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Resumen

En la actualidad los caballos son utilizados principalmente como herramienta de trabajo en el
campo, pero también para deportes como carreras, polo, equitacion, exposiciones y en menor
medida para usos terapéuticos. Estos presentan diferencias genéticas que afectan sus aptitudes
en determinadas actividades por lo que el valor de los individuos en el mercado se vera

influenciado por la trayectoria de ascendencia.

Por tal motivo los ensayos genéticos son un sello de calidad que presentan las asociaciones en
cuanto a la certificacion de la ascendencia de los productos y sus logros. Las exigencias de los
mercados han llevado a las asociaciones a aumentar sus controles para la aceptacion del equino
las cuales van desde las resefias para la inscripcion, el chipeado para la identificacion inmediata
del equino, la realizacion del estudio de perfil de ADN para certificar la ascendencia y en

algunas razas la deteccion de ciertas enfermedades caracteristicas de la propia raza.

Con el objetivo de brindar diagnosticos genéticos para enfermedades que afectan a las razas
Appaloosa y Paint Horse, se desarrollaron dos ensayos para detectar mutaciones responsables
de estas patologias. Dichos ensayos se llevaron a cabo en las instalaciones de Genexa, un
laboratorio especializado en biologia molecular. Una de ellas es la detecciéon del complejo
leopardo causante de la ceguera nocturna estacionaria congénita en los Appaloosa, causado por
una insercion en el gen “miembro 1 de la subfamilia M de canales cationicos de potencial
receptor transitorio” (TRPML1). La otra es la deteccion del overo letal causante de
anormalidades en el tracto digestivo debido a una mutacién missense en el gen “receptor de

endotelina tipo B” (EDNRB) en la raza Paint Horse.

Se evaluaron dos formas de extraer ADN, un método propio de Genexa y un kit comercial con
el fin de determinar cual es el mas adecuado para realizar el test genético evaluando
concentracion del ADN obtenido y pureza de este. También, se evalud cual técnica era mejor

econdmicamente.

Ademas, por tratarse de enfermedades hereditarias que se transmiten a la descendencia se
realizé el analisis de parentesco mediante tipificacion por microsatélites para la confirmacion
de parentesco. Se utilizaron marcadores recomendados por la Sociedad Internacional de
Genética Animal (ISAG).



Los resultados obtenidos para la raza Appaloosa fueron que el 50% de los animales analizados
dieron resultado homocigotas mutados (LP/LP) presentando la ceguera nocturna congénita

estacionaria. Para la raza Paint Horse se obtuvo que el 13% dieron resultado heterocigota

(LO/lo) tratdndose de portadores para la enfermedad overo letal.
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1. Introduccidn

1.1 Mutaciones y herencia

El caballo tiene un total de 64 cromosomas o0 32 pares de los cuales uno es materno y el otro
paterno. De los 64 cromosomas, dos se llaman cromosomas sexuales porque contienen genes
que determinan el sexo del individuo. Una hembra normal tiene dos cromosomas X, en cambio

los machos normales tienen un cromosoma X y uno Y (Figura 1).(1, 2)
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Figura 1. Se representan los cariotipos femenino y masculino donde la tnica diferencia es la composicion de los

cromosomas sexuales es que las hembras son XXy los machos son XY.(1)

Los cientificos han estudiado los genes animales para aprender como funcionan y como los
cambios en estos pueden alterar su funcionamiento. Algunos cambios son muy pequefios y se
denominan polimorfismo de nucle6tido tnico (SNPs, por su sigla en inglés single-nucleotides
polymorphisms). Otros cambios, afectan el funcionamiento de un gen y pueden provocar

enfermedades.(3)

Existen algunos modelos béasicos de herencia para enfermedades causadas por mutaciones en
un solo gen: autosdbmico dominante, autosomico recesivo, dominante ligado al cromosoma X

y recesivo ligado al cromosoma X. (3, 4)
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La gendmica comparativa es una técnica utilizada en la investigacion genética que se basa en
comparar el genoma de diferentes especies para identificar similitudes y diferencias en los
genes y su funcién. En el caso de los caballos, la gendmica comparativa se ha utilizado para
identificar mutaciones genéticas que pueden estar asociadas con enfermedades especificas.
Para ello, se han tomado como base los genes candidatos que se han identificado en otras
especies, especialmente en humanos, ya que muchos genes son compartidos entre distintas
especies animales. Por ejemplo, si se ha descubierto una mutacién genética en humanos que
esta relacionada con una enfermedad oftalmoldgica, se puede investigar si existe una mutacion
similar en el genoma del caballo que también pueda estar relacionada con problemas de visién
en estos animales. Una vez identificada la mutacion, se puede disefiar una prueba genética para
detectar la presencia de esa mutacion en caballos y asi prevenir la aparicion de la enfermedad

o tomar medidas adecuadas para tratarla. (5)

1.2 Enfermedades genéticas en caballos

Las enfermedades genéticas en equinos Equus caballus son de gran interés cuando una raza en
especifico es afectada, varios descendientes son afectados, o cuando ciertos rasgos del
desarrollo se alteran ya sea por defectos congénitos o enfermedades letales. La identificacion
de estas enfermedades genéticas en caballos ha sido de gran dificultad debido a sus largas
gestaciones, nacimientos Unicos, dispensaciones de los caballos luego del destete, y ademas
que varias de estas enfermedades tienen un retraso en el inicio de la expresion o una penetrancia
variable.(6)

Estas dificultades desaparecieron luego que los lideres del “Horse Genome Sequencing
Project” proyecto llevado a cabo en el Broad Institute en el afio 2007 pudieron obtener el
genoma completo de los caballos con buena calidad, esfuerzo que llevo mas de 10 afios por un
grupo de cientificos internacionales. Ademas, obtuvieron una larga coleccién de SNPs que
permiten identificar rasgos genéticos en poblaciones de caballos los cuales dieron a conocer
maés de 80 condiciones genéticas que son similares a trastornos presentes en humanos. A raiz
de esto, se fueron descubriendo muchas enfermedades genéticas hereditarias en caballos para
algunas de las cuales se conoce la mutacion que la causa mientras que para otras aun se

desconoce cuél es la causa de la enfermedad.(7-9)
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En medicina veterinaria es posible que el patron de pelaje esté ligado a una manifestacion de
enfermedad neuroldgica y oftalmologica. Entre ellas podemos encontrar la sordera
neurosensorial hereditaria, el sindrome letal overo blanco, el sindrome de potro lavanda, la
ceguera nocturna estacionaria congénita, estrabismo y nistagmo hereditarios en gatos, y la
anomalia ocular congénita multiple en caballos. Debido a que el pelaje de un animal esta
determinado por una gran cantidad de genes muchas veces la manifestacion de la enfermedad
no resulta visible a partir de los rasgos fenotipicos. Para poder detectar algunas de ellas se han
desarrollado analisis genéticos mediante el uso de herramientas moleculares.(10, 11)

Tanto el conocimiento de las variantes genéticas de un caballo para determinadas enfermedades
como las pruebas genéticas para identificar caracteristicas de desempefio pueden ser muy Utiles
para tomar decisiones informadas sobre su cria y manejo. Los veterinarios tienen un papel
importante en la aplicacion de estas herramientas genéticas para mejorar la salud, el bienestar
y el rendimiento de los caballos, incluyendo la toma de decisiones de cruzamientos. El
conocimiento de las variantes genéticas puede permitir seleccionar parejas de cria que reduzcan
el riesgo de transmitir enfermedades hereditarias 0 mejoren caracteristicas de desempefio
deseadas en la descendencia. Las pruebas genéticas también pueden ayudar a seleccionar
ejemplares para ciertas actividades o disciplinas y reducir el riesgo de lesiones o enfermedades
relacionadas con el desempefio. Ademas, es importante recordar que los factores no genéticos,
como el ambiente, la capacitacién y la alimentacion, también influyen en el desempefio de los

caballos y deben ser considerados en su manejo y cuidado.(12)

1.2.1 Ceguera nocturna estacionaria congénita

La ceguera nocturna estacionaria congénita (CSNB, por su sigla en inglés Congenital
stationary night blindness) es una afeccion hereditaria presente al nacer y no progresiva, que
se caracteriza por problemas de vision en condiciones de oscuridad (Figura 2) asociada con la
raza Appaloosa con una incidencia del 30% para esta poblacion. A su vez, no hay evidencia de
anomalias oftalmicas en examenes clinicos de caballos afectados, por lo que el diagnéstico se
confirma mediante electrorretinografia (ERG). La ERG es una prueba electrofisiologica que se
utiliza para medir la respuesta eléctrica de las células de la retina ante la estimulacion luminica.
En el caso de los caballos, esta prueba debe ser realizada por un veterinario especializado, en
una clinica equipada con el equipo adecuado, lo que puede implicar un costo elevado tanto por
la prueba en si como por el traslado del animal. (13, 14)
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Figura 2. Representacion visual de como afecta la ceguera nocturna a la vision normal en baja condiciones de

luz. (A) Se observa una visién normal en baja condiciones de luz. (B) Se observa una vision afectada con ceguera

nocturna congénita donde se ve una imagen mucho mas oscura y borrosa debido a esta afeccion. (15)

La CSNB es causada por una insercién de 1378 pb en el gen miembro 1 del canal cationico
potencial del receptor transitorio subfamilia M (TRPML1, por su sigla en inglés Transient
Receptor Potential Cation Channel, Subfamily M, Member 1) ubicado en el cromosoma 1
(ECAL). La insercion es una repeticion terminal larga (LTR, por su sigla en inglés long
terminal repeat) de un retrovirus endégeno (ERV, por su sigla en inglés endogenous retrovirus)
que interrumpe la transcripcién de TRPML1 por poliadenilacion prematura que impide la
traduccion del ultimo aminoacido. Si bien la CSNB es completamente recesiva, si el animal es
heterocigota para el complejo de leopardo (LP, por su sigla en inglés leopard complex) va a ser
portador de la enfermedad y tiene posibilidades de contraer uveitis recurrente equina (ERU,
por su sigla en inglés equine reucrrent uveitis). En cambio, si es homocigota para LP va a tener
CSNB y tendra chances mas altas de contraer ERU.(13, 16)

La ERU es una dolorosa condicion del ojo que resultar en una pérdida total de la vision,
afectando la funcién y valor del caballo. Es una enfermedad autoinmune espontanea
caracterizada por episodios recurrentes de inflamacidn intraocular (Figura 3), que puede afectar
gravemente la salud ocular del caballo, y si no se controla adecuadamente, puede provocar una
inflamacion que darie el tejido ocular y cause una pérdida de la vision. Los caballos Appaloosas
en particular tienen entre 8,3 y 12 veces mas riesgo de contraer ERU frente a otras razas de
caballos. Se ha observado que los caballos que sufren de CSNB tienen un mayor riesgo de
desarrollar uveitis recurrente. Esto se debe a que los ojos afectados por la ceguera nocturna

pueden ser mas susceptibles a la inflamacion y a otros problemas oculares, como la irritacion
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y las infecciones. Ademas, la uveitis recurrente puede ser causada por una respuesta
inmunoldgica anormal del cuerpo a la inflamacion cronica, lo que también puede ser un factor

de riesgo en estos caballos. (17, 18)

Figura 3. Expresion de la ERU en un caballo. (A) Sefiales tipicas de un caballo con ERU, mucho lagrimeo y

parpadeo constante. (B) ERU interna.(17)

Los bastones o celulas fotorreceptoras ROD son los encargados de participar en la vision en la
oscuridad o baja condicion de luz (conocido como scotopic vision) estas no estan relacionadas
a la vision a color. Por otro lado, estan los conos que estan relacionados con la vision a color y
en altas condiciones de luz (conocido como photopic vision). La CSNB por lo tanto va a

involucrar a los bastones y no a los conos. (19)

En una condicion normal de oscuridad se libera glutamato por los bastones el cual se une al
receptor de proteina G (MGIuR6) en la célula bipolar. La activacion de la proteina G (Goo)
mantiene el receptor TRPML cerrado lo que resulta en la hiperpolarizacién de la célula bipolar
(se observa una linea plana en la ERG) (Figura 4 - Al). La foto absorcion cierra el canal de
cationes que se hiperpolarice por los bastones interrumpiendo la liberacion de glutamato. La
pérdida del efecto inhibitorio del glutamato abre el canal TRPM1 resultando en la
despolarizacion de la célula bipolar (se observa un pico en el ERG) (Figura 4 - A2). Esta

respuesta se da cuando el animal es y se refiere a un ERG normal (Figura 4B). (16)
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En caballos que presentan CSNB el receptor TRPM1 no esta presente y la respuesta a la pérdida
de glutamato seguida de la foto absorcion es inviable (Figura 4 - A3y A4). Los bastones quedan
hiperpolarizados en respuesta a la luz (Figura 4 - A3), pero las células bipolares no pueden
despolarizarse y no aparece la onda “B” (Figura 4A - A4), con esto nos referimos a un ERG
negativo.(16, 20)
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Figura 4. Funcién del TRPM1 en la CSNB y ERG. (A) TRPM1 y su rol en la vision nocturna. En color amarillo
se puede observar los bastones, en naranja las células bipolares, y en celeste el TRPM1. (A1) Condicién normal
en oscuridad. (A2) Condicion normal en baja condicion de luz. (A3) CSNB en oscuridad. (A4) CSNB en baja
condicion de luz. (B) ERG normal con su onda “A” y su onda “B” o también denominado “pico”. (C) ERG
negativo se observa inicamente una onda “A”, esto se debe a que al no estar presente el TRPM1 no puede

despolarizarse la célula.(13)

Es importante destacar que el tratamiento de la ERU puede ser costoso, ya que suele requerir
el uso de corticoides para evitar la inflamacion. Ademas, si la ERU se presenta repetidamente,
puede provocar ceguera completa en el animal, o causar complicaciones como cataratas,
desprendimiento de retina y glaucoma, lo que puede tener un impacto negativo en la calidad
de vida del caballo. Por lo tanto, la prevencion de la propagacion de enfermedades hereditarias
como la CSNB puede ayudar a prevenir estas complicaciones oculares y promover la salud

ocular de los equinos. (21)
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1.2.2 Overo letal

El overo letal (LO, por su sigla en inglés lethal overo) u overo letal blanco (LWO, por su sigla
en inglés overo lethal white) es una afeccidn hereditaria comun en la raza Paint Horse. Los
potros afectados por LO tienen aganglionosis, falta de células ganglionares parasimpaticas en
el intestino delgado distal y el intestino grueso que resulta en un megacolon, una dilatacion
anormal del colon debido a la paralisis de los movimientos peristélticos del intestino haciendo
que las heces permanezcan dentro del intestino lo que resulta en una enfermedad fatal. La
afeccion es similar a la enfermedad hereditaria humana de Hirschsprung, causada por
mutaciones en el gen humano ortélogo. Los animales afectados presentan un pelaje
completamente blanco y mueren poco después de su nacimiento debido a esta obstruccion
intestinal (Figura 5). Hoy en dia no hay tratamiento efectivo para esta enfermedad, la cual tiene

una incidencia del 8% en esta raza. (22-24)

Figura 5. Hembra y su potro afectado por el sindrome de overo letal.(25)

El LO es causado por una mutacion con cambio de sentido o también denominada missense de
dos nucle6tidos pasando de un alelo normal “TC” a uno mutado “AG” en el gen del receptor
de endotelina-B (EDNRB, por su sigla en inglés endothelin receptor B) ubicado en el
cromosoma 17 (ECA 17) que provoca el reemplazo de un aminoacido de isoleucina “I”’ por

uno de lisina “K” en la posicion 118 de la proteina (Figura 6).(22, 23, 26)
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Figura 6. EDNRB y su mutacidn. (A) Se observa en negro la membrana plasmatica, en gris el citosol y en blanco
numerado los dominios transmembrana. En asterisco se representa la mutacidn causada en los caballos, en circulos
blancos las conocidas en los humanos y en el circulo negro una reconocida en ratones. (B) Se visualiza la secuencia
de aminoacidos de la posicion 99 a la 132, encerrado esta el primer dominio transmembrana donde ocurre la

mutacion missense. (22, 27)

Se cree que este cambio de la isoleucina el cual es un aminoacido hidrofébico por uno cargado
como es la leucina podria tener un efecto negativo en el primer dominio transmembrana,
disrumpiendo la localizacion del receptor en la membrana, la capacidad de sefializacion y de

unién generando la enfermedad en cuestion.(22)

Las endotelinas son una familia de péptidos que funcionan como receptores acoplados a una
proteina G. Se han descubierto tres endotelinas que residen en los mamiferos, EDN1, EDN2 y
EDN3. Ademas, se han identificado dos subclases de receptores, endotelina-A y endotelina-B.
(28) El receptor de la endotelina tipo B (EDNRB) es un receptor de endotelina, una proteina
que regula diversos procesos fisioldgicos en el cuerpo, desde la activacién de la 6xido nitrico
sintetasa que participa en la vasoconstriccion hasta la participacion en el desarrollo y la
migracion de las células de la cresta neural durante la embriogénesis. Estas células son
importantes porque tienen la capacidad de migrar a diferentes partes del cuerpo y diferenciarse
en diversos tipos de células, como células del sistema nervioso, musculares, del corazon y de
la piel. En los caballos, una mutacién en este gen puede interrumpir el desarrollo y la migracion
normal de las células de la cresta neural, lo que resulta en la ausencia de células nerviosas en
el tracto gastrointestinal y el sistema nervioso simpatico. La falta de estas células nerviosas son

los responsables de los sintomas de la enfermedad overo letal en los caballos homocigotos,
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como la acumulacién de gas y materia fecal en el colon. También existe la falta de células de

melanocitos que da origen a la falta de pigmentacion en algunas areas del cuerpo.(28)

Es por esto que el test genético para detectar preventivamente el overo letal en caballos es
crucial para prevenir pérdidas econdémicas y de tiempo para los criadores, ya que esta mutacion
es letal para los homocigotos y puede generar problemas graves como la pérdida de tiempo,
recursos en el proceso de embarazo y el nacimiento de un potro que no sobrevivira. La
realizacion de la prueba genética puede ayudar a evitar la cria de animales homocigotos para

esta enfermedad y a preservar la salud y el bienestar de los caballos.(29)

1.3 Tipificacion de animales mediante microsatélites

Los microsatélites o repetidos en tandem cortos (STRs, por su sigla en inglés short tandem
repeats), son una clase de repetidos en tdndem que involucran secuencias de 1 a 10 pares de
bases y se pueden encontrar concatenados hasta 100 veces, y dispersos en varios puntos del
genoma. Se ha demostrado que el nimero de repeticiones varia ampliamente entre individuos,
y se cree que esto se debe a un deslizamiento o “slippage” de la ADN polimerasa durante la
sintesis y reparacion del ADN. Ademas de ser polimoérficos y muy variables en la poblacion,
algunas caracteristicas interesantes de los microsatélites son su herencia mendeliana, su

naturaleza codominante, y su alta tasa de mutacion.(30, 31)

Desde que fueron descubiertos en 1974 por Skinner, Beattle and Blattner se han utilizado
ampliamente en ensayos de identificacion genética, mapeo gendémico, estructura genética de

poblaciones, y analisis de parentesco, principalmente en animales y plantas.(30, 31)

Al igual que con el ADN humano, el material genético obtenido de los caballos contiene
microsatélites que son muy variables entre los individuos y, por lo tanto, son utiles para
diferenciar entre animales. A continuacion, se muestra una lista de algunos de los marcadores
de caballos descritos en la literatura y utilizados por la Sociedad Internacional de Genética
Animal (ISAG, por su sigla en inglés Internacional Society of Animal Genetics) (Tabla 1) en
la cual se puede observar el locus o lugar especifico en el cromosoma donde se ubica, la
ubicacion dentro del cromosoma, el tipo de estructura del STR la cual puede ser simple,
compleja o0 ambos, la secuencia repetida, referencia de quien lo descubrid, la secuencia de los
primers y el tamafio de amplicon obtenido.(32, 33)
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Tabla 1. Microsatélites recomendados para las tipificaciones equinas segun la ISAG.(33)

Chrom. Repeat Primer sequences Amplicon
Locus Location structure Repeat sequence Original reference (Forward and Reverse) length (bp)
AHT4 24q14 Compound  (ACILAT(AC), Binns et al. 1995 F: AACCGCCT GAGCAAGGAACT 144-164
R: CCCAGAGAGTTTACCCT
AHTS B Simple GT, Binns et al. 1995 F: ACGCACACATCCCTGCCTGC 126-144
R: GCAGGCTAAGGAGGCTCAGC
ASB2 15021.3-g23 Simple GT, Breen et al. 1997 F: CCACTAAGTOTCOTTTCAGAAGD 216-250
R: CACAACTGAGTTCTCTGATAGG
ASB17 2pid-pi5 Simple (AC), Breen et al. 1997 F: ACCATTCAGGATCTCCACCG B7-129
R: GAGGGCGOTACCTTTGTACC
ASB23 3q22.1-g22.3 Simple and (TG), and (TG),TT(TG), Irvin et al. 1998 F: GAGGGCAGCAGGTTGGGAAGG 175-211
compound R: ACATCCTOOTCAAATCACALTCC
CA425 28q18 Simple G, Eggleston-Stott F: AGCTGCCTCGTTAATTCA 226-246
UCDEQ425 et al. 1997 R: CTCATGTCCGCTTGTCTC
HMST 15 Simple MG, Gueérin et al. 1994 F: CATCACTCTTCATGTCTGCTTGG 170-186
R: TTGACATAAATGCTTATCCTATGGC
HAMS2 10 Compound  (CA)(TC), Guérin et al. 15994 F: CTTGCAGTCCAATOTOTATTAAATG 222-248
R: ACGGTGGCAACTGCCAAGGAAG
HAMS3 9 Compound  (TG).(CA),TC(CA), Guerin et al. 1994 F: CCATCCTCACTTTITCACTTTGTT 148-170
and (TGR(CA): R: CCAACTCTTTGTCACATAACAAGA
TCICAN L GAICA)
HAMSE 4 Simple GT, Guérin et al. 1994 F: GAAGCTGCCAGTATTCAACCATTG  151-189
R: CTCCATCTTGTGAAGTGTAALCTCA
HMS7 1q25 Compound (ACL(CA), Guérin et al. 1994 F: TGTTGTTGAAACATACCTTGACTGT  165-185
R: CAGCGAAACTCATGTTGATACCATC
HTG4 9 Complex MTOIATIAGIAAGIGA)s Ellegren et al. 1992 F: CTATCTCAGTCTTGATTGCAGOAC  127-139
ACAGIAGGG), R: CTCCCTCCCTCCCTCTGTTCTC
HTGE 15q26-q27 Simple MG, Ellegren et al. 1992  F: GTTCACTGAATCTCAAATTCTGCT  B4-102
R: CCTGCTTGGAGGCTOTGATAAGAT
HTG? 4 Simple G, Marklund et al. 1994 F: CCTGAAGCAGAACATCCCTCCTTG 118128
R: ATAAAGTOTCTGGGCAGAGCTGCT
HTG10 21 Simple and (TG}, and TATC(TG), Marklund et al. 1984 F: TTTTTATTCTCATCTGTCACATTT 95-115
compound R: CAATTCCCGCCCCACCCCCGGTA
LEX3 Xg Simple TG, Coogle et al. 1996 F: ACATCTAACCAGTGCTCGAGACT 142-164
R: GAAGGAAAAAAAGCAGGAAGAC
VHL20 30 Simple TG, Van Haeringen F: CAAGTCCTCTTACTTGAAGACTAG  B7-105
etal 1994 R: AACTCAGGGAGAATCTTCCTCAG

Generalmente en los caballos se utilizan microsatélites dinucleé6tidos (diSTR, por su sigla en
inglés dinucleotide short tandem repeat) (Tabla 1) frente a microsatélites tetranucleotidos
(tetraSTR, por su sigla en inglés tetranucleotide short tandem repeat) que son utilizados en
humanos y perros para hacer perfiles genéticos y test de paternidades. ElI poco uso de
marcadores tetraSTRs en caballos se debe a que son escasos en el genoma de estos frente a
humanos y perros. Los diSTRs a pesar de presentar ciertas desventajas técnicas frente a los
tetraSTRs como lo son los “stutter peaks” que son picos que se muestran entre uno o mas
repetidos menos que el alelo verdadero debidos al deslizamiento de la polimerasa en sintesis
de ADN durante la PCR, tienen algunas ventajas como son la gran cantidad de marcadores que

existen y los amplicones chicos que generan. (34)
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El sistema de nomenclatura actual utilizado en caballos para los casos perfil genético y
verificacion de parentesco se basa en la cantidad de repeticiones que se obtienen de la secuencia
de cada marcador nombrado anteriormente (Tabla 1 — Repeat sequence) traducida a un sistema
alfabético de alelos en el cual se observa los numeros de repeticiones (Tabla 2), la cual ha
evolucionado de manera informal de discusiones entre laboratorios y estd regulada
internacionalmente dentro de la ISAG. Se le asigna una letra del abecedario dependiendo de
cuantas veces se repite el marcador pudiendo determinar un perfil Unico para cada equino y
facilitar el andlisis de parentesco. Por ejemplo, si la secuencia repetida del marcador ASB2 se
repite nueve veces se asignara el nombre de "B” y si la secuencia se repite diez veces se le
asignara la letra “C”, asi sucesivamente para cada cantidad de repeticiones y los distintos
marcadores (Tabla 2). Designaciones de alelos basado en el nimero de repeticiones se ha

recomendado para la tipificacion del ADN humano, perros, bovinos y gatos. (33)

Tabla 2. Conversion de la nomenclatura ISAG a la nomenclatura de numeros repetidos. Se observan las letras
asociadas a los nimeros de repeticiones mas frecuentes dentro de estos marcadores, esto servira para realizar un

perfil genético Unico para cada animal. (33)

ISAG

Repeat

number AHT4 AHTS ASB2 ASE17 ASB23 CA425 HMST HMS2 HMSI HMSE HMS? HTG4 HTGE HTG7 HTGI0 LEX3 VHL20
9 B

10

11 D

12 D F G

13 F F G K G F I
14 H G G H I L I G J
15 I H G I J H M J K H K
16 J I I H J K I N J H I L
17 K ] J I K L J o K M I J M
18 L K K ] L M K P L M N ] K N
19 M L L K M N L a M N O K L 8]
20 N M M L N M H N o] P L M P
21 o] N N o I o] P M M Q
22 o 8] P Q o) P Q N o) R
23 Q P P P Q 0 P

24 Q Q P Q L P Q

25 H R R Q R M Q

26 I 5 5 R 5 N R

27 J T 5 o] 5

28 K T U P T

29 L v U Q

30 M W v R K

31 N 5 L

32 O Y M

33 P N

34 Q 8]

35 R P

36 Q
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1.4 Electroforesis capilar

La electroforesis capilar (EC) es una técnica utilizada en investigacion y muy aplicada en la
biotecnologia, farmacia y medicina. Es répida, precisa y requiere muy poca muestra. Usa un
campo eléctrico para mover moléculas a traves de un capilar estrecho, separandolas por tamario
y cargas eléctricas. Se pueden separar moléculas como ADN, proteinas, iones inorganicos,

carbohidratos, esteroides y farmacos.(35, 36)

En el analisis de ADN mediante electroforesis capilar, se utilizan marcadores fluorescentes
para etiquetar los fragmentos antes de la separacién. Los fragmentos se someten a un campo
eléctrico que los mueve a través del capilar, separdndolos segin su tamafio. Los fragmentos
maés pequefios se mueven mas rapido hacia el polo positivo que los méas grandes, permitiendo
la separacion y analisis de multiples fragmentos de ADN en una sola muestra con alta

resolucion y sensibilidad.(35, 36)

Las caracteristicas descritas hacen de la EC un método eficiente y econdmico para separar
cientos de componentes simultaneamente, utilizando pequefias cantidades de muestras y
reactivos. Por esta razon, se ha convertido en una técnica clave en la secuenciacion y

genotipado de ADN, asi como en el analisis de mutaciones y polimorfismos genéticos.(35, 36)

El uso de marcadores polimérficos y mutacionales en el diagnostico genético requiere de
tecnologia automatizada, ya que las técnicas convencionales como la electroforesis en geles de
agarosa y poliacrilamida son menos especificas, reproducibles y; consumen mas tiempo y
recursos. Ademas, estas tecnicas suelen requerir mas cantidad de muestra, por lo que han
quedado casi en desuso. La electroforesis capilar automatizada se utiliza en el diagnéstico
genético para dos areas principales: la secuenciacion (Figura 7)(37) y el analisis de fragmentos
(Figura 8)(38). (35, 36)

En el caso del andlisis de secuenciacién de Sanger (Figura 7) es Gtil para detectar cambios
puntuales en el ADN. Los pasos a seguir para realizar una secuenciacion son los siguientes,
una extraccion de ADN y una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por su sigla en inglés
Polimerase chain reaction) con el fin de amplificar y obtener una gran cantidad de copias de
la region de ADN que se desea secuenciar. Posteriormente, se realiza una purificacion de la

PCR para eliminar los componentes no deseados, como los deoxiribonucleétidos (ANTPs por
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su sigla en inglés deoxyribonucleotides), enzimas y primers especificos. Luego, se realiza la
secuenciacion con dideoxinucleotidos (ddNTPs, por su sigla en inglés dideoxyribonucleotides)
marcados con fluor6foros que en comparacion a los dNTPs no contienen el extremo 3" OH libre
lo que impide la formacion del enlace fosfodiéster con el siguiente nucleotido deteniendo la
cadena, es por esto que a los ddNTPs se los denomina “nucleoétidos de terminacion de cadena”.
En este caso se utiliza un ratio dNTPs:ddNTPs con el fin de elongar y determinar el largo de
los fragmentos producidos. Después, mediante otra purificacion se eliminan los ddNTPs
marcados sobrantes para evitar la competencia con la secuencia blanco en la deteccion.
Posteriormente, se realiza la electroforesis capilar para detectar los distintos fragmentos de
secuencia amplificados y determinar la secuencia final. Finalmente, se lleva a cabo el analisis
de datos correspondiente. (37, 39, 40)

Un ejemplo de la secuenciacion de SANGER es la deteccidn las variantes en el gen EDNRB
que causa el overo letal, una mutacién de dos pares de bases que afecta a los caballos y que
puede causar problemas de salud graves. Para detectarla se requiere una secuenciacion precisa
y detallada del ADN, lo que se logra mediante la técnica de secuenciacion de SANGER. (37,
39, 40)

A B C D. E F. G.
o™ R Y  I
)
Wiy o Y I\
“ g

Figura 7. Representacion esquematica para la secuenciacion de SANGER. (A) Extraccion del ADN; (B) PCR
con primers especificos; (C) Purificacion de PCR; (D) Secuenciacion con ddNTPs marcados; (E) Purificacion de

secuencia; (F) Electroforesis capilar; (G) Analisis de datos. (37)

Por otro lado, el analisis de fragmentos (Figura 8) es una técnica Gtil para detectar cambios mas
grandes en el ADN, como inserciones o deleciones de varios pares de bases. Los pasos
involucrados comienzan con la extracciébn de ADN y una PCR con primers especificos
marcados para amplificar y generar una gran cantidad de copias de la region de interés. Una
vez obtenidos los fragmentos amplificados, se realiza una electroforesis capilar y finalmente

se lleva a cabo el analisis de los datos obtenidos correspondientes. (38)

Un ejemplo del analisis de fragmentos es la deteccion de las variantes del gen TRPM1 que

causan la ceguera nocturna congenita estacionaria. La mutacion responsable de esta
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enfermedad es una insercion de 1378 pares de bases en el gen afectado. Para detectar esta
mutacion, se utiliza el analisis de fragmentos, que permite detectar la presencia o ausencia de

esta insercion en el ADN. (38)

Al B. C D.
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Figura 8. Representacion esquemaética para el andlisis de fragmentos. (A) Extraccion de ADN; (B) PCR con

primers especificos marcados; (C) Electroforesis capilar; (D) Andlisis de datos. (38)

Para llevar a cabo estas dos técnicas, se utilizard un analizador genético automatico de alta
capacidad. En este caso, el modelo 3500xL de Applied Biosystems (Figura 9), el cual ofrece
varias ventajas frente a los métodos convencionales utilizados en la electroforesis
convencional. Su capacidad de procesar hasta 24 muestras al mismo tiempo acelera
significativamente el proceso de analisis y mejora la eficiencia del laboratorio. Ademas, es
altamente preciso al reducir la posibilidad de errores humanos y minimizar la variabilidad en
los resultados, garantizando una mayor reproducibilidad de los experimentos. El equipo
también cuenta con un software integrado que permite el control de instrumentos, la
recopilacion de datos, el control de calidad, la determinacion de la base o el tamafio de las

muestras, asi como el analisis de datos y la generacion de informes de resultados.(41)

Figura 9. Analizador genético de Applied Biosystems modelo 3500xL, utilizado para realizar electroforesis
capilar.(41)
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1.5 Generalidades del laboratorio Genexa ADN evolutivo
1.5.1 Antecedentes

Es un laboratorio constituido por un equipo de larga trayectoria en el rubro de la genética
molecular. Fueron pioneros en otra empresa llamada Genia y visualizaron la oportunidad de
especializarse en el sector agropecuario y alimentario dando origen a Genexa (Figura 10). Por
eso hablamos de evolucion, y para llevarlo a la jerga de trabajo hablamos de un "ADN

evolutivo™.(42)

Es un laboratorio de biologia molecular en Uruguay que ofrece técnicas innovadoras y servicios
de laboratorio de diferentes complejidades para los sectores agropecuario y de alimentos.

Ademas, se desarrollan nuevos productos a demanda.(42)

Se trabaja en la mejora continua de los procesos con el objetivo de lograr la excelencia en el
producto, los mejores plazos y precios en el mercado. Cuentan con tecnologia de ultima

generacién y un equipo conformado por capital humano altamente capacitado.(42)

GeneXa

ADN EVOLUTIVO

Figura 10. Logo de Genexa ADN EVOLUTIVO.(43)

1.4.2 Vision

Ser una empresa de referencia tanto a nivel local como regional en la prestacion de servicios
de laboratorio y en el desarrollo de productos innovadores en los sectores agropecuario y
alimentos con el objetivo de otorgar soluciones integrales a nuestros clientes, convirtiéndonos

en socios estratégicos.

25



1.4.3 Misién

Satisfacer las necesidades de los clientes en analisis de laboratorio utilizando técnicas de

biologia molecular, tanto en el sector agropecuario como en alimentos ofreciendo soluciones

tecnoldgicas innovadoras y apostando a la mejora continua.

1.4.4 Politica de Calidad

En Genexa se comprometen a:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Conocer y entender las necesidades y expectativas del cliente o partes

interesadas para brindarle un servicio preciso y confiable.

Poner a disposicion de nuestros clientes equipamiento de vanguardia y los

beneficios de nuevos desarrollos.

Apostar a la satisfaccion del cliente que medimos en términos de fidelidad,

confiabilidad y entrega a tiempo de los anélisis.

Desarrollar servicios de alto valor agregado, con precios competitivos que

aseguren un crecimiento sostenible.

Favorecer la realizaciéon profesional y personal de nuestros colaboradores,

fomentando la capacitacion continua y el desarrollo de valores esenciales.

Cuidar el medio ambiente a traves de buenas practicas profesionales.

Crear planes de trabajo y comunicacion asidua con proveedores locales para

garantizar la provision de insumos.

Aplicar el concepto de mejora continua en nuestrosS pProcesos.
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9) Cumplir con los requisitos legales y reglamentarios.

10) Analizar la competencia en busca de nuevas oportunidades y entablar alianzas
0 acuerdos nacionales o internacionales para aumentar las ventas y los servicios

ofrecidos.

11) Ser referentes como laboratorio, lugar de trabajo y equipo humano en el
desarrollo de nuevos productos a demanda del cliente y prestador de servicios
utilizando tecnologia de punta y con precios competitivos en el sector

agropecuario y alimentos.

1.4.5 Actualidad de Genexa

A través del uso de los marcadores recomendados por la ISAG, Genexa brinda el servicio de
verificacion de ascendencia y/o descendencia de bovinos, equinos, ovinos, caninos, caprinos y
aves por ADN utilizando equipamiento de Gltima generacion y bases de datos de méas de
500.000 animales analizados. (32)

A partir de diferentes tipos de muestras bioldgicas se obtiene un perfil de ADN Unico del
animal. El laboratorio realiza la determinacién de paternidad y/o maternidad dentro del mismo
servicio a través de la comparacion del perfil de la cria con el o los perfiles del supuesto padre
y/o madre. El laboratorio dispone de un panel adicional de marcadores recomendados por la

Sociedad Internacional de Genética Animal (ISAG) para casos de una Unica exclusion.(32, 43)

Respecto a los analisis realizados en equinos, Genexa ofrece ademas de la tipificacion equina
varias otras enfermedades que afectan a estos animales tales como influenza equina,
toxoplasmosis, neospora, paralisis periddica hipercalémica (HYPP), acumulacién de glicégeno
tipo IV y analisis de array que cuenta con 670.796 marcadores.(43)
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2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Desarrollar dos ensayos con técnicas moleculares para identificar enfermedades genéticas

hereditarias en caballos que causan la ceguera nocturna congénita estacionaria y el sindrome

de overo letal blanco.

2.2 Objetivos especificos

Obtener muestras en buenas condiciones de las dos razas de caballos a estudiar y extraer

el ADN utilizando dos métodos, uno propio del laboratorio y otro con un kit comercial.

Detectar la insercion de 1378 pb en el gen TRPM1 (ECA1) que causa ceguera nocturna
congénita estacionaria y la mutacién missense de un par de bases en el gen EDNRB
(ECAL7) que causa el overo letal. Determinando si un caballo es normal, portador o

afectado para estas enfermedades.

Determinar los parentescos de los caballos y verificar la heredabilidad de las
enfermedades utilizando la tipificacion mediante microsatélites. Ademas, de chequear
mediante muestras controles y muestras de interlaboratorio la veracidad de los

resultados obtenidos de las enfermedades.

Determinar la viabilidad econdmica, posibles clientes, tamafio del mercado, precio de

venta y competencias en la region a partir de un andlisis del mercado.
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3. Materiales y métodos

Todos los reactivos, insumos y equipos utilizados durante este trabajo fueron brindados por el
laboratorio Genexa ADN EVOLUTIVO.

3.1 Disefio de primers

Basandose en la bibliografia fueron sintetizados los primers especificos necesarios para cada

una de las enfermedades lo cual fue solicitado a Macrogen.(20, 27)

Ademas, para la realizacion de las tipificaciones mediante microsatélites una técnica ya puesta

a punto en el laboratorio donde ya se contaba los primers recomendados por la ISAG.

3.1.1 Complejo leopardo
Para la deteccion del genotipo que determina el complejo leopardo se utilizaron tres primers,
dos forwards y uno reverse marcado con FAM (Tabla 3) y su disefio caracteristico para detectar

las variantes posibles del gen TRPM1 (Figura 11).

Tabla 3. Primers utilizados para amplificar las variantes del gen TRPM1.(20)

Codigo Secuencia Marcado
TEPMI1-N-F CCGACTTGGGTAGCAACTGA
TRPMI1-M-F AAGGGCAGTTAAAAGCAGCA

TEPMI-E CTCGGCAATCAGTGAATGAA  FAM

El fluoroforo FAM utilizado en el primer TRPM1-R permitira la deteccion de los fragmentos
obtenidos luego de realizar la electroforesis capilar.

TFPMI1-N-F TFEMI-M-F
-

e

TEPMI1-E

Figura 11. Disefio de primers para detectar las variantes del gen TRPM1. Se observa en negro el gen normal y en
rayas la inserccién de 1378 pb.(20)
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Teniendo en cuenta el disefio de primers (Figura 11) se observara un fragmento de 186 pb si el
genotipo es homocigota normal (TRPM1-N-F y TRPM1-R), uno de 225 pb si el genotipo es
homocigota mutado (TRPM1-M-F y TRPM1-R) y si es heterocigota tendremos los 2
fragmentos ya que estarian las dos variantes del gen presentes.

3.1.2 Overo letal
Para la deteccion de los genotipos posibles que generan el overo letal se utilizaron un primer
forward y otro reverse (Tabla 4) los cuales permiten amplificar la zona donde se encuentran

las variantes del gen EDNRB (Figura 12).

Tabla 4. Primers utilizados para amplificar las variantes del gen EDNRB. (27)

Codigo Secuencia
LWO-F AGTGTCCTGCCTAGTGTTCG
LWO-F GCAGGCGAGATATTAGCAGAC

En este caso particular, la mutacién puntual en cuestion no podria ser visualizada por
fragmentos, por lo que la secuenciacién de SANGER se convierte en una herramienta esencial

para su deteccion.

1 GCACCICCGCARATGCCTAARAGCAGGGAGGACGECGEGGAGCCCAGCGACGCACCCTCCCT

6l CCTCCCCCGIGCGARAGAACCATCGAGATCAAGGAGACTTTCAAGTACATCRAACACAGTA
-

121 GIGICCTGCCTAGTIGTICGTGCTGGGCATCATCGGARACTCCACACTGCTGAGRAATCATT
g g g g e g gl S g i S g g g e g B R
LWQ-F
131 TACAAGRACARGIGCATGCGGAACGGCCCTAATATCTITIGATCGCCAGCCIGGCICTGGGEA

241 GACTIGCTIGCACATCATCATIGACATCCCCATCAATGICTACARGGTAARGARAGTCIGC
e

301 TRAATATCICGCCIGCGGGEGGCCEGETTAGGRAGGGGEAGATGGECGAGCCTTITIGCTIGGEA
<L I
LWO-R

361 GCTTACTCAAGARGATCCTCCTARRAGTCAGTAATCGCTGGARCCARATTCTCTTCTGGET

Figura 12. Disefio de primers para detectar la mutacion en el gen EDNRB. Se observa el primer forward LWO-
F y el reverse LWO-R. Subrayado en amarillo se observa el lugar de la mutacién missense
GGGCATCA(TC/AG)GGAAACT. (27)
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3.1.3 Tipificacion equina

Para determinar el perfil genético de los equinos se utilizaron los 17 pares de primers marcados
con cuatro fluoréforos distintos FAM, NED, VIC y PET para amplificar los microsatélites
recomendados por la ISAG (Tabla 5) (Anexo 1). Es de suma importancia que amplicones
obtenidos que estan marcados con el mismo fluoroforo no tengan el mismo tamario para evitar
confusiones en la deteccion. Este ensayo se realizd para verificar las paternidades y la
heredabilidad de las enfermedades.

Tabla 5. Primers utilizados en el primer mix de equinos.(32)

Primer Forward* Reverse
HTG7 NED- CCTGAAGCAGAACATCCCTCCTTG ATAAAGTGTCTGGGCAGAGCTGCT
HTGH VIC- CCTGCTTGGAGGCTGTGATAAGAT GTTCACTGAATGTCAAATTCTGCTC

ASB23AD VIC- GGCAGCAGGTTGGGAAGG ACATCCTGGTCAAATCACAGTCC

HTGI0AD NED- CCTAATGTCATATGGAAAGCCTTG GGCTTTTITATTCTGATCTGTCACATTT
HTG4 FAM- CTATCTCAGTCTTGATTGCAGGAC CTCCCTCCCTCCCTCTGTTCTC
AHT4 FAM- AACCGCCTGAGCAAGGAAGT GCTCCCAGAGAGTTTACCCT

HMSE7 FAM- CAGGAAACTCATGTTGATACCATC TGTTSTTGAAACATACMTTGACTGT
HMS6 VIC- GAAGCTGCCAGTATTCAACCATTG CTCCATCTTGTGAAGTGTAACTCA

HMS2 NED- ACGGTGGCAACTGCCAAGGAAG CTTGCAGTCGAATGTGTATTAAATG
ASB17 PET- GAGGGCGGTACCTTTGTACC ACCAGTCAGGATCTCCACCG
LEX3 PET- ACACTCTAACCAGTGCTGAGACT GAAGGAAAAAAAGGAGGAAGAC
HMS1 PET- CATCACTCTTCATGTCTGCTTGG TTGACATAAATGCTTATCCTATGGC
HMS3AD FAM- ACATCAGTCAGAAGCTGCGAAC CCTCTTGCTCTAAAGCCCCA
AHTS VIC- ACGGACACATCCCTGCCTGC GCAGGCTAAGGGGGCTCAGC
VHL20AD FAM- CGCAAGTCCTCTTACTTGAAGACTAG GITAACTCAGGGAGAATCTTCCTCAG
ASB2 VIC- CCACTAAGTGTCGTTTCAGAAGG CACAACTGAGTTCTCTGATAGG
CA425 PET- AGCTGCCTCGTTAATTCA CTCATGTCCGCTTGTCTC

*Se marcan todos los primers forward con el fin de identificarlos luego en la deteccion.

3.2 Muestras

A partir de los caballos seleccionados e identificados se tomaron muestras de pelos con bulbo
los cuales fueron almacenados en sobres rotulados con la codificacion del animal
correspondiente para mantener la trazabilidad de estas. Para la extraccion de la muestra se
identificd y limpio el lugar de donde se iba a sacar el pelo para reducir el riesgo de
contaminacion de la muestra. Se separd un mechén de la crin o de la cola, se enroll6 en el dedo
indice y se tird. Fue importante contar con un mechén de no menos de 20 o 25 pelos con bulbos

debido a que el ADN nuclear se encuentra en esta zona. Cabe destacar que, aunque existen
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otras matrices de muestras como la sangre, el semen o la biopsia, se eligio la extraccion de

pelos con bulbo porque es la menos invasiva para los animales

Se obtuvieron muestras de la cabafia “Haras Don Carmine” y “Sebastian Pimienta” quienes

facilitaron muestras de las razas Appaloosa y Paint Horse, respectivamente.

3.3 Extraccion de ADN

3.3.1 Método propio

Para extraer el ADN del pelo se cortaron 3 bulbos pilosos de cada muestra dentro de un tubo
de 200 uL correctamente rotulado con el codigo de muestra para seguir la trazabilidad y no
generar resultados erréneos con otra muestra. Se procedié al aislamiento del ADN con un

método propio del laboratorio el cual cuenta con una enzima para realizar la lisis de las células.

3.3.2 Método comercial

Para la extraccion por el método comercial se utilizé un kit que contiene varias soluciones para
realizar la extraccion, precipitacion de proteinas, lavados y rehidratacién del ADN. Se podria
procesar otro tipo de muestras con esta extraccion tales como sangre, carne, hueso, cepillo
bucal, hisopos o0 papeles con sangre. En este caso se realizd con pelos, para ello se utilizé un
tubo de 1,5 mL en el cual se corta bulbos pilosos. Se le agreg6 la solucion mencionada

anteriormente y se incubd en un termobloque.

3.4 Cuantificacion de ADN
Mediante espectrofotometria se puede determinar la concentracion y la pureza de una muestra
de ADN basandose en la capacidad de absorbancia de un compuesto presente en una solucion
a una longitud de onda determinada.
La determinacién de la concentracion y calidad del ADN se realizd6 mediante absorbancia a

260/280 nm utilizando el lector de microplaca Infinite® M200 PRO NanoQuant (Tecan), la

placa NanoQuant Plate™ y el software i-control.
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3.5 Amplificacion

Para las amplificaciones de las variantes del complejo leopardo y del overo letal se utilizd un
mastermix comercial altamente especifico. Este contiene una ADN polimerasa de alto
rendimiento, termoestable, que sirve para una gran variedad de moldes y sumamente especifica
con una tasa de error de 1x107 en comparacion a las polimerasas estandares que tienen una tasa

de error 1x10°.

Para la amplificacion de tipificacion equina se utilizé otro mastermix comercial que permite
realizar una PCR multiplex el cual nos brinda la capacidad obtener hasta 20 amplicones de una

sola vez.

Se utilizaron termocicladores de tiempo final para realizar las amplificaciones, claramente con
sus diferencias de ciclos debido a sus diferentes temperaturas de annealing y enzimas

utilizadas.

En cada paso de amplificacion debe utilizarse ADN en una concentracion adecuada para que
al interaccionar con los reactivos y pasen por su ciclo de amplificacion el electroferograma
obtenido no presente exceso 0 ausencia de sefial. Para el analisis de fragmentos y el de
tipificacion mediante microsatélites se utilizé una concentracién de 20 ng/uLL mientras que para

la secuenciacion se utilizo de 150 ng/ pL.

3.5.1 Complejo leopardo

Para amplificar los fragmentos de ADN relacionados con la enfermedad del LP, se empled un
mastermix que incluye una ADN polimerasa altamente especifica, junto con los tres primers
mencionados en el punto 3.1.1. La reaccion se llevo a cabo en un termociclador tiempo final
con las condiciones adecuadas para la amplificacion. Después de completar el ciclo de
amplificacion, se purifico el ADN amplificado y se prepar6 para su carga en el equipo de

deteccion.
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3.5.2 Overo letal

Para la amplificacion de la region asociada a la enfermedad LO se utilizd la técnica de
secuenciacion de Sanger. Se amplificaron las secuencias correspondientes utilizando los dos
primers previamente mencionados en el punto 3.1.2 y un mastermix con una ADN polimerasa
altamente especifica. La reaccion se llevo a cabo en un termociclador tiempo final con las
condiciones adecuadas para la amplificacion. Posteriormente, se realiz6 una reaccion de
purificacion para eliminar los dNTPs y los primers restantes de la solucion. Luego, se llevé a
cabo la reaccidén de secuenciacion utilizando el primer reverse y ddNTPs marcados con
fluoroforos para tefiir las bases, 1o que permitid su deteccion posterior. Finalmente, se realizd
una reaccion de purificacion de la secuencia para eliminar los ddNTPs sobrantes y el ADN
resultante fue preparado para ser cargado en el equipo de deteccion.

3.5.3 Tipificaciéon equina

La tipificacion equina por microsatélites se llevo a cabo siguiendo las recomendaciones de la
ISAG. En primer lugar, se preparé un primer-mix con los primers mencionados en el punto
3.1.3 junto con el mastermix que permitio la amplificacion de multiples microsatélites
simultaneamente. La reaccion de amplificacion se realizd en el termociclador, con el ciclo
adecuado y tiempo final. Una vez finalizado el ciclo, el ADN se preparé para ser cargado en el
equipo de deteccion, donde se llevd a cabo la identificacion de los microsatélites y la

tipificacion equina.

3.6 Deteccion

Se utilizo el analizador genético de Applied Biosystems, especificamente la serie 3500 XL de
24 capilares para llevar a cabo la deteccion de los ensayos realizados. Este equipo cuenta con
dos softwares incluidos: GeneMapper® para el analisis de fragmentos en el cual detectamos el
complejo leopardo (LP) vy la tipificacion mediante microsatélites, y Sequence Analysis para el

analisis de secuencias (LO).

Para el andlisis de fragmentos se emple6 formaldehido, un marcador de peso molecular o

escalera de tamarfio conocido Ilamada L1Z500 y el ADN previamente amplificado.
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El formaldehido se usa para fijar el ADN, conservar su integridad evitando su degradacion
durante la electroforesis y facilitando la deteccidn de los fragmentos de ADN. Para evitar la
formacion de estructuras secundarias en el ADN que puedan obstaculizar su separacion por
electroforesis, se suele enfriar rdpidamente la muestra sumergiéndola en hielo durante 5
minutos después de desnaturalizarla a 99°C. Posteriormente, el ADN se carga en el equipo

3500xL para su analisis.

En cuanto al andlisis de secuencias, se utilizo solucion SAM, resina y el ADN previamente
amplificado. La solucién SAM es un tampon proveniente de un kit comercial utilizado para la
reaccién de secuencia que se utiliza para la preparacion de las muestras, que ayuda a eliminar
las impurezas y a preparar el ADN para la union a la resina. La resina es un material que se
utiliza para inmovilizar el ADN en una columna, para su posterior purificacion y concentracion
antes de la secuenciacion. Juntos, la solucién SAM y la resina ayudan a garantizar la calidad y
la pureza del ADN para su posterior analisis. Después de mezclar la muestra con la solucién

SAM y la resina por inversion, se carga en el equipo 3500xL para su analisis.
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4. Resultados y discusion

4.1 Muestras

Se analizaron ejemplares de las dos razas en cuestion, Appaloosa y Paint Horse. Algunas
muestras se obtuvieron en el lugar donde estaban los caballos y las restantes fueron enviadas
al laboratorio por parte de los productores. En este caso, se utilizaron muestras de pelo como
una opcién de toma de muestras menos invasiva para los caballos (Figura 13). Aunque existen
otras opciones, como la toma de muestras de sangre, semen o biopsias, que pueden
proporcionar informacion més detallada o especifica pero que son técnicas mas invasivas. Sin
embargo, es importante tener en cuenta que, en algunos casos, el analisis de otros tipos de
muestras podria ser necesario para obtener informacion adicional. Por ejemplo, en el caso de
la toma de muestras de sangre puede ser necesaria para detectar enfermedades infecciosas,

analizar niveles de ciertas sustancias en la sangre, como electrolitos 0 hormonas.(44)

Figura 13. Toma de muestra. (A) Toma de la muestra de pelos desde un caballo en la cabafia “Haras Don

Carmine”. (B) Pelo con bulbos pilosos obtenidos.

Obtener muestras de pelo con bulbos es importante porque es donde se encuentra el ADN
nuclear. EI ADN nuclear es el tipo de ADN que se utiliza mas comunmente en los analisis
genéticos, ya que contiene la mayoria de los genes que determinan las caracteristicas
hereditarias de un organismo, como la predisposicion a ciertas enfermedades, rasgos fisicos y
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otros rasgos complejos. La raiz o el bulbo piloso del cabello es donde se encuentra el ADN
nuclear, por lo que es esencial obtener una muestra de cabello que incluya esta parte del foliculo

para asegurar la presencia de ADN nuclear.(45)

Sin la presencia del bulbo piloso, si se obtiene ADN solo se obtendrda ADN mitocondrial, que
es menos util en los analisis genéticos debido a que solo contiene informacién limitada sobre
ciertos rasgos hereditarios. El tallo del cabello, que se origina a partir del bulbo piloso, es el
que se observa en la superficie del cuero cabelludo y se proyecta fuera de la piel. Sin embargo,
el tallo del cabello sufre un proceso de queratinizacion y endurecimiento, lo que provoca la
degradacion del nucleo y la disminucién de la cantidad de ADN nuclear presente en la muestra.
Por esta razon, la obtenciéon de una muestra de cabello con el bulbo piloso es esencial para
asegurar la presencia de ADN nuclear y obtener resultados mas precisos en los analisis
geneéticos. (45, 46)

Se rotuld con un cadigo interno en el laboratorio para mantener la trazabilidad de las muestras
durante los pasos del ensayo el cual consta de un nimero especificando el animal de referencia
y se denomino a los caballos de raza Appaloosa como “APP” y a los Paint Horse como “PH”.
Ademas, en los animales que se sabia la ascendencia se solicité a los criadores que nos
facilitaran esta informacion con el fin de realizar posteriormente el test de paternidad o también

Ilamado cruzamiento.

4.2 Extracciéon de ADN

Para la extraccion de ADN se realizaron dos técnicas distintas, una propia de Genexa que se
denomino con la letra “P” y una comercial con la letra “W”. Luego de seguir los pasos de

extraccion y cuantificacién se observa las distintas concentraciones obtenidas para cada

muestra (Tabla 6).
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Tabla 6. Comparacion de métodos de extraccion de ADN. Se observa la absorbancia a 260 nm, absorbancia a 280

nm, concentracion en ng/pL, relacién A260/280 y codigo de muestra.

EXTRACCION PROPIA
ng/ul Ratio Muestra

260 280

EXTRACCION COMERCIAL

260

280

ng/ul Ratio

Muesira

0.078 0.077
0,079 0,078
0.056 0,067
0,172 0,160
0,129 0,117
0.196 0,176
0.168 0,143
0.064 0,072
0.060 0,067
0.111 0.105
0,112 0,104
0.128 0.119
0.064 0,072
0.164 0.137
0,101 0,104
0.157 0.139
0.069 0,079
0.075 0.073
0,123 0,110
0.072 0.074
0,106 0,095
0.108 0.096
0,120 0,106
0.103 0,094
0.041 0,048
0.196 0,176

78.00
79.40
56,00
172,30
128,60
195,60
168,50
64,40
60,30
110,70
111,50
128.40
64,40
164.40
100,70
156,80
68,90
75.40
122,90
T1.50
105,80
108.20
119,80
102,50
40,80
195,60

1.01
1,02
0.83
1.07
1.10
1.11
1.18
0.89
0.91
1.06
1.07
1.08
0,89
1.20
0.97
1.13
0.88
1.03
1.12
0.96
1.11
1.12
1,12
1.08
0.85
1.11

PHI-P
PH2-P
PH3-P
PH4-P
PH5-P
PH6-P
PH7-P
PHS-P
APP1-P
APP2-P
APP3-P
APP4-P
APPS-P
APP6-P
APPT-P
APPS-P
APPS-P
APPI0-P
APPIL-P
APPI2-P
APPI3-P
APP14-P
APPIS-P
APP16-P
APPI17-P
APPIS-P

0.144
0.162
0.069
0.243
0.263
0,405
0.309
0.112
0.037
0.501
0.291
0.248
0,112
0.362
0.119
0.209
0,180
0.146
0,316
0.058
0.540
0.262
0.398
0.573
0.011
0,405

0.067
0,077
0,031
0.116
0,125
0,194
0,147
0.053
0,015
0.241
0,139
0.118
0,053
0.174
0,057
0.101
0,087
0.071
0,154
0.028
0,266
0.127
0,193
0,282
0,003
0,194

144.00
162,10
68.70
243,40
263,40
405,40
308,90
112,30
36,80
501.40
290,90
247 80
112,30
362.10
119,10
208,80
179,80
145,60
316,20
58.00
539,60
262,10
39770
572,70

10,90
405,40

2.13
2,11
225
2,11
2,10
2,09
2,10
2.11
2,50
2.08
2,09
2.10
2,11
2.08
2,10
2.08
2,07
2.06
2,05
2.04
2,03
2.06
2,07
203
3,76
2,09

PH1-W
PH2-W
PH3-W
PH4-W
PH5-W
PH6-W
PH7-W
PHE-W
APP1-W
APPI-W
APP3-W
APP4-W
APPS-W
APP6-W
APPT-W
APPE-W
APPO-W
APP10-W
APP11-W
APP12-W
APP13-W
APP14-W
APP15-W
APP16-W
APP17-W
APP18-W

La relacion A260/280 se utiliza para determinar la pureza del ADN, se considera que una

pureza optima tiene un valor entre 1,8-1,9. Un valor menor a 1,8 indica una posible presencia

de proteinas u otros contaminantes. Un valor mayor a 2,1 podria deberse a la presencia de ARN

en la muestra (47, 48)

Se observa en general que la técnica de extraccion comercial proporciona una mayor cantidad

de ADN en comparacion con la técnica de extraccion propia esto se debe a que se utiliza mas

cantidad de pelos respecto a la propia, siendo 15 pelos para la comercial y 3 pelos para la propia

siendo una de las razones porque cuantifica mayor cantidad de ADN.
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Ademas, la extraccién comercial cuenta con soluciones para realizar la precipitacion de
proteinas, lavados y rehidratacion del ADN, lo que contribuye a obtener una mayor cantidad
de ADN nuclear de forma eficiente. La extraccion propia tiene un promedio de concentracion
de 249.05 ng/puL y un promedio de ratio de 2.17, mientras que la propia tiene 109.67 y 1.03

respectivamente.

En algunos casos, como en las muestras APP1, APP12 y APP17 (Tabla 6) que no tenian bulbos
los bulbos necesarios para realizar la extraccion de forma correcta, se observd una
concentracion de ADN mayor mediante la técnica de extraccidn propia en comparacion con la
extraccion comercial. Esto puede deberse a que en la extraccion comercial se esta cuantificando
Unicamente el ADN nuclear (ADNnu) ya que al realizar la purificacion se retiran las proteinas
de la solucién, mientras que en la técnica propia se puede estar cuantificando proteinas. Esto
se contrasta con el ratio de las muestras mediante extraccion propia donde se ven nimeros

menores a 1.8.

Es importante destacar que el ADN obtenido de ambas técnicas es valido y suficiente para
realizar los ensayos correspondientes. Si bien la técnica de extraccién comercial proporciona
una mayor cantidad de ADNnu, la extraccion propia es una opcidon mas econoémica. Sin
embargo, en algunos casos donde el ADN se encuentra en concentraciones demasiado bajas,
como en la muestra APP17-W (Tabla 6) extraida con la técnica comercial no llega al minimo
requerido para realizar la técnica de fragmentos, esto puede influir en la PCR y, por lo tanto,
en la calidad de los resultados obtenidos. En estos casos, si los resultados obtenidos no alcanzan
la calidad necesaria, se solicita al productor una nueva muestra. En conclusion, ambas técnicas
han demostrado ser eficientes en la extraccion de ADN a partir de pelos y deben elegirse segin

las necesidades y objetivos especificos de cada experimento.

Para saber para cuantos ensayos podemos utilizar la muestra es variable ya que depende de
concentracion obtenida de la extraccion, lo cual varia dependiendo la calidad de la muestra y

cuantos bulbos se utilicen para realizar la extraccion de ADN.
Se utilizaron concentraciones de 20 ng/uL para el analisis de fragmentos y 150 ng/uL para el
analisis de secuencia. Se realizaron las diluciones adecuadas para cada muestra previo a la

amplificacion.
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4.3 Amplificacion y deteccion

Para la puesta a punto de la amplificacion se utilizé el ADN obtenido de la extraccion comercial
teniendo en cuenta que se obtiene el ADN nuclear mas puro con los pasos de purificacion que
esta técnica tiene. Se realizaron pruebas de temperatura de annealing de la primera PCR con
muestras controles en un gel de Agarosa (Figura 14). Esta prueba se realiz6 con el fin de poder
amplificar ambos genes en el mismo termociclador ahorrando tiempos y equipos en uso. Se
establecieron tres parametros para la amplificacion utilizando las recomendaciones del Kit
comercial utilizado para la amplificacion: la concentracion de los reactivos, la cantidad de
ciclosy el tiempo. Posteriormente, se probo la concentracion de ADN para cada ensayo, siendo
necesaria una menor cantidad de ADN para los fragmentos en comparacion con la

secuenciacion.

Figura 14. Prueba inicial en gel de agarosa con dos temperaturas de annealing para la PCR. En el carril 1 se
encuentra el MPM, del 2-5 Tm “A” y de 6-9 Tm “B”. Se probaron las mismas muestras control para verificar la
mejor Tm de la primera PCR. (1) Marcador de peso molecular (HyperLadder ™ 25 pb); (2) APP10 - LP/LP; (3)
APP2 - LP/Ip; (4) PH8 - LO/lo; (5) PH1 - lo/lo; (6) APP10 - LP/LP; (7) APP2 - LP/I; (8) PH8 - LO/lo; (9) PH1 -
lo/lo.

Este ensayo se realizd para comprobar cual de las Tm serviria para los dos ensayos con el fin
de realizar la primera amplificacion de las enfermedades en conjunto ahorrando tiempos y
utilizar un solo termociclador. A pesar de que en el caso del ensayo detectado mediante
secuenciacion LO no vamos a tener un resultado visual a partir del gel, a raiz de esta prueba se

obtuvo que la mejor temperatura de amplificacion para cumplir esto era la Tm “A” ya que se
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visualizan las bandas desde el carril 2 al 5, sin embargo, en la Tm “B” en el carril 7 no se
observan bandas dando como resultado que esta temperatura no sirve para este ensayo. Se

selecciono la Tm “A” para continuar.

Ademas, se observa que el tamafio de bandas es el esperado para los dos ensayos. En el anélisis
de fragmentos para detectar el LP se espera del alelo normal una banda de 168 pb y el mutado
una banda de 225 pb, mientras que en el andlisis de secuencia se espera un fragmento
amplificado de unos 190 pb.

En el caso de las tipificaciones de equinos ya se tenia puesto a punto en el laboratorio el

procedimiento a realizar para ello y todos los pardmetros mencionados anteriormente.

Todos los ensayos se realizaron por duplicado con el fin de probar los dos métodos de

extraccion y ademas corroborar el analisis.

Se llevaron a cabo dos enfoques distintos para detectar las mutaciones, ya que la insercion
responsable de la CSNB se detecta mediante analisis de fragmentos, mientras que la mutacion

puntual de dos pares de bases asociada al overo letal se detecta mediante secuenciacion.

4.3.1 Complejo leopardo
Segun el disefio de primers planteado, cuando el tamafio de la amplificacion es de 186 pb el
alelo es normal, mientras que si el resultado es de un amplicon de 225 pb el alelo es afectado.
A continuacion, se observan los posibles resultados esperados al realizar el ensayo de complejo

leopardo (Tabla 7).

Tabla 7. Cuadro de interpretacion de la para el complejo leopardo (LP).

Genotipo  Animal Resultado

Ipfp MNormal Dos copias del alelo normal presentes.

El alelo mutante v el normal estdn presentes. El caballo es portador de la CSNB v

LEA Portad . . -
P acor tiene riesgo de contraer ERTJ.

Dos copias del alelo mutado presentes. El caballo desarrollard la CSNB v tiene riesgo

LPLP  Afectado mas alto de contraer ERTU.

*Riesgo de ERU: LP/LP > LP/lp > lp/lp.
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El analisis de fragmentos se realizd en el software GeneMapper™ ID-X, el cual tenemos que
configurarlo con nuestras necesidades previamente de forma correcta para poder visualizar el
resultado obtenido. Por ejemplo, existe una pestafia que se llama “Analysis method” previo a
correr el ensayo donde se pueden determinar valores tedricos generales para el analisis de
fragmentos desde un nimero de tolerancia en donde podria caer un alelo, los fluoréforos a
utilizar, la calidad del alelo obtenido, etc. Otra pestafia que se debe modificar se llama “panel”
donde en este caso son valores mas especificos de lo que vas a estudiar cdmo seria el nombre
de los marcadores, los rangos tedricos de donde podrian caer nuestros marcadores y el rango
tedrico de donde se observarian los alelos dentro de estos marcadores o también denominado
“bins”, en este caso no se observan bins ya que es un andlisis de dos fragmentos nada mas por
lo que es algo mas simple en comparacién a la tipificacion por microsatélites que si se
observaran méas detalles como estos. Otra pestafia por configurar seria la escalera o marcador
de peso molecular que se utilice asignandole los distintos tamafios de fragmentos que estas
traen con el fin que se asignen de forma correcta. También, se puede seleccionar los distintos
fluoréforos a observar ya que en este caso se utiliza Unicamente el FAM, mientras que mas
adelante en la tipificacion se utilizaran mas. En este caso vamos a estar tratando con un
“Analysis method” llamado equinos y “panel” que se disefid para este ensayo denominado
“Leopardo Appaloosas”, en donde se definen en que ubicacion deberian observar los alelos
normales y los mutados segun la bibliografia. Como se observa estan marcados con el FAM el
cual se visualiza de color azul en el programa (Figura 15-17).

Se observan los resultados obtenidos de realizar el analisis de fragmentos (Figura 15-17), en el
caso que esté presente Unicamente el alelo normal se obtiene un pico a los 186 pb siendo
homocigota normal (Figura 15), en el caso que se tenga los dos alelos se obtiene dos picos el
normal a los 186 pb y el mutado a los 225 pb siendo heterocigota (Figura 16), y si tenemos

Unicamente el alelo mutado a los 225 pb es un homocigota mutado (Figura 17).
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Figura 15. Andlisis de fragmentos. Muestra APP5-W homocigota normal (Ip/Ip). Se observa Gnicamente el alelo

normal.
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Figura 16. Andlisis de fragmentos. Muestra APP2-P heterocigota LP/Ip. Se observa los dos alelos, el normal y el

mutado.
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Figura 17. Andlisis de fragmentos. Muestra APP11-P homocigota mutado LP/LP. Se observa Gnicamente el alelo

mutado.

Se obtuvieron buenos resultados con las dos técnicas de extraccion, ya sea utilizando la técnica

comercial (Figura 15) como la propia (Figura 16 y 17).
Luego de analizar las 18 muestras por duplicado para determinar la robusticidad del método,

se obtienen los siguientes resultados: 1 muestra homocigota normal Ip/lp, 8 muestras

heterocigotas LP/Ip y 9 muestras homocigotas mutados LP/LP (Tabla 8).
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Tabla 8. Tabla de resultados obtenidos del complejo leopardo.

Cadigo Resultado Animal
AFP1 LPLP  Afectado
APP2 IPlp  Portador
APP3 IP1p  Portador
APP4 LPlp  Portador
AFPP3 lplp Normal
APPS LPLP  Afectado
APF7 IPlp  Portador
APPS LPLP  Afectado
APFD IPIPF Afectado
AFPP10 LPLP  Afectado
APP11 LPLP  Afectado
AFPP12 LPLP  Afectado
APP13 LP1p  Portador
AFPP14 LELP  Afectado
APP13 LPLP  Afectado
APP16 LPlp  Portador
APPIT LPAp  Portador
APP1R LPlp  Portador

Unicamente un animal es normal correspondiendo al 6% de la poblacion analizada, el 44% de

los animales son portadores de la enfermedad CSNB y tienen riesgo de contraer ERU, y el 50%

de los animales son afectados con CSNB y riesgos mas altos de contraer ERU (Figura 18).

Normal (Ip/flp)
6%

Afectado (LP/LP)
50%

Portador [LP/Ip)
445

u Normal (lpflp) = Portador (LP/lp) = Afectado (LP/LP)

Figura 18. Resultados obtenidos en porcentajes del complejo leopardo.

44



Estos resultados no representan la incidencia general de la enfermedad del 30% ya que el
nimero de muestras analizadas es pequefio y pertenece a un unico productor. (14) En este
caso, es una incidencia elevada debido a que se utiliza principalmente un padrillo que es
afectado (APP8 o APP1) o portador (APP2 o APP3) para reproducirse (Figura 19). Se contaba

con informacién del 72% de un padre o madre para estos caballos.

APPS APP1T APP18
- (Ip/1p) (LP/Ip) {LP/lp)
APPS\ APP2

LPILP)/ (LP/lp)

APP15 APP3 APPG APP7 APPLL APP12
(LP/Ip) {LP/Ip) (LP/1p) (LP/Ip) (LP/LP) (LP/LP)

N=18

AN

/,:,,,:4\ APP16
| |
\[I;pf_liy (LPLP)

N
4

APP13
(LP/Ip)

APP1
(LP/LP)

APP9
(LP/LP)

a
AN

APP10 APP4
(LP/LP) (LP/Ip)

Figura 19. Arbol genealdgico. Se ve la alta incidencia de la enfermedad debido a los padres portadores o afectados
que se utilizaron para realizar el cruzamiento. No se contaba con informacion de ascendencia de las muestras
APP5, APP17 y APP18.

En otro estudio con 43 caballos analizados se obtuvo que el 32% eran homocigotas normales,
el 28% eran heterocigotas y el 40% restante eran homocigotas mutados. (13) Por otra parte, en
otro estudio realizado con 146 caballos se obtuvo que el 16% eran animales homocigotas

normales, el 40% eran heterocigotas y el 44% restante eran homocigotas mutados. (49)

Como forma de verificar que el ensayo se haya realizado de forma correcta se contaba con
muestras control que fueron enviadas con anterioridad al Laboratorio de Veterinaria Genética
de la Universidad de California Davis, una de ellas fue la APP10 que fue homocigota mutado
(LP/LP) (Anexo 2) y la otra fue la APP2 siendo heterocigota (LP/Ip). Ademas, para esta
enfermedad se participo en el comparison test internacional organizado por la ISAG donde se
procesaron tres muestras enviadas como control con resultados conocidos, los cuales fueron

concluyentes a los obtenidos.

4.3.2 Overo letal

Para detectar la mutacion missense se realiz6é una secuenciacion de SANGER donde buscamos
obtener la secuencia blanco GGGCATCA(TC/AG)GGAAACT. Se probo cual de los dos

primers revelaba mejor la secuencia en el cual se obtuvo que el primer “LWO-R” tenia una
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mejor resolucion frente al “LWO-F”. Como se observa (Figura 20) el primer F no tiene nada
obtenido, mientras que el primer R se obtiene una buena cantidad de picos demostrando que
anduvo la reaccion. El pico principal que esti en el Fy R es la inyeccion inicial en el programa.
[ Annotation | sequence | Festures | Electropherogram | R | €97 | Aud, | Electronic Siansture nnotation | sequence | Festures | Electropherogram | Raw | €T | audt | Electronic signature
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Figura 20. Analisis de secuencias, comparacion de revelado con primer F (A) y primer R (B), se observan los
resultados obtenidos en formato “Raw”. Es una forma rapida de observar si funciond o no la reaccion de secuencia.

Antes de empezar a analizar las secuencias en el software Sequencing Analysis™ se realiz6 un
paso previo debido a que se utilizd el primer reverse para detectar la secuencia, se utilizaron
dos herramientas de este software el “reverse complement” y el “find” (Figura 21). La
herramienta “reverse complement” se utilizé para que pasar de la direccion 5'>3’ala 3’ >5y
haciendo el complemento con el fin de observar la secuencia de forma correcta. Ademas, se
utiliz6 una herramienta denominada “find” que te busca en toda la secuencia obtenida las bases
en cuestion que le propongas. En este caso se tomaron algunas pares de bases previas al lugar
de la mutacion y se buscd con el fin de facilitar el analisis de resultados de las muestras, esta

busqueda se puede realizar manualmente buscando la zona de interés.
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Figura 21. Andlisis de secuencias, demostracion de las herramientas “reverse complement” y “find” en la muestra
PH1-W para encontrar la zona de mutacién. (A) Se observa la data “raw” demostrando que hay buena resolucion
(B) Se utiliz6 la herramienta find y no se encontré ninguna conciencia (C) Se utilizo la herramienta “reverse
complement” dando vuelta la secuencia y haciendo las bases complementarias (D) Se volvié a utilizar la
herramienta “find”, donde se observa que se obtuvo la zona previa de la mutacion correctamente subrayadas en

gris dentro del recuadro amarillo y las bases de la zona de mutacién dentro del recuadro rojo.

A continuacion, se observan los posibles resultados esperados al realizar el ensayo de overo
letal (Tabla 9). En este caso no se obtuvieron animales afectados LO/LO ya que se trata de una

enfermedad letal y estos animales se mueren a los pocos dias de nacer.

Tabla 9. Cuadro de interpretacion para el overo letal (LO).

Genotipo Animal Resultado

lo/lo Normal Dos copias del alelo normal presentes.

LOMo  Portador El alelo mutante v el normal estan presentes. El caballo es portador del LO.

LO/LO  Afectado Dos copias del alelo mutado presentes. El caballo desarrollard el LO.

Luego de analizar la secuencia y encontrar el sitio de la mutacion, se observa que las bases
quedan marcadas en este caso la A en azul, T en rojo, G en negro y C en verde. Arriba de estas
bases se ve la calidad del pico obtenido el cual puede ser azul, amarillo o rojo, siendo el azul
la mejorar calidad. En el recuadro mas arriba se observa la posicién de la secuencia y a la

izquierda del grafico la intensidad de fluorescencia.
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Figura 22. Anélisis de secuencias. Muestra PH1-P lo/lo. Se observa la secuencia normal del gen EDNRB

GGGCATC(AT)GGAAACT. En rojo se observa las dos pares de bases normales de la secuencia.
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Figura 23. Analisis de secuencias. Muestra PH8-W LO/lo. Se observa la secuencia mutada del gen EDNRB

GGGCATCA(TC/AG)GGAAACT, en este caso el equipo no es capaz de detectar las bases asociadas a la
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secuencia por lo que genera una letra roja en los dos casos. En rojo se observa las dos pares de bases mutadas.

La secuencia normal es GGGCATC(TC)GGAAACT (Figura 22) y la heterocigota es
GGGCATCA(TC-AG)GGAAACT donde se observa que el equipo no logra determinar qué
base es y nos da un error demostrando que hay una mutacion en esa posicion ya que se observan
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las 2 pares de bases normales y las 2 pares de bases mutadas (Figura 23). En el caso que sea un
animal homocigota mutado la secuencia seria GGGCATC(AG)GGAAACT.

Luego de analizar todas las 8 muestras por duplicado y para verificar la robusticidad del método
se obtuvieron los siguientes resultados (Tabla 10), en donde 7 muestras con resultados
homocigotas normales lo/lo y 1 muestra con resultado heterocigota LO/lo. Como era de esperar

no se obtuvo resultado homocigotas por tratarse de una enfermedad hereditaria letal.

Tabla 10. Resultados obtenidos del overo letal.

Cidigo Resultade Animal

PH1 lodo MNormal
PH2 lodo MNormal
PH3 lodo MNormal
PH4 lo/lo MNormal
PH3 lo/do MNormal
PH6 lolo Normal
PHT lodo MNormal
PHS Lo Portador

Como se observa, contamos Unicamente con 1 animal portador del gen LO correspondiendo al
13% de las muestras y los 7 restantes son normales correspondiente al 87% de esta poblacion
analizada (Figura 24).

Portador (LO/lo)
13%

Normal (lo/lo)
B7%

= Normal (lofle) = Portador (LO/lo)

Figura 24. Resultados obtenidos en porcentajes del overo letal.
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En otro estudio que se analizaron 136 caballos han obtenido que el 59,4 % eran homocigotas
normales (lo/lo), 33,3% eran heterocigotas (LO/lo) y el otro 7,2% era homocigota letal
(LO/LO). (22) Por otra parte, en otro estudio que se analizaron 143 caballos se obtuvo que el
58% eran homocigotas normales (lo/lo), 34.9% eran heterocigotas (LO/lo) y el otro 7,7% eran
homocigotas mutados (LO/LO). (27) Para obtener la muestra de los animales que eran

afectados se extrajo sangre al nacer y luego se realizo la extraccion de ADN a partir de esta.

En este caso es importante que se no se utilice el animal portador para reproducirse de forma
de eliminar la mutacion del rodeo ya que la enfermedad producida en el animal afectado es
letal, en este caso se le hizo saber al criador de su animal portador para que no se lo utilice para
cruzarlo. También, se recomienda realizar el test genético a todos los animales para saber cuéles

podemos cruzar y mejorar genéticamente la poblacion.

Como forma de verificar la veracidad del ensayo se contaba con muestras control previamente
enviadas al Laboratorio de Veterinaria Genética de la Universidad de California Davis. Una de
ellas fue la PH8 heterocigota (LO/lo) (Anexo 3) y la otra PH1 homocigota normal (lo/10).

4.3.3 Tipificacion equina

Se obtuvieron los perfiles equinos mediante la tipificacion por microsatélites, antes de empezar
a analizar los resultados se debe chequear que la escalera L1Z500 se haya asignado de forma
correcta ya que es un estandar de tamafos internos para la electroforesis. Es un control interno
que contiene 17 controles de tamafios de 35 pb a 500 pb y en el cual el R? de los puntos debe
ser mayor a 0,9999 (Figura 25). Esta escalera se debe controlar en todas las muestras, ya que
en el caso que estén mal asignados los tamafios puede interferir en la asignacién de los alelos

en los marcadores amplificados.
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Figura 25. Control interno de tamafios L1Z500 con un R? de 1.

Para marcar a la escalera L1Z500 y los 17 marcadores de la ISAG se utilizan 5 fluoréforos
FAM, VIC, NED, PET y LIZ (Figura 26) para que se puedan detectar en el AB 3500 xL.

Wavelength )

‘— 6-FAM dye ==== VIC dye NED dye
l— PET dye S LIZ dye

Figura 26. Espectro de emision de los 5 fluor6foros utilizados para marcar la escalera y los 17 marcadores

utilizados para la tipificacién de equinos.

A continuacién, se observa uno de los perfiles que se obtuvo al realizar la tipificacion equina
(Figura 27). Podemos ver que cada marcador cuenta con un limite de rango delimitado por dos
triangulos rojos. Debajo de su nombre en color gris se encuentran los llamados “bins” que
denotan las posibles posiciones de los alelos de estos marcadores los cuales se estudiaron

anteriormente sabiendo la frecuencia con la que se obtienen estos.
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Cada caballo va a tener para cada marcador uno o dos alelos ya sea homocigota o heterocigota,
generando un perfil especifico para cada uno de ellos. Por lo que se puede confirmar su

ascendencia o descendencia a partir de esto, sabiendo que se hereda un alelo materno y el otro

paterno.
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Figura 27. Perfil equino obtenido al realizar la tipificacion por microsatélites y analizado a través del programa
GeneMapper™ |D-X Software asociado al analizador genético 3500 xL. En la parte izquierda del gréfico se
observa la intensidad de la sefial obtenida, y arriba de este podemos ver el tamafio del fragmento obtenido. Los
marcadores estan marcados con los siguientes fluordforos: FAM en azul, VIC en verde, NED en negroy PET en

rojo.
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A partir de los resultados obtenidos para cada marcador se establece el perfil del animal en un

formato que permite el chequeo de su descendencia con sus supuestos padres (Tabla 11).

Tabla 11. Perfil genético obtenido para el animal APP1. Se observan los 17 marcadores y sus alelos respectivos.

Codigo ¥HL20 HTG4 AHT4 HMST? HMS53 HTGE AHTS HMSE ASEZ3 ASB2? HTGY HTGI0O HMS2? ASBIY LEXY HMSI CA42ZS
APP1 Ly ArA HH Ji [P GO Jh [Ar JL Bl 10 IR Kk I juju] ArA Ji

Teniendo en cuenta el perfil genético de cada animal, sabiendo en algun caso quienes son sus
progenitores y en conjunto con el resultado obtenido para cada enfermedad es posible realizar
los cruzamientos y observar como se transmite esta mutacién. Tenemos dos resultados
posibles, cuando los padres coinciden se denomina inclusién y cuando los padres no coinciden
se denomina exclusién. En los casos que se cuenta con muestras de los supuestos padres se

realizaron los analisis de paternidades y/o maternidades correspondientes.

4.3.3.1 Complejo leopardo

Se obtuvieron los siguientes resultados (Tabla 12-29), cabe destacar que no se contaba con
todos los padres y madres de los caballos. Igualmente, con uno de ellos podemos confirmar su

ascendencia.

Tabla 12. Resultado obtenido para la muestra APP1.

Codigo  VYHLZ0 HTG4 AHT4 HMST HMS53 HTG6 AHTS HMSE6 ASB23 ASEZ HTGT HTGI0D HMS2 ASBIT LEX3 HMS1 CA425 Resultado
Hijo APP1 ¢} M HH JM MP GO JM Gyl JU Bk Mo IR kK I oo [ Jm LFILF
Madre  APPS MNP MM HO JO MNP GO S MP JS KE [uu] |15 KK IN MO MM JM LPILFP

Tabla 13. Resultado obtenido para la muestra APP2.

Codige  YHL20 HTG4 AHT4 HMS7 HMS3 HTGE AHTS HMS6 AS5B23 ASBZ HTGY HTGI0 HMSZ ASE17 LEX3 HMS51 CA425 Resultado
Hijo APP2 I KM JL LM MP JO Jr FF I 1M KO oo JrM FR FF JM [y LPp

Tabla 14. Resultado obtenido para la muestra APP3.

Codigo  VHL20 HTG4 AHT4 HMS7 HMS3 HTG6E AHTS HMSE ASB23 ASBZ HTGT HTGID HMSZ ASB1V LEX3 HMS1 CA425 Resultado
Hijo APP3 M KK HL 1M P Jo Jr FF ] 1M KO oR KM FM FF M MM LPp
Padre  APP2Z 1N KM JL LM MP Jo JM FF I 1N KD oo Jr FR FF JM [y LPp

Tabla 15. Resultado obtenido para la muestra APPA4.

Codigo  YHLZ0 HTG4 AHT4 HMS7 HMS53 HTGE AHTS HMS6 ASBZ3 ASBZ HTGT HTGI0 HMS2 ASB17 LEX3 HMS1 CA425 Resultado
Hijo APP4 M KM HH LM IF oF Jr MP Ik KM KO Lo KE Fr M [ M LPlp
Padre APP3 I+ KE HL MM IP Jo Jr PP I 1M KO oR KM FN PP MM MM LPlp

Tabla 16. Resultado obtenido para la muestra APP5.

Codigo  VHLZ0 HTG4 AHT4 HMST HMS53 HTGE6 AHTS HMSE ASB23 ASEZ HTGT HTGI0D HMSZ ASB1T LEX3 HMS1 CA425 Resultado
Hijo APPS 1] KK S LM op oF JM LL Lu KM KN oo KR OR PP Jrd IL Ipdlp

53



Tabla 17. Resultado obtenido para la muestra APP6.

Codigo  VHLZ20 HTG4 AHT4 HMS7 HMS3 HTG6E AHTS HMS6 ASBZ23 AS5B2 HTGT HTGI0 HMSZ ASB17T LEX3 HMS1 CA425 Resultado

APPB M
APFPZ IN

Hijo
Padre

KK
KM

HL
JL

LM
LN

M
P

S
JO

J
J

PP
PP

I MM
I 1§

KK
KO

0
oo

KM
M

FM
FR

FP
FF

Jr
JM

M
M

LPILP
LPiIp

Tabla 18. Resultado obtenido para la muestra APP7.

Codigo WHL20 HTG4 AHT4 HMS? HMS53 HTGE AHTS HMSE

ASB23 ASB2 HTG? HTG10 HMSZ2 ASB17 LEX3 HMS51 CA425 Resultado

Hijo
Padre

APPT 3] KM AL LL PP GO JM PP
APFPZ IN KM L LN MP JO JM FF

Gl I KO 0 KM FR MM S MM LP!p
I I KO oo Jr FR FF Jr Ly} LPlp

Tabla 19. Resultado obtenido para la muestra APP8.

Codigo  WHL20 HTG4 AHT4 HMS? HMS3 HTGE AHTS HMSE

ASB23 ASB2 HTG? HTGI0 HMS2 ASB17 LEX3 HMS1 CA425 Resultado

Hijo APPH MNP MM HO JO MNP GO o MP

JS KK oo IR KK IN MO 1M M LPILF

Tabla 20. Resultado obtenido para la muestra APP9.

Codige  WHL20 HTG4 AHT4 HMSY HMS3 HTGE6 AHTS HMS6

ASE23 ASBZ HTGT HTGID HM3Z ASB17T LEX3 HMS1 CA425 Resultado

Hijo APP3 P I H Lo FF ulu] JM FF IS KN KO (m} KM Fl FO I M LFiLF
Madre APPS MNP M HO Jo MNP GO JJ MP Js KE oo IR KK I MO [ JM LFILP
Padre APP2 I KM JL LM MP Jo Jr FF Il 1M KO oo JM FR FF Jr [ LPp

Tabla 21. Resultado obtenido para la muestra APP10.

Codigo  WHLZ20 HTG4 AHT4 HMS7? HMS3 HTGG AHTS HMSE6

AS5B23 AS5B2 HTG7 HTG10 HMSZ ASE17 LEX3 HMS1 CA425 Resultado

Hijo
Padre

APP10 N KM HO JU P GO JE MP
APP1 IN MM HH JM MP GO JM M

I KK MO IK KM Gl FO M Jr LRiLF
JL =8 MO IR KK I [uu] M JM LFLF

Tabla 22. Resultado obtenido para la muestra APP11.

Codigo YHL20 HTG4 AHT4 HMS7 HMS3 HTGE AHTS HMSE

AS5B23 ASBZ HTGTY HTGI0D HMSZ ASB17 LEX3 HMS51 CA425 Resultado

Hijo
Padre

APPT1 M KM HJ LM FF JO JJ FF
APP2 I KM JL LM MP JO Jr FF

] 1M KK 0 JE GR FH MM MM LFILP
I 1N KD oo Jm FR FF JM [ LPp

Tabla 23. Resultado obtenido para la muestra APP12.

Codigo  YHLZ0 HTG4 AHT4 HMS7 HMS3 HTGG6 AHTS HMSE

ASBZ3 ASBZ2 HTGT HTGI0 HMSZ ASB17 LEX3 HMS1 CA425 Resultado

Hijo
Padre

APP12 I KM HL JM MP GO Je MP
APP2 I KM JL LM MP JO JM FF

1} KM oF 0 LM FR LL M MM LFILF
I [{] KD oo Jm FR FF JM MM LPlp

Tabla 24. Resultado obtenido para la muestra APP13.

Codigo YHL20 HTG4 AHT4 HMST HMS53 HTGE6 AHTS HMS6E

ASB23 ASBZ HTGT HTGI0D HMSZ2 ASB17 LEX3 HMS1 CA425 Resultado

Hijo
Padre

APP13 1.1 Mo J M M.R J.o JM =
APP2Z IN KM L LM MR Jo JM PP

LL LK u} Lo LM G.R M JM M. LPip
I IN KO oo M FR FF JM MM LPlp

Tabla 25. Resultado obtenido para la muestra APP14.

Codigo  YHLZ0 HTG4 AHT4 HMS7 HMS53 HTGE6 AHTS HMSE

ASBZ23 AS5B2 HTG7 HTG10 HMS2 ASE17 LEX3 HMS51 CA425 Resultado

APP14 L M HJ [y} MP GG Jo MM
APP1 IN M HH JM MP GO JM MM

Hijo
Padre

JK KK MO [(n] 1K L4} oo M Jo LPILF
L =8 MO |15 KK I ao MM Jr LPILP

Tabla 26. Resultado obtenido para la muestra APP15.

Codigo  WHLZ0 HTGG4 AHT4 HMS7 HMS3 HTGE AHTS HMSE

ASB23 ASBZ HTGY HTGID HMSZ ASE17 LEX3 HMS1 CA425 Resultado

Hijo APP15 TN KM Lo Jrl Ly GO S MP 15 1K oo OR KM FI 1M M J LPFilp
Madre  APPS MNP I HO JO MNP GO S MP JS KE oo 3] KE IN MO MM Ji LRiLF
Padre APP2 1§ KM JL LI M Ja JM FF [ IN KO oo JM FR FF JM N LPilp
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Tabla 27. Resultado obtenido para la muestra APP16.

Codige  YHLZ20 HTG4 AHT4 HMS7 HMS3 HTGE AHTS HMSE6 ASB23 ASBZ HTGVY HTGI0 HMS2 ASB17 LEX3 HMS1 CA425 Resultado
Hijo APPIG I KK Hl LL I JP JM MR Ik KM KO Lo KM GR KE JM M LPILFP
Padre APPZ IN KM JL LN MP JoO Ji PR I IN KO oo JM FR FF Ji M LPIp

Tabla 28. Resultado obtenido para la muestra APP17.

Codigo  YHL20 HTG4 AHT4 HMS? HMS3 HTG6 AHTS HMS6 ASB23 ASB2 HTGY HTGID HMS2 ASB17 LEX3 HMS51 CA425 Resultado
Hijo APP17 LL MM HH JM oo S KM GE oo FR FR GR PP MM I LPp

Tabla 29. Resultado obtenido para la muestra APP18.

Codige  YHL20 HTG4 AHT4 HMS7 HMS3 HTGE AHTS HMS6 AS5B23 ASBZ2 HTGY HTGI0 HMSZ ASE17 LEX3 HMS51 CA425 Resultado
Hijo APP18 LR MM JO Jo I Gl JK KP KL MM MO 0 Hi LM HM S NO LPp

Se observa que el caballo APP2 (Tabla 13) heterocigota para la mutacion se lo utiliz6 muchas
veces para realizar cruzamientos, por lo que se observa que los hijos son portadores o afectados
con la CSNB.

También, se observa que del cruzamiento de los mismos padres APP2 y APP8 (Tabla 20 y 26)
nacieron dos hijos distintos genotipicamente los cuales son las dos posibilidades de
cruzamiento de acuerdo con los genotipos paterno y materno. En el primer caso APP9 (Tabla
20) el animal es homocigota mutado (LP/LP), y en el segundo caso el animal APP15 (Tabla
26) es heterocigoto (LP/Ip).

De la muestra APP17 (Tabla 28) para realizar el perfil se utilizé la muestra obtenida con la
extraccion propia (APP17-P) (40.80 ng/ul y 0.85 ratio), ya que para la extraccién comercial
(APP17-W) no se obtuvo suficiente ADN (10.90 ng/ul y 3.76 ratio). Esto se puede observar en
los dos cromatogramas obtenidos para esta muestra (Figura 28), ya que cuando se utilizé la
comercial no se obtuvo nada ademas de ruidos y en la propia se pudieron obtener la mayoria

de los marcadores.

En el perfil de la izquierda (APP17-P) se pudieron obtener los marcadores que se utilizaron
para realizar el perfil de esta muestra, a pesar de tener cantidad suficiente de ADN el ratio no
es el mejor por lo que podria estar inhibiendo la PCR. Es por esto que capaz no se obtuvieron
todos los marcadores necesarios para completar el perfil de esta muestra. En el perfil de la
derecha (APP17-W) que se ven muchos “OL” lo que significa que se detectd un alelo fuera de

su posicion tedrica, en este caso no se amplificé ningn marcador. En este caso se observa la
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importancia de tener una buena muestra, habria que volver a solicitar la muestra para poder

identificar el parentesco correctamente.
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Figura 28. Analisis de tipificacion por microsatélites en una muestra con pocos bulbos pilosos. (A) Se observa el
perfil que se obtuvo con la extraccion propia (APP17-P). (B) Se observa el obtenido con la extraccion comercial
(APP17-W).

De todas formas, se pudo obtener que el animal era heterocigota para la mutacién (Tabla 28).
Esto puede deberse a que para el ensayo de tipificacion mediante microsatélites al ser 17 pares
primers utilizados para generar el perfil generen competencia entre ellos por el ADN al realizar

la PCR, en comparacién al ensayo para detectar la mutacion que son Gnicamente 3 primers.

4.3.3.2 Overo letal

Se obtuvieron los siguientes resultados (Tabla 30-37), teniendo padres para 3 de 8 casos lo que
significa el 37% de esta poblacion.

Tabla 30. Resultado obtenido para la muestra PH1.

Codigo VHLZ0 HTG4 AHT4 HMS7 HMS3 HTGE AHTS HMSE6 ASB23 ASBZ HTGY HTGID HMSZ ASB17 LEX3 HMS1 CAd425 Resultado
Hijo PH1 LN KM JK NO NP GG JK MO JK KR M Lo KE MG MM MM MM latla

Tabla 31. Resultado obtenido para la muestra PH2.

Codigo YHLZ0 HTG4 AHT4 HMST HMS33 HTG6 AHTS HMS6 AS5B23 ASEZ HTGT HTGI0D HMSZ ASBEIT LEX3 HMS1 CA425  Resultado
Hijo PH2 IR KM Hl Lo IN oo JK MO KL KM KO oo HL GO FF JK MM latla
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Tabla 32. Resultado obtenido para la muestra PH3.

Codigo YHLZ0 HTG4 AHT4 HMSY HMS3 HTGE AHTS HMSE ASBZ3 ASB2 HTGY HTGI0 HMSZ ASBIT LEX3 HMS51 CA425 Resultado
Hijo PH3 LM KL JO Lo I GO JJ Lo JL Ik MO Lo HE [} M JM MM loflo
Padre PH1 LM KM JK o] MF GG JE Mo JE KR [y Lo KE =] M il MM loflo

Tabla 33. Resultado obtenido para la muestra PH4.

Codigo VHLZ20 HTG4 AHT4 HMSY HMS3 HTGE AHTS HMS6 ASBZ3 ASB2 HTG? HTGI0 HMSZ ASB17 LEX3 HMS1 CA425 Resultado
Hijo PH4 e} KM KO KO MR GO JK MO JJ KO MO oo Ik GN GM MM JM lafla
Padre  PH1 LM KM K NO NP GG JK MO JK KR MM Lo KK =] MM MM L] Iolla

Tabla 34. Resultado obtenido para la muestra PH5.

Codigo VYHL20 HTG4 AHT4 HMSY HMS53 HTGE AHTS HMSE6 ASB23 ASBZ HTGY HTGID HMS2 ASB17 LEX3 HMS1 CA425 Resultado
Hijo PHS Lo KM JO MM FF GO JE Gl JJ Bk KN oR HE MR Fr Gl JM laflo
Padre PH1 LM KM JE MO MF GG JE Mo JE KR [l Lo KK =] Ll gl MM loflo

Tabla 35. Resultado obtenido para la muestra PH6.

Codigo VHLZ0 HTG4 AHT4 HMST HMS3 HTG6E AHTS HMS6 ASBZ23 ASB2 HTGT HTGI0 HMSZ ASEIT LEX3 HMS1 CA425 Resultado
Hijo PHE LR MM Jo JoO I Gl JK KP KL MM MO 0 HI LM HM S NO ladla

Tabla 36. Resultado obtenido para la muestra PH7.

Codigo YHLZ0 HTG4 AHT4 HMS7 HMS3 HTG6E AHTS HMSE ASBZ23 ASB2 HTGT HTGI0 HMSZ ASB17 LEX3 HMS1 CA425 Resultado
Hijo PHT MR kP KN LM I GJ KN FF LU M §m] Mo HE MM MM MM jein] lotle

Tabla 37. Resultado obtenido para la muestra PH8.

Codigo YHL20 HTG4 AHT4 HMSY HMS53 HTG6 AHTS HMSE ASB23 ASB2 HTGY HTGI0O HMSZ ASBIT LEX3 HMS1 CA425 Resultado
Hijo PHE& I KK JJ LI op oF JM LL LU KM KN uin} KR OR FF JM IL LWl

En los casos que se cuenta con los padres (Tabla 32-34) se observa que se mantiene la herencia
del alelo normal, y se puede inferir que el genotipo materno puede ser normal (lo/lo) o
heterocigota (LO/lo) pero que en estos tres casos le pasé a la progenie Gnicamente su alelo
normal. Obviamente, el animal homocigota mutado (LO/LO) no puede participar en los
cruzamientos ya que la enfermedad es letal, es de suma importancia que se evite cruzar

animales gque contengan la mutacién presente con el fin de eliminarla del rodeo.
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5. Analisis econémico

En el marco de esta tesis se realiz6 un analisis de mercado tanto a nivel nacional como regional
realizando entrevistas y encuestas con el fin de determinar la cantidad de caballos registrados,
cuantos criadores de estas razas existen, el conocimiento sobre estas enfermedades y precios
de los test genéticos en el mercado regional. Por otra parte, identificamos la competencia

evaluando sus fortalezas y debilidades.

Ademas, se realizd un analisis econdmico con el fin de determinar los costos de los insumos,
RRHH vy otros gastos necesarios para realizar estudios en cuestion, entre ellos, luz, agua,

servicios técnicos, logistica, amortizacion de equipos y gastos administrativos.

Teniendo en cuenta estos andlisis se evalué cual podria ser la ganancia abarcando cierto
porcentaje del mercado nacional y regional teniendo en cuenta los costos de realizar un ensayo

ya sea por extraccién de ADN propia o comercial (Anexo 4).

5.1 Andlisis de mercado

5.1.1 Nivel nacional

A nivel nacional, se entrevisto a Alvaro Garmendia el jefe de Registros Genealdgicos de la
Asociacion Rural del Uruguay (ARU) y se obtuvo datos respecto a los criadores y cantidades
de caballos que hay de estas dos razas en Uruguay. El registro genealdgico hace referencia a
obtener el perfil genético de un animal y guardarlo en una base de datos, lo que permite conocer
el origen y genealogia de cada animal. Esto permite contar con un pedigree de reconocimiento

y contribuir a la mejora genética.

Al hablar con Garmendia se supo gue, tanto los Appaloosa como los Paint Horse son dos razas
pequefas en relacion con los caballos criollos (80% de los caballos en Uruguay), pero se puede
ver que los Paint Horse vienen con un crecimiento muy bueno en el mercado nacional.

Para la raza Appaloosa existen 15 criadores los cuales registraron 36 caballos en el afio 2022 y

una totalidad de 1945 caballos registrados desde el inicio de esta raza en Uruguay.
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Respecto a los Paint Horse existen 24 criadores los cuales en el Gltimo afio registraron 115

caballos y una totalidad de 722 caballos en total registrados desde su ingreso al pais.

Por otra parte, se entrevistd a Nicola de Angelis criador de la raza Appaloosa y duefio de la
Haras Don Carmine quien trajo su primer ejemplar en el afio 2005 y en el dia de hoy cuenta
con 85 caballos en su posesion los cuales podrian ser posibles caballos por estudiar. Ademas,

comentd que tuvo casos de ceguera en su manada con algun fallecimiento.

Se entrevisto a Diego Lorieto presidente de la sociedad Paint Horse quien nos comentd que
estos caballos aparecieron el afio 2008 y que hoy en dia estdn ganando poder en el mercado
nacional debido a que tienen chances de comportarse de buena forma ya sea en linea de trabajo,
conformacion y carrera. También, comentd que en su manada tuvo un caso de LO el cual no

fue detectado hasta la muerte del animal.

Se entrevisto a Sebastidn Pimienta criador de la raza Paint Horse, el cual tiene 8 caballos en su
poder hoy en dia y comentd que tuvo un fallecimiento correspondiente a un caballo recién

nacido en su campo era de color blanco y nunca supieron la causa de muerte.

5.1.2 Nivel regional

En el pasado, los primeros caballos de las razas Appaloosa y Paint Horse que se introdujeron
en el pais eran de origen brasilefio. Con el tiempo, debido al crecimiento de estas razas en el
pais, se ha visto un aumento en la venta de caballos nacidos en territorio nacional hacia otros

paises, como Brasil y Argentina.

Se consultd a Juan Carlos Herrera encargado de los registros geneal6gicos de la Sociedad Rural
de Argentina (SRA), la cantidad de criadores que tiene el pais y la cantidad de animales que
existen de estas razas. De la raza Appaloosa existen 21 criadores los cuales registraron 75
caballos en el afio 2022. Ademas, pudimos saber que la raza llego en el afio 1998 y existen
1011 registros hoy en dia. Respecto a los Paint Horse se obtuvo que, existen 17 criadores los
cuales en el ultimo afio registraron 70 caballos. También se pudo obtener que la raza llego en

el afo 2010 y existen 700 registros hoy en dia.
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Los datos de Brasil fueron obtenidos por la sociedad Appaloosa, la cual menciona que la raza
tiene méas de 25 afos en el pais y cuenta con mas de 25.000 animales registrados, lo que
convierte a Brasil en el segundo pais con mayor cantidad de animales de esta raza después de
Estados Unidos. (50) En cuanto a la raza Paint Horse, los datos se obtuvieron de la cadena
Globo, la cual informa que hay méas de 30.000 animales registrados y mas de 7.000 haras en
Brasil. (51)

Los clientes potenciales para estos caballos incluyen a las sociedades de caballos Paint y
Appaloosa en cada pais, las cuales son importantes para llegar masivamente a los criadores de
estas razas, ya que se encargan del registro y nucleaciéon de los criadores. También estan
incluidas las haras especializadas en la cria de caballos de estas razas y los criadores
individuales de caballos Appaloosa y Paint Horse.

En cuanto a los competidores en la region, se ha evaluado las fortalezas y debilidades de cada
uno de ellos:

- En Uruguay, no se cuenta con laboratorios que realicen ninguno de los dos anélisis
necesarios para la evaluacion de las razas Appaloosa y Paint Horse.

- En Argentina, la Sociedad Rural de Argentina es un competidor fuerte, ya que se
encarga de los registros y cuenta con afos de experiencia en el mercado. Sin embargo,
no realiza la deteccion del overo letal y sus precios son elevados.

- En Brasil existen varios competidores destacados, entre ellos se encuentra

o Neogen un competidor internacional con afios de experiencia y buena calidad
de resultados.

o Clinilabvet es un competidor regional con pocos afios en el mercado, pero con
una respuesta rapida y precios altos segun la opinién de un productor.

o Laboratorioraca es un competidor regional con pocos afios en el mercado del

cual no se tienen muchas referencias.

En cuanto a los costos en la regién:
- En Argentina, se pudo verificar que el andlisis de fragmentos para el gen LP se
encuentra a un precio de 57 USD y no se pudo encontrar competencia para LO.
- En Brasil, el costo de los estudios para las dos enfermedades ronda en el precio de 55
USD.
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- Existe otra forma de deteccion de la CSNB, que es mediante un ERG, pero solo se

encontrd en Brasil a un precio de 165 USD.

5.2 Factibilidad econémica

Para la determinacion de costos se tuvo en cuenta todos los pasos necesarios para llegar al
resultado final (Tabla 38). Se considero el costo de recursos humanos, el uso de instalaciones
y equipos, Yy otros gastos mencionados anteriormente. Ademas, al calculo se sumé un 20% en

el que se tuvo en cuenta posibles errores, repeticiones y controles necesarios para los ensayos.

Teniendo en cuenta que generalmente se utilizan dos controles para una muestra, uno negativo
y otro positivo, al realizar m&s de una muestra en un mismo ensayo haria que los costos

disminuyeran frente a procesar una sola muestra.

Tabla 38. Costo bruto de los ensayos realizados comparando las técnicas de extraccion propia con la comercial.
El desglose de cdmo se obtuvo el costo bruto por ensayo se observa en el Anexo 4 - Costo.

Ensayo Propia Comercial
Fragmentos 217 255
Secuenciacion 2513 281
Tipificacién 289 327

Se observa que la extraccidn propia es menos costosa que la comercial, y como se obtiene ADN
valido para realizar los ensayos optamos por elegir esta como preferencia. Existen tipos de
matrices como la sangre, el semen, o biopsias que no se pueden procesar con la extraccion
propia en el caso que se tenga que realizar con la técnica de extraccién comercial el precio

aumentaria.

A efectos de evaluar la inversion realizada en la puesta a punto se calculo el gasto en RRHH y

la cantidad de muestras procesadas en todo el desarrollo (Anexo 4 — Costo).

Teniendo en cuenta el costo por ensayo y determinando un margen de ganancia del 50% se
obtuvo el precio de venta al mercado (Tabla 39). En todos los casos estamos tomando el gasto
de extraccion propia del ADN dentro del precio final del estudio, sabiendo que esta es la menos
costosa.
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Tabla 39. Precio de venta al mercado.

Precio de venta: 50% de ganancia

Ensayo Propia Comercial
Fragmentos 326 383
Secuenciacion 380 437

*Nos quedamos con el de menor precio

Partiendo de todos los animales de la region y fijando un 10% de los animales totales como
promedio de registros se obtuvo un mercado potencial. Luego de esto, se consider( tanto el
mercado nacional como regional al momento de determinar la ganancia anual, y se decidio
tomar una postura conservadora con relacion al porcentaje de participacion en cada pais. En
concreto, se fijo un 40% para Uruguay, un 20% para Argentina y un 3% para Brasil. (Anexo 4

— Ganancia).

Al tomar en cuenta la inversion realizada para la puesta a punto, que fue de 6.691 USD, y
proyectando a 5 afios (Anexo 4 — Indicadores de rentabilidad), se obtuvo una VAN de 8.091
USD, un TIR de 49% y un periodo de dos afios y un mes para la recuperacion de la inversion.
En vista de estos resultados, se puede afirmar que el proyecto es altamente rentable.
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6. Conclusiones y perspectivas a futuro

6.1 Conclusiones

Se logro cumplir con el objetivo general de este trabajo de desarrollar dos técnicas para detectar las

enfermedades ceguera nocturna congénita y el sindrome de overo letal en el laboratorio de biologia

molecular Genexa ADN evolutivo.

A continuacion, se veran las conclusiones referidas a los objetivos especificos:

Se lograron obtener muestras de las dos razas en cuestion para estudiar y se obtuvo
ADN utilizando dos métodos de extraccion de ADN. Seleccionando la extraccion

propia como la mejora alternativa ya sea en términos técnicos y economicos.

Se lograron detectar las posibles variantes de los genes TRPM1 y EDNRB que causan
la CSNB y el LO respectivamente. Determinando si el animal es normal, portador o

afectado para la enfermedad.

Se utilizd la tipificacion mediante microsatélites para corroborar el parentesco y
verificar la heredabilidad de las enfermedades confirmando los datos provistos por los
criadores. Por otro lado, se confirmo la veracidad de los resultados con muestras
controles enviadas previamente a VGL y muestras interlaboratorio confirmando el

resultado.

Se logré determinar que el proyecto era viable, teniendo una buena rentabilidad y un

buen retorno de la inversion en poco tiempo.

6.2 Perspectivas a futuro

En los animales que presentan la mutacion LP/LP en la raza appaloosa se podria verificar

mediante una electrorretinografia (ERG) que realmente presentan la ceguera nocturna

congénita. A pesar de ser un analisis caro, se podria corroborar la eficacia de realizar el test

genetico preventivo.
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Se debe contactar a los demas criadores de estas dos razas para ofrecerles la oportunidad de
mejorar genéticamente su manada, eliminando los genes que causan estas dos enfermedades
en los caballos mediante el ensayo propuesto. De esta manera, se puede mejorar
significativamente la salud y el bienestar de los caballos en las manadas de estos criadores.
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8. Anexos

Anexo 1. Certificado de la ISAG.

Certificate of Participation
This is to certify that ISAG Institutional Member

Genexa
Montevideo, Uruguay
has participated in the
2020-2021 International Horse (Equus caballus) STR DNA Typing Comparison Test
with the following result:

Absolute genotyping accuracy rank: 1
Total number of participating labs: 94

Absolute genotyping Accuracy THE SCORING SYSTEM: _
Based on the twelve (12) ISAG recommended Equine (Equus caballus) STR DNA

Rank % Labs Markers (AHT4, AHTS,ASB17, ASB2, ASB23, HMS2, HMS3, HMS6, HMST, HTG10,
HTG4, VHL20)

1. 100% — 98% 83

- 97 8% — 95% 96 Absolute genotyping accuracy (Aga): (Nga - Gea) /Nga (as percentage)
considers the total number of discrepancies, that is genotyping errors and “blanks”

3:94 9% —90% 42 (no genctype reported)

4.809% —80% 11 Nga: total number of expected genotypes (reference samples not included)

5: Below 0% 21 Gea: total number of genotype errors, including blanks

7 ]

President: Dr. Clare Gill Secretary: Dr. Sofia Mikko

ISAG is a scientific society that provides a forum for the exchange of iformation, methods and materials between members and for. ; of . ISAG is not invalved in the
itation of senice i ias or institutions and ISAG doss not ragard participation in itz Comparison Tests as indicating that a y iz i i fted. This centicate reflects the

laboratory performancs in the specific comparison fest.
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Anexo 2. Muestra correspondiente a APP10 (LP/LP).
Ei UCDAVIS

VETERINARY MEDICINE HORSE COAT COLOR /PATTERN TEST REPORT

Veterinary Genetics Laboratory

Provided Information:
Name: BLANCH
Registrafion:

YOB: Sex: Mare Breed: Appaloosa

RESULT INTERPRETATION RESULT INTERPRETATION
SPLASHED
REDFACTOR Not requested WHITE Mot requested.
AGOUTI Mot requested. TOBIANO Mot requested.
2 copies of LP detected Horse will have congemtal
CREAM Hot requested. LEOPAERD LPLP stationary night blindness (CSME) and is at risk for
developing equine recurrent uvertis (ERU). *
PEARL ot requested. PATTEEN-1 Mot requested.
SILVER Mot requested. BRINDLE 1 Mot requested.
DUN ot requested. TIGEREYE Mot requested.
MUSHROOM
CHAMPAGNE Mot requested. (SHETLAND Mot requested.
PONT)
LETHAL WHITE
OVERO Mot requested. GRAY Mot requested.
SABINO 1 Mot requested. ROAN Mot requested.
DOMINANT
WHITE (W35, Mot requasted.
W10, W20, W22)
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Anexo 3. Muestra correspondiente a PH8 (LO/lo).
E- UCDAVIS

@l VETERINARY MEDICINE HORSE COAT COLOR /PATTERN TEST REPORT

Veterinary Genetics Laboratory

Provided Information:

Name: CoA1e

Registrafion:

TOB: Sex: Unknown Breed: Paint Horse

RESULT INTERPRETATION RESULT INTERPRETATION
SPLASHED
REDFACTOR Mot requested. WHITE Mot requestad.
AGOUTI Mot requested. TOBIANO Mot requested.
CREAM Mot requested. LEOPARD Mot requested.
PEARL Mot requestad. PATTERN-1 Mot requested.
SILVER Mot requested. BRINDLE 1 Mot requested.
DUN Mot requested. TIGER EYE Mot requested.
MUSHROOM
CHAMPAGNE Mot requestad (SHETLAND Mot requasted.
PONT)
LET WHITE N/O 1 copy of lethal white overo detected. GRAY Mot requestad.
OVERO
SABINO 1 HNot requested. ROAN Mot requested.
DOMINANT
WHITE (W35, Mot requested.
W10, W20, W22)




Anexo 4. Célculos realizados sobre los costos y posibles ganancias de los ensayos realizados.

Costo bruto unitario®

Ensayo (USD) 20%~
| Ext Propia 0,10 0,12
|Ext. Comercial 3,27 392
|Fragmentos 6,00 7.20
Secuenciacion 9,00 10,80
: Tipificacion 12,00 14,40

RERHH** 12,00 1440

| " Contrales u repeticiones. "*Haras
de RRHH aprosimadas para
realizar un ensayo completo.

Ensayo Propia Comercial
Fragmentos 21,7 25,3
Secuenciacion 253 201
Tipificacion 280 327

*El costo bruto unitario se obtiene de
realizar la sumatoria de los ensayos dela
tabla anterior, teniendo en cuenta el 20%

de controles y posibles repeticiones, el

trabajo de los RRHH, 1a tecnica de
extraccion realizada ya sea propia o

COSTO:

Cantidades de ensayos

Muestra Propia Comercial
APP* 18 18
PH** 8 8

TIP*** 26 26

“bppaloosa = Fragmentos, "*Paint Horse =
Secuenciazidn, " APP + PH = TOT = Tipifizacidn

Costo bruto total

Ensayo Propia Comercial Total (USD)
Fragmentos 391 439 830
Secuenciacion 203 233 436

Tipificacidn 732 850 1.602
TOTAL DESAROLLO USD 2.888
TOTAL VALIDACION* USD 2.000

“Para validar 2 destinaria 2000150 con el fin de mandar nuestras
muestras v futuras muestras para confirmar el ensavo.

RRHH para el desarrollo: sueldos, salario vacacional, aguinaldo, etc

Empleado  Nominal x14/12 Hs Totales 5xH USDXH REALES*
comercial, y el ensayo 2 realizar Anglsta  44.154 51513 200 258 6 1.288
Dependiendo estas variables se obtiene el i o o
costo brute unitario por ensayo. Supervisor 88.309 103.027 40 515 13 515
TOTAL REHH USD 1.803
TOTAL (DESARROLLO + RRHH) | USD 6.691
GANANCIA:
Costo bruto unitario Precio de venta: 50% de ganancia Margen de ganancia
Ensayo Propia Comercial Ensayo Propia Comercial Ensayo Propia
Fragmentos 21,7 255 Fragmentos 32.6 38.3 Fragmentos 109
Secuenciacion 253 201 Secuenciacion 38.0 437 Secuenciacion 12,7
Tipificacion fue para confirmar herencia unicament *Nos quedamos con el de menor precio
Animales registrados Mercado potencial Mercado posible Ganancia posible
Pais APP PH APP PH % APP PH Pais APP PH
URU 1.945 722 195 72 40% 78 29 URU 845 366
ARG 1.011 700 101 70 20% 20 14 ARG 220 177
BRA 25.000 30.000 2.500 3.000 3% 75 a0 BRA 815 1.139
*#10% registros anualss TOTAL 1.879 1.682
GANANCIA TOTAL | USD 3.561
INDICADORES DE RENTABILIDAD:
DATOS Inversion Afio 1 Aifio 2 Afio 3 Afio 4 Afio 5 VAN 8.091
*Crecimiento esperado 3% |- 6.691 3.561 3.739 3.026 4.123 4.320 TIR 40%
*Tasa VAN 10% Tasa VAN 1,10 1,21 1,33 1,46 1,61 PR 2,117369
- 6.691 3.238 3.090 2.950 2.816 2.688
3453 |- 363 2.587 5.403 8.091




