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Resumen

Un panel de diez microsatélites designados para alpacas y llamas (Lang et al., 1996; Penedo
et al., 1998 y Penedo et al., 1999) fueron evaluados en 200 alpacas no emparentadas
provenientes de Huancavelica (105) y Junin (95) mediante amplificacion en una reaccion de
PCR multiple. Todos los microsatélites fueron altamente polimoérficos, con un numero de
alelos promedio por locus de 14.5, heterocigosidades observadas y comprendidas entre 0.696
y 0.887, probabilidades de exclusion que variaron entre 0.436 y 0.866 y una probabilidad de
exclusion acumulada de 0.99999; sugiriendo la efectividad de su uso en identificacion y
validacion de parentesco en alpacas.
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Abstract

A panel of ten microsatellites designed for alpacas and llama (Lang et al., 1996; Penedo et
al. 1998 and Penedo et al. 1999) they were evaluated in 200 not related alpacas from
Huancavelica (105) and Junin (95) by means of amplification in a reaction of PCR multiple.
All the microsatellites were highly polymorphic, with a number of alleles average by locus
of 14,5, heterozygosity observed and understood between 0,696 and 0,887, probability of
exclusion that varied between 0,436 and 0,866 and a probability of exclusion accumulated of
0,99999; suggesting the effectiveness of its use in identification and validation of
relationship in alpacas.
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Introduccion En la década pasada, muchas

técnicas

La alpaca (Lama pacos) constituye un
recurso de importancia econdmica para un
vasto sector de la poblacion altoandina
peruana. El Peri cuenta con la mayor
poblacion de alpacas a nivel mundial,
llegando a cifras sobre los 3 millones de
ejemplares (CONACS, 2003). El estado
peruano ha creado un  programa
multidisciplinario para la mejora de la
productividad en la alpaca, constituyéndose
la creaciéon de un libro de registro nacional
como el punto inicial y critico para dicho
proposito. Sin embargo, la validez de los
libros de registro dependen de la
confiabilidad en identificar a los animales
inscritos.

Durante muchos anos, métodos
convencionales como analisis de grupos
sanguineos y polimorfismos de proteinas han
sido las tinicas herramientas disponibles para
identificacion y determinacioén de parentesco
siendo el tiempo requerido, la complejidad y
el costo sus principales desventajas.
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basadas en el analisis de ADN mediante
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
han sido desarrolladas para identificacion y
determinacion de parentesco en animales
domésticos, siendo el analisis de ADN
microsatélites ¢l  mas  usado. Los
microsatélites son repeticiones de hasta 6
pares de bases, de alta frecuencia en el
genoma eucariota, altamente polimorficos,
codominantes y de herencia mendeliana
(Hancock, 1991).

La determinaciéon de parentesco mediante
analisis de microsatélites es utilizada para
garantizar y validar los registros genealogicos

y productivos en diferentes especies
animales. M¢étodos de identificacion y
parentesco mediante microsatélites son

utilizados en caninos (Morera et al., 1999;
Padar et al., 2001), bovidos silvestres y
domésticos (Kankan & Fado, 1999;
Mommens et al., 1998), caprinos (Ganai &
Yadav, 2005), porcinos (Aguilera-Reyes et
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al., 2006), equinos (Binns et al., 2000), en
primates no humanos (Constable et al., 2001;
Vigilant et al., 2001) y camellos (Sasse et al.,
2000; Sam et al.,, 2001). En el Pert los
registros en alpacas se basan en observacion
y empadre controlado, lo cual no asegura un
100% de confiabilidad en la identidad y
parentesco de los animales que ingresan a los
libros de registro. Se suma a esto, la ausencia
de un panel de marcadores microsatélites
evaluados y validados para su uso como
referencia para identificacion y validacion de
parentesco. En el presente estudio se evalia
un panel de 10 microsatélites altamente
polimorficos que pueden ser usados en
identificacion y validacion de parentesco en
alpacas.

2. Material y Método

ADN genomico de 200 alpacas (Lama pacos)
adultas no emparentadas, procedentes de los
departamentos de Huancavelica (105) y Junin
(95), fueron extraidas a partir de 300 pl de
sangre con  anticoagulante = mediante
SDS/ProteinasaK/NaCl y Precipitacion con
alcohol. (Miller et al. 1988).

Diez loci microsatélites YWLLO08, YWLL29,
YWLL36, YWLL40, YWLL44 (Lang et al.,
1996), LCAO05, LCAO08, LCA19, LCA37
(Penedo et.al.,1998) y LCA66 (Penedo et al.,
1999) fueron amplificados en una reaccion de
PCR multiple utilizando Qiagen Multiplex
PCR Kit® (QIAGEN) en un volumen final
de 10 pl conteniendo 20 ng de ADN
geonomico, 1X PCR buffer, 3mM MgCl,,
0.2mM de cada dNTPs, 0.5 U HotStart Taq®
DNA polimerasa y 5 pmoles de cada cebador
(cebador de avance marcado con fluorocromo
en su extremo 5’). La amplificacion se realizo
en un termociclador modelo 9700
GeneAmp® (Applied Biosystem) siguiendo
el protocolo termal: 1 ciclo de 95°C por 15
minutos, 25 ciclos de 95°C por 30 segundos,
60°C por 90 segundos, 72°C por 60 segundos
y un ciclo de 60°C por 30 minutos.

Los productos de PCR fueron separados por

electroforesis en capilar mediante un
Analizador Genético ABI 3130 DNA
sequencers® (Applied Biosystems). El

tamafio de los productos amplificados se
determind con el programa Genemapper®
v.4.0 (Applied Biosystems).

Las frecuencias alélicas, nimero de alelos por
locus, numero promedio de alelos,
heterocigosidad observada y esperada,
contenido de informacion polimorfica (PIC),
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y la probabilidad de exclusion (Jamieson &
Taylor, 1997) para cada locus fueron
calculados con el programa Cervus Parentage
Analysis v3.0 (Marshall et al., 1998).

3. Resultados y Discusion

La longitud de los alelos en pares de bases,

frecuencias alélicas, numero de alelo
promedio, heterocigosidad observada 'y
esperada, contenido de  informacion

polimorfica (PIC), probabilidad de exclusion
estan detallados en la tabla 1 y 2. Todos los
loci fueron altamente polimorficos, con un
numero de alelos promedio por locus de 14.5
(8-25) 'y heterocigosidades observadas
comprendidas entre 0.696 (YWLL40) y 0.887
(YWLL36). La probabilidad de exclusion
vario entre 0.436 (YWLL40) y 0.866
(YWLLO8) con una probabilidad de
exclusién acumulada de 0.99999.

Los resultados obtenidos con el panel de 10
microsatélites (LCA19, LCA37, LCAS
LCA66, YWLL29, YWLL36, YWLLA4O0,
LCAO08, YWLLO8 y YWLL44) reflejan una
mayor variabilidad en comparacién a los
reportados por Penedo et al. (1998), Penedo
et al. (1999), Rodriguez et al. (2004) y
Rodriguez et al. (2006), esta diferencia es
debido probablemente al nimero y origen

(Huancavelica y Junin) de individuos
evaluados.

4. Conclusiones

La elevada probabilidad de exclusion

acumulada (0. 99999) y su amplificacion en
una sola reaccion de PCR multiple
demuestran la factibilidad de ser utilizados en
una prueba de identificacion y determinacion
de parentesco en alpacas.
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Tabla 1: Reacciones de PCR Multiple, tipo de marcacion del cebador, rango y niimero de alelos.

- Tipo de Rango Numero

Locus Maltiplex marF():acién AIeIgs Alelos (K)
LCA19 1 6-FAM 81-117 14
LCA37 1 6-FAM 123-167 18
YWLL40 1 6-FAM 178-188 6
LCAO08 1 HEX 230-256 10
YWLL36 1 NED 136-178 17
LCA5 1 NED 182-206 12
LCA66 1 NED 217-259 16
YWLLO8 2 HEX 126-188 28
YWLL29 2 6-FAM 213-227 8
YWLL44 2 NED 81-127 16
Promedio 14,5

Tabla 2: Numero de alelos (K), Heterocigocidad observada (HO) y esperada (HE), Contenido de
Informacion polimorfica (PIC), Probabilidad de exclusion individual — sin pariente conocido (Excl. 1) —
pariente conocido (Excl. 2) y a cumulada (PEa) para los diez microsatélites analizados.

Locus k H(O) H(E) PIC Excl(1) Excl(2)
LCA19 15 0.7250 0.7470 0.7120 0.35700 0.53800
LCA37 20 0.8020 0.8660 0.8530 0.58800 0.74100
YWLL40 8 0.6960 0.6910 0.6360 0.26800 0.43600
YWLL29 8 0.7040 0.7120 0.6810 0.32200 0.50800
YWLL36 14 0.8870 0.8860 0.8720 0.61800 0.76500
LCA5 13 0.7840 0.7880 0.7550 0.41000 0.58700
LCA66 16 0.8280 0.8570 0.8420 0.56300 0.72300
YWLL44 15 0.7730 0.8730 0.8560 0.59100 0.74300
YWLLO8 25 0.8060 0.9360 0.9290 0.76100 0.86400
LCAO08 11 0.8240 0.8350 0.8140 0.50500 0.67500
Promedio 14.5 0.7829 0.8191 0.795
PEa (10 STR) 0.99937 0.99999
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