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RESUMEN

RESUMEN

Se aplica la técnica del ADN polimorfico Amplificado a Azar (RAPD) se aplica a estudio
molecular de Lama pacos (alpaca), esta metodologia se propone debido a que las técnicas de
microsatélites y ADN mitocondrial, que actualmente se utilizan, no tienen un uso préctico
cuando se trata de analizar gran cantidad de muestras.

Para la estandarizacion del RAPD se utilizo ADN gendmico a partir de sangre total y
cebadores de 10 nucleotidos siguiendo |os protocol os estandarizados modificando basicamente la
concentracion de MgCl, a 25 mM permitiendo aumentar la intensidad de las bandas y una
mejor visualizacion. Se prosiguiéo con la identificacion de cebadores informativos, de 23
cebadores fueron seleccionados 7 (OPF-05, OPI-04, OPB-03, OPI-18, OPB-11, OPA-18 y
OPI-14) por generar numerosas bandas por muestras analizadas. Estos cebadores permitieron
obtener perfiles diferentes entre alpacas hibridas y puras; en la muestra poblacional estudiadas no
se encontraron apacas que tuvieran un perfil de bandas similares a los presentados por los
animales puros, esto explicaria el grado de hibridacion que existe debido a un inadecuado
cuidado en €l cruce, esto trae como consecuencia, por ejemplo, una baja calidad en la produccién
de fibra por las alpacas y Ilamas hibridas disminuyendo € ingreso econdmico para las familias
campesinas. En 8 alpacas los cebadores OPB-03 y OPA-18 mostraron bandas polimorficas de
650 pb y 1000 pb respectivamente, este polimorfismo nos podria indicar alguna mutacion o
variabilidad intraespecifica, ya que estos animales no presentan diferencias fenotipicas evidentes.

Palabras claves: Lama pacos, RAPD, ADN gendmico, decanucleotido, suri, huacaya.
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ABSTRACT

ABSTRACT

The Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) is applied on the molecular study of Lama
pacos (Alpaca), this methodology is proposed because the microsatellites and DNA
mitochondrial techniques, which are used commonly, don't have a practical utility when is
necessary to analyze great quantity of samples.

Genomic DNA obtained from total blood and primers of 10 nucleotides were used to
standardize the RAPD technique following the standardized protocols, and concentration of
MgCl2 was modified at 25 mM which alowed an increase at the intensity and a better
visualization of the bands. After the standardization, the identification of informative primers
was realized, beginning with 23 primers, selecting only 7 (OPF 05, OPI 04, OPB 03, OPI 18,
OPB 11, OPA 18 and OPI 14), because the presence of several bands for the analyzed samples.
These primers let obtain different profiles between hybrid and pure alapacas; in the sample were
not found alpacas with a similar bands profiles to those presented by the pure animals, this would
explain the hybridization grade that exists due to an inadeguate care in the crossing, this results
in, for example a low quality in the fiber production from the hybrid alpacas and llamas,
diminishing the economic entrance for the rural families. In 8 apacas the primers OPB-03 and
OPA-18 showed polymorphic bands of 650 pb and 1000 pb respectively, this polymorphism
could indicate some mutation or intraespecific variability, since these animals don't present
evident phenotypic differences.

Key words: Lama pacos, RAPD, genomic DNA, decanucleotid, suri, huacaya.
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I. INTRODUCCION

l. INTRODUCCION

Los camélidos sudamericanos descienden de un ancestro extinto (Paleollama), cuyo
habitat fue América del Norte. Actualmente los camélidos sudamericanos comprenden 4
especies: 2 silvestres y 2 domesticas. La descendencia de las especies domésticas
(lama y alpaca) es controvertida; la hipotesis planteada es que el guanaco seria el
ancestro de la llama y la alpaca, y que la vicuiia nunca ha sido domesticada; esta
controversia es tema de investigacion en los ultimos 20 anos y oportunidad para
desarrollar técnicas moleculares.

El ptimer secuenciamiento de ADN de camélidos sudamericanos fue publicado por
Stanley , en este trabajo se determind la evolucion y las relaciones taxondmicas
utilizando el ADN mitocondrial, especificamente la secuencia del citocromo b y los
microsatélites presentes en el ADN Nuclear. Del anadlisis de secuencia se determino que
la llama desciende del guanaco y la alpaca es la forma domesticada de la vicufa.
Ademas han ocurrido repetidos eventos de hibridacion a través del tiempo originando que
sélo el 20% de alpacas y 60% de llamas sean genéticamente puras.

El desarrollo de técnicas moleculares rapidas para el estudio de los camélidos
sudamericanos permitira a cientificos tener herramientas alternativas para mejorar las
especies, mejora que fue interrumpida por la conquista espafiola la cual produjo una
masiva mortalidad no solo de pobladores sino de camélidos domesticados
(aproximadamente 90%), los supervivientes se desplazaron a zonas muy altas, los cuales
eran lugares muy inhéspitos para los conquistadores europeos. En este proceso, muchos
de los conocimientos actuales preservados por los campesinos para el cuidado y manejo
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de camélidos sudamericanos fueron transmitidos oralmente, conocimiento que cambio a
través del tiempo trayendo consigo un entrecruzamiento arbitrario.

La técnica del ADN Polimorfico Amplificado al Azar (RAPD) se basa en el uso de
cebadgl}es cortos mayores de 9 bases con la Reaccién en Cadena de la Polimerasa
(PCR)"". ElI RAPD se ha utilizado con gran éxito en la caracterizacién de organismosGdSe
diferentes origenes é’ grados egc&lutivos, asi por ejemplo, cepas bacterianas
mamiferos16, peces 'y anfibios™ . Esta técnica es especialmente utii en la
caracterizacion de la primera generacion de hibridos de generaciones posteriores entre
especies genéticamente diferentes.

En alpacas, el uso combinado d%a secuenciacion del citocromo b y por lo menos 4
microsatélites reportado por Kadwell™ ™ constituyen herramientas biomolecualares pero a
la vez no tiene un uso practico cuando se trata de analizar un numero grande de
muestras, éstas requieren equipos costosos y sofisticados, alta capacitacion técnica
ademas de ser muy laboriosos y consumir mucho tiempo. El desarrollo de la técnica del
RAPD puede ser una alternativa que permitira descartar animales hibridos y conservar
los puros, estableciendo rebafios de animales con ciertas caracteristicas en un menor
tiempo y con menos complicaciones técnicas.

1.1. Objetivo general

Aplicacion de la técnica del ADN Polimorfico Amplificado al Azar (RAPD) para el
estudio molecular de Lama pacos (alpaca).

1.2. Objetivos especificos
1. Estandarizar la técnica del ADN Polimorfico Amplificado al Azar (RAPD)

2. Seleccionar cebadores especificos e informativos que generen perfiles genéticos
diferentes.

3. Correlacionar los resultados de las pruebas moleculares con las caracteristicas
fenotipicas de las alpacas estudiadas.

12
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Il. ANTECEDENTES DEL PROBLEMA

En el afo 1999 se reportd el primer analisis evolutivo molecular de la familia Camelidae,
por analisis de la secuencia del citocromo b de origen mitocondrial y se estimé por el
tiempo de divergencia de las tribus del viejo mundo (Camelini) y el nuevo mundo (Lamini),
encontrandose una divergencia de 17,3-19,6%, este dato sugiere que la tasa promedio
de sustitucion de nucledtidos es de 1,6 a 1,8% por millones de afos. Los datos de la
secuencia de ADN, también fueron utilizados para probar las actuales hipoétesis
concernientes a los ancestros de los animales domesticados llama y alpaca. Los
resultados muestran que la hibridacién ha ocurrido en los ancestros de ambos siendo
posible, como resultado de este tégbf}o, que la alpaca verdaderamente se origine como
una forma domestica de la vicufia™ .

A pesar de estos estudios los origenes de las alpacas y llamas domésticas
sudamericanas son controvertidos debido a la hibridaciéon cercana a la extincién durante
la conquista espafiola y las dificultades en la interpretacion arqueoldgica.
Tradicionalmente el ancestro de ambas formas, alpaca y llama, es atribuido al guanaco.
Mientras se asume que la vicuAa nunca ha sido domesticada. Estudios recientes han
relacionado la aIpacaSS la vicufa, sefialando su domesticacion de 6000 a 7000 anos en
los andes peruanos . Se determino en detalle las relaciones genéticas entre los
camélidos sudamericanos para determinar los origenes de las formas domesticas,
utilizando ADN mitocondrial y microsatélites. El analisis de ADN mitocondrial ubica, con
un 80% de probabilidad, las secuencias genéticas de la llama y alpaca en el linaje del
guanaco. Examinaron también 4 microsatélites en vicufia salvaje y guanaco de
procedencia conocida; en contraste al ADN mitocondrial, los marcadores microsatelitales
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mostraron alta similitud genética entre alpaca con vicufa, y llama con guanaco47
Finalmente, el analisis combinado de marcadores en otro grupo de muestras confirmé la
interpretacion de los microsatélites y sugirié que la alpaca desciende de la vicufia, y que
podrian ser reclasificada como Vicugna pacos. Este resultado es5g‘nportante para el
manejo futuro de los camélidos domésticos y salvajes en sudamérica

2.1. Importancia del problema

Hay tres formas de comercializaciéon de la alpaca: como animal vivo, la venta de su carne
y fibra.

A fines de la década de los 50, la produccion mundial de mohair bordeaba 25.000
ton, siendo los Estados Unidos de América el mayor productor, donde ahora ha perdido
vigencia; Por la misma época se producian alrededor de 2.000 ton/afio de cashmere
limpio, lo que no parece haberse incrementado, aunque la informacién de los paises
productores, como China, India y Mediano Oriente no son claras. Algunos paises
tradicionalmente productores de lana, como Australia, Nueva Zelanda y Argentina han
incursionado en este rubro. En este panorama, la importancia de la fibra de alpaca decae
no solamente por la tendencia del bajo consumo de fibras animales en el mundo, sino
también por la falta de mejoramiento. En el Perud, como mayor productor, no existe mucho
interés empresarial por la crianza y mejoramiento de alpacgi,S%ebido a que no se ha
desarrollado la industria textil y hay poco incentivo econémico™ "~ .

En la produccién de alpaca y llama todavia no se dan tales condiciones. No obstante,
antes de los cambios ocurridos en la ovejeria de Australia y la textileria inglesa, muchas
medidas de mejoramiento se demostraron como factibles de ser aplicadas a la alpaca,
entre ellas la esquila anual, clasificacion por finura y longitud, incremento del color blanco,
etc. A pesar de todo ello la modernizacion en la industria alpaquera es todavia
incipiente52.

Las fibras de alpaca y llama pueden tener una utilizacion textil mas variada, siempre
que se oferten en volumenes significativos, bajo especificaciones y normas técnicas, asi
por ejemplo el valor total exportado de fibra en 1998 asciende a 1903.8 ton con un valor
US$ 23.8 millones, siendo superior a}l5valor de fibra exportada en 1997 que fue de 1,606
ton. con un valor de US$ 12 millones

Los mayores volumenes colocados y el aumento del precio en 12% en promedio
durante 1998, explican este comportamiento. El precio promedio fue de US$ 7/Kg
dependiendo éste de la calidad de fibra. Los principales mercados a los que se dirige la
fibra son: China (41%), Italia (30%) %é?eino Unido (12%) y para el hilado se tiene como
principales mercados a Brasil y Chile

Cabe sefialar que en los proximos anos los paises importadores, Australia, China y
Nueva Zelanda aumentaran la produccion interna de alpacas, debido a que en 1991 y
1992 importaron de Peru ejemplares de camélidos para su reproducciéon masiva. Cuando
Peru prohibié la exportacion de ejemplares vivos, esos paises adquirieron tejidos para

14
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lograr, por medios genéticos, mejorar sus ejemplares. Australia, China y Nueva Zelanda
tienen aproximadamente 300.000 alpacas, sometidas a proceso genético para mejorar la
calidad de fibra, Dentro de 10 afios tendran entre 10 y 12 millones, mas del doble de las
que tiene Peru™.

En el afo 2002 la venta de fibra disminuye notablemente, por esto los criadores
tuvieron que sacrificar alpacas para vender su carne. En el 2003 existian 3 millones de
alpacas frente a los 3.2 millones que habian en el 2002. El consumo de carne se ha
duplicado ante una escasa venta de la fibra. En el afio 2002 se llegd a exportar entre 600
y 700 cabezas de alpacas, teniendo un precio que fluctuaba entre US$ 1,000 y US$
1,500 por alpaca. La alpaca2 se exporta con fines de crianza y reproduccion para
posteriormente utilizar su fibra™.

En el mercado externo, principalmente Estados Unidos, Australia y Nueva Zelanda,
la venta de alpacas se realiza mediante subastas que normalmente es de 1,800 animales
al aio; sin embargo la demanda del auquénido en el mercado externo decrecié debido al
clima de esos paises. Actualmente se estan exportando entre 600 y 700 cabezas como
maximo, teniendo un precio de subasta para exportacion que fluctia entre US$1,000 y
US$1,500 por alpaca.

Segun el Instituto Peruano de la alpaca en el Peru 95% de las alpacas esta en
manos de 167.000 familias campesinas, cada una de las cuales tienen 70 animales
promedio, cada familia obtiene unos 600 ddlares anuales promedio por la venta de la
fibra.

Por encima de los 4.000 metros no hay vegetacién ni agricultura, y casi la unica
actividad posible es la ganaderia, pero no la vacuna ni la ovina, dada la escasez, dureza
y pobreza de los pastos naturales. Los uUnicos animales que subsisten alli son los
camélidos oriundos de la cordilleé'a de los Andes: alpacas, guanacos, llamas y vicufas, de
habitos alimenticios tan frugales™.

La fibra de alpaca posee caracteristicas textiles potenciales, seria un error insistir en
los usos tradicionales a que se destinan estos productos en el exterior, soslayando la
realidad.

La alpaca debe ser mejorada sobre la base de investigaciones genéticas para
obtener productos derivados con mayor y mejor calidad que deberia ser la base de un
manejo sostenible y adecuado de la alpaca dando lugar a mejorar el precio no soélo del
mercado interno sino también externo de sus productos derivados, trayendo como
consecuencia la mejora de las condiciones de vida de la poblacién que comparte las
heladas alturas andinas con los camélidos, uno de los sectores sociales mas deprimidos
del pais.

Para que las investigaciones sean un verdadero instrumento del desarrollo de los
camélidos, es necesario que esta responda a objetivos muy concretos y esté enmarcada
dentro de un esquema general de progreso, con prioridades claramente establecidas.
Desde el punto de vista social, dado que los camélidos domésticos cumplen una funcion
socioecondmica muy importante, por constituir el medio de vida de un vasto sector de la
poblacion altoandina, la investigacion debe estar dirigida a mejorar el nivel de vida de esa
poblaciéon mediante una produccion mas eficiente. Ademas debemos ser conscientes que
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dichas investigaciones deben ser acordes con la realidad, es decir si queremos mejorar
genéticamente alpacas se debe buscar metodologias que sean rapidas y econdémicas,
caracteristicas que cumple el RAPD frente a estudios como microsatélites o el estudio del
ADN mitocondrial que utilizan relativamente mas tiempo, necesitan un mayor nivel técnico
haciéndolos menos econdémicos. Por esta razon, la aplicacion de la técnica del RAPD
puede ser una alternativa, nos dara la capacidad para descartar en el futuro, por ejemplo,
animales hibridos y conservar los puros, esta técnica podria brindar marcadores
genéticos para establecer rebafios de animales con ciertas caracteristicas en un menor
tiempo y con menos complicaciones técnicas. Esto es muy importante debido a que el
80% de las alpacas actuales son hibridas, siendo ademas practicamente imposible la
identificacién de animales puros en base solo a caracteristicas fenotipicas.

16
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lll. GENERALIDADES

3.1.ASPECTOS GENERALES DE LA ALPACA (L ama
pacos)

3.1.1 EVOLUCION

Los camélidos sudamericanos se clasifican taxonomicamente en el orden Artiodactyla
suborden Tylopoda y familia Camelidae. A nivel de tribu se dividen en Lamini 'y Camelini,
y a nivel de género en Lama y Vicugna, para animales del nuevo mundo, y camelus para
los del viejo mundo (Tabla N° 1).

Tabla N° 1. Descripcion taxonémica de Lama Pacos (alpaca)

"Programa Cybertesis PERU - Derechos son del Autor" 17
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de Lama pacos

CATEGORIA | TAXA DESCRIPCION

Reino Animalia Animales: Sistemas multicelulares que se nutren
por ingestion.

Subreino Eumetazoa Animales con cuerpo integrado por dos o mas
lados simétricos.

Rama Bilateria Cuerpo con simetria bilateral con respecto al
plano sagital.

Filo Chordata Cordados: Animales con médula espinal, o
corddn nervioso.

Subfilo Vertebrata Vertebrados: Cordados con columna vertebral.

Superclase Gnathostomata |Vertebrados con mandibulas.

Clase Mamalia Mamiferos: Poseen pelos en la piel.

Orden Artiodactyla Mamiferos de Pezufias Pares

Familia Camelidae Camellos

Tribu Lamini Camélidos Sudamericanos

Género Lama llama, alpaca y guanaco

Especie Lama pacos alpaca

Ambas tribus se originaron en América del Norte durante el plioceno. Al final de este
periodo, hace u%%s 3 millones de anos, los Camelini migraron al Asia y los Lamini a
América del Sur™~, donde habitaron en zonas aridas y semiaridas utilizando funciones

anatomo-fisiolégicas especializadas para adaptarse al estrés térmico, deshidratacion e
hipoxia producida por la altura en el caso de los camélidos sudamericanos. Actualmente
existen cinco especies: llama (Lama glama), alpaca (Lama pacos), vicufa (Lama vicugna)
en el nuevo mundo, dromedario (camelus dromedario) y el bactriano (Camelus
(Grafico N°1).

bactrianus) en el viejo mundo

18
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lll. GENERALIDADES

Grafico N° 1. Origen evolutivo de los camélidos sudamericanos.

La interpretaciéon de los estudios realizados por Jane Weeler y Raul Rosadio de
Coordinadora de Investigacién y Desarrollo de Camélidos Sudamericanos, sugirieron que
la alpaca es una forma domestica de la vicufia. ( Foto: Cortesia Jane Wheeler)

3.1.2 DISTRIBUCION Y ECOLOGIA

Desde su domesticacion, hace 6.000 afios en las punas centrales del Peru60, la crianza
de alpacas fue llevado por el hombre a los valles interandinos hace 3.800 afios, segun las
evidencias procedentes de los sitios arqueoldgicos de Cotos (Huanuco) a 1.900
m.s.n.m.62 y de Huacaloma (Cajamféca) a 2.700 m.s.n.m. Finalmente, es probable que
se extendiera a las costas del norte ~ y del sur hace 900 a 1000 afios. A consecuencia
de la invasién espafiola del siglo XVI, tanto las alpacas como las llamas fueron
diezmadas y desplaqadfdas de la costa y los valles interandinos hacia las elevaciones mas
altas de los Andes . Actualmente la distribu-cion de la alpaca se extiende desde
Cajamarca (de reciente reintroduccion) y el norte del departamento de Ancash, hasta el
Lago Poopo, en Bolivia, norte de Chile y noroeste de Argentina. En toda esta area se
localizan eIeva%i8nes de 4.000 m.s.n,m. o superiores. Aunque no existen evidencias
paleontolégicas™ , ni arquezooldgicas ~, de la presencia de alpgcas en Ecuador, en
1987 se ha introducido alpacas chilenas a los Andes ecuatorianos™ (Grafico N° 2 y N°
3).

Grafico N° 2 Distribucion actual y prehispanica de alpacas en Sudamérica.

Fuente: entrega personal Dra. Jane Wheeler, Dr. Raul Rosadio
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Grafico N° 3.Distribucién aproximada de la poblacién de camélidos sudamericanos en

paises andinos en el 2001
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3.1.3 RAZAS Y FIBRA DE ALPACAS

Una raza es un conjunto de animales que tienen un origen comun y caracteristicas que
los distinguen como un grupo_reproductivo y un tipo seria una variacion en apariencia o
conformacion entre animales™ . La denominacién de tipo es aparentemente amplia y
puede ser empleada para agrupar razas por una caracteristica comun, o definir formas
diferentes en conformacién, por ejemplo carne, leche, lisos y crespos. El término v%r\jsedad
es también un poco ambiguo, pudiendo incluir variaciones fenotipicas no genéticas™ . Sin
embargo, a diferencia del significado tan amplio de tipo, variedad puede interpretarse
como un subconjunto de individuos dentro de una especie o raza, que responde a un
genotipo definido y presenta estabilidad fenotipica. Considerando esta ultima definicion,
una variedad puede por seleccion y apareamiento interconvertirse en una raza, y un tipo
puede convertirse en una variedad cuando la mayor parte de su expresion diferencial se
debe a factores genéticos transmisibles de generacion en generacion.

Existen dos razas reconocidas, la Suri y la Huacayag.La alpaca, sea Huacayo o Suri,
presenta fibra de color por pigmentacién natural; los colores son: a) soélidos basicos:
blanco, negro y castafio, este ultimo en tonos que van desde crema, conocido en el
comercio como LF ("light fawn"), hasta café oscuro; b) mezclados o matizados: gris, en
tonos de claro a oscuro, segun la proporcion de los componentes blanco y negro; rosillo,
también en tonalidades segun proporcién de blanco y castafio o el grado de oscuridad de
este ultimo (Grafico N° 4).

Grafico N° 4A. Razas de alpacas (Raza Huacaya)
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Grafico N° 4B. Razas de alpacas (Raza Suri)

En virtud de que la fibra blanca es la mas preciada, seguida de los colores claros, los
productores de alpaca tienden a incrementar la proporcibn de los mismos.
Aproximadamente el 30% del ganado alpacuno es blanco, mientras que en la llama el
color blanco puro no excede el 10%. Como disponibilidad comercial puede observarse
algo mas que esas proporciones, porque los campesinos suelen retener para usos
domeésticos los vellones oscuros y negros, por su menor precio de venta.

La alpaca de un ano de edad tiene fibra de 7 a 10 cm de longitud, suficiente para
todo proceso textil moderno. La fibra suele ser extralarga, cuando la esquila es cada dos
0 mas afos, criterio que caracterizaba a la textileria del pasado.

La compgsicion de aminoacidos de la queratina de la fibra de alpaca fue estudiada
por Villarroel ™ quien eligid muestras de fibra blanca Huacaya y Suri tipicas, analizo la
composicion de aminoacidos por métodos cromatograficos, encontrando un mayor
contenido de cisteina que la lana de ovinos, especialmente en Suri, lo que explicaria el
alto contenido de Azufre elemental, de 4,19%.

El vellén de la alpaca Suri posee caracteristicas notablemente diferentes al de la
Huacaya; sus fibras son de gran longitud, onduladas que caen a ambos lados del cuerpo
y de naturaleza dominante, es ligeramente mas ﬁnzf’s pesado, brillante y suave, y de
apariencia similar al de ovinos de la raza Lincoln ~. En la Huacaya, el velldbn esta
conformadp_ de fibras de menor tamafo, rizadas, que le confieren una apariencia
esponjosa . En la alpaca Huacaya, las mechas se mantienen perpendiculares al cuerpo,
observandose entrelazamiento en las fibras, facilitado por los rizos; sin embargo, en Suri,
las mechas caen paralelas al cuerpo, dejando expuesta la linea superior. La fibra
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Huacaya es menos uniforme, pero se puede tedir facilmente™. Se especula ademas,
diferencias en términos de menor adaptacion a medios extremos: mas susceptible a la
altitud y a los cambios bruscos de temperatura lo que explicaria el 884? numero de Suris
con respecto a la poblacion total de alpacas en los andes peruanos™’ . Sin embargo no
hay evidencias objetivas ni estudios realizados que expliquen este fendémeno.

En el Peru se produce cerca de 3000 ton/afio de fibra bruta de alpaca. En Bolivia la
produccion es de 250 ton/afio. La produccién de fibra de llama oscila entre 500 y 600
ton/afo. La produccion de alpaca en el Peru llegd a 3900 ton/afio, como el mayor
volumen histérico en 1969, para decaer a partir de la reforma agraria a 2500 ton/afio de
fibra bruta en el 2002, este volumen es imperceptible frente al consumo de lana en el
mundo, de alrededor de 1400000 ton/afio.

3.1.4 HIBRIDACION

Las cuatro especies de camélidos sudamericanos ticfgen el mismo cariotipo (2n=74) y
pueden cruzarse entre ellas produciendo crias fértiles . La mayoria de estos cruces son
raros, forzados por el hombre, y no ocurren en la naturaleza. La existencia de hibridos
fértiles productos de los cruces guanaco con vicufia, guanaco con alpaca, y vicufa con
llama, indican una separacion reciente de los dos géneros y refuerzan las evidencias
paleontolégicas de que esto ocurrid hace sélo 2 millones de afios. Se ha descrito un
grupo de hibridos guanaco con llama que vivian en estado silvestre en la provincia de
Cdrdoba, Argentina. Estos animales eran producto del libre cruzamiento en el campo vy
generalmente tenian el fenotipo del guanaco, aunque existian algunas con manch§15 de
color blanco en la cabeza y parte superior del cuello y otros de color casi blanco™ . El
comportamiento de estos g%iridos era igual al guanaco, sobrevivieron y se reprodujeron
sin problema. MacDonagh™~ no comenta si hubo cambios en tamafo corporal o calidad
de la fibra de este cruce. Sin embargo observa, en el sentido de que los "Harneros" del
Alto Peru prefieren hibridos guanaco con llama como animales de carga. Es muy
probable que estos animales tengan mas resistencia y fuerza que la llama, debido al vigor
hibrido que acompafa el cruce de cualquier animal doméstico con su pro- genitor
silvestre.

El cruce de la alpaca y vicufia es un cruce entre un animal doméstico con su
progenitor silvestre. No representa ni la domesticacion de la vicufa, ni el mejoramiento
genético de la alpaca, pues produce un animal con caracteristicas de vigor hibrido, con
mejora en la finura de fibra relativa a la alpaca durante una sola generacién. Los hibridos
de la primera generacion tienen fibra semejante a la vicufa, pero esta caracteristica se
pierde en las siguientes generaciones. El cruce mas comun entre los camélidos
sudamericanos es entre la llama y la alpaca. Este hibrido, conocido como wari, esta
subdividido por los pas{gres tradicionales entre llama wari (semejante a llama) y pagowari
(semejante a alpaca) ~. Los wari's reunen caracteristicas fenotipicas no deseables,
intermedias entre la llama y la alpaca; son de menor tamafio que la llama y por tanto, no
son animales que estén adaptados para carga, producen fibra de menor calidad que las
alpacas. Los antiguos peruanos evitaban estos hibridos y eliminaban los waris 3986 sus
rebafios para asegurar la pureza de las dos especies y sus probables razas . Sin

22

"Programa Cybertesis PERU - Derechos son del Autor"



lll. GENERALIDADES

embargo, este sistema de crianza se perdié durante el caos y la destruccion que
acompand a la invasion espafola. En estas circunstancias es muy probable que se
produjeran hibridizaciones entre el reducido numero de animales que sobrevivieron con
efectos fenotipicos aun desconocidos.

3.1.5 CITOGENETICA Y POLIMORFISMOS

El estudio de polimorfismos sobre la base de proteinas sanguineas, la fragmentacion del
ADN por medio de enzimas de restriccién, la identificacién de proteinas o fragmentos que
puedan tener relacion con alguna caracteristica de importancia econdmica y la
determinacion precisa de la paternidad y el parentesco entre animales, son objetivos
primordiales para ampliar el conocimiento de los camélidos andinos.

ViIIavicencio54 utilizando la técnica de electroforesis en gel de almidén, reportaron
hemoglobinas de movilidad lenta en alpacas. Las transferrinas en la alpaca son
polimoérficas, habiéndose identificado hasta 7 bandas, correspondé'%ndo cada una de ellas
a un alelo codominante, con predominancia de los fenotipos 2y 3

La alpaca, al igual que los demas camélidos sudamericanos, posee un cariotipo de
74 cromosomas: 36 pares de autOSOénas y un par s%xual, con un contenido aproximado
de 6,76 picogramos de ADN nuclear . Segun Bunch ™, los cariotipos de guanaco y llama
son iguales, presentando un patron de bandas G y C idéntico, encontrandose 5 Regiones
Organizadoras del Nucleolo (RONs) en el primero y 6 sobre cromosomas acrocéntéicos
pequenos en los restantes, similar patron de bandas fue confirmado por Bianchi™ en
llamas y alpacas.

Resultados de desnaturalizacién y centrifugacion de ADN de camélidos
sudamericanos indican la presencia de un componente de ADN similar y por lo menos 5
fracciones satélites, con contenido variable de bases G + C de 32 a 66%. La temperatura
de desnaturalizacion del ADN varia de 70° a 70,3°C, observandose por centrifugacion
una banda principal y cinco picos de ADN, cuatro de los cuales aparecen en el lado
pesado y el restante en el Iiviano.5I8I analisis de hibridaciones in situ ratificé lo encontrado
en los examenes antes indicados

La localizacion y frecuencia de los RONs vy los sitios de hibridacion de ADN en las
cuatro especies de camélidos sudamericanos, ocurren distalmente en las constricciones
secundarias y satélites de los cromosomas 18, 21 y 27, no observandose diferencias
claras en el tamafio de los RONs entre animales. Todas las especies mostraron variacion
en la frecuencia de RONs por célula, promedio de 6 en la llama, guanaco y alpaca, y 4 en
la vicuna. La distribucién fue similar en todas las especies, a excepcion §1e la vicuAa. Las
hibridaciones coincidieron con las regiones Ag-RON en llamas y vicunas

Ultimamente se han estudiado los perfiles con enzimas de restriccién, de los genes
ribosémicos y de fracciones de ADN satélite altamente repetidos, obteniéndose arboles
filogenéticos por parsimonia, que confirman la separacion de la vicufia del reg%) de los
camélidos andinos y el agrupamiento monofilogenético de la llama y el guanaco
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3.2 ASPECTOS GENERALES DE LAS TECNICAS
BIOMOLECULARES

3.2.1 Reaccidn en cadena de la polimerasa

3.2.1.1 Bases moleculares de la PCR

Desde su introduccion, la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) ha transformado
totalmente los métodos de aislamiento y amplificacién del ADN, tanto en laboratorios de
investigacion basica como aplicada. La técnica fue desarrollada por Kary B. Mullis, y
descrita por primera vez en 1985 una manera mas simple de sintetizar grandes
cant'éd,ades de ADN in vitro basandose en el procedimiento que la célula emplea in
vivo . El descubrimiento le vali6 el premio Nébel en 1993. La PCR es un método
enzimatico que utiliza dos oligonucleotidos sintéticos complementarios de los extremos 3’
del molde y con sus terminales 3'OH enfrentados como cebadores y que sintetiza
numerosas copias del fragmento de ADN comprendido entre ambos oligos. La sucesion
de una serie de ciclos en los que tiene lugar la desnaturalizacion del molde, hibridacion
con los cebadores y extensién de la sintesis por accion de la ADN polimerasa, origina una
acumulacion exponencial de fragmentos especificos cuyos extremos estaran definidos
por los extremos 5°de los cebadores. Al poder ser utilizados los productos de un ciclo
como moldes del ciclo siguiente, el numero de copias de ADN, se dobla en cada ciclo. Asi
pues, 30 ciclos 1ge PCR producen una amplificacion de un milloin de copias
aproximadamente

Las ADN polimerasas que se emplean son termorresistentes, la mas usada es
procedente de Thermus aquaticus (Taq), pero carece de actividad correctora de errores
(exonucleasa 3°-57), por lo que puede introducir aproximadamente un nucleétido
equivocado por cada 1000, este indice de error no suele presentar problemas en la
mayoria de aplicaciones, pero ha de tenerse en cuenta, y la magnitud puede ser
importante si ocurre en los primeros ciclos. Otras polimerasas, como la obtenida de
Pyrococcus furiosus o la aislada de Thermococcus litoralis, incorporan errores con una
frecuencia muchggmas baja y pueden copiar fragmentos de mayor longitud que la Taq
ADN polimerasa

Para que la especificidad sea maxima, se debe evitar que la polimerasa y el resto de
los componentes estén a temperatura ambiente antes de iniciar el primer ciclo. La
polimerasa puede también afadirse una vez que se ha producido la primera
desnaturalizaciéon del ADN o incluso mejor, para no tener que manipular los tubos una
vez iniciado el proceso, la amplificacidon de secuencias por calor requieren cambios
rapidos de temperatura, el proceso se realiza en un termociclador que qeva un
microprocesador para programar estos cambios y el numero de ciclos deseados
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Deoxinucleosidos Trifosfatos o Illamados dNTPs de alta pureza son
proporcionados por varios fabricantes como cuatro soluciones stocks individuales o como
una mezcla de los cuatro dNTPs. Muchas soluciones stocks son ahora proporcionadas en
soluciones ajustadas a pH 7.5 con NaOH. La PCR normalmente se realiza con
concentraciones de dNTP alrededor de 100 uM, aunque a menores concentraciones del
dNTP (10-100 uM) la Tag ADN-polimerasa tiene una fidelidad mas alta. Sin embargo, la
concentracién 6ptima de dNTPs depende de:

La concentracién de MgCI2

La estrechez de la reaccion

La concentracion del cebador

La longitud del producto amplificado
El numero de ciclos de PCR.

Para la optimizacion de un PCR particular puede ser necesario determinar empiricamente
la mejor concentracion del dNTP. Algunos nucleotidos modificados se han incorporado en
productos de PCR por el uso de analogos de dNTP.

Buffers y MgCl ., Hay varios buffers disponible para PCR. El buffer mas comun
usado es de la Taq &DN- polimerasa el cual tiene los siguientes componentes en un
buffer concentrado 10x y debe diluirse 1:10 (v/v) antes de usar:

Tris-HCI, 100 mM, pH 8.3 a temperatura ambiente
KC1 500 mM

MgCI2 15 mM

Gelatina 0.1% (w/v).

Las composiciones de los buffers para el uso con otras polimerasas termostables pueden
diferir; sin embargo, la mayoria de los proveedores normalmente proporcionan un buffer
10x para el uso con la enzima respectiva.

La concentracién de MgCl, en la mezcla final de la reaccion puede ser variad+a2
normalmente dentro del rango 20.5-5.0 mM para encontrar el éptimo. Los iones Mg
forman un complejo soluble con dNTPs que es esencial para la incorporacion de dNTP;
ellos también estimulan la actividad de la polimerasa e incrementan la temperatura del
ADN de doble cadena y la interaccion del cebador con dicha cadena. La concentracion de
MgCI2 puede tener un dramatico efecto en la especificidad y rendimiento en una PCR.
Las concentraciones d(gr gCl, 1.0-1.5 mM son normalmente 6ptimos, pero en algunos
casos, el exceso de Mg ~ producira la acumulacion de productos no especificos.

Inhibidores y potenciadores de PCR, muchos factores pueden llevar a la inhibicién
de la PCR, pero los mas importantes son la naturaleza de las especies bioldgicas, el
método y reactivos usados para extraer el ADN. Diferentes muestras biologicas son
usados para PCR, como por ejemplo tejidos animales y vegetales, fluidos corporales,
muestras bacterianas, forenses, material arqueolégico. EI ADN humano se obtiene
tipicamente de células de sangre periférica, orina, heces, manchas celulares, raices de
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pelo, semen, fluido cerebroespinal, biopsia, liquido amnidtico, placenta, y vello del corion.
Ademas de estas fuentes, ADN de mamiferos y aves pueden extraerse de las secciones
de la cola y raices de la pluma respectivamente. Muchas de estas muestras contienen
sustancias inhibitorias que no han sido identificadas y se deben realizar controles de PCR
para asegurar que esa inhibicion no esta ocurriendo. Algunos potenciadores de la PCR
podemos verlos en la tabla N° 2.

Tabla N° 2 Potenciadores de PCR

Sustancia Concentracion
Formamida 5%

Dimetil sulfoxido <10%
Tetrametilamonio 10-100 uM
Polietilenglicol 6000 (PEG) |5 —-15%
Glycerol 10-15%

Tween 20 0,1-2,5%

Muchos investigadores han reportado sustancias que pueden agregarse a la PCR
para aumentar la eficiencia o especificidad. Sin embargo, el modo de accién no ha sido
determinada, aunque se han propuesto muchas posibles explicaciones. La mayor
desventaja de todas estas sustancias es que no se puede emplear en cualquier PCR
particular con la garantia de éxito. Muchas sustancias reforzaran a la PCR a una
concentracién especifica pero el traslado de éstas condiciones a un PCR diferente
pueden o no producir un efecto.

Una de las fuentes mas comunes de material para la extraccion de ADN es la
sangre, y es mejor prevenir la coagulacion en los tubos utilizando EDTA (1 mg/ml).
Heparina, otro anticoagulante, no deberia ser utilizado como tal en la recoleccion de
sangre, ya que heparina es un potente inhibidor de la PCR. Otras substancias en sangre,
probablemente compuestos de porfirina, también son inhibidores potentes de la PCR y
éstos pueden ser eliminados de la preparacion del ADN por lisis de las células de la
sangre y centrifugacion hasta sedimentar las células blancas.

Los métodos de extraccion de ADN son numerosos, la eleccién de uno depende del
espécimen biolégico. El desacierto del método puede causar dificultades al llevar
diferentes agentes inhibitorios del procedimiento de extraccién a la reaccion de PCR. La
extraccién de ADN de diferentes fuentes rutinariamente utiliza detergentes para la lisis
celular y desnaturalizacion.

A menudo, detergentes no iénicos (por ejemplo Tritdn X100, Tween 20 (Nonidet P40)
son usados y generalmente no inhiben la PCR a concentraciones de 5%. Por otro lado,
detergentes idnicos como el dodecil sulfato de sodio (SDS) solo pueden ser tolerados a
concentraciones sumamente bajas, 0.01% (w/v), por consiguiente deberan ser retirados
por extraccion con fenol y precipitacion del ADN con etanol antes de realizar la PCR. El
efecto inhibitorio de bajas concentraciones de SDS puede invertirse por ciertos
detergentes no iénicos por ejemplo Tween 20.

Se realizan muchos procedimientos de extraccion con detergentes en presencia de
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proteinaza K, una proteasa que digiere las proteinas desnaturalizadas. Taq
ADN-polimerasa es susceptible a la digestidn por las proteasas y para que no obstaculice
la reaccién proteinase K debe quitarse o inactivarse, la desnaturalizacion térmica a 95 °C
es suficiente para lograrlo. El tratamiento por calor normalmente es seguido por
extraccién con fenol que también desnaturalizara la proteinasa K. La centrifugacion
subsecuente dividira la proteasa a la fase fenol/organica dejando el ADN en la fase
acuosa. Los residuos de fenol, que también puede inhibir PCR, puede ser entonces
quitado por el cloroformo: alcohol isoamilico (49:1) o extraccibn con éter, o
alternativamente por la precipitacion del ADN con etanol.

3.2.1.2 Técnicas basadas en PCR

Polimorfismo de los fragmentos de restriccion

Los "Polimorfismos en Longitud de los Fragmentos de Restriccion" (RFLPs
Restriction Fragment Length Polimorphisms) representan la primera metodologia de
genotipaje basada en el ADN. El primer ejemplo de RFLP fue descrito en 1976 para los
loci de la globina humana B y y. Esta técnica fue posible gracias al uso de herramientas
auxiliares de biologia molecular previamente descritas. Asi, en 1970 se habia identificado
la primera enzima de restriccion especifica, que podia cortar largas cadenas de acidos
nucleicos en fragmentos discretos menores. También se demostré que la electroforesis
en gel de agarosa o poliacrilamida podia usarse para separar dichos fragmento por
tamafo. Todo ello era complementado con la transferencia de acidos nucleicos a
membranas y su posterior deteccién. Basicamente un RFLP consiste en fragmentar
especificamente el ADN gendmico, separar los fragmentoi2 transferirlos a un soporte
rigido e identificar el tamafo de alguna secuencia especifica

En primer lugar se aisla el ADN genomico del material biolégico a estudiar. Es
importante que dicho ADN tenga un elevado grado de pureza vy, particularmente, esté
libre de polisacaridos y otros inhibidores de las enzimas de restriccion. El paso siguiente
es precisamente la digestion de dicho ADN mediante enzimas de restriccién. Los
fragmentos discretos generados se someten a electroforesis en gel de agarosa para de
esta forma separarlos por tamanos.

Las caracteristicas resaltantes de esta técnica son: no requiere conocimiento previo
de la secuencia, es una huella del ADN (“fingerprinting"), es laborioso y costoso, brinda
informacion é)zarcial de la informacion y presenta una genética de segregacion
codominante

Microsatélites

Los "Microsatélites" son secuencias repetidas cortas, generalmente son di, tri y
tetranucicoétidos repetidos en tandem en promedio de 3 a 50 veces se usa con fines de
identificacion y mapeo. Por ejemplo, los del tipo (CA)n.(GT) son precisamente la
variabilidad en el nimero "n" de repeticiones lo que crea el polimorfismo. De tal modo
que, disponiendo de una bateria de unos pocos microsatélites que presenten suficiente
grado de polimorfismo en la poblacion, pueden realizarse identificaciones genéticas con
una resolucion muy elevada. Representan una continuacion de las técnicas pioneras de
fingerprinting multilocus que utiliza la PCR. Por lo tanto su fundamento es amplificar estos
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loci mediante PCR con cebadores flanqueantes a la repeticién. Esto genera fragmentos
cuyo tamafio depende del nimero de repeticiones estos diversos tamafos caracterizan
alelos de cada locus. Las aplicaciones resaltantes son la determinacién de paternidad y
parentesco, andlisis de flujo génico a escala local, asignacidon de poblaciones de
procedencia, etc. La técnica de "fingerpriting" por microsatélites tiene las siguientes
caracteristicas, requiere conocimiento previo de la secuencia (regiones adyacentes al
microsatélite propiamente dicho), es un "fingerprinting” del ADN, relativamente de bajo
costo, genera una cantidad alta de informacion, presenta una genética de segregacion
codominantezfe usa frecuentemente por su simplicidad técnica, resolucion y herencia
codominante

3.2.1.3 Ventajas y desventajas de la PCR

Ventajas

Rapidez. Se puede obtener resultados de muchas muestras en el mismo dia.

Sensibilidad. Una sola molécula de ADN puede amplificarse, a menudo por PCR, a
niveles detectables, PCR es una herramienta de diagndstico extremadamente sensible,
para detectar fracciones de ADN de todo tipo de organismos.

Especificidad. Debido a que el ADN constituye el material genético unico de cada
organismo.

Versatilidad. EI mismo procedimiento experimental es dirigido, esencialmente, con el
mismo equipo, materiales, reactivos quimicos y biolégicos para amplificar cualquier
ADN de interés.

Bajo costo. Aunque la PCR pueda parecer a menudo como una técnica cara,
sofisticada, es realmente bastante simple y puede realizarse usando una metodologia
economica mediante la implementacion de la tecnologia apropiada, técnicas
alternativas, simplificacion de procedimientos experimentales.

Informacion Genética. Uno de los aspectos mas utiles de PCR es que puede proveer
informacién importante sobre el organismo en estudio. Debido a la especificidad de los
cebadores, por ejemplo, puede determinarse el género, arbol filogenético, o nivel de
especie. Métodos simples de genotipaje permiten la identificacion de cadenas
individuales para estudi%s de epidemiologia molecular, informacion sobre toxicidad o
resistencia a farmacos

Accesibilidad de la muestra. Ademas de las muestras clinicas, pueden analizarse
especimenes de una variedad de fuentes usando las mismas técnicas moleculares.

Estandarizacion de resultados. Desde que los resultados de PCR son registrados
como la presencia o ausencia de fragmentos de ADN de un tamafio particular, existe
variabilidad minima en la interpretacion de resultados entre los investigadores.

No requiere esterilidad microbiolégica. El principal problema con las técnicas de
diagnostico y caracterizacion de cepas que necesitan el cultivo de un organismo es la
necesidad de mantener esterilidad microbiolégica. Esto puede ser muy dificil en
laboratorios sin acceso a condiciones apropiadas de esterilidad en climas
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contaminados o tropicales. Desde que PCR requiere solo pequeinas cantidades de
ADN y no organismos, obvia la necesidad de la esterilidad microbioldgica.

Seguridad. El primer paso en la preparacion de la fuente de ADN es lisar las células.
Esto contrasta con muchos procedimientos de diagndstico clasicos, qué involucra el
crecimiento de gran cantidad de patégenos para establecer su identidad.

Répida transferencia de tecnologia: Desde que el procedimiento es esencialmente el
mismo, no interesa que ADN sea amplificado, el entrenamiento inicial para utilizar PCR
es relativamente rapido.

Deteccion de organismos viables y no viables. Esta ventaja de la PCR se debe a que
los organismos vivos no son necesarios para la deteccién exitosa. Sin embarg?sezn
situaciones donde se requiere detectar solo organismos vivos se usa RT-PCR

Desventajas:

Riesgo de contaminacion cruzada: A pesar de la extremada sensibilidad de PCR, la
cual es una de las ventajas principales, existe riesgo de resultados falso-positivos. En
teoria, una sola molécula del producto previa a una amplificacion puede contaminar
muestras negativas en una amplificacién subsecuente.

Inestabilidad del reactivo y alto costo: El problema clave para obtener y guardar los
reactivos de PCR son su labilidad. Este problema empeora en climas tropicales, donde
las temperaturas ambientales son altas. Oligonucleotidos (cebadores) y el ADN son
realmente estables a temperatura ambiente cuando es seco y pueden enviarse
facilmente sin dafio. Desde que la enzima critica es una polimerasa termoestable, es
mas resistente que la mayoria de otras enzimas que son mucho mas sensibles al calor.
De todas maneras el tiempo de vida media de la Taq ADN polimerasa es prolongada si
se mantiene en fri6. El problema principal son las enzimas transcriptasa reversa, las
cuales son necesarias para convertir ARN a ADN para amplificacion subsecuente
estas enzimas son notablemente fragiles y son dificiles de transportar de manera
segura y conveniente. Sin embargo, una transcriptasa reversa termoestable aislada de
Thermus thermophilus esta ahora disponible, que es por naturaleza mas resistente.

Infraestructura y equipo: PCR es muy util para muchas aplicaciones, pero en nuestro
pais no es una técnica ideal para muchos analisis de rutina para un gran niumero de
muestras. Utilizando el procedimiento convencional en tubos individuales, 50-60
muestras es aproximadamente el limite superior por amplificacion corrido por una sola
persona.

No conveniente para pruebas clinicas primarias. La PCR puede ser tremendamente
simplificado para el uso bajo circunstancias dificiles, pero no es un método de
diagnéstico rapido o simple. La técnica requiere un laboratorio adecuadamente
equipado provisto con personal especializado. Es mas apropiado para un laboratorio
central en un hospital, universidad o centro de referencia.

Reproducibilidad. Existen muchas formas por las cuales una amplificacion por PCR
puede salir mal, y muchos factores pueden alterar la reproducibilidad. Estos incluyen:
baja calidad de la muestra, presencia de inhibidores o nucleasas, mucha variabilidad
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de reactivos, pobre calidad del agu;r\8 %oblemas no anticipados, perdida de la actividad
de la enzima y problemas técnicos " .

3.2.2 ADN polimorfico amplificados al azar (RAPD)

El "ADN Polimorfico Amplificado al Azar" (RAPD; Random Anmplified Polymorphic DNA)
representa el primer ejemplo de una serie de nuevas y poderosas metodologias de tipaje
de acidos nucleicos basadas en la técnica PCR. También ha sido denominado "PCR
Cebado al Azar" (AP-Png; "Arbitrary Primed PCR"). Fue descrita de forma independiente
y simultanea en 1990~ , una modificacion posterior que emplea oligos arbitrarios muy
pequenos ha sido denominada "“Fingerprinting de Amplificacion del ADN" (DAF; “DNA
Amplification Fingerprinting"”). Sin embargo, el RAPD constituye una variante de la PCR,
ello es asi porque la PCR clasica (descrita anteriormente), requiere el conocimiento de las
secuencias que flanquean el ADN a amplificar, para el disefio de los correspondientes
cebadores. Sin embargo, en muchos casos no se dispone de dicha informacion. En tales
circunstancias, es todavia posible realizar una amplificacion "al azar", siempre que se
utilicen cebadores pequefios (generalmente, de 10 pares de bases) y a temperaturas de
hibridaciéon muy permisivas (entre 35-42 °C). El ADN gendmico purificado es sometido a
una PCR especial relajada, con hibridacién a baja temperatura y cebadores muy cortos.
Es importante que el ADN esté libre de compuestos polifendlicos (taninos y otros), que
podrian oxidar al ADN (con ayuda del aire y luz). Los cebadores se unen a distintas
secuencias diana y comienzan a generarse amplicones de diferentes tamanos. Esto es
muy importante, porque va a condicionar el hecho de que los RAPD presenten
generalmente un patrén de segregacién genética dominante; es decir, que no permitan
diferenciar al heterocigoto de uno de los homocigotos. La razén de dicha segregacién de
tipo dominante es la posible mayor longitud de un amplicén en relacién al competidor,
sobre todo, la diferente afinidad de cada oligo por sus dianas. Ello producira diferentes
reacciones en desigualdad de condiciones, entre los diferentes productos amplificados.
Debe recordarse que la hibridacion del oligo con la diana no suele ser perfecta; después
de todo, son oligos inespecificos. De modo que, como la PCR sigue la "ley del todo o
nada", no todos los posibles amplicones seran reamplificados con la misma eficiencia.
Tendran preferencia los mas cortos. Y, sobre todo (dentro de un rango de tamafnos no
muy %r?%%e), aquellos en que los cebadores delimitantes tengan mayor afinidad por su
diana™ ' .

Los productos generados tras la amplificacion permisiva son separados mediante
electroforesis en gel de agarosa. Posteriormente son visualizados mediante fluorescencia
de luz UV de onda corta (254 nm), tras tincién con bromuro de etidio (EtBr). Para obtener
mayores resoluciones, puede emplearse una matriz de poliacrilamida y tincién con plata.
Las bandas generadas mediante RAPD, pueden clonarse y secuenciarse, permitiendo asi
su posterior amplificacién mediante cebadores de mayores niumeros de nucleotidos mas
especificos. Son las llamadas "Regiones Amplificadas de Secuencia Conocida" (SCARs;
"Seqquence-Characterized Amplied Regions”) o "Sitios con Secuencia Marcada" (STSs;
"Sequence-Tagged Sites”). A su vez, éstos pueden ser Utiles para los llamados
"Polimorfismos Amplificados, Especificos de alelos" (ASAPs; del inglés, "Allele-Specific
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Amplied Polymorphisms"”). El problema es que normalmente suele perderse el
polimorfismo original de los RAPDs cuando se re-amplifican de forma especifica
(empleando sus secuencias externas como cebadores). Otra prueba a favor de que el
polimorfismo observado en los RAPDs deriva simplemente de las diferentes afinidades
cebador-diana; En otras palabras, de las uniones imperfectas o desapareamientos entre
los oligos al azar y sus multiples dianas posibles. Dadas la condiciones tan relajadas de
reaccion, los RAPDs pueden presentar el inconveniente de una baja consistencia
(repetitividad). Sin embargo, empleando una metodologia controlada y constante (ciclador
térmico, tipo y concentracion de reactivos, etc), pueden conseguirse resultados muy
satisfactorios. Las principales caracteristicas de los RAPDs pueden resumirse en:

No requiere conocimiento previo de la secuencia, es un "fingerprinting” del ADN,
tiene requerimientos relativamente de bajo costo, genera una alta c tlg.?d de
informacion, y presenta generalmente una genética de segregacion domlnante

3.2.3 Ejemplos del uso del RAPD

Zavaleta en 199763 estudié la diversidad genética intraespecifica en 37 cepas de
Oenoccocus oeni aisladas de vino mediante RAPD, ribotipificacion, contenido de
pequenos plasmidos y secuenciacion de marcadores RAPD con amplia distribucion entre
las cepas. El perfil de RAPD separ6 a las cepas en 2 grandes grupos coincidentes con
trabajos previos obtenidos por tipificacion con macrorestriccién. La ribotipificacion y la
conservacion de marcadores RAPD indican que Oenococus oeni es una especie
relativamente homogénea. Ademas secuencias idénticas de ADN de algunos marcadores
RAPD entre cepas representativas de cada “cluster” de RAPD indican que Oenococus
oeni es un grupo filogenéticamente pequefio, probablemente corresponde a un sélo clon
0 a una linea descendlggtes de clones, especializados para crecer en un ambiente
selectivo como es el vino

La técnica del ADN Polimorfico Amplificado al Azar (RAPD) fue utilizado con mucho
éxito para examinar la similitud entre varias comunidades microbianas de ambientes
acuaticos. Después de la amplificacion del ADN total, los productos de PCR fueron
observados por electroforesis en gel de agarosa y los patrones de bandas se compararon
para determinar el porcentaje de similitud. 12 cebadores diferentes se utilizaron para
amplificar aproximadamente 100 fragmentos de cada muestra de ADN; las bandas se
registraron como presente o ausente y la similitud entre cada muestra fue determinada
utilizando el coeficiente de Jaccard. De esta informaciéon se construyeron dendrogramas y
un procedimiento de “bootstrapping” fue utilizado para evaluar la consistencia del arbol
filogenético. Los resultados obtenidos de dos sistemas experimentales diferentes (en
aguas de riachuelo y varios pozos de un acuifero de agua subterranea poco profunda)
confirmaron que la técnica del RAPD es util p22a48|f1e§en0|ar entre las comunidades
microbianas y estimar sus relaciones filogeneticas

48 cepas de Listeria monocytogenes fueron genotipadas por métodos rapidos: ADN
polimorfico amplificado al azar (RAPD) y el polimorfismo en tamafio de los espacios
intergenicos de los genes ribosdmicos 16S-23S (ITS); los resultados se compararon con
los obtenidos por la electroforesis en gel por campo pulsado (PFGE). Las cepas
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provenian de cerdos, productos de la carne o de ambientes donde se procesan estos
productos. La tipificacion por RAPD empleo dos cebadores de PCR diferentes y agrupé a
las cepas en 10 genotipos. La tipificacion por ITS empleando los cebadores disefiados
para las secuencias conservadas de los genes ribosomicos 16S y 23S de eubacterias
mostro solo 2 genotipos. La tipificacién con electroforesis en gel por campo pulsado tuvo
un indice de discriminacion de 0.910 obteniéndose 49 genotipos. La combinacién de
RAPD e ITS dio un indice de discriminacion de 0.844 . Se observé que PFGE es mas
sensible que los otros dos métodos, sin embargo, requiere de equipos sofisticados, es
muy laborioso y consume mucho tiempo. Esto demuestra no solamente la eficienc'ba6del
RAPD si no también su eficacia al trabajar con otros métodos, en este caso, con ITS™ .

La técnica de ADN polimérfico amplificado al azar (RAPD) ha demostrado detectar
dafios inducidos por genotoxicidad y mutaciones . Los cambios que ocurren en los
perfiles de RAPD luego de tratamientos con genotdxicos incluyen variaciéon en la
intensidad de la banda, asi como, ganancia o pérdida de bandas. Sin embargo, la
interpretacién de los eventos moleculares responsable de las diferencias en los patrones
de RAPD no es facil, desde que diferentes alteraciones de ADN pueden pasar
desapercibidos. ADN gendémico de diferentes especies se digiri6 con enzimas de
restriccion y/o ultrasonicadas, y tratado con benzo-a-pireno diol epoxido (BPDE) y los
perfiles de RAPD resultantes fueron evaluados. Los perfiles de RAPD derivados de ADN
genomico cortados con enzimas de restriccion, varian dependiendo de la frecuencia de
corte de dicha enzima, asi las enzimas que cortan el ADN gendomico con mayor
frecuencia producen cambios en los perfiles de RAPD que las de menor frecuencia. La
ultrasonicacion causo grandes cambios en los perfiles de RAPD e indujo una mayor
frecuencia de rompimiento del ADN, las bandas de mayor peso molecular inicialmente
desaparecieron, por que el rompimiento mecanico ocurre con mayor frecuencia en los
fragmentos mas grandes. Los principales cambios observados en los perfiles de RAPD
en muestras tratadas con BPDE causé cambios muy similares, pero amplicones de peso
molecular alto disminuyeron su intensidad, la desaparicion de bandas de peso molecular
alto se debié probablemente a la produccion de productos voluminosos los cuales
bloquean o reducen la actividad de la Taq polimerasa . Todo esto sugiere que existen
interacciones no aleatorias entre intermediarios diolepoxidos y ADN. En conclusién este
estudio indica que bajo ciertas condicione§4ei ensayo RAPD puede ser usado en la
deteccién de dafios o mutaciones en el ADN™ 7 .

Se ha descrito la variabilidad en razas caninas autdctonas de Espana estudiadas con
marcadores RAPD previamente descritos para la deteccion de polimorfismos en razas
caninas Galgo espafiol, podenco, perro de agua y alanos, utilizando como tamafo de
muestra 16 animales, mostrando diferencias en el niumero y tamano de las bandas
amplificadas. Las mayores diferencias se obtuvieron en la 4r§73a6 alanos que mostré 4
bandas (400 y 500 pb) y una de 400 pb en galgos y podencos ' .

El RAPD ha sido considerado una de las técnicaszogara la evaluacion de la diversidad
genética y su uso en los programas de conservacion . Los marcadores genéticos dan
una estimacion de la diversidad genética neutral. Existen técnicas, que ofrecen
informacion diferente segun las caracteristicas de la molécula o fragmento analizado, lo
mas comun es detectar diferencias de tamafo; a partir de las frecuencias con que
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aparecen cada una de las distintas variantes (alelos) se calculan diversos parémeér:,)o%@ue
nos dan la medida de la diversidad neutral y permiten comparar entre especies™ '~ . A
partir de estos datos también es posible establecer relaciones de parentesco filogenético,
o analizar que procesos estan ocurriendﬁ)gen las poblaciones como migracion, diversidad
genética, supervivencia de especies, etc

Se ha utilizado el RAPD como una técnica molecular para la conservacion de
recursos genéticos forestales, especificamenﬁ se ha usado para caracterizar clones en
especies de los géneros Populus y Salis ~, de igual manera, se han determinado
marcadores RAPD para la distincion de clones de diversas especies de Populus
plantados en Espafia, asi como par%a identificar a diferentes arboles de Populus trémula
procedentes de distintas localidades .

En el Brasil la especie sobreexplotada de Caesalpina echinata, que se considera
amenazada en la costa Atlantica, fue estudiada en pequefias poblaciones naturales
mediante RAPD permitiendo determinar claras correlaciones entre distancias genéticas y
geograficas, Jge{gificando areas de diversidad, necesarias para disefiar planes de
conservacion .

Los marcadores generados por RAPD pueden ser utilizados para la construccién de
extremos fisicos de locis de interés. Se desarrollé un analisis simple por RAPD de las
genotecas basado en la identificacién de un pool de césmidos y amplificacion de clones
de RAPD de interés. Este método no requiere el clonado o la caracterizacion del
marcador RAPD ya que este es liberado en el andlisis de los pools de cosmidos o clones
utilizando un simple protocolo de RAPD. Se aplicd esta estrategia utilizando cuatro
marcadores de RAPD compuestos de simples copias o secuencias repetidas unidas a
genes avirulentos del hongo Magnaporthe grisea. Los césmidos conteniendo estos
marcadores RAPD fueron fécgé/éépidamente identificados permitiendo la construccion de

extremos fisicos de estos loci
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Materiales

4.1.1 Material biolégico

Como controles se utilizaron alpacas puras e hibridas determinados por técnicas de
Microsatélites y ADN mitocondrial pertenecientes a la coleccion de la Coordinadora de
Investigacién y Desarrollo de Camélidos Sudamericanos (CONOPA), tal como se muestra

en la tabla N° 3.

o - . - .
Tabla N~ 3. Camélidos Sudamericanos controles utilizados en el estudio molecular de Lama pacos.

Control Caddigo | Origen Caracteristicas
Alpaca Pura J27 Inglaterra |Prima Donna
Alpaca pura J30 Chile Carmina

Alpaca hibrida |1454 Peru Alpaca hembra
Vicufa V1278 |Peru Vicuna
Guanaco GUA Peru Guanaco
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El tamano de muestra fue de 43 alpacas procedentes de la provincia de Canchis en
el departamento de Cuzco (25) y de la provincia de Antacalla del departamento de Puno
(18) cuyo habitat se encuentra entre los 2500 y 5000 msnm respectivamente. Las
muestras fueron tomadas aleatoriamente de criadores diferentes con rebafnos mayores a
200 animales adultos. Las caracteristicas de los animales que forman parte de la muestra
se presentan en la Tabla N° 4.

Tabla N° 4. Caracteristicas de Alpacas utilizadas en la aplicacion de la técnica del RAPD en el estudio
molecular de Lama pacos.
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Orden | Codigo | Raza Edad | Fibra Propiedad Provincia
(micras)
1 3001 Huacaya BLL 21,7 Wichayaj Cuzco
2 3004 Huacaya BLL 16,4 Wichayaj Cuzco
3 3007 Huacaya |BLL 25,0 Wichayaj Cuzco
4 3009 Suri BLL 28,4 Wichayaj Cuzco
5 3011 Huacaya 2D 18,4 Wichayaj Cuzco
6 3013 Huacaya |2D 20,2 Wichayaj Cuzco
7 3014 Huacaya 2D 19,2 Wichayaj Cuzco
8 3015 Huacaya |2D 21,5 Wichayaj Cuzco
9 3016 Suri 4D 24,4 Wichayaj Cuzco
10 3017 Suri BLL 26,1 Wichayaj Cuzco
11 3023 Huacaya BLL 24,0 Toxacota Cuzco
12 3051 Suri BLL 22,8 Ppity Cuzco
13 3053 Suri 2D 31,1 Ppity Cuzco
14 3058 Huacaya BLL 25,7 Ppity Cuzco
15 3075 Huacaya 2D 19,5 Mamuera Cuzco
16 3081 Huacaya 4D 21,1 Patacalasaya Cuzco
17 3082 Huacaya BLL 21,8 Patacalasaya Cuzco
18 3084 Huacaya BLL 23,4 Patacalasaya Cuzco
19 3086 Huacaya BLL 21,7 Patacalasaya Cuzco
20 3091 Huacaya BLL 21,1 Patacalasaya Cuzco
21 3088 Huacaya BLL 24,8 Patacalasaya Cuzco
22 3092 Huacaya 4D 23,3 Patacalasaya Cuzco
23 3094 Huacaya 2D 22,8 Patacalasaya Cuzco
24 3100 Suri 2D 21,8 Patacalasaya Cuzco
25 3501 Huacaya |4D 30,2 Silli Cuzco
26 3502 Huacaya 2D 18,6 Julio Cuba Cerro de
Alvarado Pasco
27 3505 Huacaya DL 17,9 Sallalli APX Cerro de
Pasco
28 3506 Huacaya 2D 17,7 R. Alianza Cerro de
Pasco
29 3508 Huacaya |2D 18,2 R. Alianza Cerro de
Pasco
30 3512 Huacaya DL 14,4 Sallalli APX Cerro de
Pasco
31 3514 Huacaya 2D 21,6 R. Alianza Cerro de
Pasco
32 3516 Huacaya 2D 16,9 R. Alianza Cerro de
Pasco
33 3517 Huacaya 2D 21,7 R. Alianza Cerro de
Pasco
34 3518 Huacaya 2D 18,0 R. Alianza Cerro de
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Orden H Codigo | Raza Edad | Fibra Propiedad Provincia
(micras)
Pasco
35 3521 Huacaya 2D 17,7 R. Alianza Cerro de
Pasco
36 3522 Huacaya 2D 17,2 R. Alianza Cerro de
Pasco
37 3523 Huacaya 2D 171 R. Alianza Cerro de
Pasco
38 3524 Huacaya 4D 17,9 Sallalli APX Cerro de
Pasco
39 3526 Huacaya 2D 19,0 R. Alianza Cerro de
Pasco
40 3527 Huacaya 2D 17,3 R. Alianza Cerro de
Pasco
41 3529 Huacaya 2D 18,3 Sallalli APX Cerro de
Pasco
42 3530 Huacaya 2D 16,6 R. Alianza Cerro de
Pasco
43 3541 Huacaya DL 22,3 R. Alianza Cerro de
Pasco

4.1.2 Soluciones

Se utilizé buffer Tris - EDTA (TE) para la extraccién de acidos nucleicos, mientras que
para la electroforesis en gel de agarosa se utilizaron las soluciones Gel loading buffer y
los buffer de corrida Tris — acetato - EDTA (TAE) y Tris — borato — EDTA (TBE), estas dos
ultimas fueron preparadas como soluciones concentradas.

Buffer TE
Tris 10 mM
EDTA |1 mM

Se ajusto el pH a 8,0 y se repartié en alicuotas de 10 mL.

Buffer de cargado o “Gel loading buffer”
Glicerol esteril 5.0mL
10X TAE buffer 1.0 mL
Azul de bromofenol al 10% 1.0 mL
Xileno cianol 1.0 mL
HZO bidestilada 2.0 mL
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Se repartio en alicuotas de 1 mL y se conservé a — 20 °C.

Buffer de corrida TAE 50X

Tris base

242 g

Acido acético

57.1.mL

0,5M EDTA (pH 8.0) 100 mL

Se ajusté a pH: 8,4; se adicion6 agua bidestilada c.s.p. 1000 mL y se esterilizd en
autoclave a 121 °C, 15 PSI por 15'. Se conservé a temperatura ambiente.

Buffer de corrida TBE 5X

Tris base

54 g

Acido borico

2759

0,5 M EDTA (pH 8.0) |20 mL

Se ajusté a pH: 8,4; se adicion6 agua bidestilada c.s.p. 1000 mL y se esterilizdé en
autoclave a 121 °C, 15 PSI por 15'. Se conservé a temperatura ambiente.

Buffer de lisis QLB

Tris 200mM
Cloruro de sodio |250 mM
SDS 0,5%
EDTA 25 mM

Se ajusto el pH a 8,5 y se repartié en alicuotas de 10 mL.

4.2 Métodos

4.2.1 Toma de muestra

De cada alpaca se obtuvo 2 ml de sangre de la vena yugular (como se muestra en el
Grafico N° 6) en tubos al vacié de 3 ml con anticoagulante (EDTA). Las muestras se
conservaron a —20 °C por 1 mes hasta concluir con el muestreo luego se llevaron al
laboratorio para su uso y ser almacenados en congelacién a —20 °C.
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Grafico N° 6. Extraccion de sangre de alpaca, de cada alpaca se extrajo 2 ml de sangre de
la vena yugular en tubos al vacio de 3ml con anticoagulante EDTA.

(cortesia CONOPA)

4.2.2 Extraccion del ADN genémico

La sangre fue sometida a la extraccién del_ADN gendmico mediante el método de
extraccion fendlica descrita por Boom en 1990 ', con las siguientes modificaciones: En un
tubo de microcentrifuga se mezclé 800 ul de Buffer de lisis conteniendo proteinasa K
(20pg/ml) con 100ul de sangre entera, se incubé a 57 °C por toda la noche.
Posteriormente, el ADN se purifico afiadiendo 800 ul de fenol, se mezclé y centrifugd por
5 minutos a 12000 rpm. Se transfirio la fase acuosa a un tubo de microcentrifuga y se
afiadieron 600pl de cloroformo se homogenizé. La fase acuosa se trasvaso a otro tubo y
se afiadieron 60 pl de acetato de sodio y 600ul de isopropanol, se incub6 a —20°C por 90
minutos. Se centrifugd por 10 minutos a 12000 rpm, se descartd el sobrenadante y el
precipitado se dejo secar a temperatura ambiente; finalmente se resuspendié en 50 a 100
pI de buffer TE.

Una vez que el ADN fue extraido se analizé por electroforesis en gel de agarosa al
1% en buffer TAE 1X a 80 voltios durante una hora, luego fueron tefiidos con bromuro de
etidio y fotografiados. Para determinar la concentracion de ADN extraido, se separaron
concentraciones conocidas del marcador de peso molecular ADN del fago Lambda/Hind
lll, luego fueron visualizados en el transiluminador ultravioleta.
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4.3 RAPD

4.3.1 Caracteristicas de oligonucleotidos

Se utilizaron 23 cebadores disefiados por la compafia Qiagen Technologies inc. cuyas
secuencias nucleotidicas y caracteristicas son presentados en la tabla N° 6. Todos los
cebadores son cortos presentan en su estructura 10 nucledtidos.

Tabla No 6. Caracteristicas de los cebadores utilizados en la prueba del RAPD para | estudio molecular de
Lama pacos

Codigo  Secuencia %(G + C) Tm
(5°-3°) contenido
OPA-09 | GGGTAACGCC |70 43,6
OPA-12 | TCGGCGATAG |60 39,5
OPA-15 [ TTCCGAACCC |60 39,5
OPA-17 | GACCGCTTGT |60 39,5
OPA-18 |AGGTGACCGT |60 39,5
OPA-19 | CAAACGTCGG |60 39,5
OPB-02 | TGATCCCTGG |60 39,5
OPB-03 | CATCCCCCTG |70 43,6
OPB-06 | TGCTCTGCCC |70 43,6
OPB-07 | GGTGACGCAG |70 43,6
OPB-11 | GTAGACCCGT |60 39,5
OPB-12 |CCTTGACGCA |60 39,5
OPB-13 |[TTCCCCCGCT |70 43,6
OPB-14 | TCCGCTCTGG |70 43,6
OPB-19 |ACCCCCGAAG |70 43,6
OPF-05 | CCGAATTCCC |60 39,5
OPF-06 | GGGAATTCGG |60 39,5
OPF-17 |AACCCGGGAA |60 39,5
OPI-01 |[ACCTGGACAC |60 39,5
OPI-04 |CCGCCTAGTC |70 43,6
OPI-10 |ACAACGCGAG |60 39,5
OPI-11 |ACATGCCGTG |60 39,5
OPI-14 |TGAAGGCGGT |60 39,5
OPI-18 |[TGCCCAGCCT |70 43,6
OPI-19 |AATGCGGGAG |60 39,5
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4.3.2 Procedimiento de la técnica del RAPD

Aproximadamente 50 ng de ADN gendmico fue amplificado en una mezcla de reaccion
conteniendo los siguientes componentes: Buffer PCR 1X, MgCl, 25 mM, dNTP 200 puM (
Amresco ), de cada cebador 10 pmol, Tag ADN Polimerasa 1,5 U ( Bioline ) en un
volumen final de 25 pl.

La reaccion se realizé en un termoci§J7ador Perkin Elmer 2500 utilizando las
condiciones descritas por Welsh y MacLeland™ con modificaciones en la temperatura de
alineacion o hibridacién y los tiempos de cada reaccion. El paso inicial fue de 1 ciclo a
95°C durante 4 minutos; luego 35 ciclos con las siguientes etapas: desnaturalizacion a 94
°C por 1 minuto, hibridacion a 35 °C por 1 minuto, extension 72 °C por 2 minutos;
finalmente se realizé una extensién de 72 °C por 7 minutos.

Se separaron 5 yl del producto amplificado por electroforesis en gel de agarosa al
1,2% en buffer TBE 0,5X a 60V. Para la comparacion de los tamafnos de los fragmentos
amplificados se utiliz6 el marcador de peso molecular Ladder 100 pb ( Invitrogen ).
Luego se tifid en Bromuro de etidio y se fotografié utilizando un transiluminador de luz
ultravioleta a 310 nm (Grafico N° 7).

4.3.3 Analisis de resultados

El tamafo molecular de los fragmentos obtenidos por RAPD se analizaron y se
compararon visualmente con patrones de alpacas descritas como genéticamente puras.
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Grafico N° 7. Caracteristicas de los marcadores de peso molecular utilizados en la técnica
del RAPD separados por electroforesis en geles de agarosa al 1,2%.
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5.1. Extraccion del ADN Gendémico

El método de extraccion del ADN gendmico descrito por Boom7, resultd ser optimo
también para extraer ADN total a partir de sangre de alpacas; de las 30 extracciones en el
95% se obtuvo alta calidad y suficiente concentracion de ADN, como se muestra en el
Grafico N° 8. La concentracion de ADN que se requiere para realizar cada reaccion es de
20 a 100 ng, mediante este método se pudo obtener una concentracion promedio de
25-30 ng/ul. Esta etapa constituye un punto critico ya que la integridad, concentracion y
pureza del ADN van a constituir un requisito indispensable para la realizacion de la
prueba del RAPD y reproducibilidad de los resultados

En el 5% restante de muestras de ADN se presentaban impurezas, como se observa
en el Grafico N° 8 linea 1 indicado por la flecha, ademas las muestras 3092 y 3094
correspondientes a las lineas 4 y 8 respectivamente muestran una insuficiente
concentracién de ADN esto podria deberse a que no ha habido una correcta metodologia
para la extraccion y conservacién de las muestras de sangre permitiendo la lisis y
activacion de nucleasas que destruyen el ADN, otra de las razones seria una mala
manipulacién de la muestra en la etapa de extraccion del ADN, por esta razén tuvo que
extraerse nuevamente con los cuidados necesarios.
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Gréfico N° 8. ADN Genodmico de alpacas en gel de agarosa al 1% extraido segtn Boom y
col.62

Lineas 1:3001; 2, 3004; 3, 3007; 4, 3009; 5, 3011; 6, 3013; 7, 3014, 8, 3015; 9, 3016;
10, 3017; 11, 3023; 12, 3051; Lineas 13 y 14, alpacas controles puro e hibrido
Respectivamente; M: ADN fago lambda/Hindlll (marcador de peso molecular)

Se realizé una purificacion alternativa para los casos que presentaron impurezas con
el Kit “Cyclo-Pure” (Invitrogen) segun las condiciones del fabricante, cuyos resultados se
muestran en el Grafico N° 9, las muestras de las alpacas 3001 y 3526 presentes en las
lineas 1 y 3 respectivamente muestran una disminucion de impurezas, la concentracion
de ADN en estos casos es optima para realizar la prueba del RAPD. La muestra 3051
gque se encuentra en la linea 2 baja concentraciéon de ADN en un caso.

1 2 3 M

23130 g4y

Gréafico N° 9. ADN gendémico de alpacas purificados con el Kit “Cyclo Pure” (Invitrogen) en
gel de agarosa 1%

Linea 1, 3001; 2, 3051; 3, 3526; M: ADN fago lambda/Hindi (marcador de peso
molecular)
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5.2. Estandardizacion del RAPD

Luego de la extraccién de ADN gendmico se p%%siguié con la estandardizacion del RAPD,
siguiendo el protocolo disefiado por Zavaleta™ -, con las siguientes modificaciones que
resultaron en aumento del numero de bandas. Aproximadamente 100 ng de ADN
gendmico fue utilizado para la amplificacion por PCR. Se optimizo el proceso con una
concentraciéon del cebador de 10pmol; Tag ADN-polimerasa 2U, y de MgCl, a 2,5 mM
ubicandose dentro del rango 6ptimo para una PCR (0,5-5,0 mM). La concentracion de
magnesio tiene un efecto sobre la especificidad de los productos de PCR, forma un
complejo soluble con los deoxinucleotidos para incorporarse al A_I?El estimulando la
actividad de la Taqg ADN-polimerasa si existe un exceso de Mg resulta en una
acumulacion de productos no especificos; la concentracion de deoxinucleotidos se
mantuvo constante en 0,2 mM esta concentracién optima depende principalmente de la
concentracion de MgCI2 y la concentracion del primer. Con estas variaciones las bandas
se visualizaron mejor y permitieron separarlos por disminucién del voltaje en la corrida
electroforética de 80 a 60 voltios mejorando la resolucion de las mismas como se muestra
en el Grafico N° 10.

Grafico N° 10. RAPD con el cebador OPA 18.

En A se observa amplificacion de muestras antes de estandarizaciéon de parametros
en RAPD; en B se observa amplificacion con protocolo desarrollado en el presente
trabajo. Linea 1: alpaca pura; linea 2: alpaca; hibrida; Linea 3, 3001; 2, 3004, 3, 3007; 4,
3009; 5, 3011; 6, 3013; 7, 3014; 8, 3015M: Ladder 100pb.

5.3. Identificacion de Cebadores informativos

La siguiente etapa corresponde a la identificacion de los cebadores que sean mas
informativos, es decir aquellos que generen mas de una banda o un perfil de bandas de
un tamano molecular mayor a 200 pb y menor a 2000 pb. Se realizd la seleccion de
cebadores con un subgrupo de animales, incluyendo los puros e hibridos bien
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caracterizados. Los cebadores OPA-09, OPA-12, OPA-15, OPA-17, OPA-19, OPB-02,
OPB-4, OPB-06, OPB-07, OPB-12, OPB-13, OPB-19, OPF-06, OPF-17, OPI-01, OPI-10,
OPI-11, OPI-19 mostraron solamente 1 o 2 bandas que, dependiendo del cebador
midieron entre 800 y 1000 pb, por lo tanto no se utilizaron estos cebadores ya que no
generaron perfiles de bandas diferentes. en nuestra prueba el cebador OPA 17 mostré
solamente una banda o fragmento de 800 pb aproximadamente, indicandonos que esté
no genera bandas de diferentes tamarios. (Grafico N° 11).

Gréfico N° 11. RAPD con el cebador OPA-17

Linea 1: alpaca pura; linea 2: alpaca; hibrida; Linea 3, 3001; 2, 3004; 3, 3007, 4,
3009; 5, 3011; 6, 3013; 7, 3014; 8, 3015; 9, 3016; 10, 3017; 11, 3023; 12, 3051; 13, 3053;
14, 3068; 15, 3075; 16, 3081; 17, 3082: muestras de alpacas; M: marcador de peso
molecular 100 pb.

5.4. Estudio Molecular de Lama pacos con cebadores
informativos

Al realizar la prueba del RAPD con los cebadores OPF 05, OPI 04, OPB 03, OPI 18, OPB
11, OPA 18, OPI 14, se obtuvieron numerosas bandas que varian en tamafo de acuerdo
al primer utilizado, estas caracteristicas hacen que estos cebadores podrian ser utilizados
para determinar polimorfismos y relaciones de similitud genética en camélidos
sudamericanos y por lo tanto en alpacas.

Al utilizar el cebador OPB 03, se obtuvieron numerosas bandas como se observa en
la Grafico N° 12, linea 16 en la alpaca pura control, no encontramos la banda de 700 pb
que si aparece en las muestras y en el control de alpaca hibrida que se encuentra en la
linea 15. Ademas la banda de aproximadamente 1200 pb de la alpaca pura control (linea
16) es mas intensa que las otras muestras incluyendo el control alpaca hibrida. En la
linea 17 se encuentra el control de vicufia que presenta aproximadamente 11 bandas del
mismo peso molecular que las alpacas pero algunas de muy baja intensidad. En la Figura
5 se puede observar una banda de aproximadamente 650 pb que aparece en las
muestras 3100, 3091, 3094, 3053 de las lineas 7, 10, 14 y 17 respectivamente indicados
por flechas.
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Gréfico N° 12. Prueba de RAPD PCR con el cebador OPB 03

Lineas 1, 3001; 2, 3058; 3, 3075; 4, 3082; 5, 3084; 6, 3086; 7, 3100; 8, 3007; 9,
3051; 10, 3091; 11, 3088; 12, 3081; 13, 3092; 14, 3094 y 18, 30563 Muestras de alpacas;
linea 15: control alpaca hibrida; linea 16: control alpaca pura; linea 17: muestra de vicufia,
M: ladder 100 pb

En el Grafico N° 13 se muestra la prueba del RAPD con el cebador OPA-18 realizado
en muestras del Cuzco; la alpaca pura control que se encuentra en la linea 11 no
presenta bandas notorias de 1200 ni 1300 pb que si presentan las muestras en estudio.
Ademas se puede observar en las alpacas 3016 y 3023 que corresponden a las lineas 5
y 10 una banda de aproximadamente 1000 pb, que no presentan las otras alpacas.
Ademas, se observa una banda muy intensa de 1031 pb presentes en todas las
muestras. Similares resultados se obtienen con animales procedentes de puno (Grafico
N° 14), las alpacas 3516 y 3527 de las lineas 7 y 15 presentan bandas de
aproximadamente 1000 pb indicados con flechas amarillas que no presentan los otros
animales

et

=

Grafico N° 13. RAPD cebador OPA 18 para animales procedentes del Cuzco

Lineas 1, 3004; 2, 3011; 3, 3013; 4, 3014; 5, 3016; 6, 3501; 7, 3017; 8, 3009; 9,
3015; 10, 3023 y linea 13, 3013:; linea 11: control alpaca pura; M: Ladder 100pb.
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Grafico N° 14. RAPD cebador OPA 18 para animales procedentes de Puno

Lineas 1, 3502; 2, 3505; 3, 3506; 4, 3508; 5, 3512; 6, 3514; 7, 3516; 8, 3517, 9,
3518; 10, 3521; 11, 3522; 12, 3523; 13, 3524, 14, 3526, 15, 3527, 16, 3541, linea 17:
control alpaca pura; linea 18: control alpaca hibrida; M: Ladder 100pb.

Al realizar la prueba del RAPD con el cebador OPB-11 se puede observar que el
control de alpaca pura en la linea 17 no presenta varias bandas que si presentan las
alpacas y el control alpaca hibrida que se encuentra en la linea 16; la alpaca pura
presenta bandas notorias de 1031, 900 y 600pb.
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Gréafico N° 15. RAPD con cebador OPB 11

Lineas 1, 3001; 2, 3058; 3, 3075; 4, 3082; 5, 3084; 6, 3086; 7, 3100; 8, 3007; 9,
3053; 10, 3051; 11, 3091; 12, 3088; 13, 3081; 14, 3092; 15, 3094, linea16: control alpaca
hibrida; linea 17: control alpaca pura; linea 18: muestra vicufia; M: Ladder 100pb.

Se realiz6 la prueba del RAPD para el cebador OPI-14 cuyos perfiles de bandas no
fueron similares entre las alpacas controles, alpaca pura, vicuia, ni guanaco, y las
alpacas muestreadas sin embargo cabe destacar la notoriedad de bandas de 1300 pb
que aparecen solo en algunas muestras y en la muestra de vicuna.
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Gréfico N° 16. RAPD con cebador OPI 14

Lineas 1, 3004; 2, 3011; 3, 3013; 4, 3014; 5, 3016; 6, 3501; 7, 3017; 8, 3009; 9,
3015; 10, 3023; linea11: control alpaca pura; linea 12: control alpaca hibrida; linea 13:

muestra vicuAa, linea 14: muestra guanaco,; M: Ladder 100pb.
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El cruce mas comun en los camélidos sudamericanos es entre la llama y la alpaca, este
hibrido, conocido como wari, esta subdividido por los pastores trq%icionales entre llama
wari (semejante a llama) y paqowari (semejante a alpaca) . Los wari reunen
caracteristicas fenotipicas no deseables como una produccién fibra de menor calidad que
las alpacas. Los pastores evitan estos hibridos y eliminan los war%s8de sus rebafios para
asegurar la pureza de las dos especies y sus probables razas™ . Sin embargo, este
sistema de crianza se perdid con la invasién espafiola, las alpacas 5<=gncontradas
momificadas hace 900 — 1000 afos de antigliiedad en el Yaral, por wheeler™~, muestran
uniformidad en la finura de fibra y color totalmente ausentes en animales actuales
sugiriendo que elloi7 representan variedades desconocidas o animales puros no
hibridizados. Stanley = recomendé realizar otras técnicas para estudiar la relacion de
camélidos domésticos con sus ancestros silvestres ya que los datos del genoma
mitocondrial no permiten diferenciarlos.

Es posible realizar una amplificacion "al azar", siempre que se utilicen cebadores
pequefios generalmente de 10 pares de bases y a temperaturas de hibridacién muy
permisivas entre 35 a 42 °C. El ADN gendmico purificado es sometido a una PCR
especial relajada, con hibridacion a baja temperatura y cebadores muy cortos. Los
cebadores se unen a distintas secuencias diana y comienzan a generarse amplicones de
diferentes tamanos. Esto es muy importante, porque va a condicionar el hecho de que el
RAPD presenta generalmente un patron de segregacidon genética dominante; es decir,
que no permitan diferenciar al heterocigoto de uno de los homocigotos. La razén de dicha
segregacion de tipo dominante es la posible mayor longitud de un amplicén en relacién al
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competidor, sobre todo, la diferente afinidad de cada oligo por sus dianas. Ello producira
diferentes reacciones en desigualdad de condiciones, entre los diferentes productos
amplificados. Debe recordarse que la hibridacion del oligo con la diana no suele ser
perfecta; después de todo, son oligos inespecificos.

De modo que, como la PCR sigue la "ley del todo o nada", no todos los posibles
amplicones seran reamplificados con la misma eficiencia. Tendran preferencia los mas
cortos y, sobre todo los menores a 2kb, aquellos en que los cebadores delimitantes
tengan mayor afinidad por su diana. Esto puede hacer que, por ejemplo, en el
heterocigoto no se generen los dos amplicones correspondientes a cada uno de los
homocigotos, sino solo el amplicbn mas competitivo. Ello representa una desventaja
sobre todo para la generacion de mapas genéticos de ligamiento fisico (donde interesan
genéticas de segregacion codominante.

En el analisis basado en RAPD la primera etapa corresponde a la estandarizacion
del método, como se observa en el Grafico N° 10 la amplificacion fue mejorada
basicamente con variacién en la concentracion de MgCl, e ,5 mM encontrandose
dentro del rango optimo de 0,5 -5,0 mM recomendado por Innis™ _; otro parametro que se
trabajo con especial interés fue la pureza del ADN, segun Welsh™  este parametro es un
punto critico para que los resultados obtenidos por el RAPD sean 6ptimos.

Luego se realiza la identificacion de cebadore&que sean mas informativos en un
determinado grupo de especies. Merabachvill y col™  describen que OPA 17 es uno de
los cebadores que genera perfiles de bandas diferentes y recomienda utilizarlo en
estudios de filiacion y de diversidad genética en camélidos sudamericanos. Este cebador,
OPA-17, al ser empleado con muestras de alpacas de las dos razas no presentd bandas
informativas ni polimorficas, sélo se obtuvo como producto de amplificacion una banda de
aproximadamente 800pb como se observa en el Grafico N° 11, las diferencias de perfiles
obtenidos por un autor u otro dependen de pardametros como pureza e integridad del
ADN, la Taqg ADN polimerasa seleccionada, concentracién de MgCI2 y las temperaturas
de hibridacién, para que dichos resultados sean reproducibles.

Como se puede observar en los Gréficos 12, 13, 14 y 15, el numero de bandas
polimorficas es reducido, aunque el numero total de bandas amplificadas es elevado,
éstos podrian irﬂcar que hay una poblacion mayoritaria posiblemente de alpacas
hibridas; Stanley =~ determiné mediante el estudio del ADN mitocondrial que solamente el
60 % de las alpacas son genéticamente puras. A la luz de los resultados existe una
poblacion mayoritaria de alpacas hibridas esto resulta por ejemplo en una baja calidad de
fibra producida por las alpacas y llamas hibridas actuales resultando en un pobre ingreso
econdmico para las familias campesinas; el precio de la fibra esta en relacion al grosor, a
mayor grosor menor precio asi, las fibras menores de 22 ym de diametro tienen un precio
promedio de US$ 90/Kg mientras que las de mayor grosor tienen un precio de US$ 15/Kg
y este ultimo representa el 90% de la fibra producida por los campesinos. Las llamas y
alpacas de la época pre Inca e Inca tenian fibra fina de 19 pm la cual podria competir con
el cashmere que mide 17 uym. Recobrar el potencial perdido de la calidad de fibra y
pureza en los camélidos actuales seria la mejor estrategia para reducir la pobreza de los
productores campesinos.
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Algunos cebadores presentaron bandas diferentes, asi OPB-03 genero bandas de
650 pb en las alpacas 3100, 3091, 3094, 3053 y OPA-18 de 1000 pb en los animales
3016, 3023, 3081, 3516, 3527 esto podria indicar alguna mutacion o variabilidad
intraespecifica. También es destacable la notoriedad de la banda de 1031 pb que generdé
el cebador OPA-18 lo cual nos podria indicar un gen de multiple copia o que existan
fragmentos que comigran. Los cebadores OPI-14, OPB-03, OPF-05, OPB-11, OPI.04,
OPI-18, OPA-18 mostraron un perfil de bandas diferentes entre alpacas hibridas y puros,
pero no permitidé diferenciar entre las razas suri y huacaya. Ademas, en la poblacion
estudiada no se encontré alpacas que tuvieran un perfil de bandas similares a los
presentados por los animales puros, esto podria sugerir el grado de hibridacion que
existe debido a4lén inadecuado cuidado en el cruce de las alpacas como concluyo
Velasco en 1981 '~ mediante estudios fenotipicos.

El analisis de los patrones de RAPD obtenidos no permitieron diferenciar a los
animales por la caligid de fibra o alguna otra caracteristica fenotipica descrita en la tabla
N° 4; Merabachvill inicia el estudio de filiacion genética mediante RAPD con 200
cebadores, el numero de muestras y a pesar de que los reactivos son relativamente mas
econdémicos que otras técnicas de PCR, fueron limitantes para hacer mas pruebas y
determinar relaciones fenotipicas y genotipicas.

En conclusion, la técnica del RAPD es una metodologia relativamente mas
econémica y menos complicada que la técnica de microsatélites y del ADN mitocondrial,
pero los resultados obtenidos nos indica que la variabilidad genética detectada por estos
marcadores RAPD en los animales estudiados es menor que la detectada utilizando
microsatélites, se requiere seleccionar mas cebadores e incrementar el niumero de
muestras, sin embargo, requiere que se controlen parametros criticos como: pureza e
integridad del ADN, la Tag ADN polimerasa seleccionada, concentracion de MgCI2 y las
temperaturas de hibridacion, a fin de que los resultados sean reproducibles.
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CONCLUSIONES

CONCLUSIONES

1. La estandarizacion del RAPD demostrd ser util para el estudio molecular de Lama
pacos.

2. Se seleccionaron 7 cebadores especificos e informativos, OPF-05, OPI-04,
OPB-03, OPI-18, OPB-11, OPA-18, OPI-14; los cuales generaron perfiles genéticos
diferentes.

3. No se encontrd relacién entre los perfiles genéticos con las caracteristicas
fenotipicas de las alpacas seleccionadas.
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RECOMENDACIONES

RECOMENDACIONES

1. Utilizar la técnica del RAPD-PCR para el estudio molecular de Lama pacos, empleando
mayor nimero de cebadores e incrementando la cantidad de muestras.

2. Profundizar estudios para relacionar el polimorfismo genético y las caracteristicas
fenotipicas en alpacas.

3. Debido a que el RAPD es una técnica relativamente sencilla y barata se puede
utilizar en el estudio de otros camélidos.
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