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DETERMINACION DE FACTORES GENETICOS ASOCIADOS
A LA INFERTILIDAD EN LA ESPECIE EQUINA

RESUMEN

El objetivo general de esta tesis es estudiar las bases genéticas que producen variaciones en
la fertilidad de la especie equina asociadas al incremento de la endogamia y/o la presencia
de anomalias cromosdémicas.

Los analisis de calidad seminal se llevaron a cabo utilizando nuevas metodologias de
evaluacion espermadtica (CASA), los cuales ha permitido estudiar las caracteristicas y
funciones de los espermatozoides en forma individual, con un enfoque poblacional basado
en el estudio de grandes cantidades de informacién.

La aparicién de anomalias cromosémicas se analizé mediante datos de genotipados
utilizando SNP array. La deteccién de alteraciones en el numero de copias se realizé
mediante el andlisis conjunto de LRR y BAF.

Con respecto a la calidad seminal, se concluyé que los altos niveles de consanguinidad
pueden comprometer la calidad espermatica, pudiendo tener una influencia negativa en la
fertilidad. Por otro lado, se demostrd que el uso del CASA y el andlisis de subpoblaciones son
un buen método para estudiar la calidad del semen. Ademads, se determind el efecto
negativo de la congelacién sobre la calidad seminal y la efectividad del diluyente botucrio.

Con relacion a las anomalias cromosdmicas, hemos desarrollado una técnica analitica
sencilla y robusta para detectar algunas de las anomalias cromosémicas mas importantes en
caballos mediante el andlisis de los datos de intensidad producidos por arrays de SNP.
Ademas, hemos validado la metodologia DANFIP para cuantificar el grado de quimerismo
utilizando informacién gendmica obtenida a partir de plataformas comerciales de
genotipado SNP.

Comprender como las anomalias cromosémicas y la calidad del esperma afectan la fertilidad
en los equinos, permitird desarrollar estrategias de reproduccién mas efectivas. Pudiendo
mejorar la tasa de fertilidad y reducir los problemas reproductivos en la cria equina.
Ademas, permitird a los criadores seleccionar los mejores reproductores para mejorar la
calidad genética y reducir pérdidas econdmicas.

Palabras claves: Infertilidad, Pura Raza Espafiola, Anomalias cromosdmicas, Calidad seminal.
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DETERMINATION OF GENETIC FACTORS ASSOCIATED
WITH INFERTILITY IN HORSES

ABSTRACT

The general objective of this thesis is to study the genetic bases that produce variations in
the fertility of the equine species associated with increased inbreeding and/or the presence
of chromosomal abnormalities.

Semen quality analyses were carried out using new methodologies of sperm evaluation
(CASA), which has allowed the study of the characteristics and functions of individual
spermatozoa, with a population approach based on the study of large amounts of
information.

The occurrence of chromosomal abnormalities was analyzed by genotyping data using SNP
array. Detection of copy number alterations was performed by joint LRR and BAF analysis.

With respect to semen quality, it was concluded that high levels of inbreeding can
compromise sperm quality and may have a negative influence on fertility. On the other
hand, it was demonstrated that the use of CASA and subpopulation analysis is a good
method to study semen quality. In addition, the negative effect of freezing on semen quality
and the effectiveness of the botulinum extender was determined.

In relation to chromosomal abnormalities, we have developed a simple and robust analytical
technique to detect some of the most important chromosomal abnormalities in horses by
analyzing the intensity data produced by SNP arrays. In addition, we have validated the
DANFIP methodology to quantify the degree of chimerism using genomic information
obtained from commercial SNP genotyping platforms.

Understanding how chromosomal abnormalities and sperm quality affect fertility in equines
will enable the development of more effective breeding strategies. This will improve fertility
rates and reduce reproductive problems in equine breeding. In addition, it will allow
breeders to select the best breeding stock to improve genetic quality and reduce economic
losses.

Keywords: Infertility, Purebred Spanish Horse, Chromosomal abnormalities, Semen quality.
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INTRODUCCION

La cria de caballos es una actividad pecuaria de gran relevancia a nivel mundial. En
Argentina, esta actividad genera cerca de 300 mil empleos de forma directa e indirecta, con
un volumen econdémico que ronda los 300 millones de dodlares por aifo (MAGyP, 2022b),
principalmente por la venta de individuos reproductores y derivados de la faena de
animales. Argentina es un pais que se caracteriza por tener una fuerte tradicién en la
produccién equina, la cual se asocia principalmente al trabajo rural y al deporte. Esto ha
incentivado la cria de caballos de diferentes razas y con distintas finalidades (Azcona, 2023).
Segun el MAGyP, existen en nuestro pais cerca de 2.500.000 equinos registrados (MAGyP,
2022a), incluyendo mas de 20 razas diferentes, dentro de las cuales se encuentra la Pura
Raza Espafiola. Si bien los experimentos llevados a cabo en esta tesis doctoral se centran en
razas que no son predominantes en la Argentina, el enfoque poblacional utilizado permitira
la extrapolacion de buena parte de los resultados a las razas mas importantes de nuestro

pais.

1.CABALLOS PURA RAZA ESPANOLA

1.1 ORIGEN Y CARACTERISTICAS DEL PURA RAZA ESPANOLA

El caballo de Pura Raza Espafiola (PRE) es originario de Andalucia y es la principal raza
equina de la Peninsula Ibérica. Su denominacién racial procede del siglo XV, , encontrandose
entre las razas equinas mas antiguas del mundo (Sanchez y col., 2014). Esta raza genera uno
de los sistemas de produccién ganadera mas importantes de Espafia, con un volumen de

produccién cercano a los 15,000 inscriptos por afio (Sanchez-Guerrero y col., 2016). Sin
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embargo, su importancia va mas alld de los beneficios econémicos que genera, ya que
también es reconocido como icono y sefia de identidad de la cultura y tradiciones espafiolas
(Anaya y col., 2017). Los caballos PRE son fuertes, elegantes y de fino temperamento, por lo
tanto, su seleccidon siempre se ha basado en estas cualidades (Mufioz y col., 1997). Su
conformacion es proporcionada, con una notable armonia general y de gran belleza con
apreciables dimorfismos sexuales. La alzada o altura a la cruz es, entre 154 y 172 cm en los
machos y entre 152 y 170 cm en las hembras (MAPA, 2020). Presentan un cuello fuerte y
arqueado, cubierto de una crinera larga y colgante. Su cabeza es mediana y ligeramente
convexa (cabeza de halcén), con un pecho amplio y una grupa redondeada y potente.
Presenta un porte elegante con armoniosas proporciones. Actualmente se admiten todos los

colores de capa menos el pio (MAPA, 2023).

Imagen 1. Yegua Pura Raza Espafiola. Imagen facilitada por la Asociacion Nacional De Criadores de Caballos de

Pura Raza Espaiiola (ANCCE). Afio: 2008, Sexo: Hembra.
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El caballo PRE es facil de montar, por lo que se utiliza como caballo de paseo. Se usa en las
disciplinas de la doma cldsica, doma vaquera y en el rejoneo. En la doma clasica destaca por

su buena cabeza, excelente trote, buena reunidn, piaffé y passage casi perfecto.

Imagen 2. Doma Cldsica en Olimpiadas de Londres. Imagen facilitada por La Asociacion Nacional de Criadores

de Caballos de Pura Raza Espafiola (ANCCE). Afio: 2013, Sexo: Macho.

1.2 SISTEMA DE CRIANZA DEL CABALLO PURA RAZA ESPANOLA

El manejo reproductivo de esta raza estd basado principalmente en la monta natural, y la
inseminacion artificial (IA). En algunas ocasiones se realiza la transferencia de embriones, de
forma limitada. Estos métodos permiten una mayor difusion de las distintas lineas genéticas

existentes entre los criadores, con la ayuda de programas de mejora genética. La |IA es una
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técnica reproductiva que consiste en depositar esperma, en el aparato reproductor de la
hembra, sin la directa intervencion del macho. Esta técnica es ampliamente utilizada, ya que
ayuda a mejorar el manejo reproductivo y la fertilidad, reduce el riesgo de trasmision de
enfermedades, facilita los programas de seleccién y mejora genética y permite poder
disponer de esperma de buena calidad en zonas alejadas de donde se localizan los donantes,
con lo cual se reduce el riesgo de accidente en el transporte de animales. Sin embargo, esta
técnica depende en gran medida de la adecuada calidad del semen del padrillo. Desde el
punto de vista genético, el uso de la IA permite incrementar fuertemente la presidon de

seleccion por via paterna, por ende, aumenta el progreso genético.

La reglamentacidon del uso de procedimientos reproductivos estda descripta en el libro
genealdgico de la raza, controlado por la Real Asociacién Nacional de Criadores de Caballos
Espafioles (ANCCE). En la actualidad solo estan permitido el uso de IA cuando el semen es
recogido de animales que pertenecen al Registro Definitivo del Libro Genealdgico de la raza.
En el caso de la transferencia embrionaria, tanto las hembras donantes como las receptoras,
deberan estar inscritas en el Registro Definitivo del LG PRE, aunque ultima practica no es

habitual en esta raza.

2. FERTILIDAD EN LOS EQUINOS

Ha sido ampliamente demostrado que la fertilidad es uno de los factores clave en el éxito
productivo y econdmico de las explotaciones dedicadas a la cria de caballos, tanto en
nuestro pais (Paz y col., 2013), como a nivel mundial (Allen y Wilsher, 2018). Es por ello, que
el estudio de la fertilidad, particularmente en los animales de produccion, tiene una gran

importancia. En equinos, especie en la cual su fertilidad se encuentra entre las mas bajas de
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los animales domésticos, la eficiencia reproductiva se ha relacionado con numerosas causas
entre las que se encuentran la edad, problemas fisiolégicos y hormonales (Morley y Murray,
2014; Scoggin, 2015), el manejo reproductivo (Aurich, 2012), los problemas de calidad
seminal y alteraciones en el comportamiento reproductivo en los machos (Madill, 2002),
entre otras. Pero también se ha demostrado la existencia de factores genéticos que pueden
afectar la fertilidad en la especie (Wolc y col.,, 2009). Estas ultimas, aun no han sido
comprendidas en su totalidad a nivel gendmico, afectan a todas las razas, generando
pérdidas econdmicas para los criadores debido al costo de los servicios veterinarios, cuidado
de los animales y pérdidas de produccién (Lear y Bailey, 2008). En el marco de esta tesis
doctoral, se evalud tres factores que afectan la fertilidad en equinos: la calidad seminal, la

tasa de endogamia y la aparicidon de cromosomopatias.

2.1 LA CALIDAD ESPERMATICA COMO FACTOR DE FERTILIDAD

La productividad de cualquier especie ganadera esta altamente influenciada por su eficiencia
reproductiva, la cual es la resultante de la asociacién de factores bioldgicos, genéticos,
ambientales y de manejo. En los equinos, en particular, un factor importante en dicha
eficiencia es en ocasiones la alta variabilidad en la calidad seminal observada entre
diferentes sementales (Loomis y Squires, 2005). En este sentido, es bien sabido que en los
equinos, existen sementales que no son aptos para criopreservar sus gametas
adecuadamente, lo cual limita su difusion como reproductores entre criadores ubicados a
grandes distancias o diferentes paises (Squires, 2009). Si bien las causas que producen dicha
variabilidad entre sementales no estan claras, han sido principalmente asociadas a factores
genéticos. Esta falta de consistencia en la calidad seminal entre individuos estd ampliamente

difundida en las diferentes disciplinas ecuestres (salto, doma clasica, carreras de endurance,
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etc) y afecta también al sistema de producciéon del caballo de Pura Raza Espafiola,
caracterizado por la alta movilidad de dosis seminales entre ganaderos. Esto hace que lograr

una buena calidad seminal sea importante.

El estudio de la calidad del semen en equinos se suele realizar de forma sistematica en
animales de alto valor durante los ultimos afos, debido a la implementacién de la
inseminacion artificial (Gottschalk y col., 2016). Es por ello, que de manera rutinaria se
realizan analisis seminales basicos, que incluyen la valoracién morfoldgica espermatica y su
motilidad de manera subjetiva por observacion directa a través de un microscopio, para
identificar variaciones que afecten la fertilidad (Gadea, 2005). Este hecho genera dos
problemas a la hora de extrapolar datos entres diferentes estudios y/o centros. Por un lado,
existe variabilidad en la observacién entre los técnicos que realizan la evaluacién y puede
dar lugar a sub o sobre estimaciones de los valores de motilidad con diferencias en la misma
muestra de hasta el 20% entre operadores (Amann, 2006). Por otro lado, y mds importante
aun, el analisis espermatico subjetivo, que solo aporta tres datos por cada eyaculado, dos de
motilidad espermatica (total y progresiva) y el de morfologia espermética (% de anomalias)
por cada muestra seminal del individuo (sin tener en cuenta pruebas complementarias), y no

brinda informacién alguna sobre los patrones de movimiento de cada espermatozoide.

El uso de nuevas metodologias de evaluacién espermatica, como el andlisis automatizado
asistido por computadora (CASA, Figura 3), ha permitido estudiar las caracteristicas y
funciones de los espermatozoides en forma individual, con un enfoque poblacional basado
en el estudio de grandes cantidades de informacion (Thurston y col.,, 2003). Esta

aproximacién permite ademas detectar y cuantificar la heterogeneidad de cada muestra, ya
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gue analiza cada espermatozoide individualmente, aumentando la objetividad y sensibilidad

de los resultados (Gadea, 2005).

Esta técnica facilita la evaluacidn rapida de un gran nimero de espermatozoides y determina
varios aspectos de la funcionalidad espermatica (Gacem vy col., 2021; Gonzalez Villalobos y
col., 2008). En general, el andlisis CASA determina al menos 10 datos de movimiento de cada
espermatozoide, incluyendo pardmetros de motilidad, progresividad, linealidad, y velocidad
individual, que permite caracterizar el patrén y frecuencia de movimiento. Similarmente, el
uso de técnicas de analisis de morfometria espermatica (CASMA), permite evaluar la forma
de la cabeza del espermatozoide mediante 7 parametros morfolégicos estimados

individuamente.

Imagen 3. Computer-assisted sperm analysis (CASA) del Instituto de Reproduccién Animal Cérdoba, Argentina
(IRAC).

Pagina 251139



Como se menciond anteriormente, el uso de metodologias mas objetivas y sensibles para la
evaluacion de la calidad seminal es un factor importante, pero no el Unico. En este aspecto,
la criopreservacion del semen es una técnica que complementa a los procesos de
biotecnologias reproductivas y andlisis de calidad seminal, y que ademas, permite el uso de
los mejores caballos en distintas locaciones geograficas y atemporalmente. El desarrollo de
protocolos confiables de criopreservacién, permite el intercambio de semen entre diferentes
poblaciones que son geograficamente distantes, permitiendo que se diversifique la
variabilidad genética (Pérez-Garnelo y col., 2006). En consecuencia, la criopreservaciéon
aumenta la disponibilidad de material genético de calidad facilitando asi los trabajos de
reproduccion asistida. Por otro lado, permite programar una inseminacién artificial en base a
la fisiologia natural de una yegua, incluso con animales cuyo semen ha sido congelado y
almacenado por décadas (Pessanha Barreto y col., 2008; Samper y Hankins, 2001). Sin
embargo, existe una gran variabilidad en la habilidad de los espermatozoides entre los
sementales para soportar el proceso de congelacién, e incluso existe variacion de los
eyaculados y fertilidad dentro de un mismo caballo (Barreto y col., 2010; Ocampo y col.,

2013).

El proceso de congelado puede causar diversos dafios en la célula espermatica. Por este
motivo, es importante el estudio de las muestras seminales previo y posterior al congelado
para poder determinar la tasa de éxito de la técnica, y adecuar los protocolos de congelacion
a cada animal (Polge, 1957). El éxito de los programas de criopreservacion en equinos se ha
logrado incrementar gracias a la utilizacién de diluyentes especificos, que reducen la
formacion de cristales de hielo intracelular durante la congelacion e inhiben la actividad de

varias enzimas disminuyendo o eliminando la actividad de radicales libres antes, durante y
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después de la congelaciéon y descongelaciéon (Chang y Zhao, 2021) . Sin embargo, los
diluyentes pueden producir dos tipos de alteraciones en las células: una funcional,
caracterizada por la inactivacién proteica y enzimatica y otra estructural, relacionada con el
estrés osmotico ocasionado por los cambios en volumen experimentados por la célula
espermatica (FAHY, 1986; Ledn y col., 2007). Si bien, la congelaciéon y descongelacion
producen dafios irreversibles en las células, disminuyendo su esperanza de vida en el tracto
femenino (Ortega Ferrusola y col., 2009; Watson, 2000), su magnitud puede ser limitada
adecuando el protocolo a cada caballo (Oliveira y col., 2013; Ricker y col., 2006). Por este
motivo, la evaluacién de nuevos diluyentes para inseminacién y congelacién, asi como la
adecuacién de su uso en términos individuales es una técnica de gran importancia en la

reproduccion equina.

2.2 LA ENDOGAMIA COMO FACTOR PREDISPONENTE A LA BAJA DE

FERTILIDAD.

La pérdida de variabilidad genética en las poblaciones ganaderas criadas bajo estrictos
procesos de seleccion es motivo de creciente preocupacién. Uno de sus efectos directos es
el aumento de los valores de consanguinidad, definida como el proceso por el cual se
aparean animales genéticamente emparentados, produciendo descendencias con un mayor
nivel de homocigosis (Cole, 2024). Esto, a su vez, tiene efectos fenotipicos adversos,
conocidos como depresion endogamica (Charlesworth y Charlesworth, 1999). Este
fendmeno se caracteriza por la disminucién de la media fenotipica de la poblacién en
caracteres asociados a la viabilidad y capacidad de adaptacion de los animales, asi como a
caracteres de performance reproductiva (Lacy, 1997; Leroy, 2014) y fertilidad (Doekes y col.,

2021).
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La diversidad genética en los caballos es de una magnitud considerable entre razas, mientras
gue la variacién dentro de cada raza es mucho menor (McCue y col., 2012). Esto se debe a
gue muchas razas (principalmente europeas) se han desarrollado en condiciones mas o
menos aisladas, debido a diversas razones, como ser limites geograficos, por la seleccién de
caracteristicas especificas (como la conformacidn, el color o la marcha) y a la creacién de
libros genealdgicos cerrados en los que ya no se permitia la cria de caballos procedentes de
otros libros genealégicos. Todos estos efectos han provocado un aumento de la
consanguinidad. En la especie, esto es un problema particularmente importante, dado que
los individuos son criados en poblaciones cerradas y con cruzamientos especificos con el
objetivo de aumentar su rendimiento o calidad, sin tener en cuenta su fertilidad (Perdomo-
Gonzalez y col., 2022). Por ello, la depresidn consanguinea es un fendmeno comun en ciertas
razas y animales (Poyato-Bonilla y col., 2020), y en particular en el caballo Pura Raza
Espafiola (Poyato-Bonilla, 2021). En el PRE, sus efectos fenotipicos mas notables son la
reduccion de la fertilidad (Laseca y col., 2022) vy la aparicién de problemas morfolégicos. Por
ejemplo, en la poblaciéon de caballos frisones, altamente endogamica, han surgido varios
trastornos hereditarios, como el enanismo y la hidrocefalia, (Boerma y col., 2012; B. Ducro,
2011; Ducro y col., 2015; Leegwater y col., 2016). También se ha documentado un impacto

negativo de la consanguinidad sobre la fertilidad (Goncalves y col., 2023; Ober y col., 1999).

El estudio de la endogamia se ha realizado histéricamente por medio de los andlisis del
pedigri de los animales, que estima el porcentaje tedrico de alelos comunes que presenta un
animal para todos sus locus (indice de endogamia F (Fisher, 1954)). En el caballo PRE, en
particular este tipo de andlisis comenzaron a realizarse hace mas de 15 afios (Valera y col.,

2005). Sin embargo, la irrupcién de tecnologias gendmicas ha permitido aplicar una
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metodologia mucho mas precisa basado en la estimacion de los niveles reales de endogamia
de los animales en diferentes regiones del genoma (Kardos y col., 2015). Hoy por hoy, la
técnica mds usada se basa en la estimaciéon de la presencia de regiones gendmicas
denominadas ROH (runs of homozigosity), la cual se realiza utilizando marcadores de tipo
SNP. Estas regiones tienen como caracteristica diferencial que todos sus loci se encuentran
en homocigosis, incluso aquellos en los cuales los alelos recesivos pueden afectar
negativamente a las caracteristicas del animal (Curik y col., 2014). Este tipo de analisis han
permitido no solo ser mas precisos en el estudio de la endogamia, sino que también acotar
su efecto a ciertas regiones especificas, en las cuales el aumento de la homocigosis presenta
efectos negativos en un caracter dado (Kardos y col., 2018). Pero ademas, siguiendo la teoria
de Fisher (1954), Howrigan y col. (2011) demostraron que el largo de los ROH se puede
asociar al niumero de generaciones transcurridas desde el evento endogdmico. Los ROH
largos derivan de un antepasado reciente, mientras que los mas cortos, de un antepasado
mas distante (Curik y col., 2014), debido a la recombinacion. Por ello, el andlisis diferencial
en base al largo de ROH es muy util para estudiar los eventos genéticos de una poblacién a

lo largo del tiempo (Peripolliy col., 2017).

A partir de los andlisis de ROH, se puede determinar el coeficiente de endogamia (Fron) de
un individuo. El Fron se define como la proporcién del genoma que se encuentra cubierta
por dichos fragmentos (McQuillan y col., 2008), pero también permite calcular un
coeficiente para cada cromosoma en particular, evidenciando su distribucién y tamafio a
nivel cromosdmico. Por otro lado, la depresién endogamica no solamente estd vinculada al
porcentaje del genoma que se encuentra en homocigosis, sino también a su distribucién

(Laseca y col., 2022). Esto puede explicar por qué individuos con el mismo coeficiente de
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consanguinidad tienen distinto grado de depresion endogamica (Perdomo-Gonzalez y col.,
2021). La identificacién de estas regiones en homocigosis posibilita localizar los loci que
estan asociados a un cierto caracter, asi como qué genes se encuentran en ellos, lo cual
permite ademads inferir parcialmente las bases genéticas que lo gobiernan (Azcona, 2023).
Sin embargo, la utilizacién de ROH en caballos y en asociacién con rasgos relacionados a la

fertilidad es relativamente escasa (Hill y col., 2023; Laseca y col., 2022) .

2.3 LAS CROMOSOMOPATIAS COMO FACTOR DE FERTILIDAD

Dentro de los factores genéticos que afectan la fertilidad del equino se destaca la mayor
incidencia de anomalias cromosdmicas, respecto del resto de las especies domésticas
(Villagdmez y col., 2009). Tal es asi, que este tipo de anomalias se han sefalado como la
causa de mas del 50% de las infertilidades idiopaticas en caballos (Lear y col., 2008). En esta
especie, mas del 90% de las anomalias cromosdmicas encontradas involucran los
cromosomas sexuales, y suelen estar asociadas a problemas con la fertilidad (Chowdhary y

Raudsepp, 2000).

En la actualidad no existe un acuerdo claro entre los distintos estudios realizados sobre la
incidencia real de alteraciones genéticas de origen cromosdmico a nivel poblacional en
caballos (Lee y col., 2012). El uUnico trabajo con un ndmero significativo de animales
analizados mediante cariotipo fue presentado por Bugno, Stota, y Koscielny (2007)
demostrando que un 2% de los individuos presentaba algun tipo de alteraciéon de tipo
cromosémica. Sin embargo, estudios gendmicos mas recientes sitian ese valor en niveles
mas bajos (Demyda-Peyras y col., 2023). En este sentido, se ha demostrado que son tres las

alteraciones cromosémicas mas comunes que provocan infertilidad en caballos: el sindrome
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de Turner, el sindrome de sexo reverso y el quimerismo, que abarcan aproximadamente el
70-80% del total de alteraciones (Lear y McGee, 2012). Si bien estas patologias no tienen
tratamiento posible, si es importante su deteccidén precoz, ya que los animales afectados no

podran ser utilizados como reproductores en muchos de los casos.

La deteccidn y diagndstico de cromosomopatias ha variado durante los ultimos 40 afios.
Inicialmente, estas alteraciones eran determinadas mediante cariotipado (Hughes y
Rommershausen-Smith, 1977) y posteriormente por metodologias moleculares simples
(Bowling y Millon, 1990) e hibridacion fluorescente in situ (Breen y col., 1997). Sin embargo,
este tipo de técnicas son complicadas de realizar, habiendo pocos laboratorios en el mundo
capaces de llevarlas a cabo (Lear y col., 2008). Es por ello, que existe un consenso entre los
cientificos abocados a esta problemadtica sobre la idea de que el nimero de animales
diagnosticados es muy inferior al de los animales afectados. Tal es asi, que mediante
herramientas moleculares simples y robustas, el grupo de investigacion MERAGEM de la
Universidad de Cérdoba (Espafia) ha podido determinar en la Pura Raza Espafiol una alta
prevalencia de este tipo de alteraciones en animales infértiles sin causa aparente (Anaya y
col., 2017), como asi también que muchas de estas patologias no eran diagnosticadas debido
a la falta de métodos poblacionales de screening adecuados. Si bien estas patologias estan
ampliamente extendidas a nivel mundial y en muchisimas razas diferentes (Lear y McGee,
2012), existen reportes que describen prevalencias incrementadas en ciertas lineas
genéticas equinas especificas (Kent y col.,, 1988). En este sentido, Révay y col. (2012) y
Martinez y col. (2020) demostraron la existencia de patrones de heredabilidad en este tipo
de patologias en esta especie, lo que sugiere fuertemente la existencia de factores genéticos

predisponentes. Por lo tanto, el hecho de contar con una herramienta de screening
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diagnéstico especifica para esta problematica puede facilitar el manejo de la infertilidad
idiopadtica, asi como la deteccion de animales estériles, permitiendo el ahorro de tiempo y

dinero entre los criadores.

2.3.1 El uso de marcadores moleculares

Los estudios de caracterizacion genética de las distintas poblaciones animales, incluidos los
realizados en la especie equina, han ido evolucionando conforme se han desarrollado
nuevas técnicas de genética molecular. Con el avance de la tecnologia, estas técnicas han
sido reemplazadas por métodos mas sofisticados y con una mejor capacidad de
discernimiento a través del andlisis del genoma de los individuos, mediante marcadores
moleculares. Estas nuevas técnicas de biologia molecular incluyeron en sus inicios el uso de
marcadores genéticos basados en la deteccién de microsatélites (STR) (Juras y col., 2010).
Sin embargo, existe una tendencia a reemplazar el uso de marcadores STR por SNP (Single
Nucleotide Polymorphism) debido a que estos ultimos producen una elevada cantidad de
informacién genética acerca de los individuos a un costo mucho menor y de manera
automatizada. Es por ello, que los marcadores SNP son los mas utilizados actualmente en la
genética animal (Visscher y col., 2012), y si bien su variabilidad individual es menor, debido a
gue solo afectan a un nucledtido en cada cadena, su abundancia dentro del genoma los

convierte en la fuente mas frecuente de cambios polimérficos de los seres vivos.

Los SNP se utilizan para localizar genes de interés, para estudiar la presencia de
enfermedades, rasgos fenotipicos e inclusive estudios comportamentales, desde hace mas
de 20 afios en humanos (Ozaki y col., 2002). Desde ese momento, han entrado de lleno en la
produccion animal (Sharmaa y col., 2015) empledndose para la deteccién de susceptibilidad

a enfermedades (Zanella, 2016) y estudio de caracteres productivos (Sanchez y col., 2014;
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Wolc y col., 2014) y reproductivos (Aliloo y col., 2015; Sugimoto y col., 2015) en diferentes
especies. Mas recientemente, este tipo de estudios han aumentado su potencia de
deteccion debido al desarrollo de nuevas estrategias de analisis de los datos (Schmid vy
Bennewitz, 2017) y al aumento de la densidad de marcadores presentes en los microarrays,
qgue son las plataformas utilizadas para el genotipado masivo de SNP en un individuo.
Adicionalmente, la disminucidn del costo por andlisis ha permitido también un aumento en
el niUmero de animales analizados, aumentando la fiabilidad de los resultados obtenidos. En
caballos, existen pocos microarrays comercialmente disponibles (Schaefer y McCue, 2020)
siendo solo uno de ellos de alta densidad, lo cual puede condicionar la fiabilidad de los
resultados. Estos microarrays, han permitido que se realicen una gran cantidad de estudios
en la especie, relacionados con la performance deportiva (Avila y col., 2018), color del pelaje
(Durig y col.,, 2017), manchas de la piel (Ludwig y col.,, 2015) y conformacién fisica

(Frischknecht y col., 2016), entre otros.
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HIPOTESIS

1. Elaumento de la tasa de endogamia individual produce variaciones en la fertilidad de
los machos equinos, afectando la calidad y cantidad del movimiento espermatico.

2. Existen factores gendmicos predisponentes a la aparicion de anomalias
cromosomicas en el par sexual asociadas a la infertilidad en el equino.

3. El aumento de la tasa de endogamia individual puede incrementar la prevalencia de

anomalias cromosdmicas asociadas al par sexual en la especie equina.
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OBJETIVOS GENERALES

Estudiar las bases genéticas que modulan la aparicién de fallas reproductivas en la especie
equina causadas por un descenso de la calidad espermatica o por la presencia de anomalias

cromosomicas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el efecto de la consanguinidad sobre las caracteristicas fenotipicas del
esperma equino.

2. Determinar el efecto del diluyente en subpoblaciones cinéticas de sementales de la
especie equina utilizando tecnologias de medicidon objetivas asistidas por
computadora (CASA), en semen fresco y congelado.

3. Desarrollar una metodologia simple y robusta que permita detectar las anomalias
cromosdmicas asociadas a la falta de fertilidad en la especie equina.

4. Implementar y validar la aplicabilidad de la metodologia DANFIP para detectar el

grado de quimerismo en la especie equina, a partir de datos de genotipados por SNP.
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CAPITULO |: EFECTO DE LA CONSANGUINIDAD SOBRE
CARACTERISTICAS FENOTIPICAS DE LA CALIDAD
SEMINAL EN CABALLOS DE PURA RAZA ESPANOLA

INTRODUCCION

El rendimiento reproductivo es uno de los factores clave para la produccién ganadera en
diferentes especies, por lo cual todas las medidas que se tomen para su mantenimiento o
mejora son pertinentes. Se sabe que los rasgos reproductivos estan influenciados, entre
otros factores, por la composicidon genética del individuo, asi como por el aumento de los
niveles de consanguinidad. Este ultimo produce un efecto conocido como depresidon
endogamica, producida por el apareamiento de individuos emparentados estrechamente, la
cual se ha asociado a una reduccidn de la fertilidad en varias especies. En particular, el
aumento de la endogamia se ha asociado con cambios en la motilidad y la forma del
esperma en varias especies (Doekes y col., 2021; Lawrence y col., 2017; Teran y col., 2021).
Se ha sugerido que la disminucion de la fertilidad de los machos es una de las primeras
consecuencias de un mayor nivel de consanguinidad, ya que las mutaciones se producen con
mucha mas frecuencia en la linea germinal masculina (Gomendio y col., 2000; Shimmin vy
col., 1993). En los toros, la consanguinidad tiene un efecto negativo sobre el tamafio del
escroto, la motilidad espermatica, la concentraciéon de espermatozoides y el porcentaje de
espermatozoides morfolégicamente normales (Dorado y col., 2017; Maximini y col., 2011).
Las gacelas, una especie en peligro de extincidn, presentan alto nivel de endogamia que se

correlaciona negativamente con la calidad del semen, con altos coeficientes de
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consanguinidad asociados a un menor porcentaje de espermatozoides morfolégicamente
normales y mdviles (Gomendio y col., 2000). Por tal motivo, es plausible que la reduccién del
rendimiento reproductivo en una poblacién altamente consanguinea se deba en buena
medida a una menor calidad del semen que puede reflejarse en una menor fertilidad

masculina.

En la especie equina, el aumento de la consanguinidad es un problema comun debido a la
reduccion del tamafio efectivo de la poblacion y al aumento de la intensidad de seleccién
observado en varias razas (Dini y col., 2020). En caballos trotadores y pura sangre noruegos,
se ha propuesto que la consanguinidad explica la alta incidencia de pérdidas precoces de
gestacion y la baja tasa de concepcién (Cothran y col., 1984; Klemetsdal y Johnson, 1988).
Algo similar ocurre en caballos pura sangre de Australia (Todd y col., 2020). En este sentido,
Laseca, Demyda-Peyras, y col. (2022) demostraron que la consanguinidad reduce
significativamente la fertilidad en hembras. En machos, el efecto negativo de la
consanguinidad sobre la capacidad reproductiva también ha sido demostrado,
principalmente en la calidad del semen y en las tasas de partos por inseminacién en caballos
de raza Standardbreed (Van Eldik y col., 2006; Weitkamp y col., 1982). En los Paises Bajos, los
sementales Frisén y Shetland obtienen puntuaciones mas bajas en sus parametros de
calidad del semen que los caballos de sangre caliente, presumiblemente debido a un mayor
grado de consanguinidad (Boer, 2007; Parlevliet y col., 1994; Van Eldik y col., 2006). De
hecho, hasta el 50% de los sementales frisones presentados para su aprobacién como
sementales reproductores, son excluidos debido a una calidad espermatica inadecuada
(Boer, 2007). La consanguinidad también es un problema en los ponis Shetland debido a la

tendencia a seleccionar un semental basandose en la altura a la cruz, el color o la
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proximidad geografica mas que en el pedigri, lo que hace mas probable que los sementales
se seleccionen a partir de un pequefio grupo local (Van Eldik y col., 2006). Estos animales
endogdmicos suelen presentar una disminucién del porcentaje de espermatozoides mdviles

progresivos y morfolégicamente normales (Van Eldik y col., 2006).

Otro factor que se asocia a la reducciéon de la calidad espermatica es la edad (Levine y col.,
2017). En los caballos, existen reportes que han descrito una tendencia a la baja en la
calidad espermatica con el aumento de la edad de los animales (Dowsett y Knott, 1996;
Ramires Neto y col.,, 2013). Sin embargo, reportes que estudien la incidencia de la
endogamia y la edad en la capacidad espermatica del caballo son escasos (Muller-Unterberg

y col., 2017).

En este capitulo se abordaran diferentes enfoques relacionados con el estudio de la calidad
semental en los caballos Pura Raza Espafiola. Por un lado, se estudié el efecto de la
consanguinidad sobre los pardmetros rutinarios y cinéticos de la calidad seminal y, por otro
lado, se analizd el efecto de la edad sobre dichos pardmetros espermaticos. En ambos casos
se utilizé la metodologia asistida por analisis computacional (CASA), ya que la mayoria de los
informes en los cuales se aborda esta problematica utilizan una evaluacidn subjetiva de los

parametros rutinarios de calidad seminal.

METODOLOGIA

Parametros seminales rutinarios

Para estudiar el efecto que tiene la consanguinidad y la edad sobre la calidad seminal, se
evaluaron 692 eyaculados pertenecientes a 86 caballos PRE de edades que abarcaban entre

3-22 afios. La colecta seminal se realizd entre los afios 2007 y 2020 utilizando una vagina
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artificial de tipo Missouri. Luego de cada colecta, el eyaculado fue filtrado para retirar el gel
y la concentracidn total se determind utilizando un Spermacue™ (Minitube, Alemania). En
base a dichos resultados, el eyaculado se diluyo a una concentracion de 40 millones de
spz/ml utilizando el diluyente INRA™ para su anélisis. Cada determinacién fue realizada

utilizando nuestros protocolos habituales de evaluacién seminal para équidos.

Las muestras fueron evaluadas utilizando un software de andlisis espermatico asistido por
computadora (Androvision™, Minitube, Alemania), observandose resultados de 3
pardmetros seminales diferentes: concentracidn espermatica (spz/ml), motilidad total (%) y
motilidad progresiva (%). Para ello se realizaron al menos 2 repeticiones bioldgicas
(microgotas de 5ul) y tres repeticiones metodologicas (3 campos analizados por gota) de
cada eyaculado. Adicionalmente se determind el volumen de cada eyaculado mediante

medicion directa en tubo de coleccién graduado.

Caracterizacion cinética

Por otro lado, se realizd una caracterizacién cinética de 557 muestras de esperma,
pertenecientes a 82 caballos, de los animales mencionados anteriormente, de edades
comprendidas entre 3 y 16 afios. Se evaluaron cinco parametros diferentes en seis campos
distintos por muestra: velocidad de la linea curva (VCL, um/s), velocidad de la trayectoria
media (VAP, um/s), velocidad de la linea recta (VSL, um/s), amplitud del desplazamiento
lateral de la cabeza (ALH, um) y frecuencia de cruce de latido (BCF, Hz). Tanto la coleccion

como los andlisis de cada uno de estos eyaculados fueron descriptos en el parrafo anterior.

Determinacién del nivel de consanguineidad

Se determind los coeficientes de consanguinidad (F) basados en analisis de pedigri de cada

uno de los reproductores, utilizando aproximadamente 300.000 registros pertenecientes al
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libro genealdgico oficial de la raza PRE. La profundidad minima del pedigri fue de ocho
generaciones completas equivalentes (ECG), permite estimar valores confiables. El célculo se
realizé mediante la metodologia descripta por Wright (1931) utilizando el software Endog

V4 (Gutierrez y Goyache, 2005).

Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos incluyeron un andlisis de varianza (ANOVA) utilizando al semental,
su edad, y la estacién de colecta de semen como efectos fijos y el eyaculado como efecto

aleatorio en el modelo estadistico.

En el caso del analisis cinético, con el fin de evaluar el efecto de la consanguinidad sobre la
calidad espermatica, los individuos se separaron en dos grupos de animales en base a su
nivel de consanguinidad: alta (54 individuos, con 339 muestras de eyaculado) y baja (28
individuos con 218 muestras de eyaculado). El valor de corte que separé ambos grupos fue
el coeficiente obtenido de un cruce tedrico entre dos medios hermanos (12,5%), dado que
cruzamientos por sobre este valor generan depresidon consanguinea en varias especies
(Goszczynski y col., 2018). Las diferencias entre los grupos se analizaron mediante un
modelo lineal generalizado (GLM), siendo la variable dependiente los pardmetros cinéticos y
la categoria factorial el grupo. Los datos fueron analizados mediante un procedimiento GLM

en el programa Statistica V10 (StatSoft, 2011).

RESULTADOS

Efecto de la edad sobre la calidad seminal

La edad produce un claro descenso en la concentracién espermdtica (Figura 1.1),
manifestando una correlacion negativa (r=-0.17) y altamente significativa (p<0.05). Esto

demuestra que los caballos mas viejos producen menos esperma, probablemente por una
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menor eficiencia de las células testiculares y las glandulas accesorias con el paso del tiempo.
Este efecto negativo es poco notorio en animales jovenes y mucho mas significativo en
animales viejos, con descensos marcados pasados los 15 afios, sugiriendo una falta de

linealidad en los resultados.
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Figura 1.1. Efecto de la edad sobre la concentracion espermdtica. En el eje X se puede ver las edades de los
sementales que varia de 3 a 22 afios y en el eje Y como varia la concentracion espermdtica (spz/ml) en las
diferentes edades. La linea roja representa la media de los datos.

Con respecto al volumen seminal (Figura 1.2), también se observé un efecto de la edad
(p<0.05). Sin embargo, en este caso, el volumen seminal aumenta de manera leve hasta los
16 afios y luego comienza a decaer. Ademas, se observd una gran variacion individual del
volumen seminal entre las mismas edades. Por el contrario, para el caso de las motilidades
total y progresiva, la edad no afecta a dichos parametros de manera significativa (p>0,05)

siendo el semental la principal fuente de variacion (Figura S1.1y S1.2).
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Figura 1.2. Efecto de la edad sobre el volumen seminal. En el eje X se puede ver las edades de los sementales
que varia de 3 a 22 afios y en el eje Y como varia el volumen seminal (ml) en las diferentes edades. La linea roja
representa la media de los datos.

Por el contrario, los pardmetros cinéticos no mostraron diferencias significativas (p>0,05)
con respecto a la edad de los sementales, es decir, la edad no influenciaria en la cinética

espermatica (51.3).

Efecto de la endogamia sobre la calidad seminal

El incremento de la endogamia fue correlacionado negativamente con el volumen seminal
(r’=-0.14, p<0.05, Figura 1.3), el cual decrece en caballos mas endogdmicos. En particular,
este efecto se vio exacerbado en caballos con valores de endogamia comprendidos entre

0,075y 0,20, a partir de los cuales la curva tiende a estabilizarse.
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Figura 1.3. Efecto de la endogamia sobre el volumen seminal. En el eje X se puede ver los valores de
endogamia y como los mismos varian en los distintos volumenes seminales (ml). La linea roja representa la
media de los datos.

La motilidad progresiva también se vio afectada por la endogamia (Figura 1.4), pero en
menor medida (p=0,033). Se observd que los animales mas endogdmicos (>15%) presentan
espermatozoides con una motilidad progresiva mayor que los espermas de los animales con

una consanguinidad mas moderada.
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Figura 1.4. Efecto de la endogamia sobre la motilidad progresiva. En el eje X se puede ver los valores de
endogamia y como la misma varia para las diferentes motilidades progresiva (%). La linea roja representa la
media de los datos.

Para el caso de la motilidad total y concentracidon espermatica, la endogamia no arrojo
resultados significativos (p>0,05) (S1.4, S1.5). Este resultado es adecuado, en el caso de la
concentracidon espermatica, ya que esta suele estar afectada por el manejo del semental. Sin
embargo, en el caso de la motilidad, la falta de efecto de la endogamia puede verse
explicada por la gran variabilidad encontrada entre los diferentes eyaculados de los mismos

animales.

Cuando se analizd el efecto de la consanguinidad sobre estos pardmetros cinéticos
(Tabla.1.1), obtuvimos que los pardmetros VAP, VCL y AHL fueron menores en los animales

altamente consanguineos que en los que presentaban baja consanguinidad (p<0,05), lo que
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sugiere una menor velocidad y amplitud del desplazamiento de la cabeza. En el caso de la

BCF, no se observaron diferencias significativas (p>0,05) entre los dos grupos de estudio.

Variables Grupos N Media Minimo Maximo Desvid
Estandar
VAP Baja 218 57,12 A 30,39 107,41 14,944
VCL Baja 218 114,07 B 56,08 221,90 29,123
VSL Baja 218 41,74 ¢ 19,24 91,68 12,484
ALH Baja 218 3,51D 1,75 6,43 0,770
BCF Baja 218 23,42¢ 13,71 34,73 4,479
VAP Alta 339 55,54 A 30,06 110,21 13,904
VCL Alta 339 109,958 57,011 201,58 26,640
VSL Alta 339 42,98 ¢ 21,54 86,02 11,982
ALH Alta 339 3,26 P 1,33 5,22 0,738
BCF Alta 339 24,18¢ 12,75 36,02 4,568

Tabla. 1.1 Efecto del aumento de la endogamia sobre los parametros de motilidad espermadtica. Se observan
los valores de las medias de los diferentes pardmetros cinéticos en animales con alta y baja endogamia. La
letra en mayuscula indica diferencias significativas (p<0,05), las letras en mindscula indican que no hay
diferencias significativas (p>0,05)

DISCUSION

Las caracteristicas reproductivas de los caballos, como de otras especies, son influenciadas
por varios factores. En este capitulo abordamos el efecto que tiene la consanguinidad y la
edad sobre la calidad seminal en caballos Pura Raza Espafiola. Nuestros resultados indicaron
gue los parametros rutinarios determinados en un andlisis espermatico fueron afectados por

la edad y la endogamia (en algunos casos), mientras que los pardmetros cinéticos no.

Se ha sefialado que la produccién de espermatozoides se encuentra influenciada por la edad
del animal, el régimen de colecta, el afio y la temporada, asi como por el método de
recoleccion y el componente genético del animal (Parlevliet y col., 1994). En nuestro caso,

todos los animales fueron colectados en la misma instalacion utilizando el mismo método.

45 | 139



No se detectaron efectos significativos de la temporada reproductiva, ni del régimen de
colecta, mientras que si se observaron efectos propios del animal. Por otro lado, tanto la
edad como el aumento de la endogamia si que afectaron significativamente la calidad
espermatica de los animales. Nuestros resultados concuerdan con varios estudios realizados
por diferentes autores (Atroshchenko y col., 2019); DowsettyKnott (1996); Goncalves y col.
(2023), los cuales estudiaron el efecto de la edad sobre las caracteristicas seminales en
diferentes razas y observaron que la concentracién de semen disminuye en animales adultos
y gerontes. En nuestro caso, el descenso fue mucho mds notorio en animales mayores a los
15 afios, cuando el descenso del volumen y de la concentracion fue mas evidente. En un
estudio previo, Adamou y col. (2012) estudiaron el efecto de la edad sobre la concentracidn
espermatica y volumen seminal en caballos Pura Raza Espanola, comparando animales
joévenes (3-5 afios) y animales adultos (8-14 afios). Sus resultados demostraron que la
concentracién espermdtica aumentaba en caballos mds jovenes, mientras que disminuia el
volumen seminal, siendo inversamente proporcional en caballos adultos. Nuestro trabajo
difiere de estos resultados, ya que, observamos que la concentracidn se mantenia constante
en animales mas jévenes y disminuida en animales gerontes. Sin embargo, habia un
incremento del volumen seminal en animales mas jévenes, el cual aumentaba la produccion
total de espermatozoides (volumen x concentracién). En un trabajo reciente, Goncalves y
col. (2023) detectaron una relacién cuadratica y positiva entre el volumen seminal y la edad
en caballos Lusitanos. Sus resultados demostraron un incremento volumétrico hasta los 15
afnos, en nuestro caso el volumen seminal también se fue incrementando hasta una edad
similar, para luego comienzar a decaer. Cabe aclarar que ambos estudios antes mencionados
no evaluaron caballos de mas de 15 afios, por lo cual el realizar comparaciones es imposible.

Sin embargo, tanto los resultados del trabajo mencionado, como los obtenidos en este
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estudio sugieren que la produccion maxima de espermatozoides podria alcanzarse a edades

cercanas a los 15 afios, para luego ir disminuyendo gradualmente.

Por otro lado, la edad no tuvo influencia con respecto a la motilidad seminal. Este resultado
coincide con el trabajo de Adamou y col. (2012). Sin embargo Goncalves y col. (2023)
observaron un aumento de la motilidad a medida que el animal crece hasta llegar a los 15
anos en caballos Lusitanos. En este sentido, es bien conocido el hecho que la motilidad
seminal es uno de los pardmetros que son afectados negativamente por la edad, pero luego
de cierto valor de umbral, siendo 5 a 13 afios significativamente mayor en comparacion con
sementales mas jovenes y seniles (Abah y col., 2023). Si bien este valor puede ser el mismo
gue para el volumen espermatico en equinos, no existe un valor claro a partir del cual podria
comenzar a verse un efecto negativo. En todo caso, nuestros resultados sugieren que este
valor de umbral depende de la raza, ya que no fue posible encontrarlo en PRE. Sin embargo,
el hecho que la cantidad de caballos gerontes analizados sea bajo, podria haber influido en
este parametro. Por tal motivo, se debe continuar estudiando esta variable en Pura Raza

Espafiola, para confirmar los resultados obtenidos.

Las variables cinéticas tampoco fueron afectadas por la edad en el estudio realizado por PRE.
Este tdpico en particular ha sido muy poco estudiado en caballos, ya que la mayoria de los
trabajos poblacionales realizados utilizan estudios de centro de reproduccién en los cuales el
analisis de calidad espermatica es solo subjetiva. Sin embargo, Aitken y col. (2023)
estudiaron la prefiez a partir de eyaculados provenientes de sementales de edades que iba
entre 4 y 18 afios, en los cuales también se evalud los 3 patrones cinéticos (VAP, VSL,VCL).
Sus resultados fueron similares a los obtenidos en nuestro estudio, siendo que no

observaron variacién de los valores de los pardmetros en los diferentes individuos con el
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paso de los afios. Esto sugiere fuertemente que la pérdida de calidad seminal esta mas
explicita por la pérdida de motilidad y volumen que por una peor calidad del movimiento de

los espermatozoides.

Con respecto a la endogamia nuestros resultados determinaron que tanto los pardmetros
rutinarios como cinéticos, se ven afectados negativamente por la misma. El impacto
negativo de la endogamia, en particular sobre los rasgos reproductivos se conoce desde
hace mucho tiempo y se cree que se deriva de la reducciéon de la heterocigosidad en las
poblaciones endogamicas, lo cual incrementa la presencia de genotipos homocigéticos,
relacionados con alelos recesivos deletéreos (Khatib, 2015). El efecto exacto de la
consanguinidad sobre diferentes rasgos seminales en caballos no se conoce bien (Sairanen y
col., 2009), pero algunos autores han informado de que incrementos en los coeficientes de
consanguinidad se asociaban con una menor motilidad de los espermatozoides en ponies
(Van Eldik y col., 2006) y caballos Sorraia (Gamboa y col., 2009). Otros autores por el
contrario no han encontrado una influencia significativa (BJ. Ducro, 2011). Esto puede
deberse a que niveles altos de consanguinidad pueden afectar a la gametogénesis, la funcién
endocrina (produccién de andrdgenos y gonadotropina), el transporte de esperma, la
produccion de liquido seminal, entre otros (Dini y col., 2020; Losdat y col., 2014; Miiller-

Unterbergy col., 2017).

En nuestros estudios se demostré una correlacidn negativa entre el coeficiente de
consanguinidad y el volumen del eyaculado, observandose una marcada disminucidn
cuando el F se situaba entre el 7 y el 20%. Resultados similares fueron reportados por Van
Eldik y col. (2006), quienes estudiaron el volumen seminal en la raza ponies Shetland. De la

misma manera Betancur y col. (2023), analizaron el volumen seminal en Caballos Criollos
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Colombianos y notaron tendencia hacia el descenso del volumen seminal en los animales
mas consanguineos. Con respecto a la motilidad solo observamos una correlacién negativa
leve en los espermatozoides progresivos, pero no asi en los motiles totales. Estos resultados
coinciden con Van Eldik y col. (2006) y Dini y col. (2020), quienes hallaron que el aumento
de los coeficientes de consanguinidad en los ponis Shetland se correlacionaba con menores
indices de motilidad progresiva. Asimismo, Betancur y col. (2023) obtuvieron los mismos
resultados en Caballos Criollos Colombianos, demostrandonos que la consanguinidad afecta
a esta variable independientemente del efecto raza. Respecto a las variables de motilidad
total y concentracion espermatica, nuestros resultados demostraron que las mismas no se
vieron afectados por la depresion endogdmica. Betancur y col. (2023) al igual que nosotros
no observaron diferencias significativas en la concentracién espermatica, sin embrago ellos
obtuvieron diferencias significativas en los motiles totales. La falta de efecto de la
endogamia sobre los motiles totales en nuestro trabajo puede deberse a la gran variabilidad

encontrada entre los diferentes eyaculados de los mismos individuos.

Con relacién a la endogamia con respecto a los pardmetros cinéticos, nosotros observamos
diferencias significativas en los animales con alta consanguinidad respecto a las variables
relacionadas a la velocidad (VAP y VCL) y a la amplitud del desplazamiento (ALH) del
espermatozoide. Los autores Betancur y col. (2023) solo analizaron las variables velocidad en
los caballos criollos colombianos y obtuvieron diferencias significativas para el VCL, al igual
gue nosotros, pero para las otras dos variables no observaron diferencias. Se realizd una
exhaustiva busqueda bibliografica respecto a los pardmetros analizados por el CASA en
caballos Pura Raza Espafiola y su relacidn con la endogamia y no se encontrd informacién

sobre la misma. Se realizaron estudios similares en toros Retinta y al igual que nosotros,
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Dorado y col. (2017) observaron que, de todos los parametros derivados del CASA, solo 4 se
vieron afectados por la consanguinidad: las variables velocidad (VCL, VSL y VAP) y amplitud
del desplazamiento (ALH). Independientemente de la raza o especie, estos resultados, nos
demuestran que altos niveles de consanguinidad pueden comprometer gravemente la
calidad espermadtica, lo que posteriormente, puede tener una influencia negativa en la

fertilidad.
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FIGURA SUPLEMENTARIA

Efecto de la edad sobre la motilidad progresiva
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Figura S1.1. Efecto de la edad sobre la motilidad progresiva. Se puede observar los valores de variacion de la
motilidad progresiva (%) en los sementales de 3 a 22 afios. La linea roja representa la media de los datos.
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Figura $1.2. Efecto de la edad sobre la motilidad total. Se puede observar los valores de la motilidad total (%)
en las diferentes edades de los sementales. La linea roja representa la media de los datos.
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Efecto de la motilidad espermatica sobre la edad de los
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Figura S.1.3 Efecto de la edad sobre los parametros cineticos espermadticos. En el eje X se puede ver los
animales con edades que van entre 3 a 16 afios y la relacion que hay con los pardmetros cinéticos seminales.
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Efecto de la endogamia sobre la motilidad total
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Figura $1.4. Efecto de la endogamia sobre la motilidad total. Se observa la motilidad total (%) en los distintos
valores de endogamia. La linea roja representa la media de los datos.
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Figura $1.5. Efecto de la endogamia sobre la concentracion espermdtica. Se puede ver la concentracion
espermdtica (spz/ml) en los diferentes niveles de endogamia. La linea roja representa la media de los datos.
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CAPITULO 1I: IMPACTO DE LA CONGELACION Y EL
DILUYENTE EMPLEADO EN EL PATRON DE
SUBPOBLACIONES ESPERMATICAS EN SEMENTALES
EQUINOS

INTRODUCCION

El caballo moderno, posiblemente la especie doméstica menos afectada por la seleccion
natural en términos de fertilidad (Laseca y col., 2022), ha sido objeto de procesos selectivos
principalmente centrados en caracteristicas morfoldgicas y funcionales, relegando la
atencién sobre su capacidad reproductiva. Si bien dicho caracter es considerablemente
menos eficiente en caballos en comparacidon con otras especies domésticas (Perdomo-
Gonzalez y col., 2021), esta habilidad de producir progenie de manera eficiente y adecuada
sigue siendo un factor critico para la rentabilidad en muchas de las razas y explotaciones
equinas (Gomez y col.,, 2020). En este sentido, se ha demostrado que tanto los machos
(Griffin y col., 2019) como las hembras (Laseca, y col., 2022) juegan un rol importante en la
mejora de la fertilidad. Sin embargo, la fertilidad de las hembras es mucho mas complicada
de cuantificar, sobre todo en términos poblacionales, que la de los machos, que estd

intimamente ligada a su calidad seminal y capacidad de congelacién (Wilson y col., 2019).

La evaluacién in vitro de la calidad seminal juega un papel crucial en la valoracion del
potencial de fertilidad de los machos antes de su uso en programas de inseminacion artificial
en diversos animales (Valverde y col., 2016). En caballos, este tema tiene un interés

particular, impulsado por las notables variaciones observadas entre diferentes sementales
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(Loomis y Squires, 2005), pero también por el aumento de la adopcion de la inseminacion
artificial en las prdcticas de cria de algunas razas, en las cuales el semen debe ser desplazado
entre diferentes locaciones, o bien como dosis congeladas o refrigeradas (Gottschalk y col.,

2016).

Histéricamente, la motilidad y la morfologia espermadticas (esta ultima en menor medida)
han sido los parametros seminales predominantes utilizados en la evaluacidén de la fertilidad
(Griffin y col.,, 2019). Sin embargo, durante los ultimos 20 afios, la introduccidon de los
sistemas de andlisis espermatico asistido por computadora (CASA) ha revolucionado el
analisis del semen al proporcionar una visién mas objetiva de las caracteristicas cinematicas
y morfométricas del eyaculado de los animales (Whitesell y col., 2020). El uso de CASA,
ademads, no solo permite evaluar en conjunto un elevado nimero de espermatozoides, lo
cual brinda datos de motilidad mas objetivos en un Unico andlisis, sino que también genera
una caracterizacion individual del movimiento de cada espermatozoide y sus trayectorias.
Esta Ultima posibilidad genera un voluminoso dataset en el cual quedan registrados una
serie de pardmetros cinéticos para cada célula, en cada uno de los eyaculados (muestras
seminales) analizados. Si bien estos resultados pueden ser altamente informativos, se ha
demostrado que los analisis estadisticos convencionales basados en valores medios vy
desviaciones estandar a menudo no son capaces de capturar las diferencias existentes entre
individuos y eyaculados de manera adecuada, ya que no tienen en cuenta la variabilidad
inherente dentro de la muestra del semen (Ramén y col., 2014). Para abordar este desafio, la
utilizacion de técnicas de agrupacion estadistica, cominmente conocida como “analisis de
subpoblaciones”, ha surgido como un enfoque prometedor para capturar todo el espectro

de variabilidad presente dentro de los eyaculados de un individuo (Ramén y Martinez-
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Pastor, 2018). Utilizando este enfoque, se ha logrado mejorar la comprensién de la
diversidad de espermatozoides dentro de un eyaculado dado, pero también se ha detectado
presuntas asociaciones entre dicha variabilidad individual y el potencial de fertilidad de los

machos.

Varias especies, incluyendo a los bovinos (Garcia-Herreros y Leal, 2014), ovinos (Marti y col.,
2011), porcinos (Gil y col., 2009), y felinos (Gutierrez-Reinoso y Garcia-Herreros, 2016),
entre otras, han utilizado el andlisis de subpoblaciones tanto en semen fresco y congelado.
En todos los casos, estos andlisis se basan en determinar los patrones de movimiento
preponderantes en cada muestra. Asimismo, ha sido demostrado que los patrones de
subpoblaciones de un animal pueden verse afectados por el proceso de criopreservacion
(Bubenickova y col., 2020; Ortega-Ferrusola y col., 2009). Por tal motivo, examinar los
efectos de criopreservacion en la estructura cinematica de las subpoblaciones de
espermatozoides puede aumentar nuestra comprensiéon de como su manipulacién impacta
en la calidad del semen, asi como de la tolerancia de los espermatozoides a los
procedimientos de criopreservacion (Barbas y col., 2018). Esto podria tener importantes
implicaciones econdmicas, ya que un mejor anadlisis de semen podria conducir a la
comercializacién de dosis de semen equino que ofrezcan mayores garantias de calidad
(Quintero-Moreno y col., 2003). Pero mds aun en el caballo, cuya capacidad de
criopreservacién seminal depende en gran medida del semental, habiendo animales que
presentan buenas tasas de congelabilidad, mientras que otros presentan valores

inaceptables (McCue, 2014).

Por lo mencionado anteriormente el objetivo principal del presente capitulo fue identificar

variaciones en subpoblaciones cinéticas de espermatozoides en semen fresco y congelado
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de caballos de Pura Raza Espafola. Ademas, investigamos el efecto de diferentes diluyentes

y tiempos sobre estas subpoblaciones y cémo se ven afectadas por la criopreservacion.

METODOLOGIA

Recolecta de semen

Se colectaron muestras de semen de 18 sementales de pura raza espanola, de edades
comprendidas entre 6 y 14 afios, en el Centro Nacional de Referencia Equina (CENRE),
ubicado en Jerez de la Frontera (Espaia). Las colectas se realizaron en otofio utilizando una
vagina artificial Missouri (Minitlb, Tiefenbach, Alemania) sobre un maniqui de monta. Se
realizaron dos colectas separadas con un intervalo de 7 dias entre ellas. Antes del estudio,
los animales fueron “limpiados” reproductivamente realizando dos colectas de semen
diarias durante 7 dias consecutivos, para estandarizar la eyaculacion diaria de

espermatozoides.

Disefio experimental

El disefio experimental tuvo como objetivo determinar la incidencia de la congelacién vy el
diluyente en las dinamicas cinéticas de los espermatozoides equinos a lo largo del tiempo.
Para ello, el primer paso fue dividir la muestra seminal post-eyaculado en dos alicuotas
iguales en volumen. Una de ellas se diluyd utilizando un diluyente comercial Botucrio ™
(Botupharma, Brasil), mientras que la otra se diluyd utilizando un diluyente comercial
Spectrum Red SBS Cryosystem™ (Minitube, Espafia). En ambos casos la dilucidon final fue de
100 millones de spz/mL. Luego de 5 minutos de equilibracidn, cada alicuota fue nuevamente

dividida en dos partes iguales. Una de ellas se mantuvo en incubacion por 60 min. en estufa
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a 37°C vy la otra fue inmediatamente congelada empleando el protocolo que se describira a
continuacién. Cabe aclarar que las dos diluciones que fueron congeladas (una por diluyente),
fueron incluidas en el mismo batch de congelacidn. Posteriormente, las dos alicuotas frescas
se evaluaron cinéticamente mediante CASA a los 5 y 60 minutos post-dilucién. Para finalizar,
dos pajuelas de cada combinacidon individuo/diluyente fueron descongeladas,
sumergiéndose en agua a 37,52C durante 60 segundos. Las dosis fueron luego puestas a
incubar en estufa a la misma temperatura y evaluadas cinéticamente a los 5 y 60 minutos
post-descongelado. Este procedimiento se llevd a cabo a los 90 dias del proceso de
congelacion aproximadamente. En total, se realizaron 16 andlisis por semental,
considerando dos eyaculados, dos diluyentes (BT y MR) y muestras frescas y congeladas en
dos puntos temporales (t0 y t60). El esquema 2.1 sintetiza graficamente el disefio

experimental.

58 | 139



Eyaculado

/ N

Diluyente Diluyente
Botucri Spectrum Red
[100 millones/ml] [100 millones/ml]

A

TO | TO
CASA Incubadora CASA Incubadora
| 60 min. | 60 min.
CONGELA CASA CONGELA CASA

/ \ / \

TO T60 TO 160

Descongelado Descongelado Descongelado Descongelado
CASA CASA CASA CASA

Esquema. 2.1. Disefio experimental. Se esquematiza los pasos realizados para el disefio experimental que
incluyen, las diluciones con los diluyentes, tiempo de incubacién y medicion con el CASA.
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Congelacion de esperma

El protocolo general de congelacion espermatica incluyd una centrifugacion inicial (500g, 10
min.) en tubos de 50ml, para obtener la fracciéon libre de plasma seminal. Luego, la
concentracién del eyaculado se determind utilizando el mddulo de concentracidon del
software Androvision™ (Minitube, Espafia). Posteriormente, el eyaculado se dividio de
acuerdo con el protocolo experimental detallado en el punto anterior (disefio experimental).
Aquellas muestras destinadas a la congelacidon fueron envasadas en pajuelas pldsticas de
0,5mL (Minitlilb Espafa). Luego, las muestras fueron procesadas en un congelador
automatizado IceCube 14S (Minitube, Espafia) utilizando la rampa de congelacion
estandarizada para el centro: descenso de 20°2C a 5°C a 32C/minuto y de 5°C a -140°C -
252C/minuto. Finalizado el proceso, las pajuelas fueron sumergidas en nitrégeno liquido (N2)
en termos especificos, en donde fueron mantenidas por al menos 90 dias previos a su

descongelado y analisis.

Analisis cinético de los eyaculados

La evaluacidon cinética de los eyaculados se realizd utilizando el sistema informatico
Androvision™, de acuerdo con el protocolo experimental. El analisis se realizé en
portaobjetos precalentados en platina térmica (a 372C), sobre los cuales se depositaron dos
alicuotas de 5 pl del eyaculado previamente diluido. Cada gota fue cubierta con un
cubreobjetos de 24x24mm generando una cdmara de evaluacion (debido a la tensidn
superficial) de 8,7 um de altura aproximadamente. Ambas cdmaras fueron dejadas
estabilizar por 1 minuto (aproximadamente) directamente sobre la platina calefaccionada de
la plataforma de andlisis (montada sobre un microscopio Motic ™), tras lo cual fueron

evaluados al menos tres campos épticos de cada una de las cdmaras de conteo. En cada una
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de ellas, el software registré 3 pardmetros de velocidad espermatica (velocidad curvilinea
(VCL), velocidad rectilinea (VSL), velocidad de trayectoria media (VAP), tres indices
compuestos (linealidad (LIN), rectitud (STR) y oscilacion (WOB) y dos parametros asociados
al movimiento de la cabeza del espermatozoide (amplitud del desplazamiento lateral de la
cabeza (ALH) y frecuencia de cruce de latidos (BCF). En total se analizaron al menos 300

espermatozoides de cada eyaculado/dilucién/tiempo.

Agrupacion de subpoblaciones

Los patrones de movimiento de cada uno de los eyaculados, y como fueron afectados por los
tratamientos se determinaron mediante un analisis discriminante de agrupacion
jerarquizado (andlisis de subpoblaciones) utilizando la metodologia descrita por Martinez-
Pastor y col. (2005). En primer lugar, se aplicd un analisis de componentes principales (PCA)
para reducir la dimensionalidad del conjunto de datos, pero conservando al mismo tiempo la
maxima cantidad de informacion de las variables originales. A partir de estos resultados, se
seleccionaron los primeros dos componentes que explicaban aproximadamente el 80% de la
variabilidad de los datos y se identificaron las variables que mejor representaban estos
componentes en funcidén de sus puntuaciones estadisticas. A partir de ellas, se realizd un
analisis de “clustering” no jerarquico mediante el método Kmeans que utiliza la distancia
euclidiana para calcular el centro de cada cluster, identificando los grupos iniciales. Por
ultimo, se realizd un analisis jerarquico de los grupos obtenidos en el paso anterior,
empleando el método de Ward (menos varianza estadistica), para obtener el nimero final
de cluster, luego se asignd cada espermatozoide a una de las tres subpoblaciones

determinadas.
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Analisis estadistico

Las diferencias en las proporciones de las subpoblaciones espermaticas entre tratamientos
(diluyente y tiempo) se estimaron independientemente en muestras frescas y congeladas
mediante un modelo lineal general (GLM) y una prueba post hoc de Tukey. Se utiliz6 como
variable dependiente las proporciones de las subpoblaciones y como factores el diluyente y
tiempo. Ademas, el efecto de la congelacién sobre las subpoblaciones dentro de los
tratamientos se estimé mediante una prueba Z, con un umbral de significacion fijado en
0,05. Todas las estimaciones se realizaron en el entorno estadistico R V4.2.3 (R-Core-Team,

2023).

RESULTADOS

Tratamiento de datos y agrupacion de subpoblaciones

En primer lugar, se determind la viabilidad de cada eyaculado para el andlisis, estimando la
motilidad total de la muestra. Dos eyaculados pertenecientes a dos individuos diferentes
mostraron una motilidad total inferior al 60% tras la recogida, por lo que fueron
descartados, conservandose 34 muestras para el andlisis posterior. En total se caracterizaron
cinéticamente 253.190 spz, con un promedio de 465 spz por cada combinacién de

eyaculado/diluyente/tiempo/tratamiento para cada animal.

El analisis PCA mostré que tres variables (VCL, VAP y ALH) eran las mas informativas, tanto
en muestras frescas como congeladas, para realizar el andlisis de subpoblaciones; el cual
demostré la existencia de 3 subpoblaciones bien definidas en funcion de sus patrones

cinéticos: Spl (spz de progresion lenta y lineal), Sp2 (spz con movimientos de tipo
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hiperactivo) y Sp3 (spz de progresidon rapida y lineal). Finalmente, cada espermatozoide fue
asignado a una de estas 3 subpoblaciones. En la tabla 2.1, se muestran el numero de
espermatozoides incluidos en cada subpoblaciéon y las distribuciones de las subpoblaciones

en eyaculados frescos y congelados (Tabla 2.1).

VALORES DE PARAMETROS CINETICOS ARROJADOS POR EL CASA

FRESCO CONGELADO
Spl Sp2 Sp3 Spl Sp2 Sp3
HC LENTOS HIPERACTIVOS RAPIDO LENTO HIPERACTIVOS RAPIDO
PROGRESIVOS PROGRESIVOS PROGRESIVOS PROGRESIVOS
n 79487 17835 74403 65859 12161 45664
% 46.3 10.4 43.3 53.2 9.83 36.9
VCL 37.91+20.65 230.50+29.78  140.70+31.28  59.97+26.74 202.66+32.33 148.67+31.71
VSL 17.93+9.12 85.031£33.64 58.01£23.16 25.41+£16.35 80.041£23.82 76.811£24.33
VAP 20.789+8.77 105.63+25.90 67.60£20.43 29.15+£15.32 93.831£19.65 81.87£22.10
LIN 0.56+0.27 0.37+0.13 0.4210.14 0.4310.21 0.40+0.10 0.521+0.14
STR 0.8510.20 0.7910.19 0.8410.16 0.82+0.21 0.8510.16 0.93140.11
WOB 0.62+0.22 0.46%0.09 0.48+0.11 0.50+0.171 0.4610.07 0.5610.12
ALH 0.47+0.26 2.67+0.54 1.60+0.45 0.64+0.25 2.20+0.40 1.21+0.32
BCF 12.84+6.97 18.08t6.52 19.99+7.67 19.89+9.65 22.0016.98 28.5419.51

Tabla. 2.1. Valores de parametros cinéticos arrojados por el CASA. Se observa los valores de las medias de los
parametros cinéticos espermdticos correspondientes a las 3 subpoblaciones: Lentos progresivos (Spl),
Hiperactivos (Sp2) y Rdpidos progresivos (Sp3) para las muestras frescas y congeladas.

Caracterizacién cinética de las subpoblaciones

La subpoblacién Sp1 (lenta progresiva) se caracterizé por bajas velocidades (VAP, VCL y VSL),
actividad flagelar intermedia (BCF), pero altos valores de LIN y STR, junto con un bajo ALH.
La subpoblacién Sp2 (hiperactiva) se identificd con valores muy altos de velocidad (VAP, VCL
y VCL), con actividad flagelar media/alta (BCF), amplitud de desplazamiento de la cabeza
muy alta (ALH) y valores bajos de trayectoria y linealidad (LIN, STR y WOB). Por ultimo, la

subpoblacion Sp3 se defini6 como radpido y progresivo, presentando valores altos de
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velocidades (VAP, VCL y VSL), con una actividad flagelar media/alta (BCF) y una trayectoria y

linealidad altas (LIN, STR y WOB), junto con un valor medio de ALH.

Efecto del diluyente con respecto al tiempo sobre las subpoblaciones

espermaticas en muestras frescas y congeladas

Las figuras 2.1, 2.2 y 2.3 muestran los resultados del analisis de GLM, donde se calculé la
interaccion diluyente-tiempo para las muestras en fresco por un lado y las muestras en

congelado por el otro®.

Para la Sp1 se observaron diferencias en las muestras congeladas en las variables diluyente y
tiempo y en la interaccién diluyente-tiempo (Figura 2.1). Con respecto a los diluyentes, se
observaron diferencias significativas (p<0,01), el BT presentd menos proporcion de
espermatozoides lentos en comparaciéon con MR en ambos tiempos: en t0 (43% vs 62%) y
t60 (60% vs 67%). Para la variable tiempo, también se observaron diferencias significativas
(p<0,01), aumento la proporcion de lentos de t60 con respecto a t0 para BT (60% vs 43%) y
MR (67% vs 62%). Con respecto a la interaccion diluyente-tiempo, se observaron diferencias
significativas (p<0,01); la prueba de Tukey (post-hoc) mostré que a t0 (43%) las muestras
diluidas en BT presentaron un porcentaje menor de Spl en comparaciéon con MR (62%);
similarmente a t60 las muestras diluidas en BT presentaron un porcentaje menor de Spl
(61%), en comparacion con MR (67%) (Figura 2.1). En las muestras en fresco no se

observaron diferencias significativas en ninguna variable de estudio (p>0,05).

# Si bien los analisis de GLM se realizaron de manera individual para las muestras en fresco y congelado, las mismas se graficaron en
conjunto, con el fin de evitar excesos de graficos en el capitulo. Los simbolos en circulo corresponden a las muestras en fresco y los
tridngulos hace referencia a las muestras en congelado.
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Figura. 2.1. Efecto del diluyente y el tiempo sobre la poblacion 1, lentos progresivos. El grdfico corresponde al
porcentaje de la poblacion lento progresivo a t0 y t60, para las muestras en fresco y congelado en ambos
diluyentes. Los circulos representan las muestras en fresco y los tridngulos representan las muestras
congeladas. El color rosa hace referencia al diluyente Botucrio (BT), mientras que el color celeste hace
referencia al Spectrum red (MR). El * indica la diferencia significativa de la prueba de Tukey.

En la Sp2 para las muestras en congelado no se observaron interacciones entre las variables
tiempo y diluyente; tampoco se vio afectada por las variables de manera individual. Por el
contrario, se observaron diferencias significativas (p<0,01) en la variable tiempo, para las
muestras en fresco, siendo 4 veces menor en t60 en ambos diluyentes (Figura 2.2). No se
observaron diferencias en la variable diluyente, ni en la interaccién diluyente-tiempo para

las muestras en fresco.
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Figura. 2.2. Efecto del diluyente y el tiempo sobre la poblacion 2, hiperactivos. El grdfico corresponde al
porcentaje de la poblacion hiperactivo a t0 y t60, para las muestras en fresco y congelado en ambos diluyentes.
Los circulos representan las muestras en fresco y los triadngulos representan las muestras congeladas. El color
rosa hace referencia al diluyente Botucrio (BT), mientras que el color celeste hace referencia al Spectrum red
(MR). El * indica las diferencias significativas con respecto a la variable tiempo.

Por ultimo, en el caso del semen congelado, se observé una diferencia en la Sp3 para todas
las variables de estudio y su interaccidon (Figura 2.3). Con respecto a la variable tiempo,
disminuyé la proporcién de rdpidos progresivos en BT (46% vs 29%) y MR (30% vs 24%) para
t0 y t60, respectivamente(p<0.001) (Figura 2.3). También se observd diferencias entre los
diluyentes (p<0.001), BT presento mds proporcién de espermatozoides rdpidos progresivos
que MR (46% vs 30%) en t0 y en menor medida en t60 (29% vs 24%) (Figura 2.3). Adema3s, se
observé una interaccion significativa entre diluyente y tiempo (p<0,01). La prueba de Tukey
mostré que las diferencias se observaron en BT en t0, presentando un mayor porcentaje de

Sp3 (46%) con respecto a BT en t60 (29%) y RM en ambos tiempos (30%, 29%) t0 y t60
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respectivamente (Figura 2.3). Por ultimo, la Sp3 no se vio afectada en las muestras de semen

fresco.
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Figura. 2.3. Efecto del diluyente y el tiempo sobre la poblacién 3, rapido progresivos. El grdfico corresponde
al porcentaje de la poblacion rdpido progresivo a t0 y t60, para las muestras en fresco y congelado en ambos
diluyentes. Los circulos representan las muestras en fresco y los tridngulos representan las muestras
congeladas. El color rosa hace referencia al diluyente Botucrio (BT), mientras que el color celeste hace
referencia al Spectrum red (MR). El * indica la diferencia significativa de la prueba de Tukey.

Efecto del congelado en el diluyente BT (Botucrio)

En la figura 2.4 se observa el efecto de la congelacién sobre los porcentajes de las tres
subpoblaciones de estudio con el diluyente BT en tO y t60, mediante la prueba Z. La
subpoblacion lenta progresiva (Spl) fue significativamente mayor el porcentaje en las
muestras congeladas tanto en t0 como t60 (p<0,05). La subpoblacién hiperactiva (Sp2) fue
significativamente menor en el semen congelado en t0 respecto del fresco, pero fue

significativamente mayor en el congelado t60 (p<0,05). Finalmente, se observé una menor
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diferencia significativa de Sp3 en muestras congeladas en comparacién con las frescas,

siendo mas evidente en t60 (p<0,05).
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Figura 2.4. Efecto del congelado sobre el diluyente Botucrio sobre las subpoblaciones de estudio. El grdfico de
la izquierda corresponde a las muestras a tO y el de la derecha a las muestras a t60. En el eje X se puede ver las
muestras frescas y congeladas y el eje Y los porcentajes de las subpoblaciones.

Efecto de la congelacién en el diluyente MR (Spectrum Red)

En la figura 2.5 se observa el efecto de la congelacidén sobre las proporciones de las tres
subpoblaciones de estudio con el diluyente MR en t0 y t60, mediante la prueba Z. En todas
las subpoblaciones se observaron diferencias significativas entre fresco y descongelado en
los distintos tiempos. La poblacion lentamente progresiva (Spl), fue significativamente
mayor tras la descongelacién en ambos tiempos, siendo mas significativo en t0, con respecto
a t60 (p<0,05). En la subpoblacién hiperactiva (Sp2) se observaron diferencias significativas

en t0, disminuyendo significativamente la proporcién en congelado respecto al fresco
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(p<0,05), mientras que en t60 los hiperactivos aumentaron significativamente tras la
descongelacidn. Los resultados obtenidos en esta subpoblaciéon fueron similares a los
obtenidos con el diluyente BT. Por ultimo, la subpoblacion rapida progresiva (Sp3), mostré
diferencias significativas en ambos tiempos (p<0,05), ademas las proporciones disminuyeron
de manera significativa en las muestras congeladas en comparacion con las muestras frescas

(p<0,05).
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Figura 2.5. Efecto del congelado sobre el diluyente Spectrum Red sobre las subpoblaciones de estudio. E/
grdfico de la izquierda corresponde a las muestras a t0 y el de la derecha a las muestras a t60. En el eje X se
puede ver las muestras en fresco y congelado y el eje Y los porcentajes de las subpoblaciones.

DISCUSION

El estudio de espermatozoides agrupados en subpoblaciones permite determinar diferencias

entre grupos a nivel poblacional (Teran y col., 2021). Nuestro estudio evidencia la existencia
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de 3 subpoblaciones de espermatozoides especificas y bien definidas en eyaculados de
sementales PRE: la subpoblacién 1 (Sp1l) comprende espermatozoides lentos progresivos, la
subpoblacién 2 (Sp2) consiste en espermatozoides hiperactivos y la subpoblacién 3 (Sp3)
esta compuesta por espermatozoides rapidos progresivos, en funcidon de sus caracteristicas
de motilidad. La aplicacion del CASA y los analisis estadisticos correspondientes, han
demostrado ser herramientas valiosas para identificar con precisidon estas subpoblaciones en

équidos y otras especies (Barbas y col., 2018).

Nuestros hallazgos, al igual que Quintero-Moreno y col. (2003) destacaron la importancia del
estudio de subpoblaciones. El estudio especifico de las subpoblaciones de espermatozoides
gue son rapidos progresivos, es crucial debido a su asociacién con la fertilidad de la especie.
Mejorar el estudio de esta subpoblacién podria ser una poderosa herramienta para mejorar
el andlisis global de la calidad del semen en los eyaculados de sementales. Este enfoque
podria aportar una nueva perspectiva al analisis clasico de la calidad del semen equino y
facilitaria la identificaciéon y resolucién de posibles problemas que podrian pasar

desapercibidos con métodos convencionales.

Con respecto al analisis de la interaccién entre diluyente-tiempo, en las muestras frescas no
se observaron diferencias en la subpoblacién Spl, ni Sp3, lo cual era esperable dado que
ambos diluyentes se utilizan para la criopreservacidon y no para inseminacién. Sin embargo,
en la subpoblaciéon Sp2, solo se observaron diferencias con respecto al tiempo en las
muestras en fresco. Esta poblacién estd conformada por espermatozoides hiperactivos, esta
disminucion del porcentaje se debe al alto nivel de actividad de estos espermatozoides, que

conlleva un mayor gasto energético y el mismo disminuye conforme pasa el tiempo.
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En cuanto a las muestras congeladas, tanto Spl como Sp3 se vieron afectadas por la
interaccion diluyente-tiempo. En ambas subpoblaciones, el diluyente BT mostré mejores
resultados. En la subpoblacion Sp1, se observaron menos proporciones de espermatozoides
lentos progresivos con BT que con MR, mientras que en la Sp3, se observé mayor proporcion
de rapidos progresivos con BT que con MR. Sin embargo, al analizar la variable tiempo, se
observé que las proporciones variaban independientemente del diluyente, lo que sugiere
gue no se puede afirmar que uno sea superior al otro, ya que en el caso de Spl aumentan
los numeros de lentos y en la Sp3 disminuyen los rdpidos cuando se pasa de t0 a t60. Esto es
de esperarse ya que conforme el tiempo pasa, los espermatozoides rapidos tienden a ser

mas lentos.

Se sabe que la criopreservacién del semen es uno de los métodos que facilita la distribucién
de diferentes lineas genéticas entre los animales. Sin embargo, existe una variabilidad
considerable en la capacidad de los espermatozoides de diferentes sementales para resistir
el proceso de congelacidn, e incluso existe variacion en la fertilidad entre eyaculados de un
mismo caballo. Los criadores de caballos prefieren utilizar semen fresco o refrigerado (5°C),
dado que la capacidad de fertilizacién del semen equino después de la descongelacidon es
inferior a la de otras especies (Nikitkina y col., 2020). Por lo tanto, es importante desarrollar

diluyentes y combinaciones de diluyentes con protocolos adecuados de descongelacién.

En nuestro estudio respecto al efecto de la congelacién con los diluyentes Botucrio (BT) y
Spectrum red (MR) identificamos diferencias al analizar las distintas subpoblaciones. Nos
centramos en la subpoblacidn rdpido progresivo, ya que esta asociada con la fertilidad. A
partir de los analisis, sugerimos que el diluyente BT proporciona mejores resultados que el

diluyente MR a t0, aunque estadisticamente no se puede afirmar que uno sea superior al
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otro, ya que se observan diferencias en los porcentajes de espermatozoides rapidos
progresivos en las muestras frescas y congeladas a t0, sin embargo se ve que esta
diferencias es significativamente menor en BT comparado con MR. Clavijo Barrera (2015)
encontrd resultados similares al estudiar el diluyente BT en los parametros de rutina de
calidad seminal después de la crioperservacion, lo que puede atribuirse a su composicién
guimica, que incluye azucares, yema de huevo, hidratos de carbono, aminodcidos,
conservantes, penicilina (1,0 g/L), gentamicina (0,5 g/L), excipientes, crioprotectores, glicerol
(en baja concentracién), amidas (dimetilformamida) y agua ultra pura. Debido a su bajo peso
molecular, las amidas pueden penetrar a través de la membrana plasmatica y acrosomal de
los espermatozoides, lo que mantiene la integridad de la membrana y reduce el dafio
osmético (Clavijo Barrera, 2015). Por otro lado Navarro (2022), estudié el efecto de varios
diluyentes (entre los que se encontraban BT y MR) sobre los parametros cinéticos en el Pura
Raza Lusitano y no pudo determinar si un diluyente era mejor que el otro. Ellos no
trabajaron con subpoblaciones, sino con individuos. Por lo cual, el efecto del proceso de
criopreservacién no es el mismo para todos los individuos, ni para todos los eyaculados de
un mismo individuo. Lo que demuestra que no sdélo existe variabilidad entre sementales,
sino también, dentro de un mismo semental, entre diferentes muestras. Por lo tanto,
trabajar con subpoblaciones puede ser mas apropiado para evitar estas diferencias y
permitir comparaciones mas precisas. Ademas, utilizamos un protocolo estandarizado con
eyaculados obtenidos en un periodo de tiempo especifico y utilizados las mismas muestras

para las comparaciones de fresco y congelado para minimizar las diferencias.
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CONCLUSIONES SOBRE LA CALIDAD SEMINAL

En el capitulo | se analizd el efecto de la edad y la consanguinidad sobre caracteristicas
fenotipicas de la calidad seminal en caballos de pura raza espafiola. Se comprobd que la
edad no afectd a los parametros cinéticos de calidad seminal en el grupo de sementales
analizados. Sin embargo, se demostré que un alto coeficiente de consanguinidad redujo la
velocidad media y el patrén de trayectoria de los espermatozoides en PRE. Estos resultados
indicaron que los altos niveles de consanguinidad pueden comprometer gravemente la
calidad espermatica del semental PRE, lo que posteriormente, puede tener una influencia
negativa en la fertilidad. Los estudios en curso que utilizan datos gendmicos ayudaran a
detectar variantes genéticas asociadas con la calidad del semen de los sementales y cémo se

ve influida por la consanguinidad en regiones gendmicas especificas.

Por ultimo, en el capitulo Il se estudié en las subpoblaciones cinematicas de esperma, el
impacto que tenia la congelacién y el diluyente en el esperma de sementales. Nuestros
resultados indican que el uso del CASA vy el analisis de subpoblaciones es un buen método
para estudiar la calidad del semen en caballos. Ademas, se ha demostrado que la
congelacion afecta a la calidad del semen y que el uso del diluyente Botucrio seria una
buena opcidén cuando se desea criopreservar, ya que mantiene la calidad del semen. Sin
embargo, no existe un diluyente que sea ideal para ser utilizado en todos los sementales, ni
qgue brinde la misma efectividad para todas las muestras. Por este motivo es importante
seguir estudiando y optimizando los diluyentes ya existentes, como asi también los

protocolos de congelado.
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Este trabajo genera una aproximacion muy interesante al estudio de subpoblaciones en
especies equinas y la importancia de la congelacién y la eleccion del diluyente para la
criopreservacion. En un trabajo futuro seria interesante continuar este trabajo realizando
pruebas de fertilidad para aportar informacidn adicional sobre la influencia de los diluyentes

en la subpoblacion rapidamente progresiva.
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CAPITULO IIl: DETECCION Y ANALISIS DE ALTERACIONES
DEL NUMERO DE COPIAS CROMOSOMICAS EN EL
CABALLO DOMESTICO  MEDIANTE  DATOS DE
GENOTIPADO DE MATRICES SNP

INTRODUCCION

El uso de SNP-arrays se estd convirtiendo en una parte clave de los programas de cria de
animales domésticos (Pryce y Daetwyler, 2012; Wiggans y col., 2017). En la actualidad, el
numero de animales genotipados estd aumentando exponencialmente, incluso en equinos,
donde el desarrollo de programas gendmicos es cada vez mas comun en todo el mundo
(McCoy vy col., 2019; McGivney y col., 2020). Por lo tanto, se espera que el numero de

caballos genotipados también aumente considerablemente en los préoximos afios.

La deteccién de alteraciones del nimero de copias (CNA) utilizando datos de SNP-array es
una técnica comunmente utilizada en el asesoramiento genético humano (Harton y col.,
2013). Sin embargo, rara vez se ha empleado en animales domésticos y menos aun como
metodologia de cribado (Raudsepp y Chowdhary, 2016). Hasta la fecha, solo se ha realizado
una deteccion sistematica a gran escala en el vacuno, en el que se analizaron mas de 100
000 individuos, detectando una prevalencia muy baja (Berry y col., 2017). En caballos, solo
se han realizado hasta la fecha dos estudios, los cuales incluyen dos potros (Holl y col., 2013)

en uno de los casos y 55 fetos (Shilton y col., 2020) en el otro.
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La incidencia de aberraciones relacionadas a los cromosomas sexuales en el caballo
doméstico es elevada (en torno al 2% en algunas poblaciones segin Bugno, Stota, y
Koscielny (2007)) en comparaciéon con otras especies domésticas (Villagémez y Pinton,
2008). Entre ellas, la monosomia del cromosoma X 63,X (Gamo y col., 2018), como en
mosaicismo 64,XX/63,X (Kjollerstrom y col., 2011)y las hembras con sexo reverso
(64,XYDSD), son las aberraciones mas comunes (Villagémez y col., 2011). Estos sindromes
son dificiles de detectar a una edad temprana, ya que las anomalias fenotipicas aparecen
después de la pubertad (Anaya y col., 2014). Por el contrario, machos con sexo genético
reverso(64,XXDSD) e individuos que portan el quimerismo verdadero del par sexual
(64,XX/64, XY) también se detectaron en caballos, pero en menor medida (Power y Leadon,
1990). Todas estas anomalias excepto el quimerismo, suelen estar asociadas a alteraciones
morfoldgicas, como ser genitales ambiguos: una vulva fusionada, hipoplasia ovarica o un
clitoris agrandado (Albarella y col., 2018; Bannasch y col., 2007; Lear y McGee, 2012), lo que
simplifica su deteccidn. La excepciéon a estos fenotipos anormales es el quimerismo
hematopoyético, que se da en caso de que un feto hembra y un feto macho compartan el
utero durante la gestacidn, habiendo una mezcla de células de ambos a nivel medular y
sanguineo. A diferencia del sindrome “freemartin” del bovino, este tipo de presentaciones

en caballos suelen ser fenotipicamente normales (Anaya y col., 2018).

Las alteraciones del numero de copias (CNA) en caballos se han diagnosticado utilizando
diferentes enfoques, incluyendo el cariotipo (Neuhauser y col.,, 2019), la hibridacién
fluorescente in situ (Bugno, Stota, Pienkowska-Schelling, y col., 2007), el recuento de alelos
de “short tandem repeats (STR)” utilizando paneles estandar (Demyda-Peyras y col., 2014) o

especificos (Anaya y col., 2017) y, mas recientemente, la PCR digital (Szczerbal y col., 2020).
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Estas técnicas son de elevado costo y/o altamente especificas para un sindrome concreto, lo
gue hace problematica su integracion en su deteccion rutinaria, como método de cribado.
Esto es aun mas dificil en individuos portadores de mosaicismos cromosdémicos, en los que la

deteccion no es posible mediante estos métodos basados en el ADN.

En los mamiferos, existe una regién especifica que muestra una homologia de secuencia (98-
100%) entre ambos cromosomas sexuales, denominada region pseudoautosémica (PAR)
(Raudsepp y col., 2012). Esta regidn se encuentra en la parte proximal del brazo p del ECAX
en el caballo e incluye 1,8 Mb y 18 genes (Raudsepp y Chowdhary, 2008). Dado que la PAR es
la Unica regién con marcadores comunes en ECAY y ECAX, nuestra hipodtesis es que analizar
su heterocigosidad podria ser una opcidn interesante para detectar cierto tipo de anomalias

en cromosomas del par sexual.

En la actualidad, sélo se dispone de tres arrays de genotipado SNP en caballos: uno de ellos
de alta densidad, el Axiom™ Equine Genotyping Array (Thermofisher), que incluye 670.796
marcadores SNP y dos de ellos de mediana densidad: el Equine GGP V5 (Neogen, UK), que
incluye 71.000 marcadores y el Equine GGP Plus(VIT, Germany) que incluye cerca de 80.000
marcadores (Schaefer y McCue, 2020). Todos estos arrays son muy fiables, pero en algunos
casos pueden ser problemdaticos cuando se intenta generar un conjunto de datos de
consenso, no solo porque incluyen diferentes marcadores SNP, sino también porque los
resultados se presentan en formatos diferentes. A pesar de ello, ambas plataformas
determinan las variantes alélicas en cada locus e individuo comparando dos parametros [log
R ratio (LRR) y frecuencia alélica B (BAF)] obtenidos a partir de la intensidad de hibridacion
de un conjunto de sondas especificas de locus (dos sondas, una por alelo). De la siguiente

manera:
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donde iA e iB son las intensidades de hibridacién detectadas en alelos A y B,
respectivamente, en cada muestra y irA e irB son la mediana de la intensidad total para los
alelos Ay B en un conjunto de muestras de referencia seleccionadas (normales y diploides)
(ThermoFisher, 2019). En cada locus concreto, LRR indica la presencia de pérdidas o
ganancias de CN y BAF es una medida de la heterocigosidad. Por lo tanto, cualquier
deteccion de CNA basada en el analisis de BAF y LRR podria implementarse facilmente

independientemente de la plataforma de genotipado empleada.

A partir de lo expuesto anteriormente, presentamos aqui una técnica sencilla, robusta y
semiautomatizada para la deteccion de anomalias cromosdmicas en caballos basada en el

analisis de los datos de las dos plataformas de genotipado SNP mas comunes.

METODOLOGIA

Animales

Se analizaron 19 individuos pertenecientes a la raza Pura Raza Espafiola, que habian sido
diagnosticados previamente con diferentes anomalias cromosdémicas en el Laboratorio
Citogenético y Molecular de la Universidad de Cérdoba, asi como 14 individuos que
presentaban anomalias fenotipicas en el aparato reproductor (genitales ambiguos u ovarios
y/o Uteros hipopldsicos) o comportamiento sexual anormal (yeguas que intentaban montar a

otras yeguas). En la Tabla S3.1 se ofrece una breve descripcion de los individuos, asi como
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del origen de la muestra. Ademas, analizamos 22 sementales PRE y 209 yeguas PRE con
fertilidad probada como controles. La seleccion de estos individuos se basé en dos premisas:
en primer lugar, que presentaran morfologia y funcidn reproductiva normales en el examen
completo de aptitud para la reproduccién realizado por la Asociacion Nacional de Criadores
de Caballos de Pura Raza Espafiola (ANCCE) antes de ser aceptados como reproductores vy,
en segundo lugar, que todos estos animales hubieran producido al menos una descendencia

normal en el momento del estudio.

Cariotipado y analisis molecular

Los complementos cromosdmicos se determinaron en 19 individuos mediante cariotipado
simple y tincidon con Giemsa (n = 7, cariotipo completo), hibridacién in situ con fluorescencia
de cromosomas completos (n=12) y ambas técnicas (n = 6). En todos los casos, al menos 100
metafases celulares obtenidas de cultivos de linfocitos se evaluaron siguiendo nuestros
protocolos (Bugno, Stota, y Koscielny, 2007; Demyda-Peyras, Membrillo, y col., 2013).
Ademas, se recuperd ADN de muestras de sangre de 14 casos adicionales y 231 controles
(22 sementales y 209 yeguas, obtenidas directamente de la ANCCE) utilizando el kit de
extraccion de ADN en sangre Canvax (Canvax Biotech, Espafia). Por ultimo, se determinaron
los complementos cromosdmicos del par sexual en todas las muestras (n = 264) mediante la

metodologia basada en STR previamente validada para la raza PRE (Anayay col., 2017).

Genotipado mediante SNP-array

Todos los individuos (n = 264) fueron genotipados utilizando el SNP HD Axiom™ Equine
Genotyping Array (Thermofisher), compuesto por ~670 000 SNPs (Schaefer y col., 2017). Los

archivos sin procesar (.CEL) se procesaron utilizando el software Axiom Analysis Suite 5.0
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(Thermofisher) siguiendo el flujo de trabajo de mejores practicas de genotipado ("best
genotyping practices”) de la plataforma utilizando los pardmetros predeterminados [control
de calidad de placa (DQC) = 0,82 y call rate por individuo > 97%]. Solo se utilizaron
marcadores SNP que mostraron una alta calidad de discriminacion alélica [SNP call rate >
95% y discriminante lineal de Fisher >3,6; de acuerdo a los procedimientos estandar de la
plataforma (ThermoFisher, 2013)]. El conjunto de datos final (alta densidad; HD) incluia
17.965 SNP localizados en el ECA10 (utilizados como control autosémico), 24.854 en el ECAX
y 1 en el ECAY. Los marcadores cromosémicos ECAX se agruparon en dos regiones para su
analisis: la regién PAR incluia 675 SNP situados entre las posiciones 1 y 1,86 Mb de ECX
(Raudsepp y Chowdhary, 2008), y la no PAR ECAX entrel.861-128.21 Mb, incluia 24.179
SNPs. Finalmente, los valores de LRR y BAF fue obtenidos por individuo y marcador
siguiendo el flujo de trabajo estandar del software AXIOM CNV (ThermoFisher, 2013),

utilizando el EquCab 3.0 como el genoma de referencia (Beeson y col., 2019).

En un experimento adicional, con el objetivo de comprobar si la densidad de SNP’s del array
empleado podia afectar a los resultados, repetimos todos los andlisis utilizando dos datasets
de mediana (MD) y baja (LD) densidad creados mediante analisis bioinformatico. El dataset
MD se cred incluyendo Unicamente los SNP disponibles en las tres matrices de caballos
(Axiom™ 670K, GGPV5 y GGP Plus), mientras que LD se establecid seleccionando
aleatoriamente 10.000 SNP del conjunto de datos MD. Tras un filtrado y procesamiento
adicionales, el dataset MD incluyé valores de LRR y BAF de 4956 marcadores (2107 en
ECA10, 26 en PAR y 2823 en no PAR), mientras que el dataset LD incluyd 844 marcadores
totales (358 en ECA10, 7 en PAR y 479 en no PAR) por cada individuo. Por ultimo, se

determiné el valor de consanguinidad individual de cada animal, ya que parte de las

80 | 139



determinaciones se basan en el analisis de BAF, el cual es afectado por el nivel de endogamia
de los individuos. Este hecho podria ser particularmente importante en los caballos PRE,
donde pueden alcanzar el 50% (Perdomo-Gonzalez y col., 2020). Para ellos, primero
determinamos el valor de consanguinidad endogamia molecular del ECAX (FROHX) en las
yeguas control utilizando el paquete DETECTRUNS (Biscarini y col., 2018). La longitud minima
de ejecucién de homocigosis se fijé en 1 Mb, y los SNP missing y heterocigotas permitidos se
establecieron por cromosoma basandose en nuestra metodologia (Goszczynski y col., 2018).
Finalmente, los individuos se agruparon en dos grupos segun su valor de Froux de la
siguiente manera: yeguas consanguineas (Fronx > 0,50; n = 16, HOM-MARES) y yeguas no

consanguineas (Fronx < 0,5, n = 193, MARES).

Analisis de CNA

La deteccidn de alteraciones en el nimero de copias se realizé mediante el analisis conjunto
de LRR y BAF. Para ello, en primer lugar, determinamos el porcentaje de heterocigosidad
(HET) de cada individuo, como la relacién entre los marcadores heterocigotas (aquellas con
BAF entre 0,25 y 0,75, segun Popova y col. (2009)) y el total de marcadores, en cada
individuo y regiéon cromosémica (ECA10, PAR y no-PAR). A continuacidn, la presencia de CNA
se realizé6 comparando los patrones LRR y HET (bajo, alto o intermedio) en cada region entre
los grupos de control (yeguas normales, yeguas consanguineas y machos) y los individuos
con diferentes tipos de CNA previamente determinados. La explicacion detallada del

enfoque metodoldgico se incluye en la seccidn resultados.
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Analisis estadistico

Las diferencias LRR y BAF de cada tipo de CNA y los controles (consanguineos y no
consanguineos) se determinaron mediante un modelo lineal generalizado y una prueba
post-hoc de Bonferroni (P < 0,05). El modelo incluyé el grupo (7 niveles: 2 controles no
consanguineos, 1 control consanguineo y 4 tipos de CNA) como factor fijo. Ademas, se
determiné el efecto de la densidad del array utilizando un modelo lineal generalizado,
incluyendo el grupo (los mismos 7 niveles) y el tipo de array (3 niveles) como factores fijos y
utilizando un conjunto de datos fusionados que incluia los datos LD, MD y HD. Por ultimo, el
coeficiente de similitud (RV: RobertyEscoufier (1976)) entre cada par de pardmetros de
matriz (HET, LRR y BAF) se determiné utilizando un enfoque de remuestreo de Monte Carlo

para estimar los valores p.

Todos los andlisis se realizaron en el entorno estadistico R V4.0 (Team, 2020), utilizando los
paquetes DATA.TABLE (Dowle y Srinivasan, 2019), DPLYR (Hadley y col.,, 2020) vy
MATRIXCORRELATIONS (Indahl y col.,, 2018). Las figuras se generaron utilizando

KARYOPLOTER (Gel & Serra 2017) y GGPLOT2 (Wickham, 2016).

RESULTADOS

Analisis molecular y Cariotipado

Los resultados del cariotipo (n = 13) y/o de la hibridacion in situ (n = 12) revelaron la
existencia de dos individuos portando monosomia del ECAX (63,X), nueve hembras sexo
reverso (64,XYDSD), cuatro machos sexo reverso (64,XXDSD) y cuatro animales presentando

guimerismo hematopoyético (64,XX/64,XY) (Tabla S3.1). Sélo los animales quiméricos
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presentaban un cariotipo complejo, con porcentajes de células 64,XY/64,XX que oscilaban
entre el 42/58% vy el 73/27%. No se detecté mosaicismo, ni quimerismo en los demas
individuos analizados. El analisis de los resultados de genotipado mediante STR coincidié con
los resultados citogenéticos en todos los individuos analizados (n = 19; Tabla S3.1). Ademas,
los 14 individuos seleccionados por las anomalias fenotipicas se diagnosticaron como yeguas
con sexo reverso (64. XYDSD; n = 9), y machos con sexo reverso (64XX DSD, n = 5). Por
ultimo, las yeguas (n = 209) y sementales (n = 22) utilizados como control se diagnosticaron

como normales, con complementos cromosdmicos sexuales segun su sexo fenotipico.

Deteccion de CNA basada en SNP

El andlisis de CNA utilizando el conjunto de datos HD se muestran en la Tabla 3.1. En ECA10,
no se detecté ningun CNA, ya que los valores de LRR y HET en los grupos de control y con
anomalias cromosdmicas sexuales confirmadas (X0, XXDSD, XYDSD y XX/XY) fueron similares
(P > 0,05) en todos los casos a los animales utilizados como control. Por el contrario, en los
cromosomas sexuales, los animales afectados y no afectados mostraron combinaciones
diferenciales de HET y LRR en todos los casos. Las yeguas normales (tanto consanguineas,
como no consanguineas) mostraban un HET elevada y una LRR cercana a 0 (P < 0,05) tanto
en la regién PAR, como en la no-PAR. En contraste, en los machos el patrén fue similar solo
en la regiéon PAR (ya que los marcadores situados en esa regién tienen un alelo
complementario en ECAY) y un patrén compatible como hemicigosis (HET cercano a 0 y LRR

cercano a -0,5) en la region no-PAR.

Entre los animales afectados, las yeguas con monosomia ECAX (63,X) mostraron un patrén
hemicigoto en ambas regiones de ECAX, debido a la falta de una regién complementaria en

la PAR por la presencia de un unico cromosoma sexual. Por ultimo, los individuos con sexo
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reverso (yeguas 64, XY DSD y caballos 64,XX DSD) mostraron resultados opuestos entre su
sexo cromosémico y fenotipico. En todos los casos (n = 27), el analisis de CNA mostré los
mismos resultados que los detectados por cariotipado o genotipado STR. Estos resultados
también pudieron detectarse facilmente mediante la observacion directa de la

representacion grafica del de HET y LLR por marcador en cada uno de los grupos (Figura 3.1).
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Figura 3.1. Valores de frecuencia alélica B (BAF; verde) y log R ratio (LRR; gris) de yeguas HOM (a), yeguas (b), machos (c),
grupos 63,X (d) y 64,XX/64,XY (e). En cada figura, ECA10 se representa a la izquierda y ECAX a la derecha. En ECAX, los valores
BAF y LRR de la region pseudoautoséomica (PAR) se representan en rojo y amarillo, respectivamente. Los valores del eje X se
expresan en Mb. Las yeguas HOM (a), yeguas (b) y 64,XXDSD (e) mostraron un patrén similar compatible con hembras en PAR y
no PAR, mientras que los machos (c) y 64,XYDSD (e) mostraron un patrén similar compatible con machos. Por el contrario, las
yeguas 63,X (d) mostraron un patrén diferencial en PAR ECAX (bajo LRR), permitiendo una clara diferenciacion de los otros
grupos.
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Andlisis de las medias de log R ratio (LRR) y heterocigosidad (HET) en siete grupos de caballos PRE con diferentes sexo-cariotipos utilizando un conjunto de datos SNP

de alta densidad
GRUPO N ECA 10 NO PAR ECAX PAR ECAX ECAY
HET LRR BAF HET LRR BAF HET LRR BAF
HOM-Mare 16 19.99+5.42 0.010.27 0.44%0.43 9+2.74° 0.01#0.26°  0.44:0.46  20.62+8.85* -0.01#0.32°  0.49:0.43 NO
Mare 193 22.78+3.82 0.00%0.26 0.44%0.42 20.35#3.22 0.0030.24a  0.44+0.43  24.574#6.55* -0.01¥0.28*  0.530.42 NO
Male 22 23.88+3.61 0.010.27 0.4410.41 1.6740.92 ¢ -0.42+0.28¢  0.46%0.43  27.19+4.14A  0.00£0.30*  0.5%0.41 ]
X0 2 25.37#1.75 0.02%0.33 0.4410.41 1.0520.65 © -0.4240.3°¢ 0.4620.44  0.44:0.21%  -0.32#0.358  0.52:0.46 NO
XXDSD 4 23.5312.36 0.00£0.27 0.44£0.42 217742527  -0.01#0.26°  0.44#0.42  29.73+1.56*  0.01%0.29* 0.5£0.4 NO
XYDSD 18 25.09+2.25 0.01£0.29 0.44%0.41 2.2542.2°¢ -0.4640.3 2 0.4740.43 26.49+55*  0.04+0.31%  0.49:0.41 sl
XX/XY 4 22.0943.5 0.00£0.23 0.4420.4 15.1846.182  -0.22¢0.23%  0.45%0.42 23.3#3.354  0.00:0.26*  0.5%0.39 sl

Tabla 3.1 Andlisis de las medias de log R ratio (LRR) y heterocigosidad (HET) en siete grupos de caballos PRE con diferentes sexo-cariotipos utilizando un
conjunto de datos SNP de HD. Los valores se expresan como SD media. Dentro de las columnas, diferentes superindices muestran diferencias estadisticas a
P< 0,05 (minusculas) y P < 0,01 (mayusculas).
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Los resultados para los individuos quiméricos (64,XX/64,XY) también se muestran en la Tabla
3.1. En ECA10 y PAR no hubo diferencias en las medias de HET, LRR y BAF, ya que el
guimerismo estaba equilibrado. En este caso, el genotipo de cada marcador estd formado
por una combinacién de dos genotipos posibles de las lineas paterna (AA) y materna (BB).
Sin embargo, las combinaciones homocigdticas (AAAA; BAF >0,75 y BBBB, BAF < 0,25) se
descartaron durante la estimacion del HET. Por lo tanto, el quimerismo puede detectarse
mediante el analisis de la dispersion BAF, que muestra una curva con tres picos asociados a
los genotipos AAAB, AABB y ABBB (Figura 3.2a). Por el contrario, en no-PAR, BAF mostré una
curva con solo dos picos (Figura 3.2b) asociados a los genotipos AAB o ABB, ya que la linea
materna tiene dos alelos posibles (A o B) mientras que la linea paterna es hemicigdtica, y
por lo tanto sélo tiene un Unico alelo posible (A). Por esta razén, un pico AABB (localizado
cerca de 0.5 en PAR y ECA10) no puede estar presente en individuos mosaicos, lo que nos
permite discriminar entre individuos portadores de CNAs balanceados (quiméricos) y no
balanceados (mosaicos). Por otro lado, los individuos quiméricos macho/hembra se
caracterizaron por un valor intermedio de LRR (cercano a -0,22) sélo en no-PAR (P < 0,05;
Tabla 3.1), en comparacién con los individuos portadores de una (LRR cercana a -0,5) o dos
copias de no-PAR (LRR cercana a 0). Este patrén se produce porque el LRR es una estimacion
indirecta del contenido de ADN de la muestra, y por tanto, los valores intermedios también
indican la presencia de mosaicismo/quimerismo en el que una de las lineas celulares es

aneuploide.
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Figura 3.2 Diagrama de densidad de los valores de frecuencia de alelos B en el grupo 64,XX/64,XY. ECA10 (a)
muestra un pico trimodal. ECAX (b) muestra un pico bimodal producido por el desequilibrio cromosémico entre
lineas celulares del mismo individuo.

Ademas, nuestros resultados mostraron que, HET en las yeguas no consaguineas era menor
comparado con las yeguas normales (p < 0,05), pero era mayor en comparacién con los
individuos portadores de una sola copia ECAX (machos, 64,XY DSD y 63,X), lo que demuestra

gue este método también es valido para analizar individuos altamente consanguineos.

Por ultimo, todos los resultados obtenidos utilizando datos HD se replicaron utilizando los
conjuntos de datos reducidos MD y LD (Tablas S3.2 y S3.3, respectivamente). No se encontré
ninguna interaccién en el andlisis estadistico entre el grupo y el tipo de array (valores P de
0,35, 0,99 y 0,96 para HET, LRR y BAF, respectivamente). Ademas, los coeficientes RV entre
los pares de conjuntos de datos de cada parametro fueron de 0,861 (HD-LD), 0,901 (MD-LD)
y 0,958 (HD-MD), mostrando una gran consistencia (con un valor p de <0,0001 en todos los

casos), independientemente de la densidad del array.

DISCUSION

En este estudio, hemos propuesto una metodologia sencilla y robusta basada en datos de
SNP-array para detectar individuos portadores de cuatro de los tipos mas comunes de CNA
en caballos. A pesar de que una metodologia similar se emplea de forma rutinaria en el

diagndstico genético preimplantacional de aneuplodias en humanos, su uso en animales
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domésticos sigue siendo infrecuente. Nuestra técnica permitié detectar cuatro de las
alteraciones cromosdmicas alteraciones cromosdmicas sexuales mas frecuentes en caballos
(Power, 1990; Villagémez y col., 2011) en 33 individuos. Ademas, los resultados obtenidos en
guimeras macho-hembra demuestran que el andlisis SNP-CNA también puede detectar
individuos portadores de mosaicismos ECAX. Este es un punto importante teniendo en
cuenta que 63,X/64,XX, la tercera alteracion cromosdmica del par sexual en importancia en
esta especie (Bugno y col., 2001), no puede detectarse con los métodos moleculares
actualmente disponibles (Anaya y col., 2017; Szczerbal y col., 2020). Sin embargo, todas las
muestras analizadas en este estudio mostraron porcentajes similares de cada linea celular
(64,XX o 64,XY en este caso). Esto se demostré por la amplia brecha observada entre los
picos modales de BAF y por el valor intermedio de LRR observado en PAR de individuos XX/
XY, que se han asociado previamente con el grado de quimerismo/mosaico en muestras
humanas (Markello y col., 2012). Por el contrario, existen informes en caballos en los que el
grado de quimerismo o mosaicismo detectado es bajo (Albarella y col., 2018). Dado que la
precision en detectar estos cariotipos complejos en humanos mediante CNA estd
determinada por la existencia de un grado minimo de quimerismo (Goodrich y col., 2017), se
necesitan mas estudios para determinar el umbral minimo de deteccién de esta técnica en

caballos.

Nuestros resultados también mostraron una sdlida deteccién y discriminacién de los
individuos 63,X y 64,XY DSD basada en el analisis de las regiones PAR y no-PAR. Ambos casos
revelaron un patrén hemicigoto en la no-PAR, que también se observo en el PAR de los
sujetos Turner (63,X). En comparacion, 64, XYDSD presentd un PAR heterocigoto, en

concordancia con un macho normal, mientras que la falta de compatibilidad entre el sexo
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genético y el fenotipico permite su deteccion. Cabe destacar que estos patrones gendmicos
pueden ser detectados desde el nacimiento, e incluso mediante analisis de diagndstico
genético preimplantacional de biopsias embrionarias, permitiendo asi a los criadores

implementar el manejo precoz y adecuado de los individuos afectados.

Un punto para destacar en nuestro estudio es que la deteccién de CNA fue posible a pesar
de la densidad de marcadores del array empleado (baja, media o alta). Esto quedod
demostrado por el coeficiente RV obtenido entre cada par de arrays (cercano a 0,9 de
media, p < 0,0001). Sin embargo, el hecho de que los resultados de LD fueran fiables sugiere
qgue la deteccidon de CNA puede integrarse en programas de mejora genémica basados en
arrays personalizados de baja densidad (Bolormaa y col., 2015; Lopez y col., 2018),
especialmente cuando las pequenas diferencias observadas utilizando el conjunto de datos
de LD en el PAR pueden superarse facilmente aumentando el nimero de marcadores
incluidos. Ademas, todo nuestro desarrollo y analisis se llevd a cabo en el entorno R, una
plataforma bioinformatica abierta, flexible y colaborativa. Asi mismo, se analizaron los datos
brutos (LRR y BAF), que se obtienen de cualquier plataforma de genotipado basada en
hibridacidn. Ambos hechos hacen que esta metodologia sea flexible y facil de replicar,

independiententemente del array de genotipado empleado.

Otra ventaja de la deteccidon de CNA basada en SNP es la flexibilidad para examinar todo el
genoma con un Unico analisis (Tang y Amon, 2013). Por ejemplo, detectamos facilmente el
guimerismo existente en el ECA10 en individuos XY/XX. También es tedricamente posible
detectar CNAs en cualquier otro cromosoma utilizando el mismo enfoque bioinformatico
propuesto en este estudio, pero variando los datos analizados. Esto fue sugerido

recientemente por Shilton y col. (2020), que detectaron varios CNAs autosémicos en fetos
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abortados utilizando un enfoque combinado que incluye datos de secuenciaciéon directa
(NGS) y SNP-arrays. Sin embargo, es importante tener en cuenta la seleccidon del tejido
utilizado para obtener el ADN antes del andlisis, ya que las muestras no sanguineas no
permitirdn determinar la presencia de quimerismo hematopoyético. Siendo que, las
metodologias moleculares actualmente disponibles para la deteccion de CNA en caballos
(por ejemplo, hibridacion fluorescente in situ, PCR, PCR digital en gotas o analisis de STR)
son extremadamente inflexibles, ya que todas ellas se basan en sondas o marcadores
cromosémicos especificos vy, por lo tanto, deben adaptarse a cada caso de forma empirica.
Por consiguiente, la deteccion de CNA basada en SNP podria ser una herramienta
interesante para aumentar nuestros conocimientos actuales sobre las aberraciones

autosomicas en los caballos.

Un hallazgo inesperado fue la existencia de un pequeiio porcentaje de heterocigosis (HET >
0) en las regiones no-PAR portadores de una sola copia de ECAX (X0, 64,XY DSDS y machos).
En ellos, la HET fue de casi el 2% de media, lo que es 20 veces superior a la registrada en
humanos utilizando la misma tecnologia (0,1%, segun Saunders et al. 2007). Estas falsas
determinaciones se atribuyeron con anterioridad a diversas causas, pero sobre todo a la
calidad de las muestras (Gunnarsson y col., 2008; Singh y col., 2016). Sin embargo, nuestras
muestras se recogieron y procesaron en condiciones ideales, y los valores de CC, (control de
calidad) del proceso de genotipado fueron éptimos. Por lo tanto, nuestra mejor hipdtesis es
gue esos resultados heterocigotas “imposibles” en regiones no-PAR en individuos
hemicigotos podrian producirse por los errores de mapeo de la versidon actual del genoma
equino, los cuales puede que sean reasignados a diferentes cromosomas (hasta un 5% segun

(Beeson y col., 2019) en futuras versiones del genoma de referencia equino en 2018

91 | 139



(Kalbfleisch y col., 2018). Esto es también sugerido por el hecho que los SNP-arrays
disponibles en caballos se desarrollaron utilizando la versidon anterior del genoma de
referencia publicado en 2007 (Schaefer y McCue, 2020). En cualquier caso, dichos resultados

andmalos no alteraron la robustez de la metodologia empleada en el presente estudio.
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Reproductive

Individual Sample Origin Phenotype Phenotype Karyotype FISH STR
1 Cytogenetic Mare Gonada! 63,X 63,X X
Lab dysgenesia
5 Cytogenetic Mare Gonada! 63,X 63,X X
Lab dysgenesia
3 CytoligaeJetlc Horse Ambiguos genitalia 64,XX XX
4 Cytogenetic Horse N.D. 64,XX XX
Lab
5 DNA Horse N.D. XX
6 DNA Horse N.D. XX
7 DNA Mare Enlarged Clitoris XX
3 Cytol_gaetl)ﬁetlc Mare Ambiguos genitalia 64,XX XX
Cytogenetic ; itali
9 b Mare Ambiguos genitalia 64,XX 64,XX XX
10 DNA Mare Ambiguos genitalia XX
11 DNA Mare Ambiguos genitalia XX
1 Cytogenetic Mare Gonada! 64,XY 64,XY XY
Lab dysgenesia
13 Cytogenetic Mare Gonada! 64,XY 64,XY XY
Lab dysgenesia
14 Cytogenetic Mare Gonada! 64,XY 64,XY XY
Lab dysgenesia
15 Cytogenetic Mare Gonada! 64,XY XY
Lab dysgenesia
16 Cytogenetic Mare Gonada! 64,XY XY
Lab dysgenesia
17 Cytogenetic Mare Gonada! 64,XY XY
Lab dysgenesia
18 Cytogenetic Mare Gonada! 64,XY XY
Lab dysgenesia
19 Cytogenetic Mare Gonada! 64,XY XY
Lab dysgenesia
20 Cytogenetic Mare Gonada! 64,XY XY
Lab dysgenesia
Gonadal
21 DNA Mare . XY
dysgenesia
’s DNA Mare Gonada! XY
dysgenesia
)3 DNA Mare Gonada! XY
dysgenesia
24 DNA Mare N.D. XY
25 DNA Mare N.D. XY
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26 DNA Mare N.D. XY

27 DNA Mare N.D. XY

28 DNA Mare N.D. XY

29 DNA Mare N.D. XY

30 CytoligaeJetlc Horse Normal 53% 64,XY XX/XY
Cytogenetic /3%

31 Lab Horse Normal 64,XY XX/XY

3 Cvtoio’ae;et'c Mare Normal 70% 64,XY XX/XY
Cytogenetic

33 b Mare Normal 41% 64,XY XX/XY

Tabla $3.1 Lista de los individuos con anomalias cromosomicas incluidas en este estudio.
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ECA 10 PAR ECAX NO PAR ECAX ECAY
GRUPO

HET LRR HET LRR HET LRR
HOM-Mare 23.27+6.84 0.00+0.26 20.19+12.204 0.02+0.36 » 10.63+2.97 © 0.01+0.27 A NO
Mare 26.45+4.64 0.00+0.25 27.64+11.28 * 0.03+0.33 A 24.84+4.02 @ 0.01+0.25 A NO
Male 27.56+4.41 0.02+0.27 25.87+11.70* 0.05+0.35 A 3.32+1.77 ¢ -0.41+0.28 ¢ Sl
) (o] 30.16+1.11 0.04+0.32 1.92+2.72® -0.3410.40 B 1.45+0.65 © -0.3940.30 ¢ NO
XXSR dsd 27.20+3.29 0.00£0.26 35.47+8.97 A 0.04+0.35 A 25.38+3.05 ° 0.00+0.26 A NO
XYSR dsd 28.27+3.37 0.02+0.28 23.50+£11.03 4 0.10+0.36 # 2.22+1.98 © -0.44+0.30 ¢ Sl
XX/XY 25.01+3.23 -0.01+0.23 28.85+3.85 A 0.00+0.30 A 17.94+7.27 @ -0.21+0.23 8 Sl

Tabla $3.2 Andlisis de las medias de LRR y HET en 7 grupos de caballos PRE con diferentes cariotipos de sexo utilizando un conjunto de datos MD
SNP. Los valores se expresan como SD media. Dentro de las columnas, diferentes superindices muestran diferencias estadisticas a P< 0,05

(mindsculas) y P < 0,01 (mayusculas).

ECA 10 PAR ECAX NO PAR ECAX ECAY
GRUPO HET LRR HET LRR HET LRR
HOM-Mare 23.656 £ 6.917 0.004 £ 0.26 23.75+£18.2122 0.008 +0.358° 10.765 + 3.291° 0.007 £0.268° NO
Mare 26.989 + 4.899 0.003 £0.245 32.85 +21.9062 0.053 £ 0.325° 25.614 + 4.497? 0.001 £ 0.25° NO
Male 28.123 £ 4.576 0.013 £0.263 30+20.2372 0.051 +0.359° 3.663 £ 2.166° -0.421 +0.287¢ S|
X0 31.285 £ 3.555 0.047 £0.301 0+0° -0.217 £ 0.407° 1.879 £ 0.59¢ -0.385 + 0.299¢ NO
XXDSD 27.623 £ 4.389 -0.001 £ 0.259 35.556 £ 19.4372 -0.002 £ 0.367a 26.606 + 3.427°¢ -0.009 + 0.2622 NO
XYDSD 28.818 £ 4.062 0.013 £0.277 31.111 £ 18.436° 0.088 +0.3232 2.528 £2.116¢ -0.453 £ 0.307¢ Sl
XX/XY 23.883 £4.754 -0.002 £0.224 35+19.1492 0.032 £0.3322 19.207 £+ 7.018? -0.217 +0.247° Sl

Tabla $3.3 Andlisis de las medias de LRR y HET en 7 grupos de caballos PRE con diferentes cariotipos de sexo utilizando un conjunto de datos LD
SNP. Los valores se expresan como SD media. Dentro de las columnas, diferentes superindices muestran diferencias estadisticas a P< 0,05

(mindsculas) y P < 0,01 (mayusculas).
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CAPITULO IV: Cuantificacién del grado de quimerismo
intersexual (64,XY/64,XX) en caballos utilizando datos de
genotipado de polimorfismo de nucleétido udnico de
densidad media

INTRODUCCION

El guimerismo es una condicion genética que se caracteriza por la fusién de dos o mas lineas
celulares, cada una con un origen genético distinto, en un solo individuo. Las dos formas mas
comunes de esta condicidn son: el quimerismo verdadero, resultante de la fusién de dos
cigotos o embriones durante el desarrollo temprano en el Utero materno, y el quimerismo
(hematopoyético), causado por el intercambio de células sanguineas entre fetos mellizos
durante el desarrollo uterino temprano a través de anastomosis vasculares entre las
placentas (Padula, 2005). La diferencia entre estos dos tipos es importante en los animales
domésticos, ya que el quimerismo verdadero suele asociarse a anomalias fenotipicas graves
(Batista y col., 2000; Dunn y col., 1970; Dunn y col., 1981), mientras que los efectos del
guimerismo hematopoyético dependen de la especie. A modo de ejemplo, esta condicidn
puede afectar negativamente a la fertilidad de las hembras bovinas y ovinas, pero los
machos portadores siguen siendo fértiles (Brace y col.,, 2008; Peretti y col., 2008). En
bovinos, esta condicién da origen al sindrome "freemartin" (Padula, 2005). Este término se
refiere a una hembra concebida dentro de una gestacion multiple que incluye individuos de
ambos sexos, en la que en mas del 92% de los casos se produce una anastomosis vascular

placentaria antes de la diferenciacién sexual, lo que da lugar a un intercambio de células
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(quimerismo hematopoyético), asi como también hormonas que producen una inhibicion
del desarrollo sexual de la hembra, la cual presenta genitales externos morfolégicamente
femeninos, mientras que los genitales internos no se desarrollan de manera normal (Naranjo
y Robledo, 2000). Por el contrario, los caballos portadores reportados hasta la fecha fueron
normales en términos de fertilidad, tanto en machos como en hembras (Anaya y col., 2018;
Juras y col., 2010). Por otro lado, Albarella y col. (2018) informaron de una potra italiana
Saddlebred que mostraba anomalias morfolégicas con un grado muy bajo de quimerismo

macho-hembra, que oscilaba entre el 0,25% y el 1,29%.

Dentro de las especies domésticas, el caballo es el animal que presenta un mayor grado de
anomalias cromosémicas (Bugno, Stota, y Koscielny, 2007). Sin embargo, el quimerismo
macho-hembra ha sido escasamente reportado, ya que las gestaciones multiples se
consideran patoldgicas, debido a su asociacién con altas tasas de abortos y mortalidad
perinatal, asi como el riesgo de vida que presentan para la yegua (Jeffcott y Whitwell, 1973).
Es por ello que es una practica habitual el limitar uno de los dos sacos gestacionales en
yeguas con gestaciones multiples tan pronto sean detectados (Anne, 2009). Sin embargo, el
seguimiento obstétrico no es una practica comun, por lo que se han dado casos de partos

multiples en equidos.

En el mismo sentido, el mosaicismo del par sexual (63,X/64,XX) (condicion similar en la que
se detectan lineas celulares portadoras de diferentes complementos cromosémicos en un
mismo individuo) es uno de los sindromes de tipo CNA mas cominmente detectados en la
especie (Lear y McGee, 2012). Si bien los datos son contradictorios, las yeguas con este
mosaicismo son fenotipicamente normales, pero su rendimiento reproductivo se ve

perjudicado, o bien por un subdesarrollo del tracto reproductivo (caracterizado por ovarios
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muy pequeiios y/o quisticos, cuerpos luteos persistentes, atrofia endometrial y/o flacidez
cervical) o bien por la presencia de ciclos irregulares o anestro prolongado de origen
idiopatico (Macfeely, 1990). En humanos, el grado de mosaicismo se relacioné parcialmente
con la apariciéon de fenotipos anormales. Los individuos que muestran tasas elevadas de
células anormales tienen mas probabilidad de desarrollar un fenotipo anormal que aquellos
con un grado bajo de mosaicismo (Rodriguez-Martin y col., 2020). Un estudio realizado por
Moncaleano y col. (2007) en 4 yeguas entre 4 y 19 afios de edad detecté diferentes grados
de anormalidades celulares (25%-63% de 63,X) demostré que la hembra con un 25% de
células anormales, su condicién fenotipica era normal, pero presentaba celos irregulares y
recién logré concebir luego de 2 temporadas completas. Por el contrario, las yeguas con
30%-43% de anormalidades también fueron fenotipicamente normales, pero mostraron una
historia reproductiva variada, incluyendo abortos, produccién de crias inmaduras o
malformadas que mueren, asi como crias normales. Este ultimo caso ocurrié en el primer
parto de la yegua con 43% de células anormales, que produjo una cria normal, siendo los 3
partos posteriores asociados a los problemas mencionados anteriormente. Mas
recientemente Pienkowska-Schelling y col. (2020) demostraron que los mosaicismos de bajo
nivel en el par sexual (63,X/64,XX) son comunes en yeguas fértiles. Dado que el efecto del
grado de quimerismo en el fenotipo de los caballos sigue sin estar claro, la existencia de una
metodologia semiautomatizada y fiable, capaz de cuantificar su extensién (basada en datos
gendmicos) podria ser una adicion interesante como herramienta de diagndstico existente

para los caballos.

La identificacion temprana de condiciones congénitas asociadas con cromosomas anormales

(CNA) que pueden conducir a problemas reproductivos puede tener un impacto
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significativamente positivo en la industria equina (Bugno-Poniewierska y Raudsepp, 2021).
En consecuencia, la implementaciéon de metodologias de deteccién basadas en el uso de la
informacién gendmica disponible a través de los programas de cria (Anaya y col., 2017;
Pirosanto y col., 2021) ha surgido como una alternativa viable a los métodos de cariotipado
clasico y molecular. Aunque las técnicas moleculares se han empleado con éxito para
identificar la incidencia de individuos quiméricos dentro de una gran poblacidn de caballos
(Anaya y col.,, 2018), su validez para cuantificar el grado de quimerismo en caballos

individuales aun no se habia probado.

En 2012, Markello y col. (2012) introdujeron una metodologia novedosa denominada
Andlisis de distribucidon mediante ajuste de probabilidades integradas (DANFIP), que emplea
datos de polimorfismo de nucleétido Unico (SNP) basados en arrays para cuantificar con
precision el porcentaje de mosaicismo en muestras humanas. Este algoritmo evalta la
distribucién de las frecuencias alélicas B, que estima indirectamente la intensidad de la sefial
de hibridacion de uno de los dos alelos en un locus SNP en relacion con la intensidad total
de la sefal de ambos alelos. Al calcular las contribuciones relativas de las células haploides y
diploides, DANFIP permite una cuantificacidn precisa del grado de mosaicismo. Sin embargo,
los individuos quiméricos macho-hembra en el cromosoma X (ECAX en caballos) presentan
complementos cromosdmicos que se asemejan a los observados en los mosaicismos

haploide/diploide, ya que una linea es hemicigética y la otra diploide.

Partiendo de estas premisas, el presente estudio pretende validar la aplicabilidad de la
metodologia DANFIP para determinar el grado de quimerismo macho-hembra en muestras
de caballos utilizando informacion gendmica obtenida a partir de plataformas comerciales

de genotipado SNP.
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METODOLOGIA

Muestras

Para verificar la precision y fiabilidad de la metodologia DANFIP para determinar el grado de
guimerismo en caballos, establecimos inicialmente un conjunto de 5 muestras quiméricas
64,XY/64,XX experimentales con un grado de quimerismo conocido, mezclando cantidades
conocidas de ADN obtenidas de una yegua y un macho (hermanos completos) de la raza PRE

gue presentaban un cariotipo normal.

Ademas, examinamos muestras de ADN de 18 caballos PRE: 6 yeguas normales (C1-C6),
utilizadas como controles negativos y 12 individuos que habian sido diagnosticados
previamente con quimerismo sanguineo en el Laboratorio Citogenético y Molecular de la
Universidad de Cérdoba, Espafia, utilizando la metodologia descrita por Anaya y col. (2017).
Ademas, todos los individuos de los que se disponia de muestras de sangre adecuadas
(sangre fresca recolectada en tubos de heparina sodio, 6 controles vy 4 casos) fueron
cariotipados mediante cultivo de linfocitos, siguiendo nuestra metodologia habitual

(Demyda-Peyras, Bugno-Poniewierska, y col., 2013).

Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realizd con el kit DNeasy Blood & Tissue extraction kit, Qiagen,
siguiendo las instrucciones del fabricante. La cantidad y la calidad del ADN se evaluaron con
un espectrofotdmetro NanoDrop™ (Thermo Scientific). Solo las muestras que presentaban

una relaciéon Abs260/Abs280 y Abs260/Abs230 superior a 1,8 y 1,5 respectivamente y que
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mostraban una banda clara de 10kb en una corrida electroforética en gel de agarosa al 1% se

analizaron posteriormente mediante genotipado.
Genotipado mediante SNP-array

Las muestras se genotiparon utilizando el Equine GGP Genotyping Array (Neogen Europe Ltd,
Irlanda), que consta de ~71000 marcadores. Los genotipos se determinaron siguiendo el
procedimiento bioinformatico estandar recomendado por el fabricante utilizando
GenomeStudio v2.0 (lllumina Inc., San Diego, CA, EEUU.). El andlisis incluyd la determinacion
del valor de la frecuencia alélica B (BAF) por muestra y locus, estimada directamente a partir
de los resultados de intensidad de hibridacién de dos conjuntos de sondas (uno por alelo, A

y B), como sigue:
il.‘l
BAF =log, (7))
“\(irA+irB)

donde iB es la intensidad de hibridacién detectada en el canal B en cada locus de cada
muestra, e irA e irB son la mediana de la intensidad total para los alelos Ay B en un conjunto

de muestras de referencia seleccionadas (normales y diploides).

Cuantificacion del grado de quimerismo mediante analisis de distribucién de

probabilidad integrada (DANFIP)

El grado de quimerismo (expresado como el porcentaje de células 64,XY por muestra) se
determiné aplicando la metodologia DANFIP desarrollada por Markello y col. (2012). Para

ello, se crearon inicialmente cinco conjuntos de datos de funcién de distribucidn
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acumulativa (CDF) de control seleccionando valores de BAF de al menos 3000 marcadores
heterocigotos aleatorios de yeguas normales del cromosoma X. En un segundo paso, cada
CDF se normalizé a un valor medio global de frecuencia alélica B de 0,5 y se ordend para
crear un control CDF atenuado. Al mismo tiempo, los valores de BAF de todos los
marcadores SNP heterocigotos del cromosoma X que tenian valores comprendidos entre
0,15 y 0,85 de cada muestra experimental, se ordenaron de menor a mayor en funcion de su
valor de BAF. Por ultimo, este Ultimo conjunto de datos se compard con el mismo nimero de
marcadores SNP seleccionados al azar de la CDF mediante una serie de desplazamientos
iterativos de datos utilizando un algoritmo de regresién no lineal (solver) en Excell ™. La
magnitud del desplazamiento que mejor se ajustaba al modelo de regresidon (punto de
convergencia) determinaba el porcentaje de quimerismo real. Una descripcion detallada del
procedimiento, asi como las planillas para su desarrollo se hayan disponibles en Ia
informacién suplementaria del manuscrito original de Markello y col. (2012). Todo el
manejo, curacion y filtrado de los datos se realizé utilizando el entorno estadistico R (Team,

2020)

Disefio experimental

Parte I: Validacion de la metodologia DANFIP utilizando muestras quiméricas

experimentalmente producidas in vitro.

En primer lugar, validamos la fiabilidad del DANFIP analizando 5 muestras quiméricas
64,XY/64,XX producidas experimentalmente in vitro con un porcentaje 64,XY que oscilaba
entre el 5% y el 50%. Para ello, combinamos cinco proporciones diferentes de ADN de un
semental normal (64,XY) y una yegua normal (64,XX) para obtener: 5%, 15%, 25%, 35% vy

50% de ADN 64,XX/64,XY. A fin de reducir la variable alélica e imitar las condiciones
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existentes en el Utero materno, el ADN utilizado pertenecid a dos hermanos completos
(mismo padre y madre). Las muestras resultantes se genotipificaron siguiendo los
procedimientos descritos anteriormente y analizadas mediante la metodologia DANFIP,
utilizando los datos BAF del ECA10 (control autosémico) y ECAX de cada muestra. A fin de
estimar la repetibilidad de las estimaciones, se realizaron 10 ejecuciones independientes de
DANFIP para cada muestra. Por ultimo, determinamos la correlacidn intraclase
(repetibilidad) de la metodologia utilizando el paquete de heritability (Kruijer, 2019) en el
entorno estadistico R. La validez de las determinaciones realizadas con DANFIP se determiné
mediante la comparacién de los porcentajes esperados (de acuerdo con la cantidad de ADN
de macho y hembra empleado) y los resultados contenidos mediante una prueba Z de

proporciones en R

PARTE Il: Utilizacién de DANFIP en equinos portadores de quimerismo sexual

En este experimento, aplicamos DANFIP para determinar el grado de quimerismo en 6
yeguas normales (controles) y 12 individuos diagnosticados previamente como quimeras
sanguineas macho/hembra (64,XY/64,XX). Adicionalmente, el porcentaje de lineas celulares
64,XY y 64,XX determinado se comparé con el obtenido por cariotipado en 6 controles y 4

individuos quiméricos de los cuales se obtuvieron datos citogenéticos.

RESULTADOS

Parte I: Validacion del DANFIP en muestras quiméricas producidas in vitro.

La comparacién entre el porcentaje de quimerismo esperado y el determinado mediante la
aplicacion de DANFIP se muestra en la Tabla 4.1. Las determinaciones obtenidas a partir del

algoritmo fueron precisas en las cinco muestras que utilizaron datos ECAX (sin diferencias
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estadistica, p>0,05, prueba Z). Sin embargo, el grado de quimerismo se sobrestimo en tres

de las muestras en las que se utilizé la informacién ECA10 (muestras 2, 3y 4; p<0,01).

Ademas, el patrén BAF de los CDF sélo era similar al esperado segun la metodologia DANFIP
en ECAX (Figura 4.1), mientras que los obtenidos utilizando datos de ECA10 estaban

distorsionados.

Muestras % de quimerismo % de quimerismo % de quimerismo
determinado ECAX tedrico determinado ECA 10
1 3.14+0.4%? 5% 3A 2.86 +0.7%"
2 13.15+0.3%° 15%3A 20.68 +1.158%
3 22.5940.9%2 25%3A 37.12+0.8%%
4 35.36+0.3%° 35%% 47.51+1.15% %
5 46.60+0.8%? 50% A 52.96 + 1.41%"

Tabla 4.1: Cuantificacion del grado de quimerismo determinado mediante DANFIP en las ECAX y ECA10
obtenidas de 5 muestras quiméricas 64,XY/64,XX producidas in vitro. Los resultados se expresan como media
+ ds de 10 determinaciones independientes por muestra. Las letras minusculas y mayusculas muestran las
diferencias entre el porcentaje de quimerismo esperado y los resultados obtenidos del andlisis de ECAX y ECA10
respectivamente (prueba Z para proporciones, p<0,001).

La representacidn grafica del diagrama de dispersion de frecuencias BAF de ECAX (Figura 4.2)
muestra dos bandas caracteristicas, compatibles con los genotipos hibridos (AAAB y ABBB)
gue se separan de acuerdo al % de quimerismo existente. Por el contrario, el analisis de los
datos del ECA10 se observo una tercera banda central, compatible con los genotipos (AABB),
gue no esta presente en una ECAX, al tratarse este de un cariotipo complejo desbalanceado

(solo una de las lineas tiene dos cromosomas X). Es de hacer notar que el anilisis de

104 | 139



BAF

repetibilidad intra-muestra fue de 0,994 y 0,997 al analizar los datos de ECAX y ECA10,

respectivamente.

ECA X ECA 10

0.8

0.6

BAF

!
¥
.
H '
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Figura 4.1. Andlisis CDF de las cinco muestras quiméricas producidas in vitro con diferentes grados de
quimerismo. El grafico de la izquierda corresponde al andlisis de ECAX, mientras que el de la derecha hace
referencia al andlisis de ECA 10. Cada color representa los individuos con diferente grado de quimerismo.
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Figura 4.2. La figura muestra la distribucidn de BAF a la posicion de SNPs en el cromosoma X (grdficos de la
izquierda) y el cromosoma 10 (grdficos de la derecha) para los cinco caballos quiméricos
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Parte |I: Utilizacidon del DANFIP en equinos portadores de quimerismo sexual

El grado de quimerismo estimado mediante la aplicacion del DANFIP en las 6 yeguas
normales utilizadas como controles (64,XX, C1 a C6) fue proximo a 0, mostrando sélo
algunas ligeras desviaciones inferiores al 1% (Tabla 4.2). Por el contrario, los resultados
obtenidos en los 12 individuos diagnosticados previamente como quimeras, 64,XY/64,XX
oscilaron entre el 24,6% y el 51,2%. En ambos casos (individuos control y quiméricos) tanto
los patrones CDF como los graficos de dispersidon BAF siguieron el patrén esperado (Figura 4.
3).

Por ultimo, la comparacidon entre los resultados del DANFIP y el cariotipo sdlo mostré
resultados similares en 2 individuos (IND 1 e IND 2) (Tabla 4.2 y Figura 4.3), siendo

significativamente superior (~10%, p<0.05) en los restantes 2 (IND 3 e IND 4).
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Caballos Analisis STR % de quimerismo Cariotipo

C1 0 64,XX
c2 0,3 64,XX
Cc3 0,1 64,XX
oy 0 64,XX
C5 0,7 64,XX
Cé6 0 64,XX
IND1 64,XY/64,XX 49,8" 53%"
IND 2 64,XY/64,XX 39,3% 41%*
IND 3 64,XY/64,XX 38,8* 30%°®
IND 4 64,XY/64,XX 37,6* 27%°®
IND5 64,XY/64,XX 49,1 nd
IND 6 64,XY/64,XX 51,1 nd
IND 7 64,XY/64,XX 51,2 nd
IND 8 64,XY/64,XX 34,3 nd
IND 9 64,XY/64,XX 49,8 n.d
IND 10 64,XY/64,XX 36,6 n.d
IND11 64,XY/64,XX 24,6 n.d
IND 12 64,XY/64,XX 28,8 n.d

Tabla 4.2. Cuantificacion del grado de quimerismo mediante DANFIP. Se muestran en la siguiente tabla los 6
controles negativos y 12 individuos 64,XY/64,XX previamente analizados. En cuatro casos se disponia de los
resultados del cariotipo. Los individuos que no fueron cariotipados, se los codificé con la siglas (n.d). Las
diferencias entre el DANFIP y el cariotipo se expresan como diferentes superindices en mayusculas (A,B; prueba
de proporcion Z, P<0,05).
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Figura 4.3. Diagrama de dispersion de los CDF del DANFIP. Se muestran los resultados del BAF obtenidos de
ECAX de yegua normal (CONTROL 4) y de individuos quiméricos 64,XY/64,XX (IND 2). Los patrones CDF (a la
derecha) muestran los resultados de CDF normalizada (negro) y CDF de caso (rosa).

DISCUSION

El quimerismo en el par sexual es una anomalia cromosdémica comun que ha sido reportada
en reiteradas ocasiones en caballos (Anaya y col., 2018; Demyda-Peyras y col., 2023; Juras y
col., 2010). Hasta la fecha, su deteccidn se ha realizado utilizando diferentes metodologias
como el cariotipo clasico con tincién simple (Vandeplassche y col., 1970), la hibridacién
fluorescente in situ (FISH) mediante sondas especificas (Bugno, Stota, y Koscielny, 2007), y el
analisis de perfiles STR y SNP (Juras y col., 2010; Pirosanto y col., 2021). Sin embargo, los
métodos moleculares no tienen la capacidad de determinar el grado de quimerismo
existente en un individuo dado de manera directa. En este estudio, hemos logrado
cuantificar el grado de quimerismo celular en el par sexual de equinos portadores de

cromosomopatias adaptando un algoritmo de deteccién desarrollado para el analisis de
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muestras humanas, para los datos producidos por las plataformas actualmente existentes en
equinos. Siendo que genotipados de tipo SNP-array estan cada vez mas disponibles en
caballos, debido al incremento en estudios gendmicos-poblacionales (McGivney y col.,
2020), pero también debido a la creciente implementacion del control de parentesco basado
en SNP (Nolte y col., 2022), la deteccién y cuantificacion sistematica de este tipo de CNA en
caballos mediante analisis bioinformaticos puede ir en aumento. En este contexto, una
metodologia validada para determinar y cuantificar el grado de quimerismo en caballos seria

una valiosa adicion a las metodologias gendmicas disponible actualmente en la especie.

Nuestro estudio demostré que se pueden obtener resultados fiables aplicando DANFIP en
muestras con un grado de quimerismo conocido, pero solo utilizando la informacidn
obtenida de ECAX. Este resultado era de esperar, dado que DANFIP estd disefiado para
evaluar la presencia de CNA’s de tipo monosomia/disomia. En los individuos quiméricos,
esta configuracion cromosdmica es exclusiva de ECAX (monosomia en los machos y disomia
en las hembras). Por el contrario, la combinacidén de dos lineas celulares en los autosomas
produce un conjunto cromosdmico disémico/disémico, dando lugar a resultados
distorsionados caracterizados por la presencia de tres bandas distintivas en el diagrama de
dispersion de frecuencias BAF (una por linea celular y una adicional cercana a 0). Este tipo de
patrones ya fueron descriptos previamente en esta tesis doctoral (Capitulo 3 (Pirosanto y
col., 2021)). Por el contrario, solo se observaron dos bandas distintivas en el ECAX, lo que se
alinea con el patron esperado en los diagramas de dispersion BAF de muestras en mosaico

(Vattathil y Scheet, 2013).

Los términos mosaicismo y quimerismo describen una condicion genética en la que una

muestra dada contiene dos lineas celulares con diferentes antecedentes genéticos. Sin
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embargo, sus origenes difieren entre ambas condiciones. En el mosaicismo, las células
proceden del mismo cigoto y las diferencias se deben a deleciones o duplicaciones. Por el
contrario, en el quimerismo, las diferencias se originan a partir de dos cigotos o fetos. A
pesar de estas diferencias, nuestro estudio demuestra que la metodologia que empleamos
puede determinar y cuantificar de forma fiable el grado de quimerismo en los cromosomas
del par sexual. Estos hallazgos son especialmente relevantes, ya que cada vez se dispone de
mas animales genotipados (incluso con estudios que llegan a los 10.000 animales (McGivney
y col., 2020)), en particular en estudios de poblaciones de consanguinidad y de la

implementacién del control de parentesco mediante marcadores SNP.

Ademas, cabe mencionar que este estudio se realizd utilizando la plataforma estadistica
abierta R (para el manejo de datos) y la hoja de calculo Excel™ (utilizando el complemento
Solver). Ambas son gratuitas (para fines cientificos) y de facil uso, permitiendo Ia
reproducibilidad e implementacion de este método. Como tal, la inclusion de estas
herramientas analiticas podria ser de gran interés en los laboratorios de citogenética animal,
especialmente dado el actual aumento en el niumero de individuos que estan siendo

genotipados utilizando tecnologias basadas en SNP-array.

Precision de DANFIP en muestras quiméricas conocidas y desconocidas

Aunque nuestro estudio reveld que los resultados de las muestras producidas in vitro
coincidian con el porcentaje de quimerismo esperado para el par de cromosomas sexuales,
se observaron algunas desviaciones. Similares resultados no son exclusivas de las
poblaciones equinas, ya que también se han observado cambios similares en las

intensidades normales de la sefial de cigotos en humanos, debido a diversos factores como
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la amplificacién de la PCR y la metodologia (Markello y col., 2012). Para abordar estas
posibles fuentes de variabilidad, empleamos una funcién de distribucién acumulativa para
detectar la tendencia central y mejorar la precision del grado de quimerismo presente en las
muestras. Dado que las intensidades de fluorescencia de los arrays SNP representan datos
aleatorios casi normalizados, este enfoque ofrece un medio mas preciso para determinar el
grado de quimerismo en las muestras de ADN. Sin embargo, es importante sefialar que
deben tenerse en cuenta cuestiones técnicas, como el impacto de la calidad del ADN en los
resultados de hibridacidon durante el genotipado SNP (Baugher y col., 2013), asi como la
precision de la plataforma de genotipado SNP para proporcionar resultados fiables (Verlouw

y col., 2021).

Un problema importante en la deteccion y cuantificacién del quimerismo por métodos
moleculares en caballos es la existencia de individuos con un nimero muy bajo de células
anormales(Szczerbal y col., 2020). Nuestros resultados mostraron un grado de quimerismo
cercano a 0 en los controles, lo que implica que este método puede detectar facilmente
animales normales (no quiméricos). Sin embargo, a pesar de que detectamos individuos y
muestras con bajos niveles de quimerismo, la cuantificacién fue menos precisa (alrededor
del 35%) de lo esperado en animales con bajo nivel de células anormales; en comparacion
con aquellos en los que el grado de quimerismo era alto, en los que la precisién aumenta
significativamente. A pesar de que se ha informado de que la precisiéon y exactitud de
DANFIP es tan baja como el 0,1% en muestras humanas (Markello y col., 2012), nuestros
resultados no alcanzaron dichos niveles de precisiéon en los ensayos in vitro. La causa mas

plausible es la limitada calidad del genotipado de los SNP-array comerciales de caballos
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actualmente disponibles, que esta muy por detras de la calidad obtenida en genotipos

humanos (Schaefer y McCue, 2020).

Por ese motivo, sugerimos que los resultados de DANFIP se complementen con el uso de
cariotipos clasicos o moleculares en individuos quiméricos de bajo nivel para evitar

resultados falsos negativos (Albarella y col., 2018).

Utilizando DANFIP, pudimos cuantificar el grado de quimerismo en 12 caballos con cariotipo
64,XX/64,XY, que presentaban porcentajes que oscilaban entre el 24% y el 51%. En ocho de
ellos, sélo se disponia de muestras de ADN, lo que impidié realizar el cariotipo y nos
permitié Unicamente determinar la repetibilidad del algoritmo (>99% en todos los casos).
Sin embargo, en los cuatro individuos restantes se habian realizado el cariotipo. Nuestros
resultados mostraron que sdélo dos coincidian plenamente con el cariotipo, los dos restantes
presentaban porcentajes de células 64,XY que eran ~10% inferiores en el cariotipo cuando se
comparaban con el DANFIP. Estas diferencias podrian haberse producido por el "ruido"
generado por la falta de calidad en los datos de genotipado. Sin embargo, las
cuantificaciones del ADN empleado fueron en todos los casos satisfactorias, asi como los
niveles de calidad de los genotipos obtenidos. Otra posibilidad es que el analisis DANFIP se
realiza sobre ADN obtenido de muestras de sangre no-cultivadas, mientras que el analisis
mediante cariotipo incluye una incubacién de los linfocitos durante 72 horas en condiciones
in vitro durante las cuales, estos se reproducen mediante mitosis entre 3 y 5 veces en
promedio. Dado que se ha establecido que algunas lineas celulares pueden proliferar a un
ritmo mas lento que otras, incluso en muestras quiméricas (Gajecka, 2016; Markello y col.,
2012); esta reproduccion diferencial podria ser una de las causas de los resultados

discordantes en algunos de los animales analizados.
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CONCLUSIONES SOBRE ANOMALIAS CROMOSOMICAS

En el capitulo Il se analizé la deteccion de alteraciones del nimero de copias cromosdmicas
en el caballo doméstico mediante datos de genotipado de matrices SNP. A partir de los datos
obtenidos pudimos concluir que la endogamia no alterd nuestra capacidad de deteccion de
CNA. Este es un hallazgo importante en caballos, ya que los niveles de consanguinidad
suelen ser altos (Petersen y col., 2013), pero especialmente en la raza PRE, donde no es
dificil encontrar individuos con F>25% (Perdomo-Gonzalez y col., 2020). Pusimos a prueba la
hipdtesis en un pequeiio conjunto de datos de yeguas con valores extremos de FROHX
(superiores al 50%), donde la mayoria de los SNPs empleados en el andlisis eran
monomorficos y no informativos. Sin embargo, el gran nimero de SNP empleados en cada
cromosoma analizado (incluso en los conjuntos de datos MD y LD) ha reducido la
probabilidad de obtener un CNA erréneo por azar debido a la aparicion de un patrén

homocigdtico en toda una regién cromosémica.

En resumen, hemos desarrollado una técnica analitica sencilla y robusta para detectar
algunas de las anomalias cromosémicas mas importantes notificadas en caballos mediante
el andlisis de los datos de intensidad bruta producidos por arrays de genotipado basados en
SNP. También hemos demostrado que esta metodologia puede llevarse a cabo utilizando
chips de genotipado de densidad alta y media, y en individuos con valores de
consanguinidad elevados, sin que ello afecte a su precision. Dado que la metodologia se
utiliza en un entorno bioinformatico abierto y flexible, su integracion en los flujos de trabajo

y los programas de cria es perfectamente factible.
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Finalmente, en el capitulo 1V, se realizo la cuantificacién del grado de quimerismo intersexual
(64,XY/64,XX) en caballos utilizando datos de genotipado de polimorfismo de nucledtido
simple con chip de mediana densidad. Nuestros resultados indican que la metodologia
DANFIP podria ser una valiosa adicion a herramientas de citogenética molecular para
caballos, permitiendo la determinacion precisa del porcentaje de quimerismo en caballos
64,XX/64,XY. No obstante, es necesario mas investigaciones para evaluar la capacidad del
método para detectar la presencia de quimerismo en individuos con porcentajes muy bajos
de células anormales o en otro tipo de CNA complejo como el caso de los mosaicismos

sexuales 63,X/64,XX.
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CONCLUSION GENERAL

En esta tesis doctoral se ha evaluado el efecto de las bases genéticas que modulan la
apariciéon de fallas reproductivas en la especie equina causadas por un descenso de la
calidad espermatica o por la presencia de anomalias cromosémicas. Comprender cdmo las
anomalias cromosdmicas y la calidad del esperma afectan la fertilidad en los equinos,
permitird desarrollar estrategias de reproduccidn mas efectivas. Esto podria mejorar la tasa
de fertilidad y reducir los problemas reproductivos en la cria equina. Por otro lado, permitira
a los criadores seleccionar los mejores reproductores para mejorar la calidad genética de la

descendencia y de esta manera reducir la pérdida econdmica.
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