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Introduccién

Tobiano es un patrén de manchas blancas en los caballos causado por un gen dominante,
Tobiano (TO). TO se asocia con una gran inversion cromosomica paracéntrica en el
cromosoma de caballo 3 ECA3 (Gen de la enzima convertidora de Angiotensina). La
inversion no interrumpe ningun gen identificado, sino que comienza aproximadamente a
100 kb aguas abajo del gen KIT. Esta inversion puede interrumpir las secuencias
reguladoras para el gen KIT y causar el patron de manchas blancas (Brooks et al., 2007)
(Figura 1).

Los caballos homocigotos para la inversién son normales y saludables, lo que sugiere que
este reordenamiento cromos6mico no esta asociado con efectos nocivos para la salud.
Los individuos heterocigotos pueden tener una fertilidad reducida debido a la produccion
de gametos genéticamente desequilibrados (Madan, 1995). En un estado heterocigoto, un
solo evento de recombinacion dentro de la inversion da como resultado un gameto no
viable; dos eventos de recombinacion simultaneos dentro de la inversion mantendréan la
estructura cromosémica normal. (Brooks et al., 2007). Se identificaron las secuencias de
ADN que flanguean la inversion y se desarrollé una prueba de PCR (Reaccién en Cadena
de la Polimerasa) para detectarla.

Figura 1. (A) Caballo con patron tobiano, la imagen muestra la tipica linea blanca en el lomo y los
parches blancos en las extremidades. (B) Caballo criollo sin patrén de coloracion tobiano, no posee
la caracteristica linea blanca en el lomo.
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Materiales y Métodos

Obtencién de las muestras:

Se analizaron hasta el momento 3 ejemplares de los cuales se extrajo entre 5y 10 ml de
sangre venosa, con jeringa previamente tratada con EDTA y estéril (Moncaleano et al.,
2007). El pelaje del animal fue limpiado apropiadamente con alcohol para evitar el arrastre
de contaminacion por parte de la aguja.

Métodos de extraccion evaluados:

A) Extraccion de ADN con Kit comercial DNA Purification Kit de Promega®

1. En un tubo de microcentrifuga estéril, a 300 pl de la muestra (sangre entera) se le
agregd6 900 pl de solucion de lisis celular.

2. Se agitd suavemente el tubo que contenia la sangre junto con la solucion de lisis (Cell
Lysis Solution) para permitir que se integre la sangre con el buffer de Lisis.

3 Se lo dejé incubar 10 minutos a temperatura ambiente realizando inversiones del tubo
de manera constante.

4. A continuacion se realiz6 un centrifugado rapido utilizando una minicentrifuga (“Spin”).

5. Se descarto el sobrenadante, se agité vigorosamente en un vortex (“vortexeo”) durante
20 segundos.

6. Se le agreg0 a cada tubo 300 pl de la Solucion “Lisis de Nucleo” (NucleiLysisSolution) y
se resuspendio de 5 a 6 veces para lisar las células blancas de la sangre.

7. Luego se realizé una incubacion a 37°C durante 1 hora con agitacion de los tubos cada
diez minutos.

8. Se agrego 1,5 pl de la solucion de RNasa (20 mg/ml) al lisado nuclear, y se mezclo la
muestra invirtiendo suavemente de 2 a 5 veces el tubo.

9. Se incubdé a 37°C a bafio Maria durante 15 minutos y luego se la dejé enfriar a
temperatura ambiente.

10. Una vez alcanzada la temperatura ambiente, se le agregdé 100 ul de la solucién de
“Precipitacion de Proteinas” (Protein Precipitation) al lisado nuclear.

11. Se “vortexed” de 10 a 20 segundos.
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12. Se realizé una centrifugacion a 16.000 RPM durante 6 minutos a temperatura
ambiente (se observé un pellet de color marrén que contiene a la parte proteica de la
muestra)

13. Se extrajo el sobrenadante y se lo colocé en tubos de 1,5 ml estériles, los cuales
contenian previamente 300 ul de isopropanol a temperatura ambiente.

14. Se mezclé suavemente, se realizé un “spin” de 1 minuto y luego se descartd el
isopropanol dejando el ADN precipitado (pellet) en el fondo del tubo.

15. Posteriormente se agrego6 etanol 70% para limpiar el ADN.
16. Se realizé “spin” durante 1 minuto y se descarto el sobrenadante.

17. Se dej6 secar las muestras durante 15 minutos para eliminar por completo el alcohol y
se las resuspendi6 en 50 yl de TE 1X, se lo Incubd durante 1 hora a 65°C.

18. Por ultimo, se lo almacend en freezer a -20°C para su posterior uso.

B) Extraccion de ADN con Kit comercial Quick DNA Miniprep Plus Kit de Zimo®

1. Se agregd 200 pl de la muestra sanguinea a un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml y
luego 200 pl de BioFluid & Cell Buffer (Rojo) y 20 pl de Proteinasa K.

2. Se mezcl6 bieny luego se incubd el tubo a 55°C durante 10 minutos.

3. Finalizada la incubacién, se agregé 1 volumen de Genomic Binding Buffer a la muestra
digerida y se mezclé bien.

4. Se transfiri6 la mezcla a una columna Zymo-Spin™ IIC-XLR en un tubo de recoleccion
y se centrifugo (= 12.000 RPM?) durante 1 minuto. Finalizada la centrifugacion, se
desecho el contenido del tubo colector.

5. Se agregaron 400 pl de DNA Pre-Wash Buffer a la columna y se centrifugé durante 1
minuto a 12.000 RPM. Finalizada la centrifugacion, se desech6 el contenido del tubo
colector.

6. Luego se agregaron 700 pl de g-DNA Wash Buffer y se centrifugd durante 1 minuto a
12.000 RPM. Finalizada la centrifugacién, se desecho el contenido del tubo colector

7. Nuevamente se agregaron 200 g-DNA Wash Buffer y se centrifug6é durante 1 minuto a
12.000 RPM. Finalizada la centrifugacion, se deseché el contenido del tubo colector.
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8. Para eluir el ADN, se transfiri6é la columna a un tubo limpio de microcentrifuga de 1,5 ml
y se le agregd 50 ul DNA Elution Buffer, se lo dejo incubar durante 5 minutos y luego se lo
centrifugd durante 1 minuto a 12.000 RPM.

9. Por ultimo, se lo almacené en freezer a -20°C para su posterior uso.

C) Extraccién de ADN con método Fenol-Cloroformo.

1. Se centrifugé cada muestra a 10.000 RPM durante 10 minutos para lograr una buena
separacion de los componentes sanguineos. Luego se tomaron 15 ul de sangre de la fase
blanca, con el fin de obtener las células nucleadas (linfocitos). A cada tubo se le incorporé
12,5 pl de Proteinasa K (20 mg/ml) y se llevé a incubacion en bafio térmico durante 3
horas a 56°C.

2. Una vez transcurrido este periodo, se centrifugé a 12.000 RPM durante 5 minutos, se
transfirié el sobrenadante a un nuevo tubo y se descart6 el tubo anterior.

3. Se afiadié igual volumen de Fenol-Cloroformo-alcohol Isoamilico (25:24:1) y se lo
mezclo por inversion de forma cuidadosa de 3 a 5 veces.

4. Se centrifug6 a 12000 RPM durante 5 minutos, se transfirié el sobrenadante a un nuevo
tubo, evitando tomar la interface, y se descarté el tubo anterior.

5. Para una mejor extraccion, se afiadié a éste igual volumen de Fenol-Cloroformo-alcohol
Isoamilico (24:24:1), y se lo mezclo por inversién de forma cuidadosa de 3 a 5 veces.

6. Luego se centrifugd a 12000 RPM durante 5 minutos y se tomé nuevamente el
sobrenadante transfiriéndolo a un tubo nuevo.

7. Posteriormente, se adiciono % volumen de Acetato de Amonio 7,5 M y 2 volimenes de
etanol al 100% frio. Para mejorar la eficiencia del precipitado, se lo enfrié a -20°C durante

10 minutos.

8. Para finalizar, se lavé el ADN con 1 ml de etanol al 70% frio y se lo agit6é por inversion.
Se realiz6 una centrifugacién a 12.000 RPM durante 5 minutos.

9. Se descart6 el etanol y se dej6 secar a temperatura ambiente.

10. Para conservarlo, se resuspendié la muestra en 100 ul de TE y se lo conservé en
freezer a -20°C hasta su uso.

Corrida electroforética en geles de agarosa

Para visualizar la presencia/ausencia y calidad de las extracciones de ADN, los productos
obtenidos fueron sometidos a electroforesis horizontal utilizando geles de agarosa al
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0,8%, en Buffer TAE (Tris, Acetato, EDTA). Por cada muestra de ADN se formd6 un mix
constituido por 1 pl de ADN, 2 pl de Gel Red (tifie al &cido nucleico para su posterior
visualizacién), 2 ul de Loading Buffer (buffer de corrida).

Una vez finalizada la electroforesis, los productos fueron visualizados en un
transiluminador con el software Gel Capture.

Cuantificacion del ADN

Para la cuantificacion del material extraido se utiliz6 el Fluorémetro Qubit 2.0 de
Invitrogen. El mismo posee 4 soluciones diferentes utilizadas para cuantificar ADN.
Solucién A, llamada Qubit Be Reange, Solucién B, que es un Buffer y dos soluciones
conocidas como S1 y S2, las cuales indican los extremos de la curva de concentraciéon
gue se indica en la pantalla del equipo.

Para la preparacién de las muestras a cuantificar, se realizé la mezcla de la solucion A
con la solucién B, en las siguientes cantidades: 1 pl de la solucion A mas 199 ul de
solucion B por cada muestra, obteniéndose un volumen final de 200 ul de solucion AB.
Por otra parte se prepararon 200 pl de la solucién AB para S1 y otros 200 pl para S2.

Para medir la concentracion se realizo lo siguiente:

En un tubo de 0,5ml se colocol0 pl de solucidon S1 con 190 ul de la solucién AB y se
procedié a medir su concentracion.

Luego se coloco en un tubo de 0,5ml, 10 pl de solucién S2 con 190 ul de la solucién AB
y se midi6é su concentracion.

Una vez realizado esto, se coloco en un tubo de 0,5ml 2 pl de la muestra de ADN y 198 pl
de la solucién AB y se midi6é su concentracion.

Este paso se repito con cada muestra.

Las concentraciones ideales de ADN extraido para realizar las amplificacion por PCR
oscilan entre 50 y 100 ng/ml

Resultados

Las extracciones realizadas con DNA Purification Kit de Promega no dieron resultados
positivos, no se obtuvo ADN en ninguna de las muestras analizadas (Figura 2). Los
motivos no estan del todo claros, ya que este kit se utilizé para extraccion de ADN a partir
de sangre en bovinos y los resultados fueron satisfactorios; el ADN era de buena calidad y
de alta concentracion.

Se realizaron 4 repeticiones en la extraccion de ADN de las muestras y, al no obtener
resultado alguno, se descarté este método.
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En lo que respecta a la extraccion de ADN con el kit Quick DNA Miniprep Plus Kit de
Zimo®), los resultados fueron positivos, se obtuvo concentracién adecuada de ADN, limpio
y de manera muy rapida (Figura 3). Ademas, requiere poco material para realizar la
extraccion.

Figura 2. Corrida electroforética en gel de agarosa 0.8%.
Calle 1: Marcador de peso molecular EcoRlI. Calles 2 y 3:
Extraccién de ADN con DNA Purification Kit de
Promega. Calles 4, 5y 6: Extraccion de ADN con Quick
DNA Miniprep Plus Kit de Zimo®.

En relacion al método de extraccion de ADN con Fenol- Cloroformo, los resultados
fueron positivos, se obtuvo ADN de buena calidad, en una alta concentracion (Figura 3),
pero a diferencia del método del kit Quick DNA Miniprep Plus Kit de Zimo®, éste es
mucho mas laborioso y requiere mas tiempo. Ademas, al utilizar solo la fraccién blanca, el
rendimiento de cada extraccion de sangre realizada al animal resulta bajo.

Figura 3. Corrida electroforética en gel de agarosa 0.8%.
Calle 1: Marcador de peso molecular EcoRIl. Calles 2-6:
Extraccion de ADN con método Fenol-Cloroformo
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Consideraciones finales

De los métodos utilizados, el mas adecuado fue la extraccion realizada con el kit Quick
DNA Miniprep Plus Kit de Zimo®. Esto nos permitirhd obtener material de buena calidad y
adecuada concentracion para determinar la presencia del alelo dominante tobiano (TO) o
el alelo recesivo (to), permitiéndonos asi probar su relaciébn con la inversion en el
cromosoma 3 en caballos existentes en Argentina.

Cabe destacar que el kit utilizado por la mayoria de los autores, para extraccion de ADN
en equinos es el DNeasy Blood & Tissue Kits de QIAGEN, pero debido a su costo se han
utilizado los Kits disponibles en Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias
Agrarias.

La puesta a punto de esta metodologia de PCR para la inversion de ECA3 sera util para
los criadores interesados en encontrar un stock de reproductores homocigotos para el
pelaje Tobiano, ya que son fenotipicamente indistinguibles de los animales que son
portadores.

Por otro lado, las inversiones de cromosomas polimérficos de la poblacion de equinos en
Argentina que como esta son facilmente detectables, pueden usarse para estudiar los
efectos de las inversiones sobre el fenotipo, la tasa de recombinacion y la evolucion de los
cromosomas. Ademas, esta inversion ilustra la importancia de las organizaciones
gendmicas alternativas como contribuyentes a la heterogeneidad genética (Brooks et al.,
2007) Las inversiones y otros reordenamientos estan surgiendo como una fuente de
diversidad genética que anteriormente se habia pasado por alto (Lupski, 2006).
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