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RESUMEN

Con el fin de contribuir al adecuado manejo de llamas del Banco de Germoplasma de
Camélidos de Quimsachata (INIA - Puno), se realizo el estudio para determinar la
relacion de parentesco mediante el analisis de ADN, en llamas g ara, y asi establecer la
relacién genética entre progenitores y progenie, El estudio se realizo en el CIP
Quimsachata (INIA — Puno), y en la Unidad de Biotecnologia Molecular de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia, Lima. Los objetivos especificos del estudio
fueron i) determinar la filiacion, ii) Error de filiacidn y iii) construir la genealogia, en base
a los resultados del analisis de ADN mediante marcadores microsatelite de 239 llamas
g ara con un panel de 12 marcadores microsatélite. El parentesco se determiné con el
programa Cervus v 3.0 ® con el que se obtuvo una probabilidad de exclusién acumulada
de 0.999984, con una asignacion de maternidad, paternidad y trio familiar que fue de 51,
79 y 41 casos respectivamente; con valores LOD para la mas probable madre de 2.18 a
16.83; para el més probable padre 1.01 a 13.45 y valores de Delta (A) de 0.20 a 16.83 y
1.01 a 13.45 respectivamente; los niveles de confiabilidad de la maternidad y paternidad
fueron desde 95 a 99%; Con la comparacion de los registros genealdgicos y los resultaos
del anélisis de ADN se determino el error de asignacion del padre y madre los que fueron
de 10.13%, y 17.65% respectivamente; La construccion de la genealogia se realizo
mediante el programa Endog.4.8®, en la que se determiné que el 42.93% tiene
identificado al padre y el otro 42.93% tiene identificada a la madre, se concluye que la
determinacion de filiacion, el error de asignacion de filiacién y construccién de
genealogia mediante el uso de 12 marcadores microsatélite tienen una alta confiabilidad
para, construir genealogia en poblaciones que no se realizan registros genealdgicos

(empadre y nacimientos) o para validar registros genealdgicos.

Palabras clave: ADN, filiacién, microsatélite, Llamas.
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ABSTRACT

In order to contribute to the proper management of Ilamas in the Quimsachata Camelid
Germplasm Bank (INIA - Puno), a study was carried out to determine the kinship
relationship through DNA analysis, in g'ara llamas, and thus establish the genetic
relationship between parents and offspring. The study was carried out at the CIP
Quimsachata (INIA — Puno), and at the Molecular Biotechnology Unit of the Universidad
Peruana Cayetano Heredia, Lima. The specific objectives of the study were i) to
determine the affiliation, ii) affiliation error and iii) to construct the genealogy, based on
the results of DNA analysis using microsatellite markers of 239 g'ara llamas with a panel
of 12 microsatellite markers. Kinship was determined with the Cervus v 3.0 ® program,
with which a cumulative exclusion probability of 0.999984 was obtained, with an
assignment of maternity, paternity and family trio that was 51, 79 and 41 cases,
respectively; with LOD values for the most probable mother from 2.18 to 16.83; for the
most likely father, 1.01 to 13.45 and Delta (A) values from 0.20 to 16.83 and 1.01 to
13.45, respectively; the reliability levels of maternity and paternity were from 95 to 99%;
With the comparison of the genealogical records and the results of the DNA analysis, the
assignment error of the father and mother was determined, which were 10.13% and
17.65%, respectively; The construction of the genealogy was carried out using the
Endog.4.8® program, in which it was determined that 42.93% have the father identified
and the other 42.93% have the mother identified, it is concluded that the determination of
filiation, the error of assignment of affiliation and construction of genealogy through the
use of 12 microsatellite markers have a high reliability to build genealogy in populations
that do not carry out genealogical records (breeding and births) or to validate genealogical

records.

Keywords: ADN, microsatellite, filiation, Llamas
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CAPITULO |

INTRODUCCION

Actualmente los camélidos sudamericanos representan un recurso pecuario que
cada vez se esta explotando en mayor amplitud tanto para produccién de fibra, de carne
y también como mascotas. En el Per( existe una poblacion de 746,269 Ilamas, (INEI - IV
Censo Nacional Agropecuario 2012). La crianza de llamas, se realiza en un sistema de
produccién extensivo con praderas nativas de baja calidad; el objetivo principal de la
crianza de esta especie es la produccion de carne (Gutiérrez et al. 2012), la llama (Lama
glama) es uno de los cuatro camélidos sudamericanos mas importante desde el punto de
vista econdmico Yy social, ya que sirven de sustento para las familias de las comunidades
alto andinas (FAO, 2005). Las llamas muestran una mayor eficiencia ganadera en
comparacion a las alpacas en condiciones de puna seca (Mamani-Cato et al., 2021).
Estudios recientes han demostrado la existencia de ciertos sistemas de marcadores

genéticos que permiten identificar hibridismo en estas especies (Kadwell et al., 2001);

Las pruebas de paternidad genética pueden proporcionar datos de identidad del
padre para la descendencia cuando las hembras han estado expuestas a multiples machos.
(Sherman et al. 2004), En las ultimas décadas, el uso de metodologias objetivas de
estimacion de valores de cria basadas en las evaluaciones genéticas bajo el modelo animal
se ha vuelto populares; sin embargo, su empleo requiere la organizacion de bases de datos
con una estructura de informacion completa y confiable que incluya, tanto datos
productivos como de pedigri, asegurando el uso de valores genéticos precisos (Tosh et al.

1994).
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La determinacion precisa del parentesco establece la informacion fiable para la
elaboracion de la genealogia en animales domesticos, lo que permite disminuir el
porcentaje de error en el momento de la asignacion de paternidad y maternidad. Con el
transcurrir del tiempo, las pruebas de asignacién de paternidad se han convertido en un
importante tema de estudio, tanto en animales domésticos y humanos (Marin et al., 2007,
Di Rocco et al, 2011). Un gran namero de técnicas para determinacion de parentesco
mediante analisis de microsatélites han venido desarrollandose para diferentes especies
domésticas como caninos (Morera et al., 1999; P&dér et al., 2001), bovinos (Kankan y
Fado, 1999; Mommens et al., 1998), caprinos (Ganai y Yadav, 2005), porcinos (Aguilera-
Reyes et al., 2006), equinos (Binns et al., 2000) y camélidos (Rodriguez et al., 2004,
lannacone. 2006, Agapito et al., 2010, Yalta et al., 2014 y Mordn et al.,2016) con elevado
porcentaje de discriminacion expresada como probabilidades de excepcion, los
microsatélites constituyen uno de los marcadores méas Utiles por presentar tasas de
mutacién mayores comparados con otras regiones del ADN, presentan herencia
mendeliana y caréacter codominante (Avise, 2004). Usualmente los microsatélites, son
conocidos como repeticiones cortas en serie (STRs), son secuencias cortas (no mayores
de 6 pares de bases de largo) repetidas en serie (Hancock, 1991), las que logran ser
amplificados por la técnica de PCR y los distintos alelos observados por medio de
electroforesis en gel y posterior tefiido con nitrato de plata o por marcado con sustancias

fluorescentes.

En el CIP Quimsachata (INIA - Puno), posee el banco de germoplasma de Ilamas
chaku y g“ara para la conservacion e investigacién; en el cual se identifico el problema:
de pérdida de identificacion de los animales (aretes), lo que genera un registro

genealdgico errado; por lo que durante el registro del empadre y paricion incrementan el

13

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

error en la asignacion de parentesco (padre y madre), por lo que se plantea la hipotesis
que con el uso del analisis de ADN, con un panel de 12 marcadores microsatélite permitira
con una confiabilidad de 99% la asignacion de parentesco (paternidad , maternidad) de
crias nacidas el 2016 de llamas en comparacion con registros de genealogia del CIP
Quimsachata, (INIA-Puno), .siendo la identificacion de los animales de gran importancia,

por ello se planted el presente estudio con los objetivos:

1.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el parentesco mediante analisis microsatelital del ADN en llamas del

fenotipo Q"ara (Lama glama), del CIP Quimsachata INIA DE Puno.

1.2. OBJETIVO ESPECIFICOS

- Determinar la paternidad y maternidad mediante analisis de ADN microsatélital,
en llamas del fenotipo Q'ara del CIP Quimsachata (INIA — Puno).

- Determinar el error de asignacion de paternidad y maternidad, mediante anélisis
de ADN microsatélital, en llamas del fenotipo Q'ara del CIP Quimsachata (INIA
— Puno).

- Determinar la frecuencia del nimero total de llamas con informacion genealdgica
mediante analisis de ADN (microsatélites), de llamas Q'ara crias nacidas en la
campafa 2016, del CIP Quimsachata (INIA — Puno). con el programa ENDOG

V4.8.
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CAPITULO Il

REVISION DE LITERATURA

2.1. MARCO TEORICO

2.1.1. Antecedentes de la investigacion

Estudio de filiacion con 12 marcadores moleculares (LCA99, LCAT71, LCA94,
LCA66, YWLL36, LCAO5, LCA77, LCAL19, YWLL40, YWLL29, YWLL44y LCA08)
en 181 alpacas en el CIP Quimsachata, los resultados indican la probabilidad de exclusién
acumulada de 0.9999845, la asignacién de maternidad, paternidad y el trio familiar fue
de 32, 24 y 15 casos, con valores LOD de 2.8 a 12.4; 429 a 13.9y 8.75 a 17.3 y con
valores de Delta (A) de 2.58 2 11.9; 2.99 a 13.9 y 8.75 a 17.3 respectivamente. Con 99%
de nivel de confianza. En la reconstruccion genealogica se determind el error de

asignacion de paternidad, maternidad de 37.5 %, 25 %, respectivamente (Yucra, 2016).

En la Regidn de Pasco se realizo la verificacion de genealogia en alpacas Huacaya
(n=247) en tres unidades de produccién para validar panel de microsatelites para pruebas
de paternidad; estimar nivel de endogamia y asignacion de paternidad en ausencia y
presencia de padres, utilizando un panel de 15 marcadores microsatélites de alpacas
(LCAO05, LCAQ8, LCA37, LCA66, YWLL44, YWLLO08, YWLL36, LCA 90, LCA 94,
VOLP92, VOLP32, VOLP55; VOLP72, VOLP04, VOLP77). Las muestras obtenidas
fueron a partir de foliculo piloso; el nimero total de alelos vario de 8 a 32 alelos por locus,
el contenido de informacion polimorfica fue superior a 0.7 en todos los marcadores. Los

valores estimados de la probabilidad de discriminacién para los marcadores LCA37,

15
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LCA66, LCA08, YWLL36, YWLL44, YWLLO08, VOLP04 y VOLP32 fueron mayores a
0.84, y la probabilidad de exclusion conjunta fue superior al 99.9%; con un error de

asignacion de paternidad del 55% (Moron et al., 2016)

En la Regidn de Puno se desarroll6 un estudio para la determinar parentesco en
alpacas Huacaya (183 individuos) de dos unidades de produccién, empleando 10
marcadores microsatélite (LCA37, LCA5, LCA66, LCA8, LCA90, LCA94, VOLP92,
YWLL36, YWLL44 y YWLLO8), el total de loci present6 una probabilidad de exclusion
superior al 99.9% cuando se conocio el genotipo de ambos padres, alcanzando un poder
de discriminacion mayor al 0.90. La prueba de filiacién permitié detectar mayores errores
de asignacion de maternidad (13.04%) y paternidad (30.4%) en el Fundo lItita; mientras
que en Munay Paqocha, se hallaron menores errores de maternidad (7.69%) y de

paternidad (17.95%), siendo un centro con mejor calidad de registros (Yalta et al., 2014).

En los departamentos de Puno, Huancavelica y Junin, se utiliz6 10 marcadores
microsatelite (LCA19, LCA37, YWLL40, YWLL29, YWLL36, LCA5, LCAG6,
YWLLO08, LCAO08 y YWLL44), y se obtuvo que todos los marcadores fueron altamente
polimérficos, con un rango de 6 a 28 alelos (14.5 alelos por locus). El total de probabilidad
de exclusion fue de 0.999456 cuando se conocio el genotipo de uno de los padres, y de
0.999991 cuando se conocid el genotipo de ambos padres. El panel de marcadores

empleados asigno la paternidad en 38 de los 45 casos (Agapito et al., 2010).

Un estudio realizado en la sierra del departamento de Lima, en el que se realizo la
determinacion de parentesco en alpacas huacaya con 7 microsatélites (YWLL29,

YWLL40, LCA37, VOLP04, LCA94, LCA86 y LCA22), en el que se obtuvo un
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porcentaje de exclusién de 99.17%, permitiendo una buena discriminacién de individuos

en lugares que no se cuenta con registros genealdgicos (lannacone, 2006).

En la region de Cusco se realizd un estudio con 10 marcadores microsatélite
polimorficos para alpacas y llamas fueron usados para evaluar el parentesco en 47
alpacas. El nimero de alelos vari6 entre 4 y 20. Las frecuencias alélicas y la probabilidad
de exclusién (PE) fueron calculadas utilizando el software Cervus 2.0. La probabilidad
de exclusion acumulada para los 10 loci fue 0.9999. La probabilidad de exclusion
acumulada para cada reaccion de PCR multiple fue mayor a 0.99990. Ambas
metodologias (secuenciador automatico (ABI 377 DNA sequencers ®) y técnica de
tincion con nitrato de plata), obtuvieron los mismos resultados. Los resultados
confirmaron la paternidad en 18 casos; sin embargo, en el 22% de los casos (n=4) se
identificaron padres alternativos que no correspondieron a los padres registrados

(Rodriguez et al, 2004).

2.1.2. La Llama.

La llama (Lama glama) propuesta por (Kadwell et al., 2001) y aceptada por
(Gentry et al. 2004), es la especie mas grande de los camélidos domésticos y comparte
muchas caracteristicas morfoldgicas con el Huanuco mas septentrionales (Wheeler et al.,
2006). Evidencia directa del proceso de domesticacion esta disponible en los remanentes
organicos de camélidos sudamericanos encontrados en excavaciones arqueologicas de los
Andes peruanos. Material faunistico de tales sitios arqueolédgicos indican que, durante los
inicios de la ocupacion humana, tanto el guanaco, la vicufia, asi como algunos cérvidos
(Hippocamelus antisensis), eran cazados persistentemente en la regién (Wheeler, 2000).

Sin embargo, en periodos posteriores (9.000-7.000 afios) se registrO un progresivo
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aumento de restos de camélidos relativo a cérvidos. Desde hace 6.000 a 5.500 afios se
detectan las primeras llamas y alpacas (Wheeler, 2000). A partir de esa fecha, restos
orgénicos de camélidos neonatos comienzan a aumentar sostenidamente, hasta llegar a

constituir el 70 % de todos los restos de camélidos depositados (Wheeler, 2000).

Frente al manejo con direccionamiento a la produccion de animales de color
blanco de los rebafios de camélidos domeésticos en el Perd y por ende la disminucion de
la diversidad genética, en el afio de 1987, con el apoyo técnico y financiero del proyecto
Alpacas (PAL), y mediante el Convenio de Cooperacion Técnica del Gobierno Suizo
(COTESU INIA), se establecio en la Estacion Experimental Illpa Puno, y en el Anexo
Quimsachata, un banco de Germoplasma de Alpacas y Llamas orientado inicialmente a
la recuperacion y conservacion de alpacas de color y variedad de llamas en sus dos

ecotipos Ch’aku y Q’ara. (Huanca et al., 2007).

Existe un cierto acuerdo en considerar que la llama es la forma domestica del
guanaco (probablemente el ecotipo Lama guanicoe cacsilensis) y la alpaca la forma
domeéstica de la vicufia (Vicugna vicugna mensalis), pero tampoco se pueden excluir
influencias cruzadas de las dos especies silvestres sobre las dos formas domesticas

(Renieri, et al, 2009).

Las razas de llama son razas primitivas o primarias que derivan de la primera
diferenciacion intra especifica post-domesticatoria (Renieri y et al. 2009), segun el tipo

de vellon se identificaron dos razas Q ara 'y Chaku (Presciuttini, et al., 2010).

Se describe el sistema de crianza extensiva de la poblacién de llamas de

cooperativas comunales (CC) y criadores individuales (Cl) de la regién Pasco que se
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refleja en el Peru. y presenta como objetivo principal de la crianza para la produccion de

carne, (Rodriguez A., et al., 2021).

La crianza de llamas constituye un recurso estratégico para la seguridad
alimentaria de la poblacion altoandina, debido a su adaptacion a condiciones climéticas
adversas, su capacidad para utilizar los recursos alimenticios de calidad limitada, asi
como a su tolerancia a una serie de enfermedades. En estas condiciones imperantes, la
crianza, (Rodriguez A., et al., 2021), En general, la crianza de Ilamas en el Peru esta
inserta en un sistema extensivo que usa pocos iNSUMOS externos y no esta sujeta a un

calendario de manejo (Stemmer et al., 2005).

2.1.3. Biologia Genética

La biologia molecular es una de las herramientas mas Utiles de las que se vale hoy
en dia la ciencia y la medicina moderna. La obtencion de acido desoxirribonucleico
(ADN), es el punto de partida para la mayoria de analisis genéticos; incluso contando con
pequefas cantidades de ADN, es posible amplificar genes especificos in vitro a través de
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés: Polymerase Chain

Reaction), (Zhang, 2004; Hancock, 1991).

La celula presenta una compocicion quimica inorganica (75 a 80% agua 'y 2 a 3%
de minerales), y organica (el % restante, de proteinas, hidratos de carbono, acidos
nucleicos, lipidos, etc.), los acidos nulceicos (polimeros), conformados por la repeticion
de cuatro unidades diferentes denominados nucleotidos; la secuencia lineal de los cuatro
nucleotidos en la molecula de ADN es la fuenta primaria de la informacion genetica (De
Robertis, y Ponzio, R 2001), en el ndcleo se halla toda la historia biolégica de cada célula
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y del organismo al que pertenece, la informacion genética que guia el desarrollo
embrionario y especializacion celular, duracion de la vida, y capacidad reproductiva de
cada célula. Toda la informacion esta codificado en el ADN, igual que en al alfabeto
Morse, la sucesion de puntos y lineas transmiten un mensaje completo y organizado.

(Gallori, 2016).

2.1.4. Cromosoma

El cromosoma (del griego chroma=color y soma=cuerpo, es decir cuerpo
coloreado, por alusion con lo que estas estructuras adoptan las coloraciones histoldgicas),
es un corpusculo con forma de bastoncito con una longitud del orden del micron. A
medida que avanza la duplicacion del filamento de ADN, el cromosoma adquiere la forma
de “X”, en efecto sus dos pares de filamentos (cromatidas), permanecen unidas entre si
en una zona denominada centrdmero que es la ultima en dividirse. (Gallori, 2016). La
cromatina es el material del cual estd compuesto los cromosomas y la cromatina esta
formado por el complejo: histonas, polipéptidos no histénicos y por ADN, (De Robertis,

y Ponzio, R 2001), més una pequefia cantidad de ARN (Gallori, 2016).

2.1.5. Genoma

El genoma (de la raiz griega gen, origen), puede ser considerado como el
“patrimonio genético” de un organismo, como el conjunto total hereditario presente en
un celular, (Luque, 2002), o el conjunto de cromosomas que posee una determinada
célula. (Gallori, 2016), como también la totalidad de la informacion genética depositada

en las moléculas de ADN (De Robertis, y Ponzio, R 2001).
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2.1.6. ADN.y ARN

El ADN es una molécula larga (polinucleétido), como en escalera que forma una
doble hélice. Cada cadena de la hélice en una molécula lineal formada por sub unidades
Ilamadas nucleétidos. En el ADN hay cuatro nucle6tidos diferentes, cada nucle6tido tiene
una de las cuatro bases nitrogenadas adenina (A), guanina (G), citocina (C), y timina (T).
Estas cuatro bases constituyen el alfabeto genético, que en distintas combinaciones
especificas finalmente dan secuencia de aminoéacidos de las proteinas, fue descubierto por
James Watson y Francis Crick en 1953, existe también en las células eucariotas una
pequefa fraccion de ADN en las mitocondrias (siempre presentes), con limitado nimero
de genes que cumplen funciones especificas del organulo, estas moléculas se transmiten
a la dependencia unicamente por la linea materna. (Willian et al., 2006). como el ADN,
el ARN es un polinucleétido que se distingue del primero porque contine un azlcar
distinto (la Ribosa), y por la presencia en lugar de la timina (T), una base nitrogenada
diferente, el uracilo (U), que igual que la timina (T), se acopla siempre con la adenina
(A), los ARN en la mayor parte de los casos tienen una Unica cadena, ademas existen
moléculas ARN mensajero (ARNm), ARN de transferencia (ARNt), y ARN mensajero
(ARNm) asi también pequefias moléculas de ARN, small nuclear (ARNsn) y los

microARN (ARNmi). (Gallori, 2016)

El 75% del ADN se halla representado por secuencias singulares (copias unicas),
de nucledtidos y secuencias que se hallan una o pocas veces repetidas, en este sector del
ADN se encuentran las secuencias de nucledtidos funcional mente activas, es decir los
genes, estos representan una pequefia parte del ADN (alrededor del 13% de este 75%), lo
que equivale al 100% de todo el genoma; El 25% restante de ADN esta representado, por

secuencias de nucleotidos altamente repetidas, sus funciones se desconocen y en ese
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grupo estan los llamados ADN satélites, minisatélites y microsatélites. EI grupo de 3
nucledtidos (en distintas combinaciones), para codificar a cada tipo de aminoacido se
denominan triplete o codon, y dada la existencia de 4 tipos de nucle6tidos en los &cidos
nucleicos lo que hacen un total de 64 codones, el conjunto de estos 64 codones lleva el
nombre de Codigo Genetico. (De Robertis, y Ponzio, R 2001), A partir de ADN se
sintetiza ARN mediante la transcripcion y de este se traduce en proteina, a lo que se

conoce el “dogma central” de la biologia molecular. (De Robertis, y Ponzio, R 2001).

2.1.7. Gen

El GEN es un fragmento del ADN que contiene la informacion necesaria para
sintetizar una molécula de polipéptido, y es también la unidad elemental de la herencia
que se transmite de una generacion a otra (Luque, 2002), y segun el sentido del estudio
puede analizarse desde tres angulos diferentes, el mendeliano, el molecular y el
poblacional. La biologia celular que lo estudia desde el punto de vista molecular, lo define
como “la secuencia de ADN cromosémico que contiene la informacion requerida para
fabricar un ARN vy, a través de este (en la mayoria de casos), una proteina”., Esta unidad
de informacion se halla en un sitio particular del cromosoma denominado “locus” (De

Robertis, y Ponzio, R 2001).

2.1.8. Marcadores de ADN, Microsatélites

Los marcadores microsatélites también son llamados Secuencias Simples
Repetidas (SSRs por sus siglas en inglés: simple sequence repeats), Repeticiones cortas
en serie (STRs), son zonas del genoma en las que una secuencia corta, 2-6 pares de bases,

se repite un cierto nimero de veces. Cada locus microsatélite tiene alelos con distinto
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numero de repeticiones, lo cual se evidencia en bandas de distinto tamafio luego de su
amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Estos marcadores se
heredan de manera codominante, permitiendo diferenciar bandas en individuos
homocigotos y heterocigotos (Zhang, 2004; Hancock,1991). Ubicados a lo largo de los
genomas de los organismos eucariotes, asi como en organelas como la mitocondria,
cloroplastos y plasmidos (Freeland, 2005). Reiteradas en tandem, el numero de
repeticiones puede variar entre individuos y el perfil genético es Unico, estas secuencias
presentes en mayor proporcion en regiones no codificantes y con baja frecuencia en las
regiones codificantes o también en telémeros, asociada a enfermedades (Oliveira et al.,

2006), (figura 1y 2).

MICROSATELITE
-— 50 bp —» -— 50 bp —»

5
I C ACACACACACACACA I
I G TG TG TGTGTGTEGTGT I

“— 16bp —p =

Microsatélite: secuencia renetida CA (a)

Locus 1 Locus 2 Locus 3

s TATATATA s TAATAATAATAATAATAATAATAA s GCGCGCGCGCGCGC
ws TATATATA s TAATAATAATAATAATAATAA smss GCGCGCGCGCGCGOGC

(b)

Figura 1. (a) Representacion esquematica de una secuencia microsatélite, (b)
Esquematizacion de tres loci microsatélites (TA)n, (TAA)n y (GC) n. Se
aprecia que el locus 1 (TA) se encuentra en estado de homocigosis, mientras
que los locus 2 (TAA)7, (TAA)8 y el locus 3 (GC)7, (GC)8 se encuentran
en estado de heterocigosis. Modificado de Freeland (2005)
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"GCCATAGCACACACACACATTAG
TR v | e —
YGCCATAGCACACACACACACACATTAG

Figura 2. Presencia de polimorfismo en dos secuencias microsatélite

2.1.9. Caracteristicas de los microsatélites.

Los marcadores microsatélites presentan un elevado polimorfismo genético
(presencia de maultiples alelos), con distribucion frecuente en el ADN (material genético),
0 genoma, que presentan herencia mendeliana simple y codominancia. Estas
caracteristicas han permitido ser considerados como los marcadores de eleccion para
estudios de genética poblacional, identificacion, parentesco y mapeo genético

(Schldtterer y Harr, 2001; Freeland, 2005).

2.1.10. Parentesco e identidad

El parentesco (paternidad y maternidad) se basa en la busqueda de
incompatibilidades genéticas entre los alelos presentes en un hijo y un alegado pariente
para un grupo de loci analizados (figura 2) asumiendo la ausencia de mutacion y un

modelo de herencia mendeliana simple (Butler, 2005).

Las técnicas para determinacion de parentesco se basan en la exclusion genética,
la cual utiliza incompatibilidades genéticas entre los supuestos padres y las crias, para

rechazar una particular hipotesis de asignacion de parentesco. EI nimero minimo de
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inconsistencias genéticas entre un supuesto padre y una cria para determinar la exclusion

genética es tres (Cifuentes et al., 2006).

La utilidad de los loci microsatélites en la determinacion de parentesco se realiz
mediante el calculo del indice de paternidad (PI) expresado como valores de LOD y valor
de Delta (A) utilizando el programa Cervus v3.0 (Kalinowski et al., 2007), Existen 5
indicadores para medir la robustez de una técnica de determinacion de parentesco: la
probabilidad de exclusion, el contenido de informacion polimorfica, el indice de

paternidad, el valor de LOD y el estadistico Delta.

Individuo al azar Alegado padre Madre (pariente conocido)

1 1
1 1
1 1
- |
1
1 1
' EF — ! c,D AB
! '
1 1
1 1
1 1
1

Cria (a)

- @
Crias @ C.B DA ° CA

D C D D C

Alelo paterno (b)

Figura 3. Representacion esquematica de una prueba de parentesco y su fundamento. (a)
Asignacion de paternidad. (b) La determinacion de parentesco se basa en una
regla de herencia mendeliana: una cria tiene dos alelos para cada marcador
autosomal, uno heredado del padre y otro de la madre. Modificado de Butler
(2005).
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2.1.10.1. Probabilidad de exclusién

La probabilidad de exclusion (PE) constituye la capacidad de un marcador
genético para excluir a un falsamente asignado padre en términos de probabilidad (Weir,
1996). La probabilidad de exclusion depende del nimero de alelos y de las frecuencias

alélicas del marcador y no de las frecuencias genotipicas observadas (Butler, 2005).

2.1.10.2. Valor LOD en paternidad

El valor de LOD (LOD score) se define en paternidad como el logaritmo natural
del indice de paternidad combinado (CPI) para cada candidato a pariente (Kalinowski et
al., 2007), este concepto difiere del utilizado en mapeo genético, donde el valor de LOD
se define como el logaritmo comdn (log10) de la razon de probabilidad (Marshall et al.,
1998), valores de LOD negativos significan que un candidato a pariente es menos
probable ser el verdadero pariente que otro candidato elegido al azar, valores de LOD
positivos significan que un candidato a pariente es mas probable ser el verdadero pariente
que otro candidato elegido al azar y un valor de LOD de 0 significa que tanto el candidato
a pariente como cualquier otro candidato al azar son igual de probables de ser el verdadero
pariente (Marshall et al., 1998). El candidato a pariente mas probable posee el valor de

LOD mas alto.

2.1.10.3. Valor Delta:

Con el propésito de asegurar la confiabilidad de la asignacion de parentesco del
mas probable candidato a pariente es usado el valor de Delta (A), se determina mediante
la diferencia del valor de LOD del méas probable candidato a pariente y el segundo mas
probable candidato a pariente. La significancia estadistica de los valores de Delta (A) se
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realiza mediante simulacion de maultiples pruebas de parentesco, calculo de valores y
distribuciones de Delta (A). El andlisis de simulacion realizado por el programa Cervus
v3.0 repite los pasos realizados en una inferencia de parentesco utilizando las frecuencias
alélicas de los loci analizados de la poblacion en estudio asumiendo equilibrio en el

modelo de Hardy-Weinberg (HWE).

Genotipos paternos, maternos y genotipos al azar son generados a partir de las
frecuencias alélicas observadas asumiendo HWE. Los genotipos de la progenie son
derivados mediante muestreo mendeliano de los alelos parentales. Un nimero elevado de
crias es utilizado en la simulacion (minimo de 10000) para generar distribuciones de

valores de LOD o Delta (A), (Marshall et al., 1998).

2.1.11. Error de asignacion de paternidad

El nimero de errores en la asignacion de paternidades en un sistema de crianza,
es alto, los planes de mejora genética se veran seriamente amenazados. Es habitual que la
asignacion de paternidades se realice controlando la fecha de servicio y la fecha de
nacimiento, pero este método puede generar errores, por esta razon, es mejor el uso de

técnicas moleculares para el correcto control de la filiacion. (Lozano et al., 2002).

El parentesco de los animales se puede contrastar mediante el analisis de las
diferencias en marcadores genéticos, y examinarse de forma comoda y rapida a partir de
cantidades minimas de material bioldgico, por lo que cada marcador posee una
probabilidad de exclusion de paternidad que se incrementa mediante el uso de un panel

de varios marcadores. Esta técnica permite estudiar la variabilidad genética de las
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poblaciones, la caracterizacion de distintas lineas o razas y la comprobacion de las

relaciones de parentesco (Pepin et al., 1995).

2.1.12. Genealogia

La genealogia es el seguimiento de la ascendencia y descendencia de animal o
poblacion que se expresa como un diagrama de pedigri o también conocido como &rbol
genealdgico, con el fin de preservar e incluso mejorar sus caracteristicas raciales,
mediante el uso para manejo técnico de la poblacion mediante programas de mejora
genética. Asi como (Gutiérrez, J. P., y Goyache, F. 2005), para la construccion de la
genealogia se requiere la identificacion de los animales, registro de cruzamiento, fecha

de nacimiento y paricion.
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CAPITULO IlIlI

MATERIALES Y METODOS

3.1. AMBITO DE ESTUDIO

El presente estudio se realiz6 en el CIP Quimsachata, de la Estacién Experimental
Agraria Illpa Puno, del Instituto Nacional de Innovacion Agraria (INIA) ubicado entre
los distritos de Santa Lucia y Cabanillas de las provincias de Lampa y San Roman
respectivamente, Region de Puno; esta a una altitud de 4190 m, 15°47°43” latitud sur,
70°37°22” longitud oeste; La temperatura media es de 9°C (fluctia de -12°C a 18°C), con
40% de humedad relativa y una precipitacion pluvial anual que varia de 400 a 688.33
mm. (SENHAMI, 2016), y en la unidad de Biotecnologia Molecular de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia (UBM UPCH) ubicado en el distrito de San Martin de Porres,

Provincia de Lima, regién Lima.

3.2. ANIMALES

Para el presente estudio se utilizaron 239 llamas (Lama glama) de la raza q"ara,
80 hembras mayores a dos afios (Madres), 39 machos mayores a tres afios (padres) que
ingresaron al empadre de la campafia 2015 y 120 crias vivas antes del destete en la
campafa de paricion del 2016 (crias), con un sistema de crianza extensiva a base de
pasturas naturales de puna seca, del CIP Quimsachata de la Estacion Experimental

Agraria lllpa Puno, del Instituto Nacional de Innovacion Agraria.
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3.3. MATERIALES

3.3.1. Materiales de campo

e Magquina fotogréfica

e Lapiceros

e Cuaderno de campo

e Marcador indeleble

e Tubos vacutainer.

e Agujas vacutainer.

e Capuchon para tubo y aguja vacutainer.
e Caja de tecnopor

e Registro de Ilamas a muestrear
e Registro de empadre y paricion
e Aretes

e Aretador

3.3.2. Equipos

e Centrifuga
e Pipeta descartable
e Pets Eppendorf

e Congeladora -20°C
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3.3.3. Criterio de seleccidon de animales

Para el presente trabajo se tomd muestras de sangre a aquellas llamas (padres,
madres y crias) de los cuales no se sabia el padre y/o la madre o de las que se tenia cierta
duda de sus padres, asimismo que estén identificadas al momento del muestreo y que

también estos animales se ajusten a los estandares del fenotipo de la variedad q ara.

3.4. METODOLOGIA

3.4.1. Toma de muestras:

La muestra de sangre se tom6 mediante puncion de la vena yugular utilizando
agujas Vacutainer de 20 G en tubos Vacutainer de 10 ml con anticoagulante (K3E: potasio
— EDTA al 15%), las cuales fueron rotulados con el nimero de arete y almacenadas en
refrigeracion, desarrollado en las instalaciones del banco de germoplasma de llamas del

CIP Quimsachata (INIA-Puno).

3.4.2. Obtencion de la capa leucocitaria.

Las células blancas se aislaron a partir de sangre entera mediante la
centrifugacion a 5000 RPM durante 10 minutos, se aislo células blancas en tubos
Eppendorf® de 1 ml que posteriormente fueron congelados a -20°C, se rotulo las
muestras con la identificacion correlativa asignada a cada muestra en el laboratorio de
biotecnologia reproductiva del CIP Quimsachata del INIA- Puno, para luego ser remitidas
las muestras al laboratorio de la Unidad de Biotecnologia Molecular de la Universidad

Peruana Cayetano Heredia de la ciudad de Lima.
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3.4.3. Muestras analizadas

Se analizaron un total de 239 muestras (80 madres, 120 crias y 39 padres) a partir
de muestras de leucocitos extraidos a partir de sangre entera obtenida por puncion en vena
yugular, las muestras fueron recodificados mediante nimero correlativos previos a la

realizacién del analisis.

3.4.4. Extraccion y amplificacion de ADN.

El ADN gendmico fue extraido a partir de 400 ul de células blancas (capa
leucocitaria) obtenidas a partir de sangre entera utilizando el método de columnas de silica
presente en el kit de extraccion de ADN gendmico de tejido: GF-1 DNA extraction tissue
kit (VIvantis—GeneOn) siguiendo las indicaciones del fabricante y modificaciones

previamente estandarizadas para el tipo y calidad de muestra.

Doce loci microsatélites descritos para alpacas y llamas (LCA99, LCA71, LCA94,
LCA66, YWLL36, LCA5, LCA77, LCA19, YWLL40O, YWLL29, YWLL44y LCAO08),
(Lang et al.1996, Penedo et al., 1998; Penedo et al., 1999) fueron amplificados en dos
reacciones de PCR mudltiple utilizando Qiagen Multiplex PCR Kit (QIAGEN) en un
termociclador modelo 9700 GeneAmp® (Applied Biosystem), todo ello realizado en el
laboratorio de la Unidad de Biotecnologia Molecular de la Universidad Peruana

Cayetano Heredia en la ciudad de Lima.
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3.2.6. Analisis de parentesco

Los genotipos multilocus de 12 loci microsatélites fueron utilizados en la
determinacion de parentesco en las muestras de llamas. La determinacion de parentesco
(paternidad y maternidad) se realiz6 mediante el célculo del indice de paternidad (PI)
expresado como valores de LOD y valor de Delta (A) utilizando el programa Cervus v3.0

(Kalinowski et al., 2007).

3.2.7. Error de asignacion:

Para determinar el error asignacion de paternidad y maternidad se comparé los
resultados de filiacién determinadas mediante el uso de marcadores microsatélite con los

registros genealdgicos de llamas del CIP Quimsachata (INIA — Puno), del afio 2016

3.2.8. Construccion genealdgica:

La genealogia fue construida con los resultados de la prueba de paternidad y
maternidad y analizados con el programa Endog v.4.8. en el cual se determiné el grado
de profundidad de pedigri, para lo cual previamente se recodificé los aretes de las llamas

siguiendo una secuencia numérica correlativa cuyos campos fueron los siguientes:

e Individuo
e Padre
e Madre

e Fecha de nacimiento

e Sexo
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

41. DETERMINAR LA PATERNIDAD Y MATERNIDAD MEDIANTE

ANALISIS DE ADN (MICROSATELITES)

Un requisito principal requerido para la aplicacion de estrategias de manejo del
mejoramiento genético, es el conocimiento del parentesco de los individuos a fin de
generar registros genealogicos fiables. De igual forma, contar con un servicio de pruebas
de paternidad resulta de utilidad para los criadores de ganado en la medida en que les
permite resolver problemas asociados a la falta o incorrecta asignacion de identidad de
los animales pertenecientes a un hato y el uso de un panel de 12 microsatélites en Ilamas,
nos ayuda a minimizar tiempo e incrementar la sensibilidad en los controles de filiacion
(paternidad y/o maternidad), el andlisis de laboratorio de las muestras de sangre se
determiné el nimero de alelos, en promedio 11.083 alelos por locus y la probabilidad de
exclusion de cada marcador con un valor de probabilidad de exclusién acumulada de
0.999984 demostrando su utilidad para uso en pruebas de parentesco (tabla 2). Con
similar resultado a lo reportado por Moron et al. (2016) quien indica un valor de PEC de
0.999994, con el uso de 15 marcadores de microsatélite, en 247 alpacas en la region Pasco
con muestras de foliculo pilosoy Agapito et al., (2008) y Rodriguez et al., (2004)
utilizaron con 10 marcadores de microsatélite en 329 alpacas en la region de Cusco, Puno,
Huancavelica y Junin; y 47 alpacas de cusco reportaron 0.999991 de probabilidad de
exclusion}, el que es similar a lo reportado también por Yalta et al., (2014) con valor de
PEC de 0,999996, en 183 alpacas; por otro lado, lannacone, (2006) reporta una

probabilidad de exclusion de 0.9917 esta diferencia se debe probablemente al uso 7
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marcadores microsatélite utilizados pero sin embargo el autor del estudio considera que

le permitié hacer una buena discriminacion de individuos.

Tabla 2. Numero de alelos por locus, Probabilidad de exclusion individual y acumulada
de 239 genotipos de llama del CIP Quimsachata (INIA-Puno)

Locus N° alelos Probabilidad de exclusion
LCAS5 11 0.536
LCAG6 10 0.531
LCA71 5 0.266
LCA77 18 0.74
LCA9%4 8 0.603
LCA99 13 0.659
YWLL36 13 0.725
YWLL29 9 0.579
YWLL40 6 0.439
YWLL44 16 0.737
LCA19 12 0.488
LCAS8 12 0.685
11.083 0.999984

Para la asignacion de maternidad y paternidad mediante al analisis de ADN de los
animales genotipados, usando criterios de restriccion al 0.05 (relajado) y 0.01 (estricto)
de nivel de significacion; La prueba de determinacion de parentesco resolvié un total de
51 casos de asignacion de maternidad (Tabla 3), y un total de 79 casos para asignacién
de paternidad (Tabla 4). Las relaciones de maternidad identificadas presentaron un rango
de valores de LOD para la mas probable madre de 2.18 a 16.83, valor de Delta (A) de
0.20 a 16.83, resultados similares a los reportes de Rodriguez (2009) que indica valores
de LOD de 2.885 a 13.968 y valores del delta 1.499 a 13.968 y superiores a los reportados
por (Yalta et al., 2004) con valores de LOD de -37.7 a -2.93, cuando hay error en la
asignacién de maternidad; Mientras que para la asignacion del mas probable padre, se
obtuvo valores de LOD de 1.01 a 13.45, valor de Delta (A) de 1.01 a 13.45 (Tabla 4),
estos valores obtenidos son mayores a los valores reportados por Rodriguez, (2009) que

menciona rango de valores LOD vy delta de 0.617 a 10.417, esta variacion posiblemente
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se debe al nimero de marcadores utilizados, e inferiores a los reportados por Yalta et al.,
(2004) con valores de LOD de -34.80 a -13.10 cuando hay error en la asignacion de
paternidad y a los reportados por Morén y col., (2016) con valores LOD de -22.70 a -

0.83.

Tabla 3. Relacion de parentesco cria-madre de 51 casos de asignacion de maternidad
determinado con el programa Cervus v3.0 donde se detalla valores de Loci no
compatibles (LNC), valores de LOD, valores de Delta y nivel de confianza en
llama g ara CIP Quimsachata (INIA-Puno).

N Crla i Lo NG o D i
1 10116 270409 12 0 14.5807  14.5807 99%
2 11116 186312 12 0 8.3026 8.3026 99%
3 17116 51212 12 0 4.6854 4.6854 99%
4 30116 19114 12 0 4.0254 4.0254 95%
5 35116 29110 12 0 6.1176 0.8486 95%
6 40116 007108 12 0 10.3090  10.3090 99%
7 54216 156207 12 0 4.9884 1.7513 95%
8 55216 133212 12 0 6.3154 6.3154 99%
9 66216 191311 12 0 2.8971 0.5672 95%
10 70216 243312 12 0 7.1756 7.1756 99%
11 74216 260409 12 0 6.4254 0.7431 95%
12 76216 031103 12 0 5.4894 5.4894 99%
13 81216 210312 12 0 8.7026 5.9768 99%
14 82216 71210 12 0 6.7224 6.7224 99%
15 86216 053207 12 0 141716  14.1716 99%
16 87216 110208 12 0 5.9430 2.7117 95%
17 100216 084208 12 0 7.1148 7.1148 99%
18 101216 38113 12 0 7.1905 7.1905 99%
19 110216 114208 12 0 3.8211 3.8211 95%
20 114216 14114 12 0 10.9217 0.9989 95%
21 125216 135209 12 0 4.5130 4.5130 99%
22 129216 134310 12 0 5.4410 0.3033 95%
23 138216 047108 12 0 4.5676 1.8765 95%
24 140216 59212 12 0 3.8986 3.8986 95%
25 142216 91210 12 0 11.2898  11.2898 99%

w
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26 144216 202311 12 0 4.2192 4.2192 95%
27 167216 120212 12 0 6.2107 0.3328 95%
28 169216 075209 12 0 5.1571 0.3841 95%
29 174216 164310 12 0 9.2327 5.0752 99%
30 176216 190410 12 0 6.4586 1.7385 95%
31 184216 170308 12 0 5.3845 5.3845 99%
32 192316 28031 12 0 6.0665 6.0665 99%
33 196316 124310 12 0 9.2060 9.2060 99%
34 197316 214308 12 0 6.7865 6.7865 99%
35 207316 1906 12 0 8.8173 8.8173 99%
36 213316 44111 12 0 9.3793 6.4250 99%
37 215316 113210 12 0 6.1527 2.8591 95%
38 216316 200205 12 0 7.2685 7.2685 99%
39 223316 237312 12 0 8.8090 8.8090 99%
40 224316 95210 12 0 6.6786 3.8050 95%
41 229316 90113 12 0 9.2586 9.2586 99%
42 234316 179308 12 0 4.9333 4.9333 99%
43 236316 223213 12 0 6.1721 6.1721 99%
44 237316 072209 12 0 14.8598  13.5546 99%
45 248316 178410 12 0 4.6564 0.2077 95%
46 256416 80210 12 0 2.1817 0.5377 95%
47 259416 15112 12 0 4.5005 4.5005 99%
48 266416 84212 12 0 11.1349 5.6991 99%
49 267416 109211 12 0 16.8319  16.8319 99%
50 271416 60212 12 0 4.5630 2.1551 95%
51 33115 1906 12 0 11.5225  11.5225 99%
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Tabla 4. Relacion de parentesco de cria y padre de 79 casos de asignacion de paternidad
determinados con el programa Cervus v3.0, donde se detalla valores de Loci no
compatibles (LNC), valores de LOD, valores de Delta, y nivel de confianza en
Ilamas q"ara CIP Quimsachata (INIA-Puno).

O ngaaa L INC oo Deta ot
1 10116 249312 12 0 8.24991 6.28026 99%
2 11116 020108 12 0 5.63591 5.63591 99%
3 15116 239206 12 0 7.80727 7.80727 99%
4 17116 154206 12 0 6.60488 6.60488 99%
5 18116 076106 12 0 10.18369  10.18369 99%
6 20116 333306 12 0 7.59408 7.59408 99%
7 33116 021109 12 0 7.10838 3.89508 95%
8 35116 233206 12 0 5.45901 1.67243 95%
9 40116 140206 12 0 9.54689 9.54689 99%
10 47116 239206 12 0 9.17736 9.17736 99%
11 51216 193206 12 0 8.02589 8.02589 99%
12 52216 103209 12 0 2.92272 2.92272 95%
13 53216 103209 12 0 1.81853 1.81853 95%
14 55216 020108 12 0 5.39929 5.39929 99%
15 66216 239206 12 0 9.89493 8.29166 99%
16 70216 17110 12 0 6.74675 6.74675 99%
17 74216 024107 12 0 6.52461 6.52461 99%
18 81216 076106 12 0 10.45180  7.16151 99%
19 82216 17110 12 0 7.66830 3.98297 95%
20 83216 020108 12 0 4.94061 4.34374 95%
21 87216 048109 12 0 3.95273 3.95273 95%
22 88216 19110 12 0 4.45453 4.45453 95%
23 90216 193206 12 0 8.61701 3.22477 95%
24 94216 103209 12 0 6.12282 6.12282 99%
25 99216 059209 12 0 8.03099 3.77614 95%
26 101216 131209 12 0 3.59545 3.59545 95%
27 105216 080106 12 0 7.33046 7.33046 99%
28 107216 17110 12 0 8.56570 8.56570 99%
29 110216 020108 12 0 4.31978 4.31978 95%
30 114216 239206 12 0 10.92170 10.92170 99%
31 122216 015107 12 0 8.27683 8.27683 99%
32 124216 193206 12 0 8.85023 8.85023 99%
33 126216 136208 12 0 5.23658 5.23658 99%
39
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34 129216 255408 12 0 1.00806 1.00806 95%
35 131216 17110 12 0 6.25194 6.25194 99%
36 133216 136208 12 0 6.70227 4.45414 99%
37 138216 059209 12 0 6.21899 1.33115 95%
38 140216 021109 12 0 3.33107 3.33107 95%
39 142216 048109 12 0 7.98369 7.98369 99%
40 144216 333306 12 0 13.45069  13.45069 99%
41 146216 255408 12 0 542138  5.42138 99%
42 151216 140206 12 0 7.88692 7.88692 99%
43 158216 154206 12 0 4.07469 2.06537 95%
44 161216 080106 12 0 3.48111 3.48111 95%
45 164216 20110 12 0 5.64210  5.64210 99%
46 166216 233206 12 0 1.92096 1.92096 95%
47 169216 076106 12 0 10.30575  10.30575 99%
48 174216 080106 12 0 2.41904 2.41904 95%
49 176216 048109 12 0 7.60915 7.60915 99%
50 177216 076106 12 0 9.38619 3.90744 95%
51 184216 20110 12 0 7.94691 7.94691 99%
52 192316 140206 12 0 5.11722 2.81642 95%
53 196316 048108 12 0 6.58849 6.58849 99%
54 197316 048109 12 0 5.69742 1.69135 95%
55 198316 19110 12 0 9.41432 9.41432 99%
56 204316 239206 12 0 9.85293 9.85293 99%
57 210316 239206 12 0 9.43276 9.43276 99%
58 212316 19110 12 0 11.31507  3.82259 95%
59 213316 154206 12 0 3.78222 3.78222 95%
60 215316 103209 12 0 7.26286 7.26286 99%
61 216316 333306 12 0 6.93701 2.88274 95%
62 223316 193206 12 0 9.83526 9.83526 99%
63 224316 233206 12 0 520310  5.20310 99%
64 225316 255408 12 0 6.09298 6.09298 99%
65 227316 159310 12 0 5.55270  5.55270 99%
66 228316 080106 12 0 4.94546 1.56543 95%
67 229316 154206 12 0 6.09971 6.09971 99%
68 232316 103209 12 0 2.55133 2.55133 95%
69 234316 076106 12 0 8.96556  4.89738 99%
70 236316 20110 12 0 598330  5.98330 99%
71 237316 233206 12 0 3.38464  3.38464 95%
72 239316 099106 12 0 6.22226 6.22226 99%
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73 240316 159310 12 0 6.70810 6.70810 99%
74 248316 048109 12 0 7.82728 7.82728 99%
75 259416 154206 12 0 6.13141 6.13141 99%
76 267416 255408 12 0 7.49504 7.49504 99%
77 271416 17110 12 0 7.35433 2.94195 95%
78 272416 159310 12 0 5.64039 2.83935 95%
79 33115 105209 12 0 4.02159 4.02159 95%

A partir de los datos registrados de llamas se identificaron 41 familias constituidas

(Tabla 5), las triadas identificadas (padre, madre y cria).

Tabla 5. Parentesco familia nuclear padre, madre y cria en 41 familias registradas
determinadas con el programa Cervus v3.0 en llamas del CIP Quimsachata
(INTA-Puno).

N° Cria Cal\l'/:g%':ta caf\?jcli(; gtO
1 10116 270409 249312
2 11116 186312 020108
3 17116 51212 154206
4 35116 29110 233206
5 40116 007108 140206
6 55216 133212 020108
7 66216 191311 239206
8 70216 243312 17110
9 74216 260409 024107
10 81216 210312 076106
11 82216 71210 17110
12 87216 110208 048109
13 101216 38113 131209
14 110216 114208 020108
15 114216 14114 239206
16 129216 134310 255408
17 138216 047108 059209
18 140216 59212 021109
19 142216 91210 048109
20 144216 202311 333306
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21 169216 075209 076106
22 174216 164310 080106
23 176216 190410 048109
24 184216 170308 20110
25 192316 28031 140206
26 196316 124310 048108
27 197316 214308 048109
28 213316 44111 154206
29 215316 113210 103209
30 216316 200205 333306
31 223316 237312 193206
32 224316 95210 233206
33 229316 90113 154206
34 234316 179308 076106
35 236316 223213 20110
36 237316 072209 233206
37 248316 178410 048109
38 259416 15112 154206
39 267416 109211 255408
40 271416 60212 17110
41 33115 1906 105209

4.2. ERROR DE ASIGNACION DE PADRES Y MADRES.

En la Tabla 6 se puede observar el error de asignacién de padres y madres
comparado con los registros de paricién y los resultados de las pruebas de paternidad y
maternidad. De las 79 crias, 38 (48.10%) de éstas coinciden los padres con los registros
de paricion y la prueba de paternidad, 8 (10.13%) de las cuales no coinciden y 33
(41.77%) no se tenia identificado el padre y con la prueba de paternidad se logré
identificar al padre. El error de asignacion del padre de este estudio es menor a los
reportado por Yalta (2014) quien indica un 30.4% y 17.95% de error de asignacion de
paternidad en los fundos Itita y Munay Pagocha de la region Puno respectivamente. De
las 51 crias, 36 (70.59%) de éstas coinciden las madres con los registros de paricion y la

prueba de maternidad, 9 (17.65%) de las cuales no coinciden y 6 (11.76%) no se tenia
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identificado a la madre y con la prueba de maternidad se logré identificar a la madre;
asimismo el error de asignacién de la madre en este trabajo es similar al reporte de Yalta
(2014) el cual indica los valores de 13.04% y 7.69% en los fundos Itita y Munay Pagocha

de la regidn Puno respectivamente.

Tabla 6. Error de asignacion de padres y madres de llamas del Anexo Quimsachata INIA

Puno.
Detalle Paternidad Maternidad
n % n %
Coincidente 38 48.10 36 70.59
Error de Asignacion 8 10.13 9 17.65
Identificado por ADN 33 41.77 6 11.76
Total, general 79 100.00 51  100.00

4.3. CONSTRUCCION GENEALOGICA.

En la figura 1 se puede observar que el nimero total de llamas con informacion
de genealogia es de 184 los cuales se consideraria como tamafio de la poblacion, de los
cuales el 42.93% tiene identificado al padre y el otro 42.93% tiene identificada a la madre;
los animales de quienes no se conoce Ambos padres se consideran como poblacion base
o fundadora. Asimismo, existen 105 animales con uno o mas padres desconocidos, el
coeficiente de consanguinidad es de 0.00% el cual indica que no existe animales
consanguineos debido a que la mayoria de los animales son fundadores y sélo se conoce
hasta los padres mas no asi los abuelos, bisasuelos, etc.; y el nimero de ancestros que

explican el 50% de la variabilidad genética es de 23 animales.
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Tabla 7. Estructura genética y poblacional de llamas con informacion de genealogia
reconstruida.

Detalle Valor
Tamafio de la poblacion 184
Poblacion base (uno o mas padres desconocidos) 105
Coeficiente de consanguinidad, % 0.00
NUmero de ancestros que explican el 50% de la variacion 23
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Figura 4. Arbol genealdgico reconstruido de llamas del CIP Quimsachata (INIA -
Puno)
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V. CONCLUSIONES

Para la determinar la paternidad y maternidad mediante analisis de ADN
(microsatélites), en Illamas g'ara del CIP Quimsachata (INIA — Puno), se utilizd 12
marcadores microsatélite y se determind 79 casos para asignacion de maternidad; 39
casos para asignacion de paternidad y 24 casos de filiacion familiar con un rango de
valores LOD de 3.84 a 16.6 y valores Delta (A) en un rango de 1.76 a 16.6, con una
probabilidad de exclusion acumulada de 0.9999845 y con nivel de confiabilidad de 95 a

99%, de Ilamas q"aras nacidas el afio 2016.

Para la determinar el error de asignacion de paternidad y maternidad, mediante
andlisis de ADN (microsatélites), en comparacion con los registros de genealogia en
Ilamas g'ara del CIP Quimsachata (INIA — Puno), se determind que el error de asignacion

del padre fue de 10.13% y de la madre fue de 17.65%.

Y finalmente para la construccién de la genealogia mediante analisis de ADN
(microsatélites), de llamas g'ara crias nacidas en la campafia 2016, del CIP Quimsachata
(INIA — Puno). Con el programa ENDOG V4.8. Se determind que el nimero total de
[lamas con informacion de genealogia de 184, de los cuales el 42.93% tiene identificado
al padre y el otro 42.93% tiene identificada a la madre; Asimismo existen 105 animales
con uno o0 mas padres desconocidos, el coeficiente de consanguinidad es de 0.00% vy el

numero de ancestros que explican el 50% de la variabilidad genética es de 23 animales.
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V1. RECOMENDACIONES

Se recomienda utilizar pruebas de filiacion mediante ADN para disminuir el error
de asignacion de paternidad y maternidad en centros de produccion de llamas que cuentan
con registros genealogicos y en centros de produccion de llamas donde no se cuenta con
registros genealdgicos se recomienda utilizar marcadores microsatelite para reconstruir

la genealogia.

Implementar registros genealdgicos nacionales para llamas y utilizar esta
herramienta para validar datos geneal6gicos as como la validacion de registros

genealdgicos con analisis de ADN.

Realizar estudios similares en otras especies de animales que cuenta nuestra

region de Puno para la mejora animal.
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ANEXOS

A.- Error de asignacion de padres y madres

Arete Sexo Feg:hz_u\ de Padre Tipo de error Madre Tipo de error en el
nacimiento en la Madre Padre
Error de Error de Asignacion
33115 H 28/01/2015 1906 Asignacion de 105209 g
del Padre
la madre
11116 H 15/01/2016 186312 Coincidente 020108 'de“tf\'gal\?o por
10116 M 15/01/2016 270409 Coincidente 249312 Coincidente
15116 M 22/01/2016 239206 Coincidente
Identificado por Identificado por
17116 M 25/01/2016 51212 ADN 154206 ADN
20116 H 25/01/2016 333306 |dentificado por
ADN
18116 H  25/01/2016 076106  "Tor de Asignacion
del Padre
Error de
30116 M 27/01/2016 19114 Asignacion de
la madre
35116 H 27/01/2016 29110 Coincidente 233206 Coincidente
33116 H  27/01/2016 021109 'de“tf\'g",\‘fo por
Identificado por Identificado por
40116 M 28/01/2016 007108 ADN 140206 ADN
47116 M 30/01/2016 239206 |dentificado por
ADN
53216 H 1/02/2016 103209  E'ror de Asignacion
del Padre
51216 H 1/02/2016 193206 Coincidente
Error de
54216 M 1/02/2016 156207 Asignacion de
la madre
Identificado por
52216 H 1/02/2016 103209 ADN
55216 M 2/02/2016 133212 Coincidente 020108 Coincidente
66216 H 4/02/2016 191311 Coincidente 239206 Coincidente
70216 M 5/02/2016 243312 Coincidente 17110  Efror de Asignacion
del Padre
Errar de ldentificado por
74216 H 6/02/2016 260409 Asignacion de 024107 ADN P
la madre
Error de
76216 M 7/02/2016 031103 Asignacion de
la madre
82216 H 8/02/2016 71210 Coincidente 17110 Coincidente
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Error de
81216 M 8/02/2016 210312 Asignacion de 076106 Coincidente
la madre
Identificado por
83216 H 8/02/2016 020108 ADN
86216 H 9/02/2016 053207 Coincidente
87216 M 9/02/2016 110208 Coincidente 048109 Coincidente
90216 H 9/02/2016 193206 Coincidente
Identificado por
88216 M 9/02/2016 19110 ADN
94216 H 10/02/2016 103209 Coincidente
101216 M 12/02/2016 38113 Coincidente 131209 Coincidente
100216 M 12/02/2016 084208 Coincidente
99216 H o 12/02/2016 059209  ErTor de Asignacion
del Padre
105216 H 13/02/2016 080106 Coincidente
107216 H 13/02/2016 17110 Coincidente

Identificado por
ADN

Identificado por

110216 M 14/02/2016 114208 Coincidente 020108

Identificado por

114216 H 15/02/2016 14114 ADN 239206 ADN
122216 M 17/02/2016 015107 'de”tf\'g",\?o por
129216 M 18/02/2016 134310  Coincidente 255408  CI7OF de Asignacion
del Padre
125216 H 18/02/2016 135209 Coincidente
131216 M 18/02/2016 17110 Coincidente
126216 H 18/02/2016 136208 'de”tf\'g",\‘fo por
124216 H 18/02/2016 193206 |dentificado por
ADN
138216 H 19/02/2016 047108 Coincidente 059209 Coincidente
Error de ldentificado por
140216 H 19/02/2016 59212  Asignacionde 021109 ADN P
la madre
142216 M 19/02/2016 91210 Coincidente 048109 Coincidente
133216 H 19/02/2016 136208 Coincidente
144216 M 19/02/2016 202311 Coincidente 333306 Coincidente
146216 M 20/02/2016 255408 Coincidente
151216 H 20/02/2016 140206 Coincidente
158216 H 21/02/2016 154206 Coincidente
161216 M 21/02/2016 080106 'de”tfgal\?o por
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164216 H 22/02/2016 20110 Coincidente
166216 H  22/02/2016 233206 |dentificado por
ADN
169216 M 23/02/2016 075209 Coincidente 076106 Coincidente
167216 M 23/02/2016 120212 'dem",‘;'gﬁo por
174216 M 25/02/2016 164310  Coincidente 080106 'de“tf\'gal\‘fo por
Error de
176216 M 26/02/2016 190410 Asignacion de 048109 Coincidente
la madre
177216 M 26/02/2016 076106 |dentificado por
ADN
184216 M 28/02/2016 170308 Coincidente 20110 Coincidente
Identificado por Identificado por
192316 H 1/03/2016 28031 ADN 140206 ADN
196316 M 1/03/2016 124310 Coincidente 048108 Coincidente
198316 M 2/03/2016 19110 Coincidente
197316 H 2/03/2016 214308 Coincidente 048109 Coincidente
204316 H 4/03/2016 239206 Coincidente
207316 M 5/03/2016 1906 Coincidente
210316 M 6/03/2016 239206 Coincidente
Identificado por
212316 H 6/03/2016 19110 ADN
213316 M 7/03/2016 44111 Coincidente 154206 Coincidente
215316 H 8/03/2016 113210 Coincidente 103209 Coincidente
216316 H 8/03/2016 200205 Coincidente 333306 Coincidente
223316 H 11/03/2016 237312 Coincidente 193206 'de”t'Af'gal\‘fo por
224316 H 12/03/2016 95210 Coincidente 233206 Coincidente
225316 H 15/03/2016 255408 'de”tf\'g",\‘fo por
229316 H 16/03/2016 90113 Coincidente 154206 'de”tf\'gal\‘fo por
228316 M 16/03/2016 080106 'de”tf\'gal\‘fo por
227316 M 16/03/2016 159310 'de”tf\'gal\‘fo por
232316 M 17/03/2016 103209  ErTor de Asignacion
del Padre
234316 H 20/03/2016 179308 Coincidente 076106 Coincidente
237316 H 21/03/2016 072209 Coincidente 233206 Coincidente
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Error de Error de Asignacion

236316 M 21/03/2016 223213  Asignaciénde 20110 g
del Padre

la madre
239316 M 22/03/2016 099106 'denti'ga,\‘:o por
240316 M 24/03/2016 159310 |dentificado por

ADN
248316 H 27/03/2016 178410 Coincidente 048109 Coincidente
Identificado por

256416 H 6/04/2016 80210 ADN
259416 H 18/04/2016 15112 Coincidente 154206 'de“tf\'g"l\‘fo por
271416 H 19/04/2016 60212 Coincidente 17110 'de“tf\'g"l\‘fo por

266416 H 19/04/2016 84212 Coincidente

Identificado por
ADN
Identificado por
ADN

267416 H 19/04/2016 109211 Coincidente 255408

272416 M 19/04/2016 159310

B. — Genealogia de llamas del estudio para su analisis con el programa Endog

Cria Padre Madre Sexo Fecha
1 0 0 2 25/02/2004
2 0 0 2 21/02/2005
3 0 0 2 03/05/2005
4 0 0 1 25/01/2006
5 0 0 1 25/01/2006
6 0 0 1 29/01/2006
7 0 0 2 05/02/2006
8 0 0 1 08/02/2006
9 0 0 1 09/02/2006
10 0 0 1 14/02/2006
11 0 0 2 19/02/2006
12 0 0 1 20/02/2006
13 0 0 1 20/02/2006
14 0 0 1 10/03/2006
15 0 0 1 17/01/2007
16 0 0 1 20/01/2007
17 0 0 2 21/01/2007
18 0 0 2 17/02/2007
19 0 0 2 13/01/2008
20 0 0 1 20/01/2008
21 0 0 2 26/01/2008
22 0 0 1 27/01/2008
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23 0 0 2 11/02/2008
24 0 0 2 17/02/2008
25 0 0 2 20/02/2008
26 0 0 1 26/02/2008
27 0 0 2 28/02/2008
28 0 0 2 03/03/2008
29 0 0 2 06/03/2008
30 0 0 2 08/03/2008
31 0 0 2 21/03/2008
32 0 0 1 10/04/2008
33 0 0 2 15/04/2008
34 0 0 2 19/04/2008
35 0 0 1 21/01/2009
36 0 0 2 26/01/2009
37 0 0 2 26/01/2009
38 0 0 1 29/01/2009
39 0 0 1 02/02/2009
40 0 0 2 05/02/2009
41 0 0 2 06/02/2009
42 0 0 1 15/02/2009
43 0 0 1 15/02/2009
44 0 0 1 22/02/2009
45 0 0 2 09/03/2009
46 0 0 2 01/04/2009
47 0 0 2 05/04/2009
48 0 0 1 19/01/2010
49 0 0 1 20/01/2010
50 0 0 1 20/01/2010
51 0 0 2 22/01/2010
52 0 0 2 01/02/2010
53 0 0 2 02/02/2010
54 0 0 2 04/02/2010
55 0 0 2 10/02/2010
56 0 0 2 11/02/2010
57 0 0 2 12/02/2010
58 0 0 2 22/02/2010
59 0 0 2 22/02/2010
60 0 0 2 23/02/2010
61 0 0 2 01/03/2010
62 0 0 2 05/03/2010
63 0 0 1 19/03/2010
64 0 0 2 20/03/2010
65 0 0 2 25/03/2010
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66 0 0 2 03/04/2010
67 0 0 2 15/04/2010
68 0 0 2 29/01/2011
69 0 0 2 13/02/2011
70 0 0 2 09/03/2011
71 0 0 2 19/03/2011
72 0 0 2 24/01/2012
73 0 0 2 02/02/2012
74 0 0 2 03/02/2012
75 0 0 2 03/02/2012
76 0 0 2 19/02/2012
77 0 0 2 20/02/2012
78 0 0 2 23/02/2012
79 0 0 2 06/03/2012
80 0 0 2 07/03/2012
81 0 0 2 13/03/2012
82 0 0 2 20/03/2012
83 0 0 2 23/03/2012
84 0 0 1 26/03/2012
85 0 0 2 17/01/2013
86 0 0 2 26/01/2013
87 0 0 2 14/02/2013
88 0 0 2 14/02/2013
89 0 0 2 16/02/2013
90 0 0 2 19/02/2013
91 0 0 2 21/02/2013
92 0 0 2 24/02/2013
93 0 0 2 26/02/2013
94 0 0 2 28/02/2013
95 0 0 2 01/03/2013
96 0 0 2 01/03/2013
97 0 0 2 04/03/2013
98 0 0 2 10/03/2013
99 0 0 2 10/03/2013
100 0 0 2 13/03/2013
101 0 0 2 22/03/2013
102 0 0 2 27/03/2013
103 0 0 2 05/04/2013
104 0 0 2 06/04/2013
105 0 0 2 16/01/2014
106 43 3 2 28/01/2015
107 84 47 1 15/01/2016
108 20 80 2 15/01/2016
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109 13 17 1 22/01/2016
110 9 73 1 25/01/2016
111 4 88 2 25/01/2016
112 14 87 2 25/01/2016
113 35 89 2 27/01/2016
114 12 51 2 27/01/2016
115 8 19 1 28/01/2016
116 13 90 1 30/01/2016
117 10 27 2 1/02/2016
118 42 91 2 1/02/2016
119 42 58 2 1/02/2016
120 20 76 1 2/02/2016
121 13 70 2 4/02/2016
122 48 83 1 5/02/2016
123 16 46 2 6/02/2016
124 4 81 1 8/02/2016
125 48 53 2 8/02/2016
126 20 94 2 8/02/2016
127 38 24 1 9/02/2016
128 49 96 1 9/02/2016
129 10 30 2 9/02/2016
130 42 11 2 10/02/2016
131 39 97 2 12/02/2016
132 44 85 1 12/02/2016
133 5 54 2 13/02/2016
134 48 77 2 13/02/2016
135 20 25 1 14/02/2016
136 13 105 2 15/02/2016
137 15 37 1 17/02/2016
138 10 99 2 18/02/2016
139 26 98 2 18/02/2016
140 32 62 1 18/02/2016
141 48 95 1 18/02/2016
142 26 1 2 19/02/2016
143 39 21 2 19/02/2016
144 35 74 2 19/02/2016
145 38 55 1 19/02/2016
146 14 71 1 19/02/2016
147 32 7 1 20/02/2016
148 8 78 2 20/02/2016
149 9 60 2 21/02/2016
150 5 100 1 21/02/2016
151 50 52 2 22/02/2016
59
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152 12 79 2 22/02/2016
153 4 41 1 23/02/2016
154 5 64 1 25/02/2016
155 38 67 1 26/02/2016
156 4 45 1 26/02/2016
157 50 28 1 28/02/2016
158 8 101 2 1/03/2016
159 22 61 1 1/03/2016
160 38 31 2 2/03/2016
161 49 18 1 2/03/2016
162 13 65 2 4/03/2016
163 13 23 1 6/03/2016
164 49 102 2 6/03/2016
165 9 68 1 7/03/2016
166 42 59 2 8/03/2016
167 14 2 2 8/03/2016
168 10 82 2 11/03/2016
169 12 56 2 12/03/2016
170 32 103 2 15/03/2016
171 63 104 1 16/03/2016
172 5 93 1 16/03/2016
173 9 86 2 16/03/2016
174 42 36 1 17/03/2016
175 4 29 2 20/03/2016
176 50 92 1 21/03/2016
177 12 40 2 21/03/2016
178 6 57 1 22/03/2016
179 63 33 1 24/03/2016
180 38 66 2 27/03/2016
181 9 72 2 18/04/2016
182 32 69 2 19/04/2016
183 48 75 2 19/04/2016
184 63 34 1 19/04/2016

* 1: Macho; 2: Hembra
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. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

PANEL FOTOGRAFICO

Fotografia 1.- Ingreso del CIP Quimsachata INIA — Puno.

Fotografia 2.- Ilamas macho (padres) y hembras (madres), del CIP Quimsachata INIA —
Puno.

Fotografia 3.- Material utilizado para el muestreo de sangre y registro de llamas del CIP
Quimsachata INIA — Puno.
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UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO

Repositorio Institucional

Fotografia 4.- Empadre controlado y registro de identificacion en el empadre de llamas
q ara del CIP Quimsachata INIA — Puno.

Fotografia 5.- Muestreo de sangre por puncién en la vena yugular de llamas g ara del
CIP Quimsachata INIA — Puno.
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UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO

Repositorio Institucional

Fotografia 6.- Muestreo de sangre por puncion en la vena yugular y transporte en cadena
de frio hasta el area de biotecnologia del CIP Quimsachata INIA — Puno.de llamas q"ara
del CIP Quimsachata INIA — Puno.

Fotografia 7.- Centrifugacion de sangre en el area de biotecnologia del CIP Quimsachata
INIA — Puno.
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. UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

Fotografia 8.- Muestras de sangre entera (izquierda), y centrifugada (derecha) en el area
de biotecnologia del CIP Quimsachata INIA — Puno.

Fotografia 9.- Muestras de sangre centrifugada (izquierda), donde se muestra en color
blanco la capa de células blancas, y (derecha) extraccion de la capa de células blancas
con pipetas desechables, en el area de biotecnologia del CIP Quimsachata INIA — Puno.
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Fotografia 10.- Extraccion de la capa de células Blanca (Buffy coat) de las muestras de
sangre y en el area de biotecnologia del CIP Quimsachata INIA — Puno.

_——y

Fotografia 11.- Muestra de Células blancas (buffy coat) de sangre de Ilama q"ara del CIP
Quimsachata INIA — Puno, congeladas para el envio al laboratorio de Biologia Molecular
de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.
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