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RESUMEN

Se investig6 la diversidad genética de 12 loci
microsatelitales (HMS2, HMS3, HMS6, HMS7,
HTG4,HTG6, AHT4, AHT5, VHL20, ASB2, HTG7y
HTG10) utilizados en pruebas de filiacién equina
en Chile en una muestra poblacional de 45 caballos
Criollos chilenos por medio del contenido de infor-
macion polimoérfica, heterocigosis y exceso o
déficit de heterocigotos. Ademas, se estimo la
probabilidad de exclusién de paternidad por locus
y general considerando los 12 /oci. Los resulta-
dos indican que la variabilidad genética de los
microsatélites analizados es significativamente
elevada en la poblacion estudiada. Todos los loci
analizados resultaron polimoérficos. El niumero de
alelos por locus, varié entre 4 y 10. La heteroci-
gosis esperada promedio (He), considerando to-
dos los loci, fue de 0,76, con un rango que oscilé
entre 0,52y 0,88. El promedio de la heterocigosis
observada (Ho) sobre el conjunto de todos los
marcadores fue de 0,65. La probabilidad de exclu-
sién de paternidad por locus oscilé entre 14 a
59%. Al considerar los 12 Joci en conjunto, la
exclusion de paternidad se puede atribuir con
99,7% de certeza.

SUMMARY

The genetic diversity of equine microsatellite
loci HMS2, HMS3, HMS6, HMS7, HTG4, HTGS6,
AHT4, AHT5, VHL20, ASB2, HTG7 and HTG10
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ADDITIONAL KEYWORDS

Chilean horse.

was investigated in a population of Chilean Creole
horses by means of parameters such as: the
polymorphic information content, heterocigocity
and excess or deficit of heterocigotes. In addition,
the probability of paternity exclusion was
considered. The results indicated that the genetic
diversity of these markers was significantly high
in the studied population. All markers analyzed
were polymorphic. The number of alleles per
locus, varied between 4 (HMS10) to 10 (HTG10).
The expected average heterocigocity (He)
considering all loci simultaneously, was 0.76
ranging from 0.52 to 0.88. The average observed
heterocigocity (Ho) for all the markers was 0.65.
The paternity exclusion probability per locus,
oscillated between 14 and 59%. The power pater-
nity exclusion considering the 12 Joci was 99,7%.

INTRODUCCION

El tipo de grupo sanguineo y los poli-
morfismos bioquimicos se han utilizado para
la certificacion de filiacion tanto en huma-
nos como animales de interés pecuario (De
Andrés Cara, 1982; Bowling y Clark, 1985;
Oltra et al., 1993; Kelly et al., 2002). Sin
embargo, la tendencia actual es la utiliza-
ciéon de diversos tipos de marcadores de
ADN (Giovambattista et al.,2001; Arangu-
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ren-Méndez et al.,2001). Entre los marcado-
res moleculares de mayor utilidad se en-
cuentran los microsatélites, los cuales es-
tan formados por secuencias nucleotidicas
de entre dos a seis pares de bases que se
repiten un numero variable de veces dentro
de una disposicion en tandem flanqueada
por secuencias no repetitivas (Tautz, 1989).
El alto nivel de variacidn en el nimero de
repeticiones genera una alta diversidad alé-
lica, encontrandose entre 2 a 25 alelos por
locus, con niveles de heterocigosis que
flucttian entre el 30 y 90% (Waldbieser y
Bosworth, 1997; Hancock, 1999). Estas ca-
racteristicas, ademas de la herencia mende-
lianay expresion codominante de los micro-
satélites (Chambers y MacAvoy, 2000),
permiten su utilizacién en laresoluciondela
filiaciéon con una probabilidad cercana al
100% (Aranguren-Mendez et al., 2001).

Los/ocimicrosatelitales equinos, HMS2,
HMS3,HMS6, HMS7 (Guerin et al., 1994),
HTG4,HTG6 (Ellegrenetal., 1992), AHT4,
AHTS (Binns et al., 1995 ), VHL20 (Van
Haeringenetal., 1994), ASB2 (Breenetal.,
1997),HTG7,HTG10 (Marklund et al.,1994),
han sido validados en cuanto a sus caracte-
risticas hereditarias, diversidad alélica, po-
limorfismo y rango de tamafio de sus alelos,
como marcadores adecuados para pruebas
de filiacion equina (Ellegren et al., 1992;
Bowlingetal., 1997).

La efectividad de estos marcadores en
pruebas de filiacion requiere conocer los
parametros de diversidad genética especifi-
cos de la poblacion, lo cual permite asignar
parentesco genético con mayor exactitud
(Jamieson y Taylor, 1997). El objetivo de
este trabajo fue evaluar la diversidad gené-
tica de estos marcadores en caballos Crio-
llos chilenos por medio de parametros esti-
mativos como, el contenido de informacion
polimorfica (Botstein et al., 1980), la hetero-
cigosis (Ott, 1992) y el exceso o déficit de
heterocigotos y determinar la probabilidad
de exclusion de paternidad por locus y ge-
neral considerando los 12 /oci, utilizados de
acuerdo a Jamiesony Taylor, (1997).

MATERIALY METODOS

Se analizo ADN extraido de muestras de
pelo de 45 caballos procedentes de diferen-
tes planteles ubicados entre la VIII y X re-
gion del sur de Chile, inscritos en los regis-
tros genealogicos de laraza Caballo Chileno
del Servicio Nacional de Agricultura.

El ADN se extrajo a partir de bulbos
pilosos obtenidos segin la metodologia
descrita por Suenaga y Nakamura, (2005).
Para esto, se introdujeron cinco pelos en un
tubo Eppendorfde 1,5 ml, cuidando que las
raices quedaran ubicadas en el fondo del
tubo, luego se agregaron 150 ul de Chelex-
100 5% (Bio Rad, Richmond, USA)y 10 ul
proteinasa K (10 mg/ml) y se incubd a 56°C
por 12 h. Posteriormente la mezcla se agitod
envortex por 10sysecalento luegoa 100°C
por 8 min. Luego, el tubo se agitd por 10sen
vortex y finalmente se centrifug6 a 10000 g.
Paralareaccion de PCR se tomaron directa-
mente 15 pldel sobrenadante y se mezclaron
con 5 ul de tampon para PCR 10x (Tris-HC1
200mM, pH 8,4 KC1500 mM), 2 ul de MgCl,
(50 mM), 2 ul de una mezcla de dNTPs (10
mM cada uno), 1 ul de cada cebador (500
pmol/ul, cadauno) 0,5 pul de Taq polimerasa,
5U0/ul (Promega), mas agua estéril, hasta
completar 50 ul de volumen final de reaccion
por tubo. Cada locus fue amplificado en
forma individual utilizando un termociclador
Perkin Elmer, Gene Amp PCR System 2400,
con termocupla. Las condiciones térmicas
de amplificacion se programaron con una
denaturacion inicial a 94°C por 3 min., segui-
da de 30 ciclos de amplificacion, cada uno
consistente en denaturacion a 94°C por40s,
hibridacion a 60°C por 30 s y extension a
72°C por 35 s. Luego de concluidos los 30
ciclos se programé una extension final a
72°C por 10 min.

Los productos de amplificacion se ana-
lizaron por medio de electroforesis en gel de
poliacrilamida de alta resolucion utilizando
el sistema comercial Spreadex Gel Kit 70-250
(Elchrom Scientific). Los geles se prepara-
ronde acuerdo a las instrucciones del fabri-
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cante. La electroforesis se realizd en una
camara de electroforesis MiniProteam II
(BioRad)a200Vy 35 mA porunahora. La
muestra sometida a electroforesis consistio
en una mezcla de 10 ul de producto de
amplificaciony 2 ul de tampon de carga (azul
de bromofenol 0,25% p/v, glicerol 30% v/v
disueltos en agua). Posteriormente los mar-
cadores fueron visualizados por exposicion
del gel (previamente incubado en una solu-
cién de bromuro de etidio 0,5 mg/ml) a luz
ultravioleta. El tamafio de los productos
amplificados fue estimado utilizando un
estandar de 10 pb (Invitrogen). Los
genotipos y tamafios alélicos fueron regis-
trados por conteo directo.

Laprobabilidad de exclusion de paterni-
dad (Jamiesony Taylor, 1997) fue calculada
a partir de las frecuencias alélicas observa-
das utilizando el programa Cervus 2.0
(Marshall et al., 1998). Este mismo programa
se uso para estimar la heterocigosis obser-
vada (Ho) y esperada (He), asi como el
contenido de informacion polimorfica (CIP).
Se determind, la deficiencia o exceso de
heterocigotos por /ocus con la prueba exac-
ta de Hardy-Weinberg segiin Raymond y

Rousset (1995a). Lasignificacion estadisti-
ca de estos analisis se obtuvo de acuerdo al
método de cadena de Markov (Guo y
Thomson, 1992), utilizando el conjunto de
programas GENEPOP version 3.1 (Raymond
y Rousset, 1995b).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los 12 loci analizados, resultaron poli-
morficos (tabla I). El nimero de alelos por
locus, vario entreun minimo de 4 (HTG7)y
un maximo de 10 (HMS10, HTG10) conun
promediode 7,6 alelos por locus. Este valor,
es similar al descrito en caballos de raza
Andaluza (Vega-Plaetal.,2006), pero me-
nor al reportado en otras razas espafiolas
como: JacaNavarra, Asturcon, Caballo Galle-
go, Losina, Menorquina, Pottoka y Mallor-
quina en las cuales se describe un promedio
de 10,7 alelos por locus (Marletta et al.,
2006). Laheterocigosis media esperada (He),
considerando todos los loci a la vez fue de
0,76, mientras que su valor minimo por/ocus
fue de 0,52 en HTG7 y maximo de 0,88 en
HTG10 (tabla II). El promedio de la
heterocigosis observada (Ho) sobre el con-

Tabla 1. Frecuencias alélicas determinadas para cada uno de los 12 loci analizados en
caballo Criollo chileno. (Allelic frequencies in the 12 loci analyzed Chilean Creole horses).

alelo
Locus D F G H | J K L M N O P Q R S
VHL20 - - 028 - - 0,08 0,10 0,27 0,06 0,03 0,05 0,03 0,01 - -
HTG4 - - - - - 0,30 0,10 0,25 0,10 0,11 - - - - -
AHT4 - 047 0,19 0,01 0,05 0,03 0,07 0,06 0,02 - - - - - -
HMS7 - - 0,02 0,02 097 0,11 0,21 0,16 0,06 0,07 0,01 0,01 - - -
HTG6 0,110,09 0,29 - - - 0,03 0,38 0,02 - - - - - -
AHT5 - - - 0,17 0,17 0,11 0,14 0,14 0,11 0,13 - - - - -
HMS6 - - - - 0,03 0,07 0,10 0,29 0,01 0,07 0,34 0,01 - - 0,01
ASB2 - - - - 0,01 0,22 0,06 0,13 0,16 0,04 0,04 0,06 - - -
HTG10 - - - 005 - 0,09 017 0,16 0,07 0,13 0,11 0,09 0,01 0,05 -
HTG7 - - - - - - 017 - - 0,13 0,75 0,02 - - -
HMS3 - - - - 0,09 - - - 0,02 0,010 0,19 0,27 0,29 0,07 0,02
HMS2 - - - 0,27 0,15 0,02 0,12 0,06 - - - - - 0,11 0,02

D a S: alelos microsatelitales descritos para equinos. (-) indica la ausencia del alelo respectivo.
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Tabla II. Parametros estimativos de diversidad genética determinados enl2 loci
microsatelitales en caballo Criollo chileno. (Genetic diversity parameters determined in 12
microsatellite loci analyzed in Chilean Creole horses).

Loci N° de alelos Ho He CIP PE F DE P

VHL20 9 0,900 0,812 0,776 0,444 -0,112 0,004 0,945
HTG4 5 0,600 0,748 0,697 0,333 +0,192 0,004 0,071
AHT4 8 0,600 0,659 0,622 0,261 +0,110 0,019 0,244
HMS7 10 0,525 0,838 0,807 0,493 +0,341 0,000 0,001
HTG6 6 0,650 0,733 0,682 0,317 +0,107 0,011 0,093
AHT5 7 0,725 0,849 0,817 0,501 +0,149 0,004 0,048
HMS6 9 0,725 0,777 0,735 0,387 +0,176 0,001 0,007
ASB2 8 0,500 0,820 0,786 0,456 +0,407 0,000 0,000
HTG10 10 0,825 0,883 0,858 0,586 +0,093 0,014 0,154
HTG7 4 0,575 0,520 0,471 0,138 -0,099 0,005 0,063
HMS3 8 0,775 0,787 0,744 0,394 +0,053 0,015 0,241
HMS2 7 0,500 0,784 0,745 0,396 +0,332 0,000 0,000

Heterocigosis observada (Ho), heterocigosis esperada (He), contenido de informacion polimorfica (CIP),
probabilidad de exclusion (PE), deficiencia de heterocigotos (F,), desviacion estandar (DE) y valor P (P).

junto de todos los marcadores fue de 0,65,
conunminimo de 0,50 (HMS2, ASB2) y un
maximo de 0,82 (HTG10). Cabe destacar, que
en lamayoria de las razas equinas europeas
(Aberleetal.,2004; Marlettaetal.,2006)y
norteamericanas (Plante et al., 2007), los
niveles promedios de heterocigosis de /oci
microsatelitales son generalmente superio-
resa0,65. Recientemente, Luis et al. (2007)
analizaron 12 Joci microsatelitales similares
alosutilizados en este trabajo en ocho razas
sudamericanas, encontrando valores pro-
mediosde He(0,71a0,75)yHo(0,66a0,76),
lo cual es relativamente coincidente con los
niveles detectados en la muestra poblacio-
nal de caballo Criollo chileno analizada.

El promedio del CIP considerando los 12
locifuede 0,72, mientras que el mayor valor
encontrado fue de 0,85 (HTG10) y el menor
de 0,75 (HMS3). Estos valores indican un
elevado valor informativo de los microsaté-
lites analizados lo que coincide con lo infor-
mado para caballos portugueses (Luis et
al.,2002) o arabes (Gralak et al., 1998).

Se detecto deficiencia de heterocigotos
en5delos 12 loci analizados (HMS7, AHT4,
HMS6, ASB2 y HMS2). Este déficit podria

deberse a diversos factores como la presen-
cia de alelos nulos que lleva a la observa-
ciéon de una mayor cantidad de homocigo-
tos (Dakin y Avise, 2004). También podria
explicarse poruna presion de seleccion sobre
estos loci que podrian estar ligados a algu-
no de los fenotipos sujetos historicamente
aseleccion artificial en estaraza. Los valo-
res de Fis para locus similares descritos en
diversas razas de caballos europeos son en
generalmente menores a los detectados en
nuestra muestra poblacional, aunque cabe
destacar que también se han registrado
valores altos en alguno de ellos (HMS2) en
razas espafiolas (Marletta et al., 2006). Es
interesante destacar, que el analisis de va-
riabilidad genética del mismo grupo de loci
microsatelitales utilizados en este trabajo,
realizado en otra raza chilena (caballo
Chilote) por Mujica et al. (2005), describe
valores de Fis, también relativamente mayo-
res a los descritos en poblaciones de caba-
llos europeos (Vega-Plaetal.,2006; Plante
etal.,2007),lo cual es mas coincidente con
estos resultados, pues también se encontro
3 de 12 /oci con exceso de homocigotos, sin
embargo esta poblacion de caballos confi-
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nadaalaislade Chiloé en el surde Chile, ha
sufrido drasticas reducciones del nimero
poblacional lo que junto a su confinamiento
insular podria explicar sumoderado nivel de
endogamia (Mujica et al.,2005).

No se puede descartar tampoco, el efec-
to de practicas reproductivas endogdmicas,
que no son evitadas por los criadores al
utilizar un bajo numero de reproductoresy
posiblemente relacionados por consangui-
nidad, lo cual no es extrano entre criadores
de caballos de razas certificadas en Chile.

La probabilidad de exclusion por locus
osciloentre 0,138 (HTG7)y 0,586 (HTG10),
mientras que el poder de exclusion total
(considerando los 12 loci) resultd ser de
0,997. Esto significa que la utilizacion del
conjunto de 12 /oci microsatelitales analiza-
dos en el presente trabajo permite la asigna-
ciéon de paternidad o maternidad con un
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