Universidad Peruana Cayetano Heredia

Facultad de Ciencias y Filosofia

UBI VOLT
@ 7))
2 g

N

Desarrollo y validacion de Marcadores genéticos

i

Microsatélites de Alpacas (Vicugna pacos)

conservados en rumiantes domesticos

Bach. Irene Rosa Maria Delgado de la Flor Montauban

Tesis para optar por el Titulo de Licenciado de Biologia

Lima - Peru
2011



Dr. José R. Espinoza Babildn
Asesor



Jurado de Tesis

Dra. Margarita Arana
Presidenta

Dr. Guillermo Leguia
Vocal

Dr. Luis Destéfano
Secretario



INDICE

I. INTRODUCCION
1 Marcadores genéticos
1.1 Polimorfismo de fragmentos de restriccién
1.2 Polimorfismo de fragmentos amplificados
1.3 DNA polimoérfico amplificado al azar
1.4 Polimorfismo de Nucleotido Simple
1.5 Marcadores Microsatélites
1.6 Parametros genéticos

I1. OBJETIVOS
1. Objetivo general
2. Objetivos especificos

I1l. METODOLOGIA
1. Localizacion del estudio
2. Animales
3. Coleccion de muestra
4. Extraccion de ADN gendémico
5. Eleccion de marcadores microsatélites con capacidad de
amplificacion multiespecie
6. Tamizado de marcadores microsatélites con capacidad
de amplificacion en alpacas

6.1 Amplificacion de ADN microsatélites
6.2 Seleccion de microsatélites con amplificacion en
alpacas

7. ldentificacion de secuencias microsatélites

IV. RESULTADOS
1. Extraccion y cuantificacion de ADN
2. Amplificacion de los Microsatélites
3. ldentificacién de marcadores microsatélites en alpacas
4. Caracterizacion del marcador BM1818

V. DISCUSION

VI. CONCLUSIONES

VIl. RECOMENDACIONES

VIIl. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
ANEXOS

0 N o o b~

10
15

19
19
19

20
20
20
21
21

22

26
26

27
30

32
32
32
39
42

44
49

50

51
58



LISTA DE ABREVIATURAS

ADN

AFLP

APS

dNTP

EDTA

FAO

He

K3E

LB

MI

MqgCl,

Mg+2.

Diversidad alélica.

Acido desoxirribonucleico.
Polimorfismo de fragmento amplificado
Amonio persulfato
2"-deoxinucleotidos 5" -trifostato

Acido etilendiaminotetraacético.

Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la

Alimentacién
Diversidad génica.
Heterocigosidad.
Heterocigosidad esperada.
Heterocigosidad observada.
Potasio -EDTA
Medio de cultivo Luria-Bertoni
Meiosis Informativa
Cloruro de Magnesio

Magnesio



mg

mL

mM

ng

Pb

PCR

PE

PE1

PE2

PE3

PEA

PIC

RAPD

RFLPs

SNPs

SSRs

STRs

Miligramos

Mililitros

Milimolar.

Nanogramos

Pares de bases

Reaccion en cadena de la polimerasa.

Probabilidad de exclusion.

Probabilidad de exclusion total para excluir un candidato a pariente dado

solo el genotipo de la cria.

Probabilidad de exclusion total para excluir un candidato a pariente dado

el genotipo de la cria y de otro pariente.

Probabilidad de exclusion para un par de candidatos a parientes.

Probabilidad de exclusion acumulada o total.

Contenido de informacion polimérfica.

DNA polimoérfico amplificado al azar

Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion.

Polimorfismos de nucleétidos Unicos.

Simples secuencias repetidas.

Repeticiones cortas en serie.



TBE

TEMED

Tris-HCI

U

puL

uM

MY

Buffer Tris-Borato-EDTA

N,N,N",N'-tetrametiletilenediamina

Tris — Acido Clorhidrico.

Unidad.

Microlitro.

Micromolar.

Microgramo



RESUMEN

El presente trabajo busca identificar nuevos marcadores genéticos microsatélites en
alpaca (Vicugna pacos) en base a la conservacion de secuencias de ADN en el genoma
de la familia Bovidae, particularmente vacunos, ovinos y caprinos, y la familia
Camelidae. Se seleccionaron 38 marcadores microsatélites reportados en bovidos en
base a lo siguientes criterios: capacidad de amplificacion multiespecie, contenido de
informacién polimorfica (PIC), grado de heterocigosidad (HE), probabilidad de
exclusion (PE), namero de alelos (A) y numero de meiosis informativas, siguiendo un
algoritmo de seleccion. Estos marcadores fueron evaluados empleando muestras de
ADN de alpaca de 6 localidades del Peru, y muestras de ADN control de bovino, ovino
y caprino. De los 38 marcadores evaluados, doce de ellos (31.6%) presentaron
amplificacion cruzada. Solo el AGLA293 presenté amplificacion especifica de un
fragmento de 150 pares de bases, sin embargo el fragmento amplificado no presentaba
una secuencia microsatelite. Mientras BM1818 presento una amplificacion no especifica
de un fragmento de 236 pares de bases que incluia una secuencia microsatélite
dinucleotido (CA)1o obteniéndose una alta similaridad con una secuencia microsatelite
reportada en caballo (Equus caballus) (e-value: 3.00E-33). Los resultados sugieren que
la aproximacién utilizada (amplificacion cruzada) muestra una baja tasa de eficiencia
(1/38; 2.63%) para la generacion de nuevos marcadores microsatélites en la familia

Camelidae



ABSTRACT

This thesis research project aimed at developimg new microsatellite genetic markers in
alpacas (Vicugna pacos) based on the genomic DNA sequence conservation between the
Bovidae family, particularly cattle, sheep and goat specimens, and the Camelidae family.
Thirty eight microsatellite markers reported for the Bovidae family were chosen using a
selection algorithm that included characteristics such as multispecies amplification
ability, polymorphic index capacity (PIC) score, level of heterocigocity (HE), the
exclusion probability (PE), the number of alleles (A) and the number of informative
meiosis. The selected markers were tested by PCR amplification using alpaca’s DNA
samples obtained from 4 different Peruvian locations and DNA samples from sheep,
goat and cattle individuals. Only 12 of the 38 markers tested (31.6%) showed cross-
amplification. The AGLA293 marker generated a 150bp DNA fragment that did not
include a microsatellite sequence in it. Another marker, the BM1818, also showed
unspecific amplification of a 236bp product and sequencing results demonstrated it
included a dinucleotide microsatellite sequence (CA)io , which has a high degree of
similarity with a microsatellite sequence already reported in horses (Equus caballus) (e-
value: 3.00E-33). Our results suggest that cross-amplification of conserved genetic
markers in Bovidae has a low efficiency (1/38; 2.63%) in generating new microsatellites

markers in the Camelidae family.



I. INTRODUCCION

Existen 4 especies de camélidos sudamericanos, dos silvestres: el guanaco
(Lama guanicoe) y la vicufia (Vicugna vicugna) y dos domeésticos: la llama (Lama
lama), y la alpaca (Vicugna pacos). La alpaca es un mamifero ungulado que habita en
las zonas altoandinas de Sudamerica. La fibra constituye el principal producto de la
explotacion alpaquera y por consiguiente, la alpaca es considerada un recurso de

importancia socioecondémica para los pobladores altoandinos.

La alpaca se clasifica taxonomicamente dentro del Reino Animalia, Phylum
Chordata, Clase Mamalia, Orden: Arthiodactila, Suborden: Tylopoda, Familia
Camelidae, Genero Vicugna, Especie V. pacos. Los miembros del orden Arthiodactila se
caracterizan por presentar cascos divididos que simulan un par de dedos. El origen del
orden Arthiodactila se remonta hacia comienzos del Eoceno aproximadamente 54
millones de afios atrds. Los arthiodactilas estan actualmente compuestos por 3
subdrdenes conocidos: Suiformes, Tylapodas y Rumiantes *. El suborden Suiformes se
encuentra conformado por los cerdos, hipopdtamos; el suborden Tylopoda comprende a
los Camelidos, y el suborden Ruminantia comprende a los Tragulidae, Giraffidae,

Cervidae, Moschidae, Antilocapridae y Bovidae.



En la actualidad los Unicos representantes del Suborden Tylopoda son los
miembros de la Familia Camelidae, la cual comprende a los camélidos sudamericanos
(alpaca, vicufia, guanaco y llama) y a los camélidos del viejo mundo (camellos y
dromedarios). El suborden Tylopoda aparece en Norte America entre 40 0 45 millones
de afios atras, sin embargo la divergencia evolutiva entre sus miembros se dio hace
aproximadamente 11 millones de afios. Esta divergencia dio origen a dos subfamilias: la
Lamini comprendida por los camélidos sudamericanos y la Camelini comprendida por
los camélidos del viejo mundo?®. Las dos subfamilias iniciaron un proceso de migracién
hacia America del Sur (Lamini) y Asia (Camelini), asentandose en esas zonas dando
origen a las especies actuales. En la actualidad no existen miembros de la familia

Camelidae en America del norte, aunque si se pueden encontrar restos fosiles de ellos.

La subfamilia Lamini estd compuesta por dos géneros, el genero Vicugna y el
género Lama. Estudios moleculares han dilucidado las relaciones evolutivas entre las
especies de camélidos sudamericanos, demostrando que el guanaco y la llama
pertenecen al genero Lama mientras que la vicufia y la alpaca pertenece al género
Vicugna® atribuyéndose el origen de la alpaca a un proceso de domesticacién de la

vicufia en los andes peruanos hace aproximadamente 6000 afios®.

En el Pert existen 3 millones de alpacas® lo que nos convierte no solo en el pais
con el mayor numero de ejemplares sino también en el mayor productor de fibra de

alpaca. La fibra de alpaca se clasifica de acuerdo a su finura, la cual esta dada por el



diametro de la fibra, siendo un indicador de calidad®. Sin embargo, en lo Gltimos afios la
calidad de la fibra ha ido disminuyendo de forma progresiva’ debido principalmente a un
mal criterio e inadecuado control en la seleccion y manejo reproductivo. La calidad de la
fibra es una caracteristica de tipo cuantitativa, es decir es una caracteristica determinada
por la expresion de mas de un gen, lo cual complica la identificacion de asociaciones de

tipo fenotipo-genotipo.

Existen técnicas que permiten rastrear la segregacion de una caracteristica
cuantitativa mediante el uso de un gran numero de marcadores genéticos. En la
actualidad existen alrededor de 100 marcadores genéticos reportados y de utilidad en
alpacas; constituyendo un namero insuficiente para poder evaluar la segregacion de un

caracter cuantitativo como la finura de fibra®®10111213.14

La informacion revisada muestra la ausencia de informacién de acceso libre
acerca del genoma de la alpaca, existen 2 proyectos que actualmente trabajan en ello,
uno de la Universidad de Washington y otro de Instituto Broad sin embargo no se
encuentra informacion disponible de la aproximacion empleada. Esta informacion puede
ser encontrada en el NCBI o algun buscador libre. Hasta la fecha no hay publicaciones
sobre el tema. La ausencia de esta informacion dificulta la posibilidad de conocer la
ubicacion de los marcadores genéticos reportadas para alpaca. En el Genebank se
encuentran reportadas 778923 secuencias nucleotidicas correspondientes a varios genes
como el de citocromo b proteina VHH™ entre otras secuencias, muchas de ellas solo

han sido acopladas al Genebank y los articulos correspondientes aun no han sido



publicados. En el Genebank también se encuentran reportados 7286 EST publicados por

investigadores de la Universidad Agricola de Shanxi (Shanxi Agricultural University).

1 Marcadores genéticos

Los marcadores genéticos son alelos asociados a un fenotipo facilmente
detectable que son empleados para identificar o seleccionar un gen ligado, un
cromosoma, una célula o un individuo'” Un marcador genético se caracteriza por
localizarse en una region unica del genoma, ser polimorficos, insensible al medio

ambiente y su alelo de menor frecuencia se presenta en una frecuencia mayor al 1%.

No existe una sola clasificacion para los marcadores genéticos. Cada una de las
varias clasificaciones que existen, se basan en distintas caracteristicas de intereses que
estos marcadores presentan, como el tipo de secuencia, el nimero de loci que te permite
analizar y el tipo de informacion que brindan. El tipo de secuencia que conforma el
marcador indica si este es de tipo 1 o de tipo 2, siendo las de Tipo 1 aquellas secuencias
que comprenden los genes funcionales o estructurales y de tipo 2 las que comprenden
las secuencias andnimas o repetitivas'® EI nimero de loci que permite analizar, clasifica
como marcadores “single-locus” o unilocus a aquellos que permiten estudiar un solo
locus a la vez, como las regiones de DNA nuclear de copia unica (scnDNA) y los SNPs ;

0 como marcadores multi-locus a aquellos que permiten analizar varios locus a la vez,



como los RFLP, RAPDs y AFLPs* Otro tipo de clasificacion divide a los marcadores
entre aquellos que pueden diferenciar un homocigoto de un heterocigoto y aquellos que
no lo hacen, los que permiten observar esta diferencia se denominan marcadores
codominantes y aquellos que no brindan este tipo de informacion se denominan

marcadores dominantes®°

La vasta informacién que aportan los marcadores genéticos es empleada para la
generacion de programas de manejo y conservacion®* para establecer relaciones de
parentesco, inferir relaciones evolutivas y establecer diferencias dentro y entre

poblaciones de animales.?%*%

1.1 Polimorfismo de fragmentos de restriccion (RFLP)

1.1.1 Definicién

La técnica de RFLP consiste en emplear enzimas de restriccion para cortar una
secuencia de ADN corta. El empleo de una o varias enzimas de restriccion permitira
cortar el fragmento de ADN a estudiar, en uno o varios pedazos mas pequefios,
generando un patron particular de corte en cada caso. Diferentes individuos podrian

generar distintos patrones de corte debido a las variaciones en la secuencia trabajada®



1.1.2 Caracteristicas

El RFLP es un marcador de tipo codominante, m, que permite analizar varios
alelos a la vez y es altamente reproducible, sin embargo es una técnica dificil de realizar
y bastante laboriosa.

Esta técnica se empleadas en estudios forenses® identificacion de especies®®?’
identificar marcadores y elaborar mapas de ligamiento?®® y evaluar desequilibro de

ligamiento.”®

1.2 Polimorfismo de fragmente amplificado (AFLP)

1.2.1 Definicién

La tecnica de AFLP consistes en cortar un fragmento de ADN mediante enzimas
de restriccion y luego unir a los extremos de cada fragmento un adaptador al cual se une
un cebador de secuencia conocida que permita ampliar el fragmento mediante la técnica

de PCR 30,20,31,32



1.2.2 Caracteristicas

El AFLP es un marcador dominante, multilocus, de elevado polimdrfismo, alta

reproducibilidad e informatividad.*

Es esta técnica es ampliamente utilizadas en estudios de ecologia y genética

33 g ser .32 - . ser 34 . s . 35 .
molecular®, filogenética® diversidad genética®™, evolucion y taxonomia.” Sin embargo
en la bibliografia revisada no muestra la aplicacion de esta técnica para estudios en

camélidos sudamericanos.

1.3 DNA polimérfico amplificado al azar (RAPD)

1.3.1 Definicién

Consiste en amplificar de forma aleatoria fragmentos de ADN, para ello se
emplean cebadores pequefios no especificos que son capaces de unirse a varios sitios del
genoma permitiendo la amplificacion de una gran cantidad de fragmentos. Esto permite
identificar polimorfismos en la secuencia y con ello diferenciar distintos individuos o

alelos. 293036



1.3.2 Caracteristicas

Es un marcador de tipo dominante, multilocus y bastante polimorfico, sin
embargo es una técnica con bajo indicie de reproducibilidad y puede ser dificil de

emplear si no se cuenta con herramientas especializadas necesarias para ello.

La técnica RAPD es ampliamente empleada en mapeo genético®’, programas de
reproduccion® y genética poblacional.®**° En alpacas se ha empleado esta técnica para

analizar la presencia de individuos hibridos y puros pero sin mucho éxito.*

1.4 Polimorfismo de nucleotido simple (SNP)

1.1.4.1 Definicién

Se denomina SNP al cambio en un nucledtido en un secuencia de ADN “+*?, sin

embargo para que una sustitucion de nucle6tido unica sea considerada un SNP, esta debe

de presentarse en una frecuencia alélicas mayor al 1%.%**

1.4.2 Caracteristicas

Los SNP son considerados marcadores bialélicos principalmente por dos

razones: a) la baja frecuencia de sustitucion de nucleétidos tnicos (1 x 10 ° — 5 x 10



por nucleétidos por afio), razén por la cual se generan los SNP*“*°y b) el sesgo en los
tipo de mutacion, ocurre con mayor frecuencia una transicion que una transversion. En
roedores y en humanos la tasa de transicién/transversion es de 1.4*° mientras que en aves
la tasa es mayor que en mamiferos con valores de 2.3*' a 4* a partir de ESTs y 2.36 de

secuencias no codantes.**

Otras caracteristicas de los SNP es que son marcadores codominates y presentan
una herencia de tipo mendeliana simple. Sin embargo el contenido de informacién
polimorfica (PIC) es menor que el de los marcadores microsatélites, lo que los hace
menos informativos a nivel individual pero esto se balancea debido a una mayor

abundancia de ellos. %?

Los SNPs pueden ser encontrados tanto en regiones codantes como no codantes
del genoma aunque la mayoria de ellos se encuentra en regiones no codantes*. EI 90%
de la variacion genética en humanos corresponde a las SNP *°y se estima la presencia de
1 SNP cada 1331 pb de ADN genémico en humanos*. De los 5 millones de SNPs

reportados en humanos 4 millones de ellos han sido validados. **

El empleo de SNPs presenta ciertas limitaciones como el bajo nivel de
polimorfismo en relacion a otros marcadores genéticos empleados, lo costoso de la
técnica y una limitada disponibilidad de bases de datos e informacion, a excepcion del

caso del hombre.>* Sin embargo en la actualidad es una técnica cada vez mas empleada.



Los SNP se usan en el mapeo genético, en estudios de asociacion, en genetica

poblacional, evolutiva *° y genética forense. >*

1.5 Marcadores Microsatélites

1.5.1 Definicién

Los marcadores genéticos microsatélites, conocidos también como SSR (simple
sequence repeats) o STR (short tandem repeats), son secuencias repetitivas con unidades
de repeticion de hasta 6 pares de bases que se encuentran distribuidas a lo largo de todo

53,30,54,55

el genoma eucarionte y pueden ser di-,tri-, tetra-, penta-, o hexanucleotidos. *°

(Figura 1)

1.5.2 Caracteristicas

Los marcadores microsatélites se caracterizan por tener una herencia de tipo

mendeliana simple, una distribucion frecuente en el genoma, ser codominantes y tener

un alto grado de polimorfismo (presencia de multiples alelos). *

10



Locus 1 Locus 2 Locus 3

s TATATAT A e TAATAATAATAATAATAATAATAA memm GCGCGCGCGCGCGC mummn
s TATATATA mmmm TAATAATAATAATAATAATAA s (GCGCGCGCGCGCGCGC mum

Figura 1. 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)g y el locus 3 (GC)7, (GC)s se encuentran en estado de
heterocigosis. Modificado de Freeland (2005)

11



Estas caracteristicas determinan que en la actualidad sean los marcadores

moleculares mas utilizados en estudios de genética poblacional®, variabilidad

59,60

poblacional®’, genética de la conservacion®, relaciones de parentesco y generacion

de mapas de ligamiento en mamiferos.®*

La distribucién de los microsatélites a lo largo del genoma se encuentra
influenciada principalmente por dos factores: i) el tipo de secuencia dentro del genoma,
siendo mas frecuente en zonas no codantes en comparacion con zonas codantes'® esto se
cumple para la mayoria de los casos a excepcion de los microsatélites trinuleotidos
debido a que estos no alteran el marco de lectura de un gen®. ii) la composicién de la
secuencia repetida, siendo las secuencias dinucledtidas las méas frecuentes (30 a 67% del
total de microsatélites). En el genoma de los vertebrados, las repeticiones dinucleétidas

mas frecuentes son (AC)ny (GT)n. >*

1.5.3 Estabilidad

Lo microsatélites presentan una tasa mutacional de 10 — 10 eventos por locus
por replicacién la cual es mucho mayor que la del resto del genoma (10°).*° Sin

embargo esta tasa mutacional no es constante y varia de una especie a otra.

Se postula que este alto grado de mutacion se debe a errores de alineamiento
entre las hebras y a un resbalamiento de la ADN polimerasa durante la replicacion del

ADN.* A diferencia del caso de una hebra de secuencia no repetitiva, la secuencia

12



repetitiva de un microsatélites favorece, durante el proceso de sintesis de la hebra
complementaria, la generacion de un desfase al momento del alineamiento ocasionando
la sintesis de un mayor o menor numero de repeticiones, generando la aparicion de

nuevos alelos en un marcadores microsatélites.

Se considera a la recombinacion otra posible causa de la variacion del nimero de
repeticiones presentes en un microsatélite; al comparar los rangos de mutacion de los
microsatélites entre células en proceso de mitosis y células en proceso de meiosis, en
levadura, se observa que son muy similares, sin embargo el grado de recombinacion en

células en meiosis es mucho mayor. ®

1.5.4 Evolucion

Las secuencias que flanquean a los microsatélites suelen ser secuencias Gnicas *°
las cuales sirven para el disefio de cebadores que son utilizados para amplificar el
marcador microsatelite mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). Estas secuencias tienden a ser altamente conservadas entre especies que se
encuentran cercanamente relacionadas por lo que en ciertas ocasiones puede observarse
amplificacion cruzada.®®*** Estudios sefialan la presencia de amplificacién cruzada

entre especies que divergieron hasta 470 millones de afios atras. '8

13



Se han reportado 1516 marcadores microsatélites putativos®™ y aproximadamente
100 marcadores microsatélites validados para camélidos sudamericanos 291011121314 5
mayoria de ellos fueron identificados a partir de ADN genomico de camélidos
: 11,12,13,14 0 . .,
sudamericanos. Se observa un 100% de amplificacion cruzada entres las
. - . 14 11,12,13
especies de la subfamilia Lamini: llama- guanaco™, alpaca llama guanaco , o que

indica que las especies dentro de la subfamilia Lamini son evolutivamente muy

cercanos.

Sin embargo también se observa un alto nivel de amplificacion cruzada entre los
camélidos sudamericanos y los camélidos del viejo mundo.®®*"® Mariasegaran reporta
que el 75% (6/8) de los marcados generados para dromedarios (Camelus dromedarios)
muestran amplificacion en alpacas.®® Jianlin y col reporta que el 95% (19/20) de los
marcadores generados para camélidos sudamericanos amplifican en dromedarios vy

bactrianos (Camelus bactrianus). ®’

Distintos estudios sefialen la presencia de amplificacion cruzada de marcadores
microsatelites entre diferentes especies de rumiantes como vacunos, 0ovinos Yy
caprinos®®®®"%" debido a la conservacion de las secuencias de flanqueantes (cebadores).
La conservacion de las secuencias flanqueantes en microsatélites de rumiantes y
camélidos podria ocurrir debido a su cercania evolutiva, permitiendo la amplificacion

cruzada, aunque en menor grado en alpacas.

14



1.6 Parametros Genéticos
1.6.1 Polimorfismo genético

El Polimorfismo genético es la presencia de dos o mas alelos asociados a un
locus, en donde el alelo mas raro debe de presentarse en una frecuencia mayor al 1%. El
polimorfismo genético se genera principalmente debido a mutaciones puntuales,

inserciones, deleciones, conversién génica y recombinacion intralélica. >
1.6.2 Probabilidad de exclusion (PE)

Se denomina probabilidad de exclusion (PE) a la capacidad de un marcador
genético para excluir a un falsamente asignado padre en términos de probabilidad.” La
probabilidad de exclusién se encuentra determinada por el nimero de alelos y de las

frecuencias alélicas del marcador y no por las frecuencias genotipicas observadas.”

Jamieson y Taylor (1997) sefialan 4 formulas distintas para determinar la

probabilidad de exclusién (PE), en base a los datos disponibles para el analisis:

a) PEL: Probabilidad de exclusion para un candidato a parentesco.

n n n n n n n
PE1=1 -2 ;lpi2+izzl pi3+2i§,pi4'3épi 5*2(;1&2)2‘*3;1& le,lpi3

Donde: p;es la frecuencia del alelo 1 'y n es el nimero de alelos en un locus.

15



b) PE2: Probabilidad de exclusion para candidato a parentesco dado el genotipo

de un pariente conocido del sexo opuesto.

n n n n
PE2=1 -4 ¥p+2(3 p®)’ +43p°- 3% pi’

Donde: p;es la frecuencia del alelo | y n es el nimero de alelos en un locus.

c) PE3: Probabilidad de exclusién para un par de candidatos a parentesco.

PE3=1+4 Tp-4 $p° -3Xp°-8(3 p?)? +8(Lp2)(Ip)+ 2(Lp)?

Donde: p;es la frecuencia del alelo I y n es el nimero de alelos en un locus.

d) PEA = Probabilidad de exclusion acumulada o total.

PE acumuladaototal=1—-(1-P;) (1 -P,) (1 -P3) - - - (1 -Py)

Donde: Pyes la probabilidad de exclusién del locus K.
1.6.3 Contenido de informacion polimorfica (PIC)
El contenido de informacion polimérfica (PIC) constituye una medida de la

informatividad y polimorfismo de un locus genético.”® El valor de PIC es determinado

mediante la siguiente formula:
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nl n

PIC=1-(Zp)- 3 3 2n° B

=i+1

Donde: p;es la frecuencia del alelo 1, p;es la frecuencia del alelo J y n es el nimero de alelos en un

76
locus.

1.6.4 Heterocigosidad

La heterocigosidad (H) indica la proporcion de individuos heterocigotos de una
poblacién. Un alto valor de heterocigosidad indica una alta diversidad alélica presente
en la muestra analizada.” Existen dos indicadores de heterocigosidad: la heterocigosidad

esperada (Hg) y la heterocigosidad observada (Ho).

La heterocigosidad esperada (He) o diversidad génica (h) ”’, es la probabilidad de

que dos alelos escogidos al azar en una poblacién sean diferentes.”

. . 77
Donde: p;es la frecuencia del alelo I 'y n es el nimero de alelos en un locus.

La He indica el nivel de heterocigosidad que esperado para una poblacion que se

encuentre en equilibrio de Hardy-Weinberg. ¥

La heterocigosidad observada (Ho) indica la  proporcion de individuos

heterocigotos observados para un locus en particular en una poblacion.

Ho = Numero de individuos heterocigotos

Ndmero total de individuos
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1.6.5 Meiosis informativa (Ml)

Una meiosis informativa cuando se puede identificar si el gameto es 0 no

recombinante. Se emplea para determinar si los marcadores se encuentran ligados o que

tan cerca estan el uno del otro. "
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I1. OBJETIVOS

1. Objetivo general

Generar y caracterizar nuevos microsatélites de alpaca altamente informativos a

partir de marcadores conservados en la familia Bovidae.

2. Objetivos especificos

Evaluar la capacidad de amplificacion de 38 marcadores microsatélites de

caprino, ovino y bovino con ADN genémico de alpaca

Identificar y caracterizar nuevos microsatélites con capacidad de amplificacion

cruzada en ADN gendmico de alpaca

19



I1l. METODOLOGIA

1 Localizacién del estudio

El presente estudio se realiz6 en las instalaciones de 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, departamento de Lima.

2 Animales

Se emplearon un total de 36 alpacas (Vicugna pacos) adultas, 6 de cada
localidad, no emparentadas de la raza Huacaya, de color blanco y clinicamente sanas
provenientes de 6 localidades: i) Unidad de Produccién de Cochas - SAIS Tupac Amaru,
distrito de Canchayllo, provincia de Jauja, departamento de Junin, ii) Sector A de
Carniceria - CC.CC. Santa Barbara, distrito de Huancavelica, provincia de
Huancavelica, departamento de Huancavelica, iii) Sector B de Carniceria - CC.CC.
Santa Barbara, distrito de Huancavelica, provincia de Huancavelica, departamento de
Huancavelica, iv) Sector Pallccapampa - CC.CC. Santa Barbara, distrito de
Huancavelica, provincia de Huancavelica, departamento de Huancavelica, v) Sector de
Lachocc - Centro de Investigacién de Camélidos Sudamericanos Lachocc — Universidad

de Huancavelica, distrito de Huancavelica, provincia de Huancavelica, departamento de
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Huancavelica, vi) Sector Malkini, distrito de Mufani, provincia de Melgar,

departamento de Puno.

3 Coleccién de muestra

Se colectd 5ml de sangre mediante puncién en la vena yugular utilizando tubos
BDVacutainer® con anticoagulante (K3E: Potasio — EDTA al 15%) y agujas de
coleccidon Vacutainer® 20G 1 % a 36 alpacas adultas. Adicionalmente, se colecto de 3
muestras de sangre y/o tejido muscular de ganado vacuno, ovino y caprino. La totalidad

de las muestras colectadas fueron almacenadas a 4°C hasta su procesamiento.

4 Extraccion de ADN genomico

Se extrajo ADN genomico de 36 alpacas, 1 vacuno, 1 ovino y 1 caprino a partir
de 300 pL de sangre y/o 200 mg de tejido muscular mediante lisis celular, digestion
proteica con Proteinasa K, precipitacion de proteinas y precipitacion de ADN con
isopropanol utilizando Wizard DNA isolation kit (PROMEGA) siguiendo las
instrucciones del fabricante. EI ADN gendémico fue colocado en tubos de
microcentrifuga de 1.5 mL y almacenado a — 20°C. La calidad y cantidad del ADN
extraido fue determinada mediante electroforesis en gel, utilizando geles de agarosa al
1% vy diluciones seriadas de un marcador de peso molecular DNA lambda Hind Il

(Fermentas).
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5 Eleccion de marcadores microsatélites con capacidad de amplificacion

multiespecie

Treinta y ocho microsatélites (Tabla 1) fueron elegidos a partir de 2000
microsatélites utilizados en mapeo genético en ovinos, bovinos y caprinos,’®28!8283
siguiendo un algoritmo de seleccion (Figura 2) que incluye los siguientes parametros: i)
capacidad de amplificacién multiespecie, ii) contenido de informacion polimorfica (PIC)
mayor de 0.4, iii) heterocigosidad (Hg) mayor de 0.4, iv) probabilidad de exclusién (PE)

mayor a 0.4, v) numero de alelos (A) mayor a 4 y vi) nUmero de meiosis informativas:

mayor a 5.

Para la seleccion de los marcadores se determino un valor para cada marcador
asignandole un puntaje de acuerdo a si cumplia o no los pardmetros de seleccién
anteriormente expuestos. Se le asigno 1 punto por cada una de las especies en las que
presento amplificacion y otro punto por el nivel de informatividad del marcador de
acuerdo a los datos obtenidos en la bibliografia. El puntaje minimo aceptable es de 3

pero se seleccionaron aquellos que presentaran un mayor puntaje.
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MICROSATELITES

BASES DE DATOS DE MARCADORES

MICROSATELITES MICROSATELITES MICROSATELITES
OVINO BOVINO CAPRINO
n=232 n=658 n=11

| [
v v
MICROSATELITES MICROSATELITES
MULTI - ESPECIE UNI - ESPECIE
n= 601 n=300

MULTI - ESPECIE
n=601

BASE DE DATOS DE MICROSATELITES

\ 4

A 4

MICROSATELITES

MICROSATELITES

EXCLUIDOS INCLUIDOS
n=401 n=200
PIC:<0.4 PIC:>=0.4
He:<0.4 He:>=0.4
PE :<04 PE :>=0.4
A <4 A :>=4
MI : <5 Ml :>=5

MICROSATELTIES
SELECCIONADOS
n=38

Figura 2. Algoritmo de seleccion de marcadores microsatélites para uso en alpacas. PIC,

contenido de informacion polimérfica; He, heterocigocidad esperada; PE, probabilidad

de exclusién; A, numero de alelos; MI, meiosis informativas.
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Tabla 1.

Marcadores microsatélites utilizados

Locus Secuencia 5' - 3 Origen Referencia
BM6444 CTCTGGGTACAACACTGAGTCC bovino Crawford y col
TAGAGAGTTTCCCTGTCCATCC 1995
TGLA10 CTAAATTTATCCCACTGTGCTT caprino  Crawford y col
CAATCTGCAGTAGCATACATCCTTG 1995
McM527 GTCCATTGCCTCAAATCAATTC caprino  Vaiman D. y col
AAACCACTEACTACTCCCCAA 1996
BM4513 GCGCAAGTTTCCTCATGC caprino  Vaiman D. y col
TCAGCAATTCAGTACATCACCC 1996
BM4630 TGGTTTGCTGGTGAGATTAGG caprino  Vaiman D. y col
TTCATAATGGGGTGAGTGAGTG 1996
BM121 TGGCATTGTGAAAAGAAGTAAA caprino  Vaiman D. y col
ACTAGCACTATCTGGCAAGCA 1996
ILSTS058 GCCTTACTACCATTTCCAGC caprino  Vaiman D. y col
CATCCTGACTTTGGCTGTGG 1996
HEL10 ATCTGCCTGAAGCCAGTCAC ovino Crawford y col
GGTTTCCTGCACCTGCATGA 1995
TGLA 122 AATCACATGGGUATAAGTACATC ovino Crawford y col
CCCTCCTCCAGGTAAATCAGC 1995
BM1818 AGCTGGGAATATAACCAAAGG caprino  Vaiman D. y col
AGTGCTTTCAAGGTCCATGC 1996
CSSM066 ACACAAATCCTTTCTGCCAGCTGA caprino  Vaiman D. y col
AATTTAATGCACTGAGGAGCTTGG 1996
ILSTS00S GGAAGCAATGAAATCTATAGCC caprino  Vaiman D. y col
TGTTCTGTGAGTTTGTAAGC 1996
TGLA53 CAGCAGACAGCTGCAAGAGTTAGC ovino Crawford y col
CTTTCAGAAATAGTTTGCATTCATGCAG 1995
ETH225 GATCACCTTGCCACTATITCCT caprino  Vaiman D. y col
ACATGACAGCCAGCTGCTACT 1996
INRA023 GAGTAGAGCTACAAGATAAACTTC caprino  Vaiman D. y col
TAACTACAGGGTGTTAGATGAACTCA 1996
INRAO32 AAACTGTATTCTCTAATAGCTAC caprino  Vaiman D. y col
GCAAGACATATCTCCATTCCTTT 1996
INRA0O63 ATTTGCACAAGCTAAATCTAACC caprino  Vaiman D. y col
AAACCACAGAAATGCTTGGAAG 1996
AGLA293 GTCTGAAATTGGAGGCAATGAGGC caprino  Crawford v1995
CCCAAGACAACTCAAGTCAAAGGACC
BM2113 GCTGCC'ITCTACCAAATACCC bovino  Crawford y col

CTTCCTGAGAGAAGCAACACC

1995
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BM4005

BM4621

BM1824

BM6438

HEL13

INRAO37

INRAO81

TGLA179

TGLAT3

TGLA49

BM143

BM302

BM415

BM4505

ILSTSO011

ILSTS030

INRAO40

MAF70

OarFCB20

AGTCCATGGGACCACAAAAG
ACTGTACAGCAAAGTGATTCAGAT
CAAATTGACTTATCCTTGGCTG
TGTAACATATGGGCTGCATC
GAGCAAGGTGTTTTTCCAATC
CATTCTCCAACTGCTTCCTTG
TTGAGCACAGACACAGACTGG
ACTGAATGCCTCCTTTGTGC
TAAGGACTTGAGATAAGGAG
CATCTACCTCCATCTTAAC
GATCCTGCTTATATTTAACCAC
AAAATTCCATGGAGAGAGAAAC
CGGCTCACGGTCTCTATCGG
GCGAACCCAAGAATCAGACTC
CTTTAATCAGCACACAGCTTCCCA
ATATGTGCTAGAAGTTTGGTCAACC
GCTTCTTTCTCTTTAAATTCTATATGG
GAGAGGAGAATCACCTAGAGAGGC
AGAAAAGGAATAATGAGACAGATTA
GGCAGGACTTCACTCTTTTTCA
ACCTGGGAAGCCTCCATATC
CTGCAGGCAGATTCTTTATCG
GAATTCCCATCACTCTCTCAGC
GTTCTCCATTGAACCAACTTCA
GCTACAGCCCTTCTGGTTTG
GAGCTAATCACCAACAGCAAG
TTATCTTGGCTTCTGGGTGC
ATCTTCACTTGGGATGCAGG
GCTTGCTACATGGAAAGTGC
CTAAAATGCAGAGCCCTACC
CTGCAGTTCTGCATATGTGG
CTTAGACAACAGGGGTTTGG
TCAGTCTCCAGGAGAGAAAAC
CTCTGCCCTGGGGATGATTG
GCAGGACTCTACGGGCCTITGC
CACGGAGTCACAAAGAGTCAGACC
AAATGTGTITAAGATTCCATACAGTG
GGAAAACCCCCATATATACCTATAC

caprino
caprino
bovino
bovino
caprino
caprino
caprino
caprino
caprino
ovino
bovino
caprino
caprino
bovino
caprino
caprino
caprino
caprino

caprino

Vaiman D. y col
1996

Vaiman D. y col
1996
Crawford y col
1994&1995
Crawford y col
1994&1995
Vaiman D. y col
1996
Vaiman D. y col
1996
Vaiman D. y col
1996
Vaiman D. y col
1996
Vaiman D. y col
1996
Crawford y col
1994&1995
Vaiman D. y col
1996
Vaiman D. y col
1996
Vaiman D. y col
1996
Crawford y col
1994&1995
Vaiman D. y col
1996
Vaiman D. y col
1996
Vaiman D. y col
1996
Vaiman D. y col
1996

Vaiman D. y col
1996
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6. Tamizado de marcadores microsatélites con capacidad de amplificacion

en alpacas

6.1 Amplificacion de ADN microsatélite

Se amplificaron 38 loci microsatélites (Tabla 1) mediante reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) utilizando 3 muestras de ADN genémico de alpaca y 3 de ADN
vacuno, ovino y caprino (controles de amplificacion). La PCR se realizo en un volumen
final de 20 uL conteniendo 20 ng de ADN genémico, 1X Buffer PCR, 2.0 mM de Mg*",
0.2 mM de dNTPs, 0.25 U DNA polimerasa Hot Star Taq Plus (Qiagen), 5 pmoles de

cada cebador.

Las condiciones termales utilizadas fueron: 1 ciclo de 95°C por 5 minutos 30
ciclos de 95°C por 30 segundos, temperatura de alineamiento por 1 minuto, 72°C por 30
segundos y 1 ciclo de 72°C por 5 minutos. La temperatura de alineamiento utilizada
inicialmente fue de 58°C en base a los datos descritos por Vaiman y col 1996 3,
posteriormente fueron evaluados a distintas temperaturas de alineamiento en un rango de
58°C a 50 °C con intervalos de 2 °C (50°C, 52°C, 54 °C, 56°C, 58°C). La PCR se

realizo en un termociclador modelo 9700 GeneAmp® (Applied Biosystem).

Los productos de PCR fueron separados mediante electroforesis en gel de

agarosa al 2%, TBE 0.5X (Tris-borato 0.045 M y EDTA 0.001M) a 40 V por 90

26



minutos. La visualizacion de los fragmentos se realiz6 mediante tincién con una
solucion de bromuro de etidio (0.5 ug/ mL) posterior a la electroforesis. La presencia de
productos de amplificacion determind la capacidad de amplificacidn cruzada para cada

uno de los marcadores de rumiantes probados en alpacas.

6.2 Seleccidn de microsatélites con amplificacion en alpacas

Se seleccionaron los microsatélites que presentaron amplificacion en ADN
gendémico de alpaca y se procedié a la reamplificacién con 2 muestras de ADN de
alpacas provenientes de Huancavelica (Sector Pallcapampa) y de Junin (Unidad de
produccién de Cochas) y un control positivo para el que se empleo un muestra de ADN
ovino, vacuno o caprino. Los productos de PCR  fueron separados mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% (29:1 acrilamida:bisacrilamida), TBE 1X
(Tris-borato 0.09 mM y EDTA 0.002mM), 0.005% de APS, y 0.0005% de TEMED a
100 voltios por 18 horas. Los microsatélites amplificados fueron visualizados mediante
tincion con nitrato de plata. ElI proceso tefiido se realizo de la siguiente manera: se
sumergio el gel por 15 minutos en una solucion de lavado (10% de etanol y 0.5% de
acido acético); seguido de un lavado con agua miliQ por 30 segundos, a continuacion se
sumergio el gel en una solucion de tefiido (nitrato de plata al 1%) por 10 minutos, se
realizo otro lavado con agua miliQ y finalmente se procedié a sumergir el gel en una
solucion de revelado (0.375M de hidroxido de sodio y 0.37% de formaldehido) a 4°C.

Se detuvo el revelado agregando 300 mL de solucién de lavado.
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Se seleccionaron marcadores microsatélites putativos en base a los patrones de
migracion para microsatélites dinucledtidos (Figura 3) en geles de poliacrilamida. Los
microsatélites elegidos fueron amplificados por PCR, separados mediante electroforesis
en gel de poliacrilamida y tincion con nitrato de plata (mismas condiciones previamente
descritas) en 20 muestras de ADN genomico de alpacas provenientes de 4 localidades de

Huancavelica, 1 de Junin y 1 de Puno.
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Figura 3. Esquema de la morfologia de un marcador microsatélites en una
electroforesis (A) y el un cromatograma (B). En el caso de la figura A la banda de color
negro sefiala al microsatélites y la de color gris que al stutter, mientras que en la figura B
el microsatélite es representado por el pico mayor tamarfio y el stutter por el de menor
tamafo. La fila M indica el marcador, las filas de la 1 - 3 presenta individuos

heterocigotos vy la fila 4 es un individuo homocigoto.
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7. ldentificaciéon de secuencia microsatélite

Los microsatélites identificados mediante tincion con nitrato de plata, fueron
amplificados mediante PCR. Los productos de PCR fueron separados en un gel de
agarosa al 2%, TBE 0.5X a 40V por 1.5 horas. Se procedié a purificar el producto de
PCR a partir del gel de agarosa utilizando QuiAquick Gel Extraction Kit (Qiagen)

siguiendo las instrucciones del fabricante.

El producto de PCR purificado fue clonado utilizando el Topo TA Cloning Kit
for Secuencing (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se comprobd la
presencia del inserto (fragmento de PCR) en 5 colonias mediante una PCR. La PCR
presento las siguientes caracteristicas 1X Buffer PCR, 1.5 mM de Mg2+ , 0.125 mM de
dNTPs, 0.6 U DNA polimerasa (Fermentas), 2 pmoles del cebador M13R
(5"TTTCACACAGGAAACAGCTATGAC3) y 2 pmoles del cebador MI13F
(5"CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACS"). Los productos de PCR fueron separados
mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%, TBE 0.5X a 40V por 90 minutos,
determinandose el tamafio del fragmento amplificado y comparandolo con el tamafio

esperado del inserto.

Las colonias que presentaron el inserto del tamafio esperado fueron sembradas en
50ml de medio LB con 50ug/ml de kanamicina y fueron incubadas a 37°C por 16 horas.

A partir de las colonias, se extrajeron los plasmidos utilizando el kit comercial Wizard
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Plus S V Minipreps (Promega). EI ADN plasmidico fue secuenciado en ambas
direcciones utilizando BigDye Sequencing kit 3.1 en un analizador Genético ABI 3130
DNA sequencers® (Applied Biosystems) utilizando los cebadores M13F y M13R. Las
secuencias generadas fueron editadas utilizando el programa MEGA v4.0 3 y se les

realizd un analisis de similaridad mediante Blast.

31



IV. RESULTADOS

1 Extraccion y cuantificacion de ADN

Las 36 muestras de ADN extraidas se encontraron a una concentracion de entre
50ng/ul y 100 ng/ul. Se prepararon alicuotas de cada una de las muestras todas a una

concentracion de 20 ng/ul.

2 Amplificacion de los Microsatélites

Los 38 marcadores seleccionados fueron evaluados en muestras de ADN de
ovino, caprino o bovino y en muestras de ADN de alpaca. Todos los marcadores
presentaron amplificacién en las muestras de ADN control empleadas (ovino, caprino o

bovino), sin embargo no se observo lo mismo en las muestras de alpaca.

Las condiciones de temperatura empleadas inicialmente para la PCR fueron
modificadas para buscar una amplificacién mas especifica en las muestras de alpaca.
Las condiciones finalmente empleadas fueron: 1 ciclo de 95°C por 5 minutos 30 ciclos
de 95°C por 30 segundos, temperatura de alineamiento por 1 minuto, 72°C por 30

segundos.
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De los 38 marcadores microsatélites probados solo 12 presentaron producto de
amplificacion en los geles de agarosa (Anexos 1-2) sin embargo solo se logro obtener
amplificacion especifica para uno de ellos, el marcador AGLA293. Los resultados

obtenidos se observan en al Tabla 2.

Los 12 marcadores que presentaron productos de amplificacion también fueron
evaluados en geles de poliacrilamida (Figuras 4-6) observandose la presencia de
multiples bandas inespecificas las cuales presentaban un patrén diferente al del control
positivo (ADN ovino, vacuno, caprino); en algunos casos el patron de bandas no era
conservado entre las dos muestras de ADN de alpaca esto indica un alta inespecificidad
del cebador. Se observo en uno de los geles que el fragmento de menor tamafio (236bp)
del marcador BM1818 presento la morfologia de un marcador microsatélite dinucleotido

(Figura?).
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Tabla 2. Tamafio de los fragmentos amplificados por los 12 marcadores microsatélites que mostraron amplificacion. Se

observan los resultados obtenidos a distintas temperaturas de alineamiento en alpacas.

Tamario esperado 56°C 58 °C 60°C
BM4630 154-162"" 400, 500, 900 400, 550, 950 ]
BM1818 252-282% 250, 800 250, 800 ]
CSSMO066 184-194™ 350 350, 400, 500, 700 ]
AGLA293 200-232% 150 150 )
BM4621 133-147% 700, 900 650, 800, 850 )
TGLA179 90-121% 350, 500 400, 510, 800 )
ILSTS011 264-295% 200, 500, 700, 1000 250, 500, 8000 )
MAF70 130-150° 150, 500, 600, 650 150, 500, 600, 700 )
BM6444 128-134"* 250, (650), 750 250, 700 .
BM6438 263-277% 100, 400, 450 400, 1000 ]
BM4505 247-310% 350 350 )
HEL10 118-126" 350, 400, 700, 900, 1000 350, 400, 450, 700, 900
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Figura 4: Productos de amplificacién de 5 marcadores moleculares en alpaca. 1. BM1818,
2.BM4505, 3.BM6438, 4.AGLA 293, 5.BM4630. M indica en marcador de peso
molecular 100bp. A. muestra de ADN vacuno, Al muestra de ADN caprino, A2 muestra
de ADN ovino, B- C muestras de ADN de alpaca, D. blanco. Poliacrilamida 12% - tincion

en plata
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Figura 5: Productos de amplificacion de 5 marcadores moleculares en alpaca. 1.BM4621,
2. ILSTS011, 3.TGLA179, 4.BM6444, 5.HEL10. M indica en marcador de peso
molecular 100bp. A. muestra de ADN vacuno Al muestra de ADN caprino, B- C muestras

de ADN de alpaca, D. blanco. Poliacrilamida 12% - tincion en plata
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Al B C DA2B C D

Figura 6: Productos de amplificacion de 5 marcadores moleculares en alpaca.
1.CSSMO066, 2.Maf70. M indica en marcador de peso molecular 100bp. A1 muestra de
ADN caprino, A2 muestra de ADN ovino, B blanco, C - D muestras de ADN de alpaca.

Poliacrilamida 12% - tincion en plata

37



900
800

700
600
500

400
300

toAA MY

200

*

<+ 100

Figura 7: Morfologia de microsatélite del marcador BM1818. Se observan los
productos de amplificacion de 5 de los 12 marcadores que amplificaron en alpaca.
1.BM1818, 2.AGLA293 3.BM6438, 4.BM4505, 5.MAF70. en 3 muestras de ADN de
alpaca. M indica en marcador de peso molecular 100bp. En cuadrado sefiala los
productos de amplificacion del marcador BM1818 el cual muestra la morfologia de un

microsatélite. Poliacrilamida 12% - Tincion en plata
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3 Identificacion de marcadores microsatélites en alpacas

A partir de la purificacion de un fragmento de 150 pb del marcador AGLA193 y
del fragmento de 236 pb del marcador BM1818 se clonaron y secuenciaron ambos
fragmentos.(Anexo 3-4) El analisis de la secuencia del fragmento de 150 pb del
marcador AGLA293 indico la ausencia de secuencias repetitivas que sefialaran la
presencia de un microsatélite en la regién amplificada. Al realizar una analisis de
alineamiento y similaridad mediante el programa Blast indicO que el fragmento
amplificado no presentaba similitud con un marcador microsatélite sino con una regién
del citocromo P450 (91% similitud y e-value 0.002) de Homo sapiens (Tabla 3). En la
secuencia obtenida del fragmento de 236 pb del marcador BM1818 se observa la
presencia de una secuencia repetitiva conformada por 10 repeticiones de CA (citosina,
adenina), identificada como un microsatélite dinucleétido. (Figura 8). Al realizar una
andlisis de alineamiento y similaridad mediante el programa Blast indico que el
fragmento amplificado presentaba similitud con un marcador microsatélite (83 %

similitud y e-value 3.00e*) en equino (Equus caballus) (Tabla 3).
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Tabla 3 : Resultados obtenidos del Blast para el marcador AGLA293 y el BM1818

Marcadores Cadigo de Acceso Descripcion Max score | Total score cc()%/ﬁ;{;e E value | Max ident
BM1818 gi[242109016|FN405678.1 Equus caballus microsatellite DNA, locus 150 150 61% 3.00E-33 85%
ABGel14074
AGLA293 gi|195927052|NG_008338.1 Homo sapiens cytochrome P450, family 7, 50.7 50.7 23% 0.002 91%

subfamily B, polypeptide 1 (CYP7B1) on
chromosome 8
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TAGCTGGGAA TATAACCAAA GGAAACAAGA GCACTAACTT 40

GAAAAGATAT CTGCAGCCCT ATGTTCACAG CAGCACAATT 80

TACAACAGCC AAGACATGGA AACAACTTCA GGGTCCATCA 120

GTGGATGAAT GTATAAAGAA GTTATGGTAC ACACACACAC 160

ACACACACAG GAATGTTACT CACCCATAAA AAATGAGGAA 200

ATTGCAACAA CTTGCATGGA CCTTGAAAGC ACTAA 236

Figura 8. Secuencia de nucledtidos del fragmento de 236 bp del marcador BM1818. La secuencia

de color azul subrayada sefiala el microsatélite (CA)10.
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4 Caracterizacion del Marcado BM1818

Con la finalidad de evaluar el grado de polimorfismo del microsatélite
encontrado se realiz6 una PCR del marcador BM1818 para 20 muestras de ADN
gendmico de alpaca de distintas localidades y los productos de la PCR fueron evaluados

en un gel de poliacrilamida 12%.

En los geles se evalud principalmente las diferencias en el patron de bandas
observadas entre los 200 pb y 300 pb. Los resultados mostraron la presencia varias
bandas en esa zona, sin embargo dos de ellas de aproximadamente 236 pb mostrando
variaciones en su patron de electroforesis, observandose la presencia de una bandas
inconstante en todos los individuos (Figura 9) lo cual podria indicar la presencia de

polimorfismos.
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A B C D E F
M1 2 3 4 56 7 8 9 1011 12 1314 15 16 17 18

Figura 9: Polimorfismo del marcador BM1818. ElI marcador fue probado en 18
muestras de ADN de alpaca de distintas localidades con la finalidad de identificar la
presencia de polimorfismos. La ultima fila es el blanco (19). A. Sector Carniceria B, B.
Sector Carniceria A, C. Sector Cochas, D. Sector Lachoc, E. Sector Malkini, F. Sector
Pallcapampa. La flecha sefiala el microsatélite de interés (236bp). Poliacrilamidad 12% -
tincion en plata.
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V. DISCUSION

La fibra de alpaca es un recurso economico de gran importancia en el Perd. El
pafs cuenta a la fecha con aproximadamente 3 millones de ejemplares,® convirtiéndolo
en el mayor productor de fibra de alpaca a nivel mundial. En los ultimos afios la calidad
de la fibra de alpaca ha decaido enormemente debido a una inadecuada seleccion y mal

manejo de la reproduccidn de los ejemplares.

Es necesario un numero considerable de marcadores moleculares para poder
entender el patrén de segregacion de la finura de la fibra. En la actualidad se han
reportado alrededor de 100 marcadores genéticos validados para alpaca, numero
insuficiente para rastrear el caracter de interés, por lo que es necesario generar un mayor

nlmero de marcadores para esta especie,®°1011:1213.14

Una de las técnicas utilizadas para generar marcadores microsatélites en forma
rapida, es el empleo de marcadores microsatélites conservados de especies relacionadas,
lo cual se basa en la capacidad de amplificacién cruzada entre especies evolutivamente
cercanas. Dos especies poseen dicha cercania, cuando las secuencias nucleotidicas de
sus genomas se encuentran conservadas, lo que implica que se han diferenciado hace
poco tiempo. Esto otorga la posibilidad de que algunos de los marcadores moleculares

de una especie puedan amplificar en otra.
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Con la finalidad de generar nuevos marcadores microsatélites en alpacas se
evaluo la presencia de amplificacion cruzada para marcadores microsatélites reportados
para la familia Bovidae (ovinos, bovinos y caprinos), los cuales al igual que la Familia
Camelidae son miembros del Orden Arthiodactila. La divergencia de estas familias data
del Eoceno (54 - 34 millones de afos), estudios reportados sefialan la conservacion de
las secuencias flanqueantes de microsatélites entre especies que han divergido hasta 470

millones de afios. '8

De los 38 marcadores microsatélites evaluados, se obtuvo amplificacion cruzada
en 12 de ellos (31.6%) en alpaca (Tabla 2). Solo uno marcador (AGLA293) presento un
producto de amplificacion especifico en geles de agarosa, pero al ser evaluado en geles
de poliacrilamida mostro la presencia de bandas inespecificas. Se analiz6 la secuencia
nucleotidica sin encontrar la presencia de un marcador microsatélites. Al realizar una
comparacion de la secuencia mediante Blast, ésta mostrd ser similar a un citocromo
p450 de humanos (Tabla 3). Esto puede deberse a una degeneracion del microsatélite
debido a mutaciones que llevaron a la pérdida de su secuencia o a la del cebador, lo cual

se ocasiona por la divergencia entre rumiantes y camélidos. %

Por otro lado, el fragmento de 236 pb del marcador BM1818, fue evaluado en
geles de poliacrilamida y presentd la morfologia caracteristica de un microsatélite
dinucleotido, con la presencia de 2 bandas de solo un par de nucleotidos de diferente
tamafio. Esta morfologia se debe a que la ADN polimerasa se “desliza” al sintetizar la

secuencia suprimiendo una de las repeticiones del marcador ocasionando que se generen
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fragmentos con 2 pares de bases de diferencia.>® La presencia del microsatélite fue
comprobada mediante el clonamiento y secuenciamento del fragmento, confirmando la
presencia de un microsatélite dinucleétido compuesto de 10 repeticiones de Citosina y
Adenina (CA)jo. La secuencia de nucleotidos del fragmento amplificado mostro ser
similar a una secuencia reportada de un marcador microsatélite de caballo (Equus

caballus) (Tabla 3).

Estos resultados contrastan con lo reportado entre distintas especies como:

bovinos-caprinos-ovinos®, ungulados-ciervos®, bovidos-ciervos rojos®’, caribu-cervidos
- - 88 - 89 - . - gO 91 - -

y caribu- bovidos™, cervidos™, oveja—oveja y oveja-cabra™, aves’ que indican la

conservacion de las secuencias flanqueantes.

Sin embargo los autores no obtiene un 100% de éxito, Roed y Mididthjell (1998)
reportan solo un 73.9% (17/23) de amplificacion cruzada entre distintas especies de
cervidos®. Niemczewski y col (2002) obtuvo 44% de amplificacion cruzada entre
bévidos y el ciervo rojo de mazurian (Cervus elaphus) ®. Poissant y col consiguieron
38.12% de amplificacion cruzada entre oveja domestica (Ovis aries) y oveja salvaje
(Ovis canadensis) y solo 25.9% de ellos amplificO también en cabra de monte
(Oreamnos americanus)®, mientras que Huang y col (2005) reporté amplificacion
cruzada entre pato y el pollo, el ganso o el pavo real; obteniendo un 14.3% (5/35) de
amplificacion cruzada entre pato y pollo, un 62.9% (22/35) de amplificacion cruzada
entre el pollo y el ganso, y un 0% de amplificacion especifica entre el pollo y el pavo

real. %*
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Esto indica que si bien existe un grado de conservacion de las secuencias
flanqueantes éste no es homogéneo a lo largo de todo el genoma. Se observa también
que hay variaciones en el numero de alelos reportados para ciertos loci, indicando que la

informatividad del marcador depende de la especie.

La ausencia de conservacion de las secuencias flanqueantes entre bovidos y
alpacas podria deberse al tiempo de divergencia de estos dos subordenes. La
diferenciacion entre ambos seria mayor a la inicialmente asumida, razon por la cual no

se observa amplificacion especifica para los microsatélites analizados.

Sin embargo la secuencia del fragmento de 236bp del marcador BM1818
presentd una alta similitud con la secuencia de un microsatélite reportado en caballos
(Equus caballus) (Tabla 3). Los caballos son miembros del orden Perissodactila, el cual
se diferencio del orden Arthiodactila a finales del Paleoceno, y para principios del
Eoceno (hace 54 millones de afios) ya estaba diversificado.** * El tiempo de divergencia
entre los equinos y las alpacas es mayor que entre los bdvidos y las alpacas, no obstante
existen datos que reportan la conservacion de las secuencias flanqueantes de marcadores

microsatélites entre especies que divergieron hace 470 millones de afios.*®

Al analizar el grado de polimorfismo del marcador BM1818, se observo una
variacion en el nimero de bandas obtenidas en el gel de poliacrilamida en la zona

correspondiente a un tamafio de 236bp, lo cual podria indicar la presencia de
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polimorfismo. El indicio de polimorfismo no es del todo concluyente debido a la
inespecificidad de los cebadores, que son los causantes de la presencia de un gran
numero de bandas inespecificas en el gel, ocasionando que sea dificil identificar la

presencia de distintos alelos para el marcador analizado.

Los resultados obtenidos durante el experimento indican la ausencia de
amplificacion especifica para los marcadores microsatelites de bdvidos evaluados en
alpacas y solo un 2.63% (1/38) de éxito de amplificacion de microsatélites, lo cual
sefiala un bajo grado de conservacion entre las secuencias flanqueante de los marcadores

evaluados.
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V1. CONCLUSIONES

1.  Los resultados sefialan un bajo grado de conservacion de los marcadores

genéticos de la familia Bovidae en familia Camelidae.

2. Los cebadores, AGLA293, BM1818, no corresponden a marcadores

genéticos informativos.

3.  El cebador AGLA293 presenta amplificacion especifica sin embargo su

secuencia no incluye un microsatélites.

4. El cebador BM1818 presenta un microsatélite dinucleotido CAo en el

fragmento de 236bp.
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VII RECOMENDACIONES

1. No se recomienda el uso de marcadores de otras especies de la familia
Bovidae para la generacion de marcadores genéticos de las especies dentro de la Familia

Camelidae.

2. Se recomienda el disefio de cebadores especificos del marcador BM1818

para poder determinar si este es polimorfico.

3. Se recomienda buscar nuevos marcadores genéticos informativos para

alpacas entre los hallados en la subfamilia Camelini.
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ANEXO 1

Amplificacion de 12 marcadores microsatélites en alpaca mediante la tecnica de PCR a una
temperatura de alineamiento de 56°C. La M indica al marcador 100bp 1.BM4630,
2.BM1818, 3.CSSM066, 4. AGLA293, 5.BM4621, 6.TGLA179, 7.ILSTSO11, 8.MAF70,
9.BM6444, 10.BM6438, 11.BM4505, 12.HEL10

58



ANEXO 2

Amplificacion de 12 marcadores microsatélites en alpaca mediante la tecnica de PCR a una
temperatura de alineamiento de 58°C. La M indica al marcador 100bp 1.BM4630,
2.BM1818, 3.CSSM066, 4. AGLA293, 5.BM4621, 6.TGLA179, 7.ILSTSO11, 8.MAF70,
9.BM6444, 10.BM6438, 11.BM4505, 12.HEL10
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ANEXO 3

Cromatograma obtenido del Secuenciamiento del marcador BM1818 con el primer primer
M13F.
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ANEXO 4

Cromatograma obtenido del Secuenciamiento del marcador BM1818 con el primer primer
M13R.
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