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Resumen: La caracterizacion de una poblacion es el primer paso en el camino hacia su conservacion
y utilizacion. La raza Criollo Argentino es una de las referentes de la especie equina en Argentina y,
por lo tanto, un patrimonio ganadero local que representa un recurso Unico en cuanto a la identidad
y al sistema productivo del pais. El objetivo de este trabajo fue analizar una poblacion de caballos
Criollo Argentino del norte de Argentina por medio de la caracterizacion de la variabilidad genética de
cuatro marcadores moleculares del tipo single nucleotide polymorphism (SNP) localizados en los genes
que codifican para las citoquinas IL-12B y TNF-a. Se recolectaron muestras de 50 caballos Criollo
Argentino y se extrajo ADN gendmico que se utilizé para tipificar mediante PCR-Pirosecuenciacion®,
tres SNPs en el promotor del gen TNF-a y uno localizado en el exén 5 del gen IL-12B. Se estimaron
frecuencias génicas y genotipicas, equilibrio de Hardy-Weinberg y diversidad genética. En IL-12B
se detectaron dos alelos, mientras que en TNF-a se observaron 4 haplotipos, entre ellos uno no
descripto hasta el momento en equinos. Los resultados muestran que la heterocigosis esperada fue
superior en TNF-a (He=0,764) y la poblacion se encuentra en equilibrio para el locus IL-12B (p-valor
>0,05). Se destaca la importancia del caballo Criollo Argentino como acervo génico para el estudio
de caracteristicas genéticas y enfermedades de la especie equina.
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Abstract: Characterization of genetic resources is a key step in the pursuit of its use and conserva-
tion. Criollo Argentino is one of the iconic breeds of the equine species in Argentina, and therefore a
local livestock patrimony that represents a unique resource in terms of productive system and identity
of the country. The aim of this work was to analyze a population of Criollo Argentino horses from the
north of Argentina by characterizing the genetic variability of four single nucleotide polymorphisms
(SNP) located in the genes that encode for IL-12 and TNF-a cytokines. Hair samples from 50 Criollo
Argentino horses were collected to isolate genomic DNA, and genotype by PCR-Pyrosequencing™,
three SNPs located in the TNF-a gene promoter region, and one located in exon 5 of IL-12B gene.
Genic and genotypic frequencies were estimated, as well as Hardy-Weinberg equilibrium and genetic
diversity. Two alleles were detected in IL-12B, while TNF-a showed four haplotypes, one of which never
described up until now in horses. Results show that genetic diversity was higher in TNF-a (He=0.764)
and IL-12B is in equilibrium (p-value=0.05). This shows the importance of Criollo Argentino breed as
an interesting genetic pool for the study of genetic characteristics and diseases of the equine species.
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Introduccién

La caracterizacion de una poblacién es el primer
paso en el camino hacia su conservacion y utilizacion.
La raza Criollo Argentino es una de las referentes
de la especie equina en Argentina y, por lo tanto, un
patrimonio ganadero local que representa un recurso
unico en cuanto a la identidad y al sistema productivo
del pais. La seleccion de esta raza para el estudio se
realizé teniendo en cuenta las caracteristicas genéti-
cas que presentan estos caballos con respecto a los
marcadores genéticos analizados en estudios previos
(Peral Garcia 1994; Diaz 1997), asi como a sus rasgos
de rusticidad y adaptabilidad, producto de periodos
de la raza sujeta a la seleccién natural en ambientes
diversos. Esta adaptacion a las condiciones de vida
del medio ambiente le permitié desarrollar sus grandes
cualidades de resistencia a las enfermedades (Dowdall
1982), posicionando al caballo Criollo Argentino como
la herramienta de trabajo para muchos productores
en este pais.

El conocimiento de la variabilidad genética en-
tre individuos de una especie resulta relevante para
comprender, por ejemplo, los procesos biolégicos y
celulares que subyacen tras una entidad patoldgica.
Partiendo de la premisa de que la expresion diferencial
de algunos genes podria tener consecuencias en el
proceso de la enfermedad, es importante profundizar
en el conocimiento de la variacion de las secuencias
en los genes implicados en la respuesta inmune.

La identificacion de variantes en el ADN que
contribuyen a las enfermedades ha sido un objetivo
central en la genética humana y ha cobrado impor-
tancia creciente en especies domésticas y pecuarias.
Poder identificar los /oci causales requiere de la ha-
bilidad para determinar variaciones en la secuencia
de ADN a escala genémica. En la gran mayoria de
los sitios gendmicos (~99 %) cada individuo tiene el
mismo residuo nucleotidico en ambos cromosomas
homoélogos (LaFramboise 2009). En contraste, los
polimorfismos de nucledétido simple o single nucleotide
polymorphisms (SNP) son posiciones genémicas en
las que coexisten dos nucledtidos distintos (alelos) y
cada uno aparece en una proporcién significativa de
la poblacion (polimorfismos). Los SNPs son la fuente
de variacién genética mas comun e informativa en
los individuos de una especie. El nimero de SNPs
publicados en las bases de datos supera el millon y
medio en humanos, y corresponden a una frecuencia
aproximada de un SNP cada 2000 pb (Kruglyak y
Nickerson 2001; Zhao et al. 2003), en tanto que el
genoma equino tiene un tamafio aproximado de 2,67
Gb con una frecuencia de un SNP cada 1500 pb (Wade
et al. 2009).

El objetivo de este trabajo fue analizar una
poblacion de caballos de la raza Criollo Argentino del

norte de Argentina por medio de la caracterizacion de
la variabilidad genética de cuatro marcadores molecu-
lares del tipo SNP, localizados en los genes equinos
que codifican mediadores de la respuesta inmune
tales como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)
y subunidad p40 de la interleuquina 12 (IL-12B).

Materiales y métodos
Poblacién analizada

Para este estudio se utilizaron muestras de
pelo y sangre de 50 caballos de la raza Criollo Argen-
tino, hijos de cinco padrillos diferentes. Los caballos
pertenecen a la Cabafa de Caballos Criollos de INTA
Leales del Instituto de Investigacion Animal del Chaco
Semiarido (IIACS), localizada en Tucuman.

Toma de muestras y extraccion de ADN

Las muestras de sangre se tomaron por
puncion yugular con aguja estéril y se mantuvieron
refrigeradas para extraer la interfase que contiene el
buffy-coat. Posteriormente se almacenaron en free-
zer a -20 °C. La extraccion de ADN se realiz6 con el
reactivo DNAzol® siguiendo las recomendaciones del
fabricante (Ausubel et al. 1990). EI ADN resultante se
resuspendio en agua destilada estéril y se cuantificd
con espectrofotometro NanoVue (GE Healthcare).
Alternativamente, los bulbos pilosos se usaron para
extraer el ADN mediante el uso de NaOH 200 mM.

Genotipificacion de los SNPs

Se analizaron cuatro marcadores moleculares
del tipo SNP ubicados en los genes que codifican
para las citoquinas IL-12B y TNF-a. Usando el ADN
genodémico extraido como molde, se amplificaron sepa-
radamente las regiones de interés (exén 5 de IL-12B
y promotor de TNF-a) mediante reacciéon en cadena
de polimerasa (PCR) utilizando cebadores especifi-
cos (Tabla 1). Los productos de PCR se observaron
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al
6 % en tampoén TBE1X (Tris-Cl 44,5 mM, acido boérico
44,5 mM, EDTA 1 mM, pH=8,4), se sometieron a tin-
cion con bromuro de etidio (5mg/ml) y se observaron
bajo transiluminacion UV. Posteriormente, los SNPs
se detectaron mediante Pirosecuenciacion®, segun el
procedimiento recomendado (Ronaghi 2001).

Analisis estadistico

Para cada marcador se estimaron las frecuen-
cias alélicas y genotipicas y el equilibrio de Hardy-
Weinberg (HWE) mediante el test de estimacién de
probabilidad de P-valores. Ademas, se estimo la diver-
sidad genética mediante el calculo de la heterocigosis
(He) de los individuos por locus observado y segun
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Cebador Secuencia

IL12Be5 F 5-CACGACCTTACTCCAAAGCCCA-3’
IL12Be5-R-biot  5-CTTGCCCTGGACCTGAATAGAG-3’
TNF-a F2 5'-GCCAGGAGAGAGAGAAGCAA-3’
TNF-a P1R 5’-CGATCACCCCAAAGTGCAG-3’

Tabla 1. Secuencias de los cebadores especificos utili-
zados para la amplificacion por PCR de las citoquinas
IL-12 y TNF-a.

lo esperado bajo equilibrio de Hardy-Weinberg, de
acuerdo a la formula de Nei (1978), incorporando la
correccion de Levene (1949) para pequefias muestras.
Estos analisis genéticos poblacionales se realizaron
utilizando el conjunto de programas GENEPOP ver-
sion 4.0 (Rousset 2008). La composicion y diversidad
de haplotipos del promotor de TNF-a se determind
mediante el programa PHASE (Scheet y Stephens
2005) y el analisis de segregacion familiar con datos
de pedigree.

Resultados

La Pirosecuenciacion® permitié detectar exito-
samente, en la poblacién de caballos Criollo Argentino
analizada, el SNP del exon 5 de IL-12B. El alelo G
(f=0,82) resulté el mas frecuente y se detectaron los
tres genotipos posibles: GG, AG, AA, con frecuencias
genotipicas de: 0,66, 0,32 y 0,02, respectivamente.
La poblaciéon se encuentra en equilibrio de Hardy-
Weinberg (p=0,05). La heterocigosis esperada para
el locus IL12B fue de He=0,298. Los pirogramas
obtenidos se muestran en la Figura 1.

Los pirogramas de la Figura 2 muestran las
dos bases posibles para cada posicion: TNF ..,
TNF o Y TNF .- tomadas en conjunto, estas tres
posiciones permiten definir los haplotipos probables en
el promotor del gen TNF-a. Para verificar los distintos
haplotipos observados en la poblacién en estudio, se

analizaron los resultados obtenidos con el programa
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PHASE y se compararon con la segregacion en
individuos emparentados. Los haplotipos presentes
en la poblacion de caballos criollos fueron: TTC (Fig.
2a), CTT (Fig. 2b), CTC (Fig. 2c), con frecuencias de:
0,399, 0,268 y 0,231, respectivamente. Ademas, se
detecto la variante C en la posicion TNF-89_,. (Fig.
2d), generando una combinacién haplotipica poco
frecuente (TCT, /=0,059). La heterocigosis esperada
en TNF-a fue de He=0,764.

Discusion

Los polimorfismos de nucleétido simple son las
variaciones genéticas mas comunes descriptas en los
genes de citoquinas (Merino et al. 2013). El polimorfis-
mo en el gen de IL12p40 fue descripto en estudios de
asociacion con las enfermedades equinas causadas
por Lawsonia intracellularis y Rhodococcus equi, en
razas de caballos de Europa, y no existen reportes
previos en razas que se crian en nuestro pais. La
presencia de variabilidad en la regién del promotor
del gen TNF-a y la distribucion de los haplotipos del
TNF-a se limitaban a razas como Old Kladruber, Akhal-
Teke, Thoroughbred, Arabes y Standardbred. En los
caballos Criollo Argentino, los resultados evidencian
desequilibrio de ligamiento, es decir, la frecuencia in-
crementada de determinadas combinaciones de SNPs
(haplotipos) y la ausencia de otras. La construccion
de haplotipos puede realizarse mediante un analisis
de segregacion familiar, el estudio de individuos de
parentesco conocido y/o con la asistencia de software
especifico, tal como el programa PHASE. Sobre la
base de los datos de frecuencias de los SNPs en la
poblacion analizada, el software asigna una probabi-
lidad de ocurrencia a cada uno, siendo casi nula para
los haplotipos CCT (<4 %)y TTT (< 0,2%). Ademas,
el analisis de segregacion de los individuos emparen-
tados permitié confirmar la ausencia de animales con
estos dos haplotipos.

Segun las probabilidades de ocurrencia estima-

das en la poblacion analizada, entre los haplotipos que
presentan la variante C en la posicion TNF ., (CCT,
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Figura 1. Pirogramas correspondientes a los genotipos detectados en el exdn 5 del gen IL12B
mediante Pirosecuenciacion®: a) AG, b) GG, c) AA.
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Figura 2. Pirogramas obtenidos para TNF . ,
en la poblacion: a) TTC, b) CTT, ¢c) CTCy d) TCT.

TCT, CCC), el haplotipo TCT seria el Unico probable
en esta poblacion. Es de destacar que la presencia de
la variante C en esta posicién no habia sido descripta
previamente en ninguna raza equina; solo se encuen-
tra descripta en asnos y cebras de Grant (Brown et
al. 2006).

Dada la importancia que tiene la secuencia del
promotor en la funcién regulatoria del gen, el desequi-
librio de ligamiento observado podria determinar la
eficiencia en la afinidad e interaccion con factores de
transcripcion especificos, que condicionarian la inten-
sidad de la respuesta inmune en las que intervienen
estas citoquinas.

Las distintas frecuencias de los haplotipos
obtenidas podrian deberse a la presidon selectiva
sobre ciertos SNPs en esta raza equina. Por lo tanto,
la presencia de polimorfismos en los genes de las
citoquinas estudiadas pone en evidencia la riqueza
del acervo génico de los caballos Criollo Argentino y
permite describir un entorno genético informativo para
estudios relacionados con la respuesta inmune, por
ejemplo, ante enfermedades infecciosas.

Conclusiones

En este trabajo se estimaron los valores de
diversidad genética en una poblacién de caballos de
la raza Criollo Argentino mediante el analisis de cuatro
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sscr S€ Observan los cuatro haplotipos presentes

SNPs localizados en el exén 5 del gen que codifica
para IL-12B y en el promotor de TNF-a. En este ultimo
se detecto el polimorfismo del SNP TNF ., por lo que
se pudo evaluar la presencia de un nuevo haplotipo,
no descripto hasta el momento en equinos. Si bien
seran necesarios futuros estudios para poder definir
si la presencia de estas variantes en las citoquinas
estudiadas, y especialmente en el promotor del TNF-q,
podria tener consecuencias en la respuesta inmune
frente a enfermedades o entidades patologicas espe-
cificas, los resultados obtenidos permiten destacar la
importancia del caballo Criollo Argentino como acervo
génico para el estudio de caracteristicas genéticas y
enfermedades de la especie equina.
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