion. Dos de los SNPs analizados tuvieron valores
significativamente elevados de Fsr, mostrando una alta diferenciacion genética

entre las dos poblaciones (Tabla 4.2).

En la Tabla 4.3 se muestran las frecuencias genotipicas (A) y alélicas (B) en los
grupos analizados. La frecuencia del genotipo G/G del marcador
Chr12:9.35662671 (gen DRD4) fue de 33% en el Polo Argentino, mientras que los
genotipos A/A'y A/G, los cuales se asocian a un fenotipo de baja curiosidad y alta
vigilancia, fueron mayoritarios. Resultados similares fueron encontrados en la raza
SPC, asi como entre los distintos grupos analizados (Tabla 4.3A). Solo se
encontraron diferencias significativas (valor-p<0,05) entre los genotipos A/A de
este marcador entre Polo Argentino y SPC (18% vs. 32%). La frecuencia del alelo
A fue mayor en el SPC que en el Polo Argentino (52% vs. 43%), aunque esta

diferencia no resultd estadisticamente significativa (Tabla 4.3B).

El marcador Chr18:9.67027762 (gen MSTN) se encontré en desequilibrio de
Hardy Weinberg en la raza Polo Argentino (Tabla 4.2), por lo que podria
encontrarse bajo seleccion. La frecuencia del alelo G fue mayor en esta raza
respecto del SPC (69% vs. 40% valor-p<0,001). La mayor diferencia entre ambas
razas se encontrd entre los genotipos homocigotas, ya que en el Polo Argentino
se observé una menor proporcién de homocigotas A/A (valor-p<0,001) y una
mayor proporcion de homocigotas G/G (valor-p<0,05). Estas diferencias
concuerdan con el indice Fst significativamente alto encontrado entre ambas
razas (Fst=0,15; valor-p=0,01). La mayoria de los ejemplares fueron heterocigotas

en todos los grupos de la raza Polo Argentino analizados, excepto para los del
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grupo Premiado, donde los ejemplares G/G fueron mayoria, y ninguno de ellos fue
homocigota A/A. (Tabla 4.3A). Los caballos del grupo Gen3 mostraron una mayor
frecuencia del alelo G y del genotipo G/G en comparacion al grupo Gen0, aunque

dichas diferencias no resultaron estadisticamente significativas (Tabla 4.3A y B).

Los marcadores Chr6:9.81481064 (HMGA2), Chr1:9.106168922 (ADMTS17) y
Chr11:9.15494088 (GH1) se encontraron fijados en el Polo Argentino para los
alelos asociados a un fenotipo de tamafo corporal grande. Sin embargo, el
marcador Chr3:9.107374136 presentd una baja variabilidad en el Polo Argentino,
siendo la frecuencia del alelo T (asociado al tamafio corporal pequefio) de 99,6%,
ya que solo 3 individuos fueron heterocigotas C/T (~1%) y ninguno homocigota
C/C. En el SPC, en cambio, se observéd una mayor frecuencia del alelo C (22% vs.
0,4%, valor-p=2,2x10""%) fundamentalmente a expensas de los genotipos
heterocigotas. El indice Fst entre las razas para este marcador fue elevado
(Fst=0,64; valor-p=1,6x10"°®) demostrando una alta diferenciacion genética. No
hubo diferencias significativas entre ambas razas para el resto de los marcadores
de tamafio corporal. No obstante, se observaron diferencias en las frecuencias
alélicas y genotipicas para el marcador Chr11:9.23334511 (LASP1) entre los
grupos Gen0 y Gen3, y entre Elite y No-élite (Tabla 4.3A y B). Un Gnico ejemplar
Polo Argentino resulté heterocigota para el SNP Chr19:9.30992750 (OSTN) el cual
se encuentra asociado al tamafo corporal en razas de ponis, el resto fue

homocigota para el alelo G.

En la Figura 4.1 se muestra la evolucion de las frecuencias genotipicas de los
marcadores con mayor polimorfismo en el Polo Argentino, durante las ultimas 3
generaciones segun la fecha de nacimiento de los ejemplares (periodos 1997-
2004, 2005-2012 y 2013-2020 de acuerdo con el intervalo generacional de Polo

Argentino estimado en 8 afios — ver Capitulo I). Las frecuencias genotipicas del
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Tabla 4.2. Marcadores SNPs polimérficos en la raza Polo Argentino.

Alelos Frecuencias genotipicas Frecuencias alélicas HWE
Caracter y gen asociado SNP FST
A1 A2 A1/A1 A1/A2 A2/A2 A1 A2 Valor - p

Curiosidad y vigilancia (DRD4) Chr12:9.35662671 A G 18% 49% 33% 43% 57% 1 -0,003
Velocidad - distancia Carrera (MSTN) Chr18:9.67027762 A G 6% 50% 44% 31% 69% 0,0005702 0,15 *
Tamaiio corporal (LCORL) Chr3:9.107374136 C T 0% 1% 99% 0,4% 99,6% 1 0,64 ***
Tamaiio corporal (HMGA2) Chr6:9.81481064 C T 0% 0% 100% 0% 100% 1 -
Tamaiio corporal (ZFAT) Chr9:9.77656570 T C 1,5% 27% 71,5% 15% 85% 0,4207 0,002
Tamaiio corporal (LASP1) Chr11:9.23334511 G A 16% 45% 39% 38% 62% 0,4515 0,004
Tamaiio corporal (ADAMTS17) Chr1:9.106168922 A C 0% 0% 100% 0% 100% 1 -
Tamafiio corporal (OSTN) Chr19:9.30992750 A G 0% 0,26% 99,74% 0,13% 99,87% 1 -0,021
Tamaiio corporal (GH1) Chr11:9.15494088 T C 0% 0% 100% 0% 100% 1 -

Tabla de frecuencias genotipicas y alélicas en el caballo Polo Argentino. El Fst fue calculado entre la poblacién Polo Argentino y SPC. *Valor-p < 0,05,
*** Valor-p < 0,001

Tabla 4.3. Frecuencias genotipicas (A) y alélicas (B) de los SNP polimérficos asociados a caracteres morfologicos, velocidad y temperamento en los
distintos grupos.

A)
Frecuencias genotipicas
Curiosidad y Velocidad — distancia .
vigilancia (DRD4) Carrera (MSTN) Tamano corporal (LCORL, ZFAT, LASP1, OSTN)
G Chr12:9.35662671 Chr18:9.67027762 Chr3:9.107374136 Chr9:9.77656570 Chr11:9.23334511 Chr19:9.30992750
rupos
P AA+AIG G/G A/A AIG G/G | C/IC CIT T/T T/T T/IC C/iC G/G G/A A/A A/A AIG G/G
Z?;Zntino 67% 33% 6%** 50%  44%* | 0%* 1%** 99%** 1,5%  27% 71,5% 16% 45% 39% 0% 0,26% 99,74%
SPC 72% 28% 40%** 40%  20%* | 4%* 36%** 60%** 4% 28% 68% 24% 44% 32% 0% 0% 100%
Gen0 71% 29% 7% 55% 38% | 0% 0% 100% 2% 25% 73% 13% 31% 56%* | 0% 0% 100%
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Gen3 67% 33% 4% 42% 54% | 0% 0% 100% 4% 33% 63% 25% 42%  33%* | 0% 0% 100%
Elite 71% 29% 5% 54% 41% | 0% 2% 98% 2% 30% 68% 23%* 40% 37% | 0% 0% 100%
No-élite 67% 33% 6% 49% 45% | 0% 0% 100% 1% 26% 73% 14%* 47% 39% | 0% 0,33% 99,67%
Premiado 74% 26% 0% 44% 56% | 0% 4% 96% 4% 26% 70% 26% 41% 33% | 0% 0% 100%
s::miado 67% 33% 6% 51% 43% | 0% 1% 99% 1% 27% 72% 15% 46% 39% | 0% 0,28% 99,72%

Las diferencias estadisticas fueron calculadas con una prueba de proporciones Z. *Valor-p < 0,05; ** Valor-p < 0,001

B)
Frecuencias alélicas
Curiosidad y di Velocidad — -
vigilancia (DRD4) istancia Carrera Tamafiio corporal (LCORL, ZFAT, LASP1, OSTN)
(MSTN)

Chr12:9.35662671 Chr18:9.67027762 Chr3:9.107374136 Chr9:9.77656570 Chr11:9.23334511 Chr19:9.30992750
Grupo A G A G C T T Cc G A A G
Z?gl;(;ntino 43% 57% 31%** 69%** 0,4%** 99,6%** 15% 85% 38% 62% 0,13% 99,87%
SPC 52% 48% 60%** 40%** 22%** 78%** 18% 82% 46% 54% 0% 100%
Gen0 43% 57% 34% 66% 0% 100% 14% 86% 29%* 71%* 0% 100%
Gen3 44% 56% 25% 75% 0% 100% 21% 79% 46%* 54%* 0% 100%
Elite 43% 57% 32% 68% 1,2% 98,8% 18% 82% 43% 57% 0% 100%
No-élite 43% 57% 31% 69% 0,17% 99,8% 14% 86% 37% 63% 0,17% 99,83%
Premiado 46% 54% 22% 78% 1,8% 98,2% 16% 84% 46% 54% 0% 100%
No-premiado 43% 57% 32% 68% 0,3% 99,7% 15% 85% 38% 62% 0,14% 99,86%

Las diferencias estadisticas fueron calculadas con una prueba de proporciones Z. Valor-p < 0,05; ** Valor-p < 0,001
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Figura 4.1. Evolucion de las frecuencias genotipicas de los marcadores con mayor
polimorfismo en los caballos Polo Argentino, durante las ultimas 3 generaciones.
Generacién 1997-2004 (n= 22); 2005-2012 (n= 126); 2013-2020 (n= 158). Ejemplares sin
fecha de nacimiento conocida no fueron incluidos en el grafico.
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marcador Chr12:9.35662671 (DRD4) se mantuvieron relativamente estables a lo
largo del tiempo, aunque hubo una ligera tendencia hacia un aumento de
homocigotas A/A y disminucion de G/G. En cuanto al marcador Chr18:9.67027762
(MSTN), se pudo observar que la frecuencia de homocigotas G/G ha aumentado
en la ultima generacion, igualando a la frecuencia de heterocigotas. Finalmente,
el marcador Chr11:9.23334511 (LASP1) tuvo una reduccion en la frecuencia de

homocigotas A/A durante la ultima generacion, en favor de los otros dos genotipos.

4. Discusién

En este capitulo se analizdé por primera vez la variabilidad genética en 9 loci
diferentes asociados a caracteres de interés en la especie equina en una
poblacion altamente representativa del caballo Polo Argentino. Los resultados
obtenidos demuestran que existen ciertos genotipos que son mas comunes en la
raza en comparacion con el caballo SPC, reforzando la idea de la existencia de
una incipiente huella de seleccién en el caballo de polo que impulsa una identidad

genética propia.

El comportamiento es uno de los caracteres mas valorados en las especies
domeésticas, teniendo una importancia aun mayor en los equinos, ya que la
interaccion y cooperacion entre el caballo y el humano es la base de las
actividades ecuestres. Este aspecto no soélo influye sobre el desempeno deportivo,
sea cual sea la disciplina, sino también sobre la seguridad tanto para el caballo

como para las personas que interactuan con él (Hausberger y col., 2008).

Los resultados obtenidos a partir del analisis del SNP Chr12:9.35662671
demuestran que el genotipo mas frecuente en el Polo Argentino (asi como en el

SPC) es el asociado a una baja curiosidad y alta vigilancia. Este SNP esta
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localizado en el exén 3 del gen DRD4 y se trata de una sustitucion A-G (mutacién
no sinénima), que causa un cambio de aminoacido (asparagina a acido aspartico)
lo cual ha sido asociado a algunos aspectos del temperamento en el equino (Hori
y col., 2013). En nuestro estudio, si bien las frecuencias génicas fueron similares
entre ambas razas, el alelo G fue el de mayor frecuencia en Polo Argentino,
mientras que en el SPC lo fue el alelo A, probablemente debido a las diferencias
observadas en los genotipos A/A. Algunos estudios realizados en SPC muestran
resultados similares, con frecuencias del alelo A entre 0,53 y 0,62 (Momozawa y
col., 2005a; Hori y col., 2013). Un estudio que comparé las frecuencias alélicas de
esta mutacion entre diferentes razas nativas de Japén y SPC, encontré que los
animales pertenecientes a las razas nativas Hokkaido y Taishu tenian frecuencias
del alelo A muy bajas en comparacién al caballo de carrera (entre 0,03 y 0,08;
(Hori y col., 2013)). Los autores explicaron que las diferencias podrian deberse a
que el SPC es una raza que se ha seleccionado por décadas casi exclusivamente
para el rendimiento en carreras, y presenta un temperamento sanguineo e
hiperactivo. Esta caracteristica muchas veces constituye una causa de retiro de
animales de la actividad e incluso puede ser un obstaculo a la hora de reinsertar
a los ejemplares retirados del hipédromo en otras actividades hipicas (Holtby y
col., 2023).

Los procesos de seleccién o los cuellos de botella poblacionales ocurren
naturalmente en la formacion de una raza, estableciéndose diferencias genéticas,
sean estas funcionales o no (efecto “hitchhicking”). El caballo Polo Argentino esta
estrechamente relacionado con el SPC, pero las disciplinas deportivas para las
que son seleccionados (polo y turf, respectivamente) son completamente
diferentes y requieren distintas habilidades, incluidas las relacionadas al
comportamiento. A pesar de ello, si bien se encontraron diferencias significativas

en los genotipos A/A del gen DDR4 entre Polo Argentino y SPC, no hubo
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diferencias en las frecuencias de los fenotipos asociados (genotipos A/A + A/G vs.
G/G). Ademas, de acuerdo con las muestras analizadas, la proporciéon de los
distintos genotipos se mantiene relativamente estable a lo largo de los afios en la
poblacion Polo Argentino. En ellos predominan los genotipos A/A y A/G, los cuales
se asocian a un temperamento catalogado como de baja curiosidad y alta
vigilancia. A pesar de que en estos caballos se buscan cualidades de
mansedumbre y docilidad, también es bien valorado por los criadores y jinetes su
temperamento vivaz y sanguineo, propio de las razas de “sangre caliente” como
es el SPC. Ademas de los fenotipos de curiosidad y vigilancia antes mencionados,
Ninomiya et al. (2013) evaluo la asociacion entre el SNP Chr12:9.35662671y la
respuesta a la frustracion en caballos estabulados. Los autores encontraron que
los individuos sin el alelo A (genotipos G/G) destinaban mayor tiempo a las
respuestas conductuales a la frustracion (estereotipias) que aquellos con el alelo
A (genotipos A/A y A/G). Si bien las respuestas conductuales estereotipadas son
producto de situaciones de estrés para el animal, la identificacién de una base
genética que explique las diferencias fenotipicas observables podria ser de
utilidad para la seleccion de individuos que toleren mejor las condiciones
medioambientales a las que son expuestos durante su vida, mejorando las pautas
de bienestar animal (Hausberger y col., 2008).

En nuestro trabajo se observo que la mayor proporcion de caballos Polo Argentino
presentd un genotipo heterocigota para el marcador Chr18:9.67027762 (MSTN),
lo cual se relaciona con caracteristicas intermedias de potencia y resistencia. De
acuerdo con el desequilibrio de Hardy-Weinberg observado en la poblacién es
altamente probable que se encuentre bajo seleccion. La miostatina es una
proteina que ha sido ampliamente caracterizada en diversas especies domésticas,
como porcinos (Stratil y Kopecny, 1999), caninos (Mosher y col., 2007), bovinos

(Grobet y col., 1997), ovinos (Boman y col., 2009) y equinos (Hill y col., 2010a).
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Una insercion SINE en el promotor del gen MSTN afecta los niveles de expresion
limitando la produccién de miostatina (Rooney y col, 2018). EI SNP
g.66493737C>T (incluido en un haplotipo que contiene el gen MSTN) se encuentra
fuertemente ligado a la insercion SINE, con una concordancia del 100% en esta
raza (Hill et al., 2010b). EI SNP analizado en nuestro estudio (BIEC2-438999 o
Chr18:9.67027762) se encuentra también fuertemente asociado con
g.66493737C>T (desequilibrio de ligamiento r2=0,93) (Hill et al.,, 2019). De
acuerdo con esta asociacién, los caballos con el genotipo A/A para
Chr18:9.67027762 presentan un mejor rendimiento en distancias cortas
(<1600m), y fenotipicamente presentan una musculatura mas desarrollada y
compacta. El aumento de la musculatura se produce a expensas de las fibras
glucoliticas rapidas de tipo 1IB, caracterizadas por un mayor diametro, baja
densidad mitocondrial y capilar, una mayor velocidad de contraccion y una baja
resistencia a la fatiga, por lo que intervienen en ejercicios que requieren potencia
por cortos periodos (Boffi, 2006; Binns y col., 2010). Por el contrario, los caballos
G/G son mejores para carreras de larga distancia (>1600m), lo cual requiere una
mayor resistencia, mientras que los heterocigotos muestran un fenotipo intermedio
(Hill'y col., 2010a).

Los caballos con el genotipo A/G (Chr18:9.67027762), como la mayoria de los
analizados en este estudio, muestran una proporcion de fibras musculares tipo |y
IIA mayor que los homocigotas A/A, aunque menor que los G/G (Rooney y col.,
2017). Por lo tanto, aquellos individuos con una mayor proporcion de fibras tipo |
tendran una mayor capacidad oxidativa y resistencia a la fatiga que los de mayor
proporcion de fibras tipo 11X. A pesar de que el polo es un deporte que requiere
movimientos rapidos y cambios bruscos de aceleracién y desaceleracion, la
resistencia es también una caracteristica importante para soportar la intensidad

de un chukker. Si bien la dinamica del juego ha cambiado en los ultimos afios, ya
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que existe una tendencia que busca potenciar las reacciones explosivas del
caballo dentro del campo, jugando intensamente unos pocos minutos cada vez,
esto no se ha traducido en un aumento de los genotipos A/A en las muestras
analizadas. Tampoco se encontraron diferencias significativas en las frecuencias
de genotipos entre los jugadores de Elite y No-élite. Por el contrario, los resultados
muestran que se seleccionan preferentemente fenotipos intermedios o de
resistencia, lo cual podria ser debido a las multiples variables que intervienen en
la seleccién de un ejemplar para un deporte tan complejo como el polo.

Los caracteres morfolégicos son uno de los principales criterios de seleccion en la
cria equina. La conformacién de un ejemplar es muy importante ya que esta en
estrecha relacion con la funcionalidad, el rendimiento deportivo, la salud y la
longevidad (Sanchez-Guerrero y col., 2016). Por otro lado, este tipo de caracteres
suelen tener una alta heredabilidad (es decir, un alto porcentaje de la varianza que
es explicada por factores genéticos aditivos) por lo que la seleccion sobre ellos
suele ser efectiva en el corto plazo (Bailey y Brooks, 2013).

Los resultados en este trabajo mostraron que los individuos de la raza Polo
Argentino muestreados tienen alelos asociados tanto a una baja como una alta
alzada a la cruz, lo cual es consistente con un caballo de mediano tamano. A
diferencia de los humanos, en los caballos el tamano corporal esta determinado
por un pequefio niumero de loci con un gran efecto (Makvandi-Nejad y col., 2012).
Los SNPs de tamafo corporal analizados en este estudio explican una gran
proporcion de la variacién observada y se encuentran proximos a genes que se
ha descrito que afectan al tamafio corporal en varias especies.

El marcador Chr3:9.107374136 (LCORL) fue uno de los que present6é una amplia
y significativa diferenciacion genética entre el Polo Argentino y el SPC (Fst=0,64).
Este marcador es el que mejor se asocia al tamano corporal, siendo el alelo T el

de mayor frecuencia en razas de pequefo tamafio (incluidas varias razas de ponis
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como el Shetland, Falabella, Caspian, etc.) y el alelo C el mas comun en razas
grandes (Hannoveriano, Belga, Clydesdale, Shire, etc.). Ademas, al explicar en
gran parte la diferencia de tamafo corporal dentro de la raza SPC resulta de
especial importancia para evaluar este caracter en el Polo Argentino. También se
ha encontrado que dicha mutacion se asociaba a otras medidas morfométricas
como la longitud del cuerpo, la circunferencia del pecho y de la cafia (He y col.,
2015; Tozaki y col., 2016). En el Polo Argentino este locus tuvo una variabilidad
muy reducida, ya que, excepto tres ejemplares heterocigotas, todos fueron
homocigotas T/T, genotipo que se relaciona a un menor tamano corporal. Esta
diferencia podria suponer una seleccion positiva en el caballo de polo por
ejemplares con una menor alzada dentro de la variabilidad que presenta el caballo
de carrera. Esto probablemente se relacione con las preferencias de los jinetes y
criadores, y con las ventajas que un caballo mas pequefio y agil tenga en el campo
de juego. El biotipo considerado “correcto” o mas apto para el polo actualmente
es el de un animal de medidas intermedias, de movimientos bajos, con una alzada
que ronda 1,56 m, siendo lo suficientemente liviano para mantener la agilidad,
pero sin perder potencia y fortaleza (AACCP, 2023).

Todas las muestras que se analizaron en nuestro trabajo tuvieron fijado el alelo T
para el locus Chr6:9.81481064 (HMGAZ2). Los marcadores Chr9:9.77656570
(ZFAT) y Chr11:9.23334511 (LASP1) presentaron mayor variabilidad que los
anteriores en ambas razas. La menor frecuencia de genotipos A/A (mayor tamano)
del marcador Chr11:9.23334511 (LASP1) entre individuos Gen3 y Gen0, asi como
la mayor frecuencia del genotipo G/G (pequefio tamafio) en los individuos de Elite
podria suponer que existe cierta preferencia y seleccion hacia individuos de menor
alzada, aunque la evolucién observada en los ultimos 20 afios sugiere una

tendencia hacia el aumento de los heterocigotas.
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Los marcadores de tamario corporal en ponis se encuentran asociados a distintos
genes que tienen funcion sobre el crecimiento y desarrollo musculo esquelético
(Metzger y col., 2018). Las mutaciones en estos marcadores han sido asociados
a la reduccion de la alzada en ponies de tamafio miniatura. EI marcador
Chr19:9.30992750 (OSTN) es uno de los que mas ampliamente contribuye a la
disminucion del tamano corporal en las razas miniatura, con un efecto mas notorio
en los homocigotas (baja dominancia) (Metzgery col., 2018). En el Polo Argentino
es destacable la presencia de un ejemplar con la mutacién del marcador
Chr19:9.30992750 (OSTN), ya que el mismo no ha sido descrito en razas de
tamafo estandar, aunque si en de ponis de mayor alzada, como el Lewitzer, el
cual tiene una estatura mas variable. El ejemplar Polo Argentino heterocigota para
la mutacién tiene una genracion de padres registrados, por lo que es posible que
la frecuencia de dicho alelo sea mayor en la poblacion. Sin embargo, es necesario
destacar que en las razas miniatura se ha observado un efecto sinérgico entre los
4 loci, por lo que la presencia de un solo alelo mutado puede que no represente
un efecto significativo sobre el fenotipo (Metzger y col., 2018).

Finalmente, cabe destacar que la posibilidad de disponer de informacion genémica
tiene un impacto directo sobre la cria y el mejoramiento. La identificacion de
variantes genéticas que estan asociadas con caracteres especificos, como la
velocidad, el temperamento y la conformacion constituye una poderosa
herramienta, ya que posibilitara que los criadores dispongan de informacion
objetiva para la seleccion de sus ejemplares y la mejora del rendimiento y la

capacidad atlética (Bellone y Avila, 2020).
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CONCLUSIONES

En este trabajo de tesis se ha evaluado y caracterizado la variabilidad genética
poblacional del caballo Polo Argentino, utilizando datos genealdgicos y

gendémicos.

En el Capitulo | se analiz6 la influencia del uso de programas de transferencia
embrionaria a gran escala en la variabilidad genética de la raza mediante la
utilizacion de datos de pedigree de alrededor de 115 mil individuos Polo Argentino.
Los resultados demostraron que estas técnicas han acortado el intervalo
generacional, favoreciendo la distribucion de ciertas lineas genéticas
(probablemente “superiores” o mejoradoras), pero también podrian reducir la

variabilidad genética a mediano/largo plazo.

El analisis geneal6gico muestra que, aunque el parentesco medio y la endogamia
han aumentado en la poblacién durante los ultimos afios, la situacion no es critica,
probablemente debido a la existencia de un libro genealdgico abierto. Sin
embargo, el estudio confirma que la principal influencia genética de la raza es de
caballos Sangre Pura de Carrera, y que la contribucion desigual (aumentada) de

ciertos reproductores ha producido un efecto de cuello de botella en la poblacion.

La pérdida de variabilidad genética se asocio a los programas de transferencia
embrionaria. Por lo tanto, su uso deberia complementarse con estrategias para
mitigar el potencial efecto de la depresion endogamica para las futuras

generaciones.

En el Capitulo Il se estudi6 la variabilidad genética de la raza Polo Argentino a
partir de datos genémicos obtenidos con el microarray de SNP lllumina Equine
GGP array (70k), complementando los estudios genéticos realizados en el

Capitulo 1. Se emple6é un enfoque basado en la determinacidn de bloques de
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homocigosidad en el genoma, y la estimacién del coeficiente de endogamia
genoémico (Fron), €l cual en promedio fue notablemente superior al Feep €n las
muestras analizadas, lo cual sugiere que el caballo de polo ha heredado una carga
endogamica de sus antecesores SPC. Estos bloques de homocigosidad fueron
mayoritariamente de tamano corto (<5,5 Mb), lo cual refuerza esta teoria. A pesar
de esto, el 99% de los individuos muestreados presenté ROH de tamafio medio
(entre 8,3 y 16,6 Mb) y casi el 70% ROH de tamafio grande (= 16,6 Mb), lo cual

demuestra también la existencia de eventos endogamicos recientes.

También quedd evidenciado que el uso de datos moleculares fue mas apropiado
que las estimaciones basadas en el pedigri para evaluar la endogamia en el
caballo Polo Argentino, debido a las caracteristicas particulares de la raza

relacionadas a su origen y evolucion.

Si bien las estimaciones moleculares de la endogamia tuvieron una alta
correlacion (Fis y Fron), €l Fron permite considerar la longitud y ubicacion de los
segmentos en homocigosis y, de esta manera, aportar informacion relativa a la
historia demografica que puede resultar util para evaluar el impacto de la
endogamia y la purga de los alelos deletéreos en la poblacién. A pesar de ello, el
real efecto de la depresién endogamica no ha podido ser valorado hasta el

momento, debido a la ausencia de datos fenotipicos en el caballo Polo Argentino.

El analisis de la distribucion y frecuencia de los bloques de homocigosidad permitié
la deteccion de 4 regiones del genoma con una alta frecuencia en la poblacion
(ROHi), las cuales contenian genes relacionados a caracteres de comportamiento,
funciones metabdlicas, reproductivas y enfermedades especificas. La deteccién
de ROHi constituye una valiosa herramienta para evaluar la historia y seleccion
de la raza, y para la identificacion de genes con asociados a caracteres de interés

en la especie equina.
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En el Capitulo lll se analizo la estructura y diferenciacién genética del caballo Polo
Argentino con 14 razas equinas, utilizando los datos de genotipado con el
microarray de SNP. Los resultados reafirman que la raza Polo Argentino posee
una estrecha relacion con el Pura Sangre de Carrera, no habiéndose evidenciado
una relacién importante ni introgresion significativa de material genético de otras
razas. Aun asi, fue posible observar una leve e incipiente diferenciacion genética
entre el Polo Argentino y el Pura Sangre de Carrera, similar a la encontrada entre
otras razas altamente emparentadas. Esto podria ser fruto de la seleccion
diferencial entre ambas poblaciones que, si bien comparten caracteristicas
relacionadas a la aptitud atlética, se utilizan con propdsitos diferentes. Es posible
que el efecto fundador de ciertas lineas genéticas de Pura Sangre de Carrera
seleccionadas especificamente para el polo le otorgue una incipiente identidad
propia. A pesar de que el Polo Argentino es una raza relativamente joven, la
intensidad de seleccion, la contribucion genética desigual de los ancestros y el
acortamiento de los intervalos generacionales (favorecido por el uso de

biotecnologias reproductivas) podria ayudar a acelerar este proceso.

Adicionalmente, se encontraron marcadores genéticos con una diferenciacion
inusualmente alta respecto del Pura Sangre de Carrera, distribuidos por todo el
genoma, lo que permitié identificar regiones que podrian constituir incipientes
huellas de seleccién propias del Polo Argentino. Dichas regiones se encontraron
préximas o dentro de genes con variadas funciones biolégicas, muchas de ellas
descriptas en genes homologos de otras especies animales, las cuales podrian
explicar diferencias fenotipicas entre estas razas y asociarse a la aptitud deportiva
de los ejemplares. Estos resultados podrian contribuir al conocimiento de la
genética del rendimiento deportivo en el equino en general, y el caballo de polo en

particular.
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Finalmente, en el Capitulo IV se analizé la frecuencia de variantes genéticas
asociadas a diferentes caracteres de interés en la raza Polo Argentino,
realizandose ademas un analisis comparativo con el caballo Pura Sangre de
Carrera, su principal influencia genética. Estas variantes estuvieron asociadas a
rasgos del temperamento (curiosidad y vigilancia), la velocidad (distancia de

carrera) y la conformacién (tamafo corporal).

El marcador asociado al gen DRD4, el cual se vincula con caracteristicas
comportamentales, presento variabilidad genética en el Polo Argentino, cobrando
especial interés dada la importancia del temperamento como criterio de seleccion
en la especie equina y en la raza en particular. A pesar de ello, no hubo diferencias

estadisticamente significativas entre las dos razas estudiadas.

Por el contrario, las variantes asociadas a la velocidad - distancia de carrera y el
tamano corporal si tuvieron diferencias entre el Polo Argentino y el Sangre Pura
de Carrera, indicando seleccidon genética sobre caracteres asociados al

rendimiento deportivo.

En el Polo Argentino el marcador asociado al gen MSTN mostr6 una mayor
prevalencia de la variante asociada a una mayor aptitud para las carreras largas
y la resistencia, con predominio de los genotipos heterocigotas, y una fuerte

evidencia de que este locus se encuentra bajo seleccion.

En cuanto al tamafio corporal, si bien el Polo Argentino posee variantes que
determinan un fenotipo intermedio, se destaca la alta frecuencia del alelo T del
marcador asociado al gen LCORL (99%) y la elevada diferenciacion genética de
este locus con el Sangre Pura de Carrera. Este hallazgo, junto con las diferencias
observadas en el marcador asociado al gen LASP1 en los individuos de Elite y en

aquellos con mayor cantidad de ancestros registrados, supone una tendencia
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hacia la seleccidon de individuos con un tamafio mas pequefio, en concordancia

con la preferencia de los criadores y jinetes.

Si bien no se ha evaluado fenotipicamente al caballo Polo Argentino, las variantes
analizadas en este trabajo hacen suponer que existe una seleccion de ejemplares
Pura Sangre de Carrera que reunen caracteristicas 6ptimas para el polo, y dicha
seleccién tiende a generar diferencias genéticas entre ambas poblaciones. Seran
necesarios estudios adicionales para evaluar, desde una perspectiva fenotipica y
funcional, la influencia que estas variantes pueden tener en el desempefio de los

caballos en el deporte del polo.

El conocimiento de la situacién genética de la raza resulta de especial interés para
mantener el bienestar, guiar las decisiones de cria y contribuir con el progreso
genético. Mas aun considerando que la principal afluencia genética es una
poblacion cerrada altamente seleccionada desde el siglo XVIII: el Pura Sangre de
Carrera. La alta presién de seleccién implementada por los criadores, de la mano
de la utilizacién de biotecnologias de la reproduccién y de la clonacién equina a
escala comercial, son factores que generan rapidos cambios en la variabilidad
genética de la raza. Esto podria traducirse en mejora genética, aunque también
en la fijacion de caracteres indeseables o en una disminucién del potencial de
progreso genético a largo plazo. En este sentido, el caracter abierto de la politica
de registro actual del Polo Argentino podria considerarse una ventaja, ya que
permite la introgresion de nuevas variantes provenientes de otras lineas o razas,

aunque el alcance dependera de las decisiones adoptadas por los criadores.
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