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CARACTERIZACION GENETICA DE SEIS
MICROSATELITES EN EQUINOS COLOMBIANOS
Equus caballus (Equidae) Y SUUSOEN
PRUEBAS DE FILIACION

GENETIC CHARACTERIZATION OF SIX
MICROSATELLITES IN COLOMBIAN HORSES
Equus caballus (Equidae) AND ITS USE FOR

PARENTAGE TESTING

RESUMEN

Los equinos colombianos son una especie de gran
importancia social, cultural y comercial, pero el des-
conocimiento de su potencial genético ha limitado los
programas de seleccién y de mejoramiento. Para dar
inicio a este proceso, se evalud la variabilidad genética
de 264 caballos pertenecientes a las razas equinas
caballo criollo colombiano, paso fino colombiano y
trocha pura colombiana. La caracterizacién alélica, se
hizo con seis marcadores moleculares tipo microsatélite
(ASB17, AHT4, AHT5, HTG4, HMS3 y HMS6) para un
posterior estudio poblacional. El anélisis genético de los
seis microsatélites indica alto polimorfismo alélico para
el locus ASB17 con 18 alelos, siendo el menos variable
es el HTG4, con siete alelos; el nimero promedio de
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alelos fue de 9,83. Las frecuencias alélicas muestran
que las poblaciones estan representadas por pocos
alelos. Para determinar la variabilidad genética en la
poblacion, se calculé la diversidad génica H, 0,773 y
H0 0,765 indicando una alta variabilidad. Por otra parte,
se encontrd una alta diversidad genética en los caballos
de Cundinamarca, con un coeficiente de endogamia
F0,0011. Para los casos de filiacién, los loci AHT4 y
HMS3 demostraron ser los més informativos por sus
altos valores en la probabilidad de exclusién; sin embar-
do, el valor de probabilidad acumulada de 0,9543 con
los seis marcadores relativamente bajo. Se recomienda
cambiar los marcadores AHT4 y HMS6 por otros mas
informativos y aumentar el nimero de marcadores en
el caso de su uso en pruebas de paternidad.

Palabras clave: equinos colombianos, diversidad gené-
tica, microsatélites, frecuencias alélicas.

SUMMARY

In terms of commercial and cultural implications Co-
lombian equines are very valuable; however their genetic
potential is unknown. As a result, programs regarding
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selection and improvement have been limited. In order
to contribute to the genetic potential, the variability of
264 horses Criollo Colombiano, Paso Fino Colombiano y
Trocha Pura Colombiana breeds was evaluated. The allelic
characterization was made with six molecular markers,
micro satellite sort (ASB17, AHT4, AHT5, HTG4, HMS3
y HMSG6) for further population studies. The analysis of
the six microsatellites indicated high allelic polymorphism
for the ASB17 with 18 alleles, the less variable was the
HTG4 with seven alleles. The allele’s standard was 9.83.
Besides, the allelic frequency showed that the populatio-
ns are represented by few alleles. The gene diversity H_
0.7773 and H_  0.765 was calculated to determine the
genetic variability of the population. It indicated a large
variability and high gene diversity in equines from the de-
partment of Cundinamarca with an endogamy coefficient
of F; 0.0011. In the paternity test, the AHT4 and HMS3
demonstrated that they are the most informative ones;
which is due to their high exclusion probability. Neverthe-
less, the accumulated probability validity of 0.9543 with
the six markers was low. It is recommended to change
the AHT4 and HMS6 markers for more informative ones
and also to increase the number of markers.

Key words: Colombian horses, genetic diversity, micro-
satellites, allelic frequencies.

INTRODUCCION

Los caballos colombianos estan conformados por varias
razas: criollo colombiano, paso fino colombiano, trocha
pura colombiana y trote-galope reunido colombiano. In-
formacion sobre estas razas se encuentra en el banco de
datos de la Organizacion para la Agricultura y la Alimen-
tacion (FAO, 2004). Estas razas son de origen espanol y
se respalda con informaciones histéricas de los viajes de
Colén y otros conquistadores (Rodero et al. 1992) y con
estudios de ADN mitocondrial que han determinado las
relaciones filogenéticas del caballo espanol con algunas
razas suramericanas (Mirol et al. 2002). Una vez fueron
introducidos los caballos espanoles, se dispersaron y
se adaptaron a los diversos ambientes de Suramérica.
Las consecuencias de esto son posibles modificacio-
nes genotipicas y fenotipicas para el caballo asentado
en el Nuevo Mundo. Las caracteristicas fenotipicas del
caballo colombiano y su buen desempefno deportivo
hacen que sea una de las especies domésticas de gran
reconocimiento e importancia econémica, generando
altos ingresos por su comercializacién.

Las caracterizaciones sirven para establecer la situacién
actual de la variabilidad genética en una poblacién, ya
que las presiones demogréficas y econémicas pueden
generar procesos que llevan al detrimento de las razas y
algunas especies (FAO, 1997); asi mismo, los procedi-
mientos reproductivos en animales de granja, como los
cruzamiento dirigidos, el apareamiento consanguineo y
la seleccién artificial pueden interferir en la variabilidad
genética (Ron et al. 1996). En la especie equina, la ca-
racterizacion de diferentes razas se ha realizado a nivel
morfolégico (Herrera & Navarrete, 1978) y molecular
permitiendo describir las razas genéticamente (Canon et
al. 2000; Rodas, 2000). Igualmente, los marcadores han
permitido establecer las diferencias entre ellas (Achmann
et al. 2004), conocer la variabilidad genética (Kavar et al.
1999, Tozaki et al. 2003, Romero, 2000) y proponer pro-
cesos de manejo y seleccion de los recursos genéticos
(Zabek et al. 2005; Ron et al. 1996), asi como para el
mantenimiento y conservacién del patrimonio genético
(Fernandez et al. 2004, Ruiz- Garcia et al. 2003).

Los marcadores moleculares microsatélites (STR) son
repeticiones cortas que funcionan como loci co-domi-
nantes, se heredan de forma mendeliana, son altamente
polimorficos y estan dispersos abundantemente en el
genoma nuclear de los organismos eucariotes (Han-
cock, 1999; Weber & May, 1989). Los microsatélites
han sido usados en las ciencias forenses en pruebas de
filiacién de caballos silvestres (Bowling, 1997), bovinos
(Glowatzki-Mullis et al. 1995) y caninos (Cho & Cho,
2003) y en el control del linaje al mantener la rutina de
la genotipificacién de las poblaciones animales (Chikhi
et al. 2004).

En otras especies, los microsatélites han permitido la
elaboracién de mapas de ligamiento (Womack, 2005),
la evaluacién del parentesco (Tozaki et al. 2001, Luikart
et al. 1999) y la evaluacién de susceptibilidad a enfer-
medades (Carrington et al. 1999).

Los caracterizaciones de los caballos colombianos en
su gran mayoria han sido descripciones morfoldgicas
(Virgtiez, 2004, Estrada, 1995, Vivas, 1994 y Herrera &
Navarrete, 1978) y siendo los estudios genéticos con
marcadores moleculares en equinos colombianos es-
casos (Romero, 2000, Rodas, 2000). Ademas, estos no
han determinado la estructura de la poblacion equina
colombiana. En este contexto, se realiz6 la genotipifica-
cién del ADN con seis marcadores microsatélites para
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la identificacién individual y verificacion de filiacion de
caballos colombianos. Asi mismo, se analizé la diversi-
dad genética y se calculd el contenido de informacién
polimérfica (PIC) y la probabilidad de exclusion (PE).

MATERIALES Y METODOS

Muestra de la poblacién: Se colectaron muestras de
sangre periférica de la vena yugular de 132 caballos no
emparentados de la raza criollo colombiana, en Cun-
dinamarca. Y otras 132 muestras corresponden a los
registros de tipificacién de equinos en Cundinamarca de
las razas paso fino colombiano y trocha pura, registrados
en Federacién Colombiana de Asociaciones Equinas
FEDEQUINAS.

Extraccion de ADN y amplificacion PCR: La genotipi-
ficacion fue hecha con seis marcadores microsatélites
recomendados para las pruebas de filiaciéon por la So-
ciedad Internacional de Genética Animal (ISAG). Estos
marcadores fueron AHT4 y AHT5 (Binns et al. 1995),
ASB17, HMS3 y HMS6 y HTG4 (Ellegren et al.1992).
El ADN fue extraido por la técnica de fenol-cloroformo.
Los seis microsatélites fueron amplificados solos en
seis reacciones de PCR. Las reacciones de PCR fueron
realizadas en un volumen final de I5uL conteniendo
2ul. de DNA, con: 3,0ul de ADN, 200uM de solucién
de dNTPs (Promega, USA), 10mM de buffer (100mM
Tris-HCI, 500mM KCl, 1% Triton), 0,8uM de solucién
de cada primer, el MgCl, vari6 entre 1,5Mm y 2,0Mm y
0.5 U de Taq polimerasa (CORPOGEN®, Colombia) e
iniciadores 20ng/uL. La amplificacién fue llevada a cabo
en un termociclador (GeneAmp PCR System PTC-100J,
PE Applied Biosystems) usando las siguientes condicio-
nes: una denaturacion inicial a 95°C por 5min, seguido
por 30 ciclos de 95°C por 30s, 64, 62, 60 o 59°C por
45s, y 72°C por 30s, la extension final 72°C por 10min
y estabilizacion 30°C por un minuto. Los microsatélites
amplificados fueron separados en gel de poliacrilamida
denaturante al 6%, seguido por la tinciéon de plata. La
asignacion de los alelos, se llevé a cabo manualmente,
con controles positivos de equinos genotipificados pre-
viamente por la UC (Davis) y el patrén de peso molecular
10pb a 200pb con 10pb DNA ladder (Invitrogen USA).
La nomenclatura de los genotipos, se basé en simbolos
del alfabeto espanol, recomendada para equinos por el
Horse Standing Committe of the Internacional Society
for Animals Genetics at Tours, France, 1996.

Andlisis Estadistico: Las frecuencias alélica fueron
calculadas en los diferentes loci y para las dos agru-
paciones usando el programa FSTAT (Goudet, 2001).
El nimero total de alelos observados, heterocigocidad
observada y diversidad genética, se estimaron para las
poblaciones agrupadas usando el programa GENETIX
(Belkhir et al. 2000). La desviacién del equilibrio Har-
dy-Weinberg fueron estimadas para los seis loci y por
agrupacion mediante el programa GENEPOP version
1.2 (Raymond & Rousset 1995). La estructura genética
fue analizada con los estadisticos F de Wright, segun el
método de Weir & Cockerham (1984) usando FSTAT
(Goudet, 2001). Y se llevé a cabo, adicionalmente, un
andlisis multivariante con el método de anélisis de co-
rrespondencias multiples (ACM), el cual se ejecutd con
el programa Multivariate Statistical Package (MVSP) 3.1
(http://www.kovcomp.com). Las distancias genéticas se
calcularon con la distancia de cuerda de Cavalli-Sforza
& Edwards (1967), opcién incluida dentro del programa
Genetix v.4.03 (Belkhir et al. 2000). Los estimadores
de paternidad calculados fueron: la probabilidad de
exclusién (PE), la probabilidad de exclusién combinada
(PEQ) y el contenido de informacién polimérfica (PIC),
mediante el programa CERVUS (Marshall et al. 1998).

RESULTADOS Y DISCUSION

En los caballos criollos de Cundinamarca, en seis loci,
se detectaron 54 alelos, mientras que en la agrupaciéon
correspondiente a FEDEQUINAS, se observaron 59
alelos. La diferencia se present6 en los loci ASB17 con
14 y 18 alelos, respectivamente y AHT5 con el alelo
S en la agrupacién de Fedequinas. El locus de mayor
polimorfismo fue ASB17 con 18 alelos, cuatro de éstos
de baja frecuencia (D, S, Ty V) y, el menos polimorfico
HTG4, con 7 alelos (Tabla 1).

Agrupando los 264 individuos en una sola poblacién,
se estimé que el locus con mayor heterocigocidad
observada (H ) y esperada (H ) fue ASB17, el de menor
H, y H, fue HMS6 (Tabla 2). El locus HMS3 con ocho
alelos mostr6é una diversidad genética alta 0,811. Las
frecuencias alélicas de los seis marcadores indican que
algunos alelos son los mas frecuentes en la poblaciéon
(Tabla 2).

La comparacién de la distribucion alélica y genotipica
entre los caballos criollos colombianos y los agrupados
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Tabla 1. Frecuencias alélicas de seis microsatélites de la poblacién de caballos colombianos.

Alelos ASB17 AHT5 HMS6 HMS3 HTG4 AHT4

D 0,004

E

F 0,039

G 0,009

H 0,011 0,049 0,184

I 0,014 0,007 0,065 0,012
J 0,050 0,109 0,082
K 0,006 0,175 0,093 0,093 0,103
L 0,072 0,031 0,131 0,170 0,110
M 0,254 0,224 0,098 0,175 0,463 0,037
N 0,080 0,315 0,007 0,298 0,125 0,045
0] 0,049 0,077 0,077 0,170 0,116 0,388
P 0,044 0,009 0,529 0,135 0,026 0,039
Q 0,073 0,054 0,016 0,127 0,007

R 0,233 0,026

S 0,003 0,002

T 0,004

U 0,054

v 0,001
Na 18 9 8 8 7 9
He 0,852 0,798 0,676 0,811 0,718 0,780
Ho 0,799 0,797 0,697 0,776 0,745 0,775

por FEDEQUINAS no mostré diferencias significati-
vas (P<0,05). La evaluacién de la estructura de las
poblaciones con los estadisticos F' de Wright (Tabla 3)
revelaron poca diferenciacion genética (F,= 0,0210),
con un intervalo de confianza entre -0,00200 y 0,06276
estimado por bootstrapping, con una confianza del 95%;
asi mismo pusieron de manifiesto un bajo coeficiente de
endogamia F s 0,011. De otra forma, las distancias de
Cavalli-Sforza (Cavalli-Sforza & Edwards, 1967) para la
pareja Cundinamarca-Fedequinas fue de 0,004 y para
la distancia de Nei (1987), fue de 0,098.

El andlisis de correspondecias multiples (ACM) de las
frecuencias alélicas obtenidas de los seis microsatélites
en los caballos de Cundinamarca, con las calculadas por
Rodas (2000), con 2668 equinos del occidente colom-
biano y con las obtenidas por Romero (2000) con 400
animales de diferentes zonas de Colombia, determind
que el 71% de la inercia total se ubica en el primer eje
indicando un agrupamiento de las frecuencias alélicas
por similitud en los seis loci en los tres estudios en dis-
tintas zonas de Colombia. De igual manera, los valores
propios de los dos ejes son bajos (0,108 y 0,017), todo
lo anterior establece que no hay diferencias entre las
poblaciones de caballos evaluadas.
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Tabla 2. Frecuencia alélica de seis microsatélites de FEDEQUINAS vy de los seis criaderos agrupados de Cundinamarca.

[ Alelos FEDEQUINAS CRIADEROS )

ASB17 | AHT5 | HMSG | HMS3 | HTG4 | AHT4 | ASB17| AHTS | HMS6 | HMS3 | HTG4 | AHT4

D | 0002

E

F | 0,045 0,013

G | 0,009 0,013

H | 0010 0,048 0,183 | 0,009 0,053 0,189

|| 0,006 | 0,006 0,063 0,010 | 0,018 | 0,000 0,079 0,022

J | 0058 | 0110 0,081 | 0,053 | 0,105 0,088

K | 0005 | 0168 | 0,091 0,094 | 0,105 | 0,009 | 0,206 | 0,105 0,088 | 0,092

L | 0028 0,128 0,167 | 0,109 | 0,009 0,145 0,189 | 0,114

M | 0290 | 0,007 |0,008 | 0,183 | 0470 | 0,036 | 0,289 | 0,145 | 0,101 | 0,136 | 0,430 | 0,044

N | 0091 | 0196|0007 | 0,024 | 0,122 | 0,042 0,075 | 0,360 | 0,009 | 0,035 | 0,140 | 0,061

0 | 0041 |0352 0,081 032301160395 0026 | 01320057 |0,345 | 0,114 | 0,355

P | 0047 | 0092|0536 | 0,136 | 0,027 | 0,039 | 0,088 | 0,004 [0,496 | 0,132 | 0,022 | 0,035

Q | 0022 |0,003 0,012 | 0,124 | 0,004 0,026 | 0,039 | 0,035 | 0,145 | 0,018

R | 0271 0,136 0,325 0,105

s | 0004 | 0065 0,009 0,014

T | 0,005

U | 0065 0,061

v | 0001

Tabla 3. Estimacion de los estadisticos F para las poblaciones agrupadas FEDEQUINAS vy criaderos.

[ Estadisticos F | Valor Intervalos de Confianza 95% )
Fis -0,0049 -0,02433 - 0,01154
Fsr 0,0233 -0,00048 - 0,06608
Fir 0,0184 -0,02403 - 0,07068

Comparando los estudios efectuados en caballos colom- 9,14 en Romero (2000) con 14 loci y en el presente
bianos sobre los indicadores de variabilidad genética, se  estudio fueron 9,80 para seis loci. Adicionalmente, fue-
encontré que el nimero promedio de alelos (NMA) fue ron similares los valores de heterocigocidad esperada
semejante: en Rodas (2000) 10,25 alelos para 16 loci; y observada.
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Se observa la inexistencia del equilibrio Hardy Weinberg
en HMS3 (P<0,000) y ASB17 (p<0,000) y se determi-
né déficit de heterocigotos en HMS3, mientras que los
demas loci estuvieron en equilibrio. Las parejas en des-
equilibrio de ligamiento fueron HMS3 - ASB17 (0,003)
y AHTS — ASB17 (0,003) con una valor de significancia
(p<0,05).

El contenido de informacién polimérfica (PIC) varié des-
de 0,799 para ASB17 a 0,679 en HMS6 y el PIC medio
fue de 0,743. La probabilidad de exclusién fue mayor
para el locus ASB17 y la menor para los loci HTG4 y
HMSG6, la probabilidad de exclusién acumulada (PEA) de
los seis loci fue de 0,954, lo que significa que de 1000
individuos tomados al azar 9540 equinos son excluidos
de ser el padre correctamente (Tabla 4).

Tabla 4. indice F por loci, contenido de informacién polimérfica y probabilidad de exclusion.

ASB17 HMS6 HMS3 | HTG4 AHT4 | AHT5 Total
F 0,064 -0,031 0,044 -0,037 | 0,009 0,002 0,011
PE | 0,434 0,347 0,450 0,347 0,452 0,397 0,954
\ PIC | 0,799 0,694 0,791 0,684 0,751 0,756 0,743 ]

F- indices de fijacién. PIC contenido de informacion polimorfica. PE Probabilidad de exclusion

Los equinos de Cundinamarca representan a la pobla-
cién equina colombiana que esta constituida por las
razas caballo criollo colombiano, paso fino colombiano
y trocha pura colombiana. La poblacién colombiana de
caballos es homogénea por ser genéticamente similar
en las diferentes regiones y altamente variable en los
seis microsatélites estudiados, con una heterocigocidad
observada H, 0,65, levemente inferior a la diversidad
genética H_0,773.

El desequilibrio Hardy-Weinberg, se explica por la sus-
titucién de una base en la secuencia flanqueante del
marcador HMS3 descrito por (Achmann et al. 2001) y su
efecto es de homocigocidad. Esta reduccién calculada
de heterocigotos es errada e introducida por la falla en
la amplificacién del marcador HMS3. Esta misma con-
dicién logra explicar la asociacion estadistica detectada
el desequilibrio de ligamiento con este marcador.

Las distancias genéticas y los estadisticos F de Wright
pusieron de manifiesto que los caballos que se agrupan
en FEDEQUINAS (paso fino y el caballo de trocha) y los
caballos criollos evaluados de Cundinamarca conforman
una misma poblacion. El F 2,32% ratifica la similaridad
por la escasa diferenciacién genética entre las agrupa-

ciones, mientras que los analisis de varianza a nivel de
los individuos, con respecto a cada agrupacién y a la
poblacion total (Fs y F);), son bastante bajos (Tabla 3).
Indicando que la endogamia en la poblaciéon es muy
baja, con escasa diferenciacién genética, sin afectar la
variabilidad genética.

Los resultados muestran que la poblacién de caballos
colombianos es una sola e indica una variacién genética
relativamente alta estimada por la diversidad genética
y la heterocigocidad observada. Comparando la varia-
bilidad genética calculada de cuatro microsatélites con
el Caballo Uruguayo (Kelly et al. 2002), los equinos
colombianos tienen una variabilidad levemente superior
en el nimero de alelos, en la heterocigocidad observa-
day en la diversidad genética. Cotejando la diversidad
genética obtenida en los caballos colombianos con la
obtenida en las razas espanolas fundadoras, como el
Lusitano He= 0,735 (Luis et al. 2006), y razas gallegas
0,750 (Canon et al. 2000), los equinos en Colombia
mantienen la diversidad genética, la cual, se ha podido
dar por diferentes motivos. Estos son: primero porque
la dispersién de caballos hacia América es reciente,
aproximadamente cinco siglos atras; segundo, por la
multiplicidad de origenes geogréficos de las razas espa-
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nolas; tercero, por los niveles bajos de seleccion artificial
entre las razas equinas y cuarto, por la influencia de los
factores demogréficos, como el mantenimiento de los
animales en las areas tradicionalmente dispuestas y poco
uso en labores del campo.

Asi mismo, la variabilidad genética es similar también a
la de otras razas equinas europeas, como el caballo No-
ruego (Bjornstad et al. 2000). Sin embargo es superior
cuando se compara con razas equinas que padecen un
manejo reproductivo aislado y tienen barreras geografi-
cas, como en los caballos salvajes Przewalski (Aberle et
al. 2004), Lippizzian (Achman et al. 2004) y semi silves-
tres, como Menorquina, Jaca, Navarra (Glazko, 1998;
Solis et al. 2005), los cuales tienen bajo polimorfismo y
baja variabilidad genética.

Los microsatélites HTG4 y HMS6 son inadecuados para
la pruebas de filiacién por su baja probabilidad de exclu-
sién (PE), por lo cual se deben usar un mayor nimero
de microsatélites y méas polimérficos para aumentar la
PEA, como lo efectuado en otras razas equinas (Tozaki
et al. 2003; Kakoi et al. 1998; Meriaux et al. 1998) y
otras especies (Giovambattista et al. 2001; Stahlberger-
Saitbekova et al. 2001; Luikart et al. 1999) y asi ser Utiles
en las pruebas de filiacion.

La divergencia entre los genomas de los animales do-
mésticos y el uso microsatélites altamente polimorficos
ha permitido la identificacién y la asignacién de raza en
diferentes especies, como los bovinos (MacHugh et al.
1998), los ovinos (Buchanan et al. 1994) y en algunas
razas equinas (Bjornstad & Roed, 2001). Para las razas
equinas colombianas la asignacién por raza con seis
microsatélites no es posible por ser genéticamente
homogéneas, sin embargo, aumentar el nimero de
marcadores podria mejorar el poder de discriminacién
entre las razas colombianas.

CONCLUSIONES

El uso de los microsatélites recomendados por la FAO
para la caracterizacién genética permiti6 evaluar y com-
parar la diversidad genética de los caballos colombianos
con otras razas, como las que han influido en la forma-
cién de las razas colombianas. Este estudio muestra
un andlisis genético de seis marcadores en la raza de
caballos criollos colombianos con morfologia y con

caracteristicas de produccién similares. De igual manera,
se determiné que las razas equinas colombianas, con-
formadas por los caballos criollos colombianos, el paso
fino colombiano y los caballos trocha colombiana, no
se diferencian genéticamente entre ellas, conformando
una sola poblacién equina. La variacién genética de los
caballos colombianos integrados por las tres razas antes
mencionadas es alta comparada con otras razas equinas
y no hay pérdida de la variabilidad genética.
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