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ATECEDE\TES GENER ALES

Nombre del Provecto
IDE NTIF1CAC1O DE MARCADORES GENETICOS DE 1\IPORTANCTA ECONOM1CA
E\ C\\IELIDOS

Código
El provecto se inicio con el código 016-94, ci que cambio posterlormente al codigo .A94-0-P-016

Region
El provecto se ha ejecutado principalmente en la Region Metropolitana. También se realizaron
acciones en la I region (muestreo y captura de vicuñas). VI region ( desarrollo de famtltas e
irnplementaciOn de un re gistro genealogico) y XII region (muestreo de alpacas ',' muestreo de
guanacos)

Fecha de aprobación
17deuliode 1996

Entidades Ejecutoras
Instituto de Investigaciones Agropecuarias, Centro Experimentales Hidango, y CR1- Kampenaike
v La Platina, Lniversidad Catolica de Chile. Facultad de Agronomia
Uriivers iclad de Kentucky.

Jefes del Proyecto
Jorge Garcia-Huidobro
Patricio Hinrichsen

Casto Total
A continuaciOn se indican los aportes financieros para afrontar los costos del proyecto, y sus
respectivos porcentajes

Fundacion para la Innovación CHILE
Agraria
Instituto de Investi gaciones	 I CHILE
agropecuarias
Pontificia Universidad 	 CHILE
Católica de Chile
Lniversidad de Kentucky	USA.

Total

117.643.560

91.463706

33.210.300

94.181 700

336,499.266

PORCENTAJE

34,96%

27,18%

9,87%

27,99%

100,00%

UNSTITUCION
	

PAlS I	 MONTO
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Periodo de ejecución

El Provecto se comenzo aejecutar en la fecha de aprobactón hasta el 31 de Agosto de 1999. fecha

en que se solicitó una prdrroga hasta ci 3 I de octubre 1999 pam La realizaciôn de un serninario
ntcrnacional donde e inonaron lo.-, resiiltados obtemdos v 	 ';cioncs de CsIC trahaio
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	 RESL\IEN EJECUTIVO

a	
Titulo del Proyecto
IDENTIFICACION DE MARCADORES GENETICOS DE IMPORTANCIA ECONOMIC A

5	 EN CAMELIDOS

Financiamiento
El desarrollo de este provecto ha sido posible graclas al aporte financ.ero de la FUNDACION
PARA LA INNOVACION AGRARIX organismo depend iente del MINISTERLO DE
\GRICLTLTURA

Iristituciones ejecutoras
Instituto de Investigaciones Agropecuartas, Centro Expenmentales Hidango. y CR1- Kampenaike

La Platina, Universidad Catôlica de Chile, Facultad de Agronomia, Universidad de Kentucky

Personal Participante
En ci proyecto trabajaron los sigulentes profesionales pertenecientes al NTA - CR1 La Platina e
Hidango Eng. Agr. Jorge Garcia Huidobro, Bioq. Dr. Patricio Hinrichsen, Med. Vet. Rafael
Mancilla. Bioq. Victor Obreque (Alumno PhD U. de Chile) v Lic. Bioq. Genevieve Merabachvili
(Alumna de Magister en Bioquimica de la P.U. Católica), y del CRJ- Kampenaike, Med. Vet. Etel
Latorre. De la Escuela de Agronomia de la Universidad Catôlica de Chile, los profesores Srs.
Fernando Bas y Cristian Bonacic (actualmente alumno de PhD en Oxford, UK) y el Ing.Agr.Sr.
Benito Gonzalez y la Med.Vet. Srt&Beatriz Zapata (alumna de Ma gister de la P.U. Catôlica) se
contó con la colaboractdn permanente del Dr. Gus Cothran de la Universidad de Kentucky, quien
actuó adernâs como evaluador del avarice del proyecto al inicio de Ia segunda etapa. La
participaciôn de Maria Angelica Alliende (INTA. U. de Chile) the fundamental para la dirección
del trabao de Beatriz Zapata. Asi también. la alumna de Bioquimica de la U. de Santiago. Srta.
Paola Mandiola, colaboró en ci estudlo por SSR de ]as familias de alpacas y vicuñas. Finalmente,
dos estudiantes de Ia U. Mayor trabajaron en sus tests de Agronomia (Srs. Ureta y Aros),
relacionadas a estudios de los factores que determinan grosor del pelo en alpacas y estudios
zoomorfométncos en esta misma especie. respectivamente

Localización del Proyecto
El proyecto se ha realizado fundamentalmente en ci Laboratorio de Biotecnologia del Centro
Experimental La Platina, en sus aspectos de identificaciOn de DNA. Las muestras de animales
para la identificaciOn de marcadores en camélidos silvestres se obtuvieron en Ia I Region y XII
Region. En Ia VI RegiOn se han desarrollado los estudios fenotipicos v de familta para alpacas.
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	 OBJETIVOS GENER LES Y ESPECIFICOS

a

	 Objetivo General del Proyecto

Se postulo en este provecto que como complernento a los analisis tradicionales de mejoramiento
genetico de diferentes tipos de ganado, que se han basado hasta el dia de hoy en métodos

a	 cientificos cuantitativos, se requeria una mejor compresion de la función y estructura de los genes

a	
individuales y de las familias de genes que son responsables de los parametros de producción,
reproducción y salud de las especies camélidos sudamericanos. En este sentido el desarrollo de

a	
cualquier marcador molecular de DNA. seria de g ran utilidad para la, construcción de un mapa
enetico en CSA.

En este provecto se propuso corno objetio principal ci desarrollar marcadores de
microsatélites para. Ia especie alpaca (L.ama pacos L.). En este sentido el proyecto fue exitoso,
puesto que se logró obtener un total de más de 5() loci de microsatélites, superando las
inconveniencias técnicas de no contar con un secuenciador automático, lo que hubiese
permitido obtener un numero mayor de marcadores en un menor tiempo.

2 Además se propuso que la información que se pudiese obtener con estos microsatélites
podria ser utilizadas en el futuro para responder una amplia gama de tópicos, que Ia

A	 tecnologia tradicional ha resuelto parcialmente. Entre estos, se incluyen
genotipicas cualitativas y cuantitativas de interés productivo, caractenisticas reiacionadas con

adefectos congénitos, determinación de grados de hibridismo inter- e intra.especle,
consanguinidad de los animales, e identificaciOn de la diversidad genética dentro de cada. 
especie de CSA y entre elias.

Objetivos EspecIficos

I Se creó una Biblioteca Genômica para alpaca con In cual fue posibie seleccionar los
microsatélites obtenidos en este proyecto

2 Se identificaron el tipo de microsatélites presentes en ci genoma de alpaca, y se seleccionaron
clones de esta genoteca que presentaban [as seflales ma's fuertes pot hibnidización tipo

Southern

3 Se secuenciaron los Jones positivos para definir con precision la estructura genica de los
rnicrosatéiites aislados, y para dilucidar las regiones adyacentes a ellos.

4 Se diseñaron partidores de PCR que fueron capaces de amplificar reglones del genoma que
_	 contenian a Los microsatélites, y se deterniinO aquellos que entregaban la mayor informaciOn

sobre La base del nivel de polimorfismo detectado.

a	 5 Se descrihio in aniabilidad c,, enettca para una poblacion de 30 a 50 alpacas

a

a

a

a
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	 Se describiO Ia 'ariabilidad genetica (status sub-especifico, pureza genética e historia
evolutiva) de poblaciones cautivas y silvestres de CSA. incluyendo estudios de famiha.

a
	

Se comenzó el desarroilo de un mapa de ligamiento de la especie alpaca, para lo cual se
a

	
comenzo a detrur timiiias de medios hermanos.

a

	

S Sc capació personal v ci laboratorio de Biotecnologia del INL-\ La platina se ha establecido
eomo un laboratono de referencia para anâlisis gendtico de CSA en Chile.

a

a	
9 La experiencia que se generó en este proyecto, asi como ci desarroilo y aplicacion de estos

marcadores de microsatélites altaniente polimórficos, seran utiles para construir en ci futuro
un mapa genético para camélidos sudamericanos tan saturado como sea necesario. Además,
pemiitith introducir en el pals una herramienta para apoyar el meoramiento genético de

a	 diversas especies

a
	

Principales resultados

a	 • El laboratorio de Biotecnoiogia de la Platina adquirio las capacidades y expenencia para
constituirse en un centro de referencia para identificación genetica animal.

• Se han identificado un numero significativo de microsatélites con un alto grado de
.	 polimorfismo, para su uso en las cuatro especies de Camélidos Sudamericanos. La

interacción con La Universidad de Kentucky permitiô la secueiiciación de clones positivos

a
	 v las regiones adyacentes a ellos.

a
	 • Se han diseflado partidores de PCR que han permitido definir las relaciones de similitud

genética entre las especies de caniéltdos sudamericanos. Para este mismo propdsito se
optimizo ci uso de otras técnicas moleculares (RAPD v AFLP), y se inicio ci desarrollo dea
marcadores especie-especificas (SCAR).

a
Sc cuenta con un rnétodo que permite tener certeza para la identificaciOn de padres.

a

a	 ' Se cuenta COfl La inforrnación sobre claras diferencias en el patron de bandeo GTG entre
algunos de los camélidos sudamencanos. Estas diferencias no hahian sido reportadas

a	 previamente y podrian corresponder a varios factores causales, entre ellos estàn;
reordenamientos cromosbmicos producidos durante la especiación y (ii) polimorfismos

a
	

producidos por inversiones paracéntricas durante la evoluciOn cariotipica

a	 • Es posible que existan además reordenamientos cromosomicos aun no detectados, ya que

a

	

	
una gran parte del cariotipo de los camélidos esta constituido por cromosomas de tafliaño
pequeño y con patrones de bandas poco diferenciados.

• Se han generado ideograma cromosOnhico para guanaco. llama vicuña y alpaca
a

a

a

a
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• Se cuenta con un idiotipo IenotIpico de alpaca, sus mediciones zoométricas y sus
relactones.

• Se desarroiló y probó un protocolo de caliuicaciOn '' evaluacidn de animales para su
lncorporación at Registro Genealdgico de Hidango.

Se realizo un Seminario Internacional donde se dieron a conocer los resultados obtenidos
on ci provecto

a	 • Ademas. se detecto un creciente interes a nivel riacional. rencnal andino e
por los trabajos relacionados con genetica de CSA, incu1ados a algunos de los tres

a	 aspectos mencionados mãs arriba (mapeo gendmico. t"iliacidn gendtica o

a	
poblacionales). Estos vinculos Uueron revelados en contactos directos en reuniones
cientIflcas (como la reunion de [SAG, en Nueva Zelandia. Agosto de 1988) o divulgativas

a	
(como la patrocinada por FIA y SAG en Santiago, Noviembre de 1998, para presentar los
resuliados de diferentes studios en CS.\ silvestres

a
So 1o.rc Id pub icacion de an :irticulo en :\niiiial G 	 tic. rc ita de corriente principal,
mas otro en Ia misma revista en proceso de re ision .Asi tanihien, se publico un articulo
describiendo la aplicabilidad de los registros geneaiógicos y su reforzamiento con datos
moleculares, asi como un articulo de corte similar presentado en la Revista de la
Asociación de Criadores de Caballos Chilenos. En relacion con esto, se ha colaborado
con otro proyecto FLA aportando la experiencia de algunos de los investigadores de este
grupo de trabajo, para realizar la identificacidn de un nucleo de caballos chilotes que sea
genëticamente representativo. En esto momentos el proyecto se encuentra en su fase de
cierre ya que Ia fecha de término de acuerdo con ci contrato es ci 31 de julio de 1999, se
esthn terminando con la identificación y utilización de los marcadores encontrados para
definir la configuraciôn genética de animales nacidos entre febrero, marzo, mayo yjunio
del presente año.

Proy ecciones

a • Los loros obtenidos on este proy ecto con [as distintas acta, idades realizadas a Ia fecha v
los grupos internacionales en esta area del conocimiento con quien ci grupo de trabajo ha
logrado establecer vinculos muy estrechos de colaboraciori mutua. Permite prever que la

.

	

	 continuidad y consolidación de los resultados tienen una indudabie aplicación no solo en
los CSA sino que además serian aplicables a todas las especies animales.

Este proyecto cuya aplicación no es inmediata, permite desarrollar bases tecnoldgicas
solidas para en amplios sectores que estén en la biasqueda de tecnicas. para acelerar los
procesos de mejoramiento genético, desarrollo de mapas de ligamiento con to que se
puede evitar la entrada de enfermedades congénitas v por ultimo la identificación y
man ipulación de genes que podrian ser ütiles para ci genero humano, no en el futuro
cercano sino quo on el largo plazo

a

a

a

a

a

a

a

a

a

a

a

a

a

a

a
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• Considerando que uno de los objetivos era contar con un laboratorlo de referenda
(equipos y personal), debe mencionarse que a través un penodo adicional de este proyecto
se podria incorpora un secuenciador de genes ya que se cuenta con la capacidad
profesional para su aprovechamiento integro y por to tanto aprovechar at máximo la

ainversion en capacitactón que selogrO El term ino de las actividades consideradas en ci
Provecto constituye una rave pérdida at patrimonio del conocimiento del pals v limita el
desarroilo de las técnicas genómicas vinculadas at sector pecuario del pals. constituyendo

01 10 tanto una perdida de valor incalculable.
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RESUMEN DE LA PROPUESTA ORIGINAL
OBJET! VOS GENERALES

• Desarrollar marcadores de microsatélites para la especie alpaca (Lama Pacos L.
Para (i) Determiriar las relaciones filogenéticas de poblaciones dentro de la especie.
asi como con ]as otras especies de CSA y (ii) Estahiecer las bases de un programa de
mejoramiento genético asistido por estos marcadores. Contribuir a la comprensión de
La funcion v estructura de los genes que son responsabies de las variables productivas.
reproductivas ' salud de las especies carnélidos sudamericanos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Crear una hiblioteca enornicu para Ia alpaca

ldentitkar ci o los tipos de niicrosattlitcs presentes en 	 enoma de Ia alpaca.
seleccionar clones de esta genoteca que presenten las scñales más luertes por
hibridación tipo Southern

• Secuenciar lo clones positivos para definir con precision la estructura génica de los
inicrosatélites aislados y para dilucidar las regiones adyacentes a ellos

• Diseñar partidores de PCR que sean capaces de ampliticar regiones del genoma que
contengan a Los microsatélites

Describir la variabilidad genética para una poblaciOn de 30 aSO alpacas

• Describir La variabilidad genética de poblaciones cautivas y silvestres de CSA
inciuyendo estudios de familia

Comenzar ci desarrollo de tin mapa de litiarniento de Ia especie alpaca

	

Capacitar personal establccer un I	 ratorio de ntIis; genetico para ('SA en Chile.

' I USTI FI(:AC ION

La car-to ,-, rata genética de Los animales domésticos constituye una herramienta de gran utilidad
para identificar marcadores genéticos relacioriados con caracteristicas lenotipicas necesanos para
la se!ección y mejoria de razas. Este estudio permitirá determinar Ia variahilidad genética que
presentan los CSA y desarrollar una herramienra para genotipificación de individuos. Además
esta tccnca puede servir para La identiticaciOn genotipica de otras especies y razas.
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BENEFICIOS DEL PROYECTO

• Desarrollar en ci pals una herramienta de identiflcación genoti pica y apoyar ci
mejorarniento enético de diversas especies animales

• Estableccr Ia ariahiiidad genetca d Ia alpaca

• Proponer antecedentcs cnoupIcos con relacton a . r!aoIes reproduct 'as

Generar en ci pals Ia capacidad para ci anáiisis y mapeo del genoma de los CSA



15. 16. 17. 18. 19.
20. 2 I. 22
23. 24. 25.26 .27.
28. 29. 30
31. 32. 33. 34. 35.
36. 37. 38
39. 40. 41. 42.43,
44. 45. 46
47.48.49. -50. 5 1.
52
53. 54. 55. 56. 57.
58.59
60. 61, 62, 63.64.
65. 67. 68. 69. 70

75. 76, 77. 78. 79.
80. 81. 82, 83.84.
85. 86. 87

Grupo de machos	 Machos

Gnipo de machos	 Machos

Grupo familiar	 Hembras

Grupo	 Machos
de machos

(irupo	 Machos
de machos

(Irupo familiar	 1-lembras

Grupo familiar	 Hembra.s

Grupo mixto	 Hembras y
machos

I
4
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RESULT ADOS DEL PROVECTO Y AREA DE PLICACION

L - os resultados se han ordenado en los sigulentes capitulos Captura de animales silvestres.
Obtencidn de muestras de DNA. Desarrollo de marcadores de microsatelites y otros marcadores
pam estudios de diversidad genética, fihiaciOn y mapeo y estudios citogeneticas.

CAPTURA DE A.NIMALES SILVESTRES
vic us
Vicuñas I region
En los cuadros 1 y 2 se resumen (a filiación de los animales capturados en 1997 y 1998 en el
alt!plano de la region de Tarapaca.

Cuadro 1. Inentario de anirnales muestreados en 1997 para estudio aenetico (Sector Sunre,
I9"L.S._69 0 30_LW.).

-tao Crotal	 Grupo	 Sexo	 Observaciones
1997	 I. 2. 3. 6. 9. 10.	 Grupo de machos	 Machos	 Grupo de maehos deberia tener alta

11. 12. 13	 heteroeneidad izenética.
3. 4. 5. 7.8	 Familia	 ilembras	 Animal 7 corresponderia al macho

I
I
I
I
I
I

lider del grupo.
Grupo de machos deberia tener alta
heterogeneidad genetica.
Cirupo de machos deberia teller alta
hetero2eneldad ienética.
Animal 35 corresponderia al macho
lider.
Grupo de machos deberia tener alta
heterogeiieidad geuctica.
(;rupo de machos deheria tener alta
beterogencidad genética.
Animales 53 55 eorres-pondcn a
machos. Animal 55 es adulto.
Animales 65 y 70 son machos. Ambos
son adultos. no está claro quién es ci
Lider de gnipo.
Sc mezclan dos o-upos.

89.90	 Crias	 Se deben confrontar con nrupo del 75-
87 pam identilicar padres.

71. 72. 73. 74	 Crias	 Sc deben confrontar con grupo del 60-
70 Para identttiear padres

} : Li ente: C. Honacic (PhD Dissertation in prep). Sustainable use of the 'teuna in Chile An ecological and
ph ysiological assessment. Ui.uersity oiO\ford. I.fK.

En 1997 se capturo un total de 74 icuñas en tres .iomadas de trabao
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(uadro 2. Inventano de animales muestreados en 1998 para estudio genetico (Sector Surire,
19L.S._6930'L.W.).

Ano Crotal	 Grupo	 Sexo	 Observaciones
1998	 1. 2. 3. 4. 5. 107, 7.	 Grupo Mi.xto	 Machos v Se meielO on arupo tmi1iar eon uno de

8.9. 10. 11. 12. 13. 	 hembras	 machos soltero T. 8.9. 11. 13 son
15. 16. 17. 18. 19,	 machos adultos. 10. 14, iS son crias de

menus de Un ado de edad.
Grupo Familiar	 Machos

	 Macho del mpo cscapa. 21. 22. 23. 24.
hembras son crias de menus de I año de edad.

Am 33 se ha recapturado
Grupo Familiar	 Machos y 28 es ci macho Eder. No has crias.

heinbras
Grupo Familiar	 Machos v 37 es ci macho lider. 35 v 34 son erias.

hembras	 116. 121 se han recapturado
Grupo MLXI0	 Machos y Se me7cl6 Un nrupo familiar con uno de

hembras	 machos solteros. 134. Am 18. 39 sou
machos adultos. 40 y 4 1 son crias de
mcnosdeunañodeedad. 134. Am18.
136. 140 se han recapturado

Grupo de Machos I Machos
	 109. 112v 127 sehanrecaprurado.

(irupo Familiar	 Machos y El macho escapa a la captura. 47 es una
liembras cria de menus de un afio dc edad.

Grupo Familiar	 Machos v El macho escapa a la eaptura. 49 es una
hembras cria de menos de Un ao de edad.

20. 21 1.22. 23. 24.
Am33 25. 26.27

28. 29. 30. 31. 32.

116, 34.35. 121.
36.37
134. 38. Am 18.
136. 39, 140. 40.
41, 4L

43-44.52-53.109
127.112
45. 46,47

48.49.50.51

54	 Tlembra	 Cria. se desconoce su 2rupo familiar.
AmID. 55. 56.58.	 Grupo de Machos 	 Machos	 Am 10 v Ain24 se han recapturado.
59. Am24, 60.61.
62.63.64,65-66
67.68.69.70.71.	 Grupo Familiar	 Machos v Macho Eder escapa ala captura. 68 v 69
72	 Hcmbras son erias de menus de un año de edad.
74. 159. 158.75.	 GnipodeMachos	 Machos	 158v 159 serecapturaron.
76
77. 78, 79. 80.	 Grupo Familiar	 Machos y Am43 es ci macho lider. 77 es eria de
Am43. 81, 82__________ Hembras macus dc un año de edad.

luente: C. Honacic Ph I) Dissertation in prep) Sustainable use of'thc vicuna in Chile: An ecological and
ph ysiological assessment 1Jmversit. of' Ox1ird. UK.

En 1998, durante ties jornadas de captura (19, 20 y 21 de octubre) se captura un total de 95
vicuñas, de las cuales 15 individuos ya haban sido capturados en periodos antenores (1997).
A con ttnuactón se entregan algunos resultados de las medidas corporales de vicuñas capturadas
en el altiplano de la I region.



'	 Cuadro 3. \ledidas
Variable

I	 Peso kg)

I
I

I	 t

I
I	 1	 M-- .\U' R;
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orporales de icuñas muestreadas en 1998
	

edad.

Edad	 n	 Media ± DS
	

Rangc
<I	 16	 17.6±1.9

	 14 - 2()
I	 7	 22.6±4.4

	
17-29

2	 23	 29.6±4.9
	

21 -42
3	 15	 33.4±4.6

	
25-43

4	 14	 36.5 ± 4.9
	

29-46
5	 14	 39.9±4.3

	
29-45

6	 4	 31.3±5.1)
	 34 -45(' ircuatcrcncia	 <1	 17	 66.5 + 7.3
	 I	 43-77

I )racIea ciii)
1	 6	 1	 78.2 ± 7.0	 66-85
2	 23	 81.4 ± 8.4	 59-96
3	 14	 I	 84.8±10.2	 63-99
4	 14	 89.7±9.4	 62-101
5	 13	 89.1 ±6.7	 I	 79-98
6	 4	 89.9+6.4	 83 -98

Itiente: C. Honacic (Ph 1) Dissertation in prep). Sustainable use of the vicuna in Chile: An ecological and
ph ysiological assessment. University of Oxford. UK.

[anto Ia caracterización de medidas corporales por sexo y por edad permitirân establecer las
variables fenotipicas de los animales rnuestrados y su correspondiente correiación con los datos
pioductivos tales como peso del vellón. finura y largo de mecha. Los datos de medidas

nan ser utilizados en los estudios gene ticorporales, a su vez, pod 	 cos como variables fenotIpicas

asociadas a los patrones genéticos a determinat.

En ci anexo I se entre&an ma's antecedentes con reiación a variables de medidas corporales.
Se intentó la captura de vicuñas mediante el uso de rifle hipodérmico en ci sector de Cauquenes
ri iunio de 1999, sin embargo no se Iogró el objetivo debido a los siguientes factores:

• Gran distancia de vicuñas al tirador
• Problemas climáticos, especialmente el viento que desviaba los dardos.
• Dosis del sedante en baja concentración, pese a usar dosis que logró inmovilizar

guanacos en la misma region.
• El acercamiento en vehiculos tuvo resultados variables. debido principaimente a La

reactividad de Los grupos y a que se encuentran fuera del Parque Nacional Lauca,
donde los anirnales aceptan ci acercamiento gracias a la protección dada por CONAF

• El acercamiento a los grupos f'amiliares se dificultO por la conducta de vigilancia del
macho lidery de hembras que apovaban estaactividad. No obstantese logró el dardeo
de 2 ejemplares machos sin resultados positivos.

icuñas H region
Se hizo un muestreo de un total de 4 ejemplares mantenidos en cautiverlo Todos ellos provenian
de captura de crias de pocas semanas de edad y eran mantenidos en cautiverio en espacios
reducidos, a excepciOn de un ejemplar en La municipalidad de Oliague, ci que compartia un corral

cOn un rehaño de llamas

S
I
I

I

I
I
I

I.



R 1 \:.:

L\ ut, 94

Los ejempiares correspond ientes a esta subespecie fenotipicamente se diferencian de la existente
en la I region por su ma yor tamaño. por la carencia de fibras largas en el pecho. y porque el area
blanca de ientre alcanza hasta Ia mitad del Io flanco (Norambuena.

\ oontirivaciuri se resurnen los resultados de medidas corporalos, ariabIes heniatolouicos. do
pertil bioquimico y de caracteristicas lanimetricas de vicuñas en la H region

Cuadro 4. Parámetros estudiados seguri grupo de edad en icuñas de la H regiOn mantenidas en
CaUtP, erio 

Variable
Had
N
Peso
Permietro lorácico
Hemograma parcial 	 -
VGA(%)
Recuento total Lcucocitos (n/ui)
BaciliIi,rmes (n/uI)
Neutrôtilos scmentados (n/ui)
Linlocitos (n/ui)
Monocitos (n/ui)
Eosmofllos (wiii)
Otros tipos de leucocitos (n/ui)
Neutn, tilositin.focitos
Per/li hioquiinico

;NUS (mgldl)
Creatinina (mn/dl)
(;N' (till)
'GGT (till)
Fostatasa alcalina (WI)
Bilii-rubma total (mg/di)
i3ilirruhina directa (mg/dl)
Citicemia (mg/dI)
L.arnmelria
Diámetro (1m)

1.ongitud de fibra (mm)
Longitud de pelo (mm)
Meduiacióu (%)
Continua (%)
l)iscontmua (%)
Fraztnentada (%)
Pelo (%)

Subadultos
- anoS

413 ±6.03

80)± 12.29

39.6 ±4.51
13.925	 .792

15()

7.556 ±2.957

5.698 ± 495

417 ±84

451
I-)

1.38+-().6

34.3 ±6.6

1.5 ±0.1
9.0 ±2.0

2.3 ±1.5

65.6 ±7.5
0.30 ±0.06

0.06 ±0.01

110.0 ± 14.0

14.0 ±0.3

49.1 ± 17.8

69.3 ± 37.9

0.3 ±0.5
0.0

0.0

0.2 ±0.4

0.6 ±0.6

Adulto
15 años

36.5

90

52.00

10.420

6.877

2.605

938

0

2.6

31

1.6

18

32

0.33

0.05

129

19.8

36.1
61.8

34.0(1

H-10

11.20

11.80

130

Clinicamente los animales se encuentran sanos. observandose valores hematológicos y perfil
bioquimico dentro de los rangos reportados porotros autores (Fowler. 1989). Los valores
obtenidos indican que los animales se encuentran en huen estado de salud.
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Productiv amen te, La tibra de las vicunas correspondientes a la categoria de edad de subadultas se
encuentra bajo los rangos determinados para especimenes de v. mensalis No obstante se
observa que la finura es afectada por el aumento en la edad. 10 cual ha sido encoritrado en oos
estudios v en las especies de Camélidos domésdcos Lo anterior afecta at individuo macho de Ia
catect:ria aduito. ci cuai posee airededor do 15 años do edac

\icuñas Ill region
I as vicuñas correspondientes a esta region son Fenotipicamerite iguales a los ejemplares do la It
rettón. El hIbrido que fue muestreado poseia el fenotipo de v. vicugna.
A continuaclón se resumen los resultados de medidas corporates. variables hematológicas, de
perfll bioquimico y do caractensticas lanirnétricas de vicuñas do La III region, los cuales se
encuenuan en el Zooloieo de Quilpue. \ region.

( ' uadro 5. Parámetros estudiados segün grupo de edad en 1cuñas do la III regiOn mantenidas en
cautiverio.

Variable	 V. v. vicugna V. V. vicugnax
-______ V. v. mensali,s

I dad
N
Peso (kg)
Perimetro Torácico (cm)
Hemograma p arcial
VGA (%)
Recuento total Leucocitos (n/p.1)
Ncutrôtilos segmentados (n/j.d)
Iantocitos (n41)
\toaocitos (nJ).L1)

FoSiflof dos (riIrtl)
Basi1iforrnc' (nI11)
Otros tipos de leucocitos (uli.il)
NeutrótilosiLuiloeitos
['eiJiI biaquiinico

N'US mg/dl)
Creatimna
(iPT (LO)

JGT (u/I)
Iosfatasa alcalma (u/I)
Bilirrubuna total (mg/dl)
Bilirrubuna directa (mg/dl)
Protemas plasmáticas (g/dl)

(mg/dl)
(iLicemia (mg/dl)
Lanimetria
I)iámetro (pm)
[ongitud de fibra (mm)
1 unitud de pelo (min)
'.1edu1aeiou )o

	

5 3ñOS (1U1t0l	 2 3XtOS lUVeflil)

2	 1

46-56	 43

88-100	 86

38.5 ±63
	

40

	

6.900 ± 848
	

10.750

	

3.799 ± 1.096
	

4.085

	

2.403 ± 101
	

4.738

358 ±294
	

860

189
	

537

244±78
	

537

0
	

1)

1.58
	

0.86

31.5 ±92
	

29

1.3 ±0.!
	

1.6

13.0 ±2.8
	

10

7.0 ±42
	

9

	

69.5 ± 19.1'
	

74

	

029 ± 0.04
	

0,28

	

0.05 ± 0.00
	

0.06

6.4

600

124.0 ±339

14.5 ± 12
	

133

57±7
	

623

79 ± 14
	

862

19.1) ±2.8



Variable V. v. vicugna V v. vwugna x

-	 j V. v.
a

a

a

a

9.44.5	 I
3.1 ±2.4	 4.1

6 -2 ±4,8	 0

OJ)	 0

Continua (%)

I)i:ontinua (/)
Fraizmentada

an
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Li caractcruca ob'n.ada no difieren de aquellas de ejemplares de la TI region. Cabe destacar
!ue el ejemplar hibndo posee una conformación similar a la suhespecie de vicuña argentina.

a
GUANACOS
Guanacos I region
Se capturó un total de 3 guanacos silvestres en los airededores de Putre. Todos ellos
correspondIan a ejemplares machos adultos de grupos de machos solteros. Fenotipicarnente son

.

	

	 similares a los animales de la subespecie guanicoe, diferenciandose por una menor superficie de
fibra clara en el vientre.

La captura se realizó en tresjornadas. con una efectividad de disparo del 40 01/0 (animal
dardeado/nimero de disparos) y una eficiencia de sedaciôn del 	 (animales sedados/animales
dardeados). Esta diferencia se debe principalmente a que hubo animales en que el dardo no
perforo la pie! o IlegO a Ia zona Costa!, area de baja absorciun v por lo tanto de haia efèctivtdad

La baja cfcicncia de acicrtos se debe a

Las condiciories climáticas, especialmente ci viento, que desviaban los dardos.
La distancta de acercamiento, ya que a mayor distancia ]as probabilidades de
acierto disminuven.

. La estimación de la distancia in viso.

No hubo dificultades con el manejo de los rifles, dardos o de las dosis de Xilazina (7 mg/kg. PV)
y Tiletamina Zolazepam (5 mg/Kg PV), siendo recomendados pam otros estudios de captura de
guanacos.

F! animal sedado con Tiletamina Zola.zepam the dardeado en el cue!io, el efecto se hizo notar a
los 6 minutos para luego hacer caer al animal a los 8 minutos El animal estuvo inmóvi!
aproximadamente 44 minutos, para luego entrar en etapa de recuperacion.

a	
Los animales sedados con Xiiazina fueron dardeados en la pierna al nive! de la tibia y su efecto
comenzó a los 5 minutos, pam hacer caer al animal a los 10 minutos. La caida del animal no es
inmediata y queda reactivo a! medio. Esta situación hizo necesana !a administración de Xilazina
intravenosa en dosis de 1 mg/kg. El animal permanece inmovil aproximadamente 30 minutos,

a	 para luego entrar en etapa de recuperaciOn.

a
	

A continuación se resumen los resultados de medidas corporales. de perfil bioquimico y de
caracteristicas lanimetricas de los guanacos muestreados en la I recion

a

a

a

a

a

a

a

a

a

a

a

a
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5	 Cuadro 6. Parametros estudiados en guanaco perteneciente a poblaciones precordilleranas de La I

region

S	 Variable	 Adultos
Fdad	 3 anus

U	 N	 3

('erimetro Torácico (cm)	 11-4.5

S Rango de peso estlmado* (kg)	 86-113

Pcrfil bioquimico
NUS (mg/dl)	 19] ±5.4

.	 A. Urico (ma/d!)	 3.7±0.5

Colesterol(mgidl)	 22.7±19.4

5	 rigliceridos (ma/d!)	 40.0 ±6.9

AST o GOT (uJl)	 141.0 ±10.4

5	 Fosfatasa alcalina(uil) 	 46.0 ±9.1

E3ilirrubina total (maid!)	 0.37 ± 0.31

5	 Proteuias plasmáticas (gidl)	 7.2 ±02

..\Ihumina (aId!) 	 4.0 ±0.1

5	 CPK(U/I)	 52.6±112

P inoranico (,mg/dl)	 5.7 ±0.5

U

	

	 Ca (mg/dl)	 6.6 ±0.5

I Glicemia

U
S
S
U
S

I Lanimetria
1)iámetro (pm)
Longitud de tibra (mm)
1,ongitud de pelo (mm)
Medulación (%)
Continua (%)
I)iscontinua (%)
Fragmentada (%)
Pelo (°/o)

11a.s el al.. 1999. Peso (kg) = 5.69 * flY * [penmetro toráeieo (cm)]

17.1 ±12
37±7

67 ±11
32 ±26
11 ±6

12 ± 11
10 ± 10

para L. g. guanicoe en cautivcrio.

El perimetro torácico, el tamaño y la apariencia. indicarian que los animates capturados estaban

5	 cerca o sobre Los 100 k g . de peso. La estimación de peso de una ejemptar capturada el año
anterior por C()NAF. ['uc dc I L)

lanto ci aro LotilO ci Li Id metro Lie hbla nase CIUC Fitia iCE1O Jel tango descnto para Ia

especie. La aita proporcion de tibias meduladas indicanar't que los ejemplares se encontraban en
edad adu!ta, to cual fue corroborado pot ci desgaste dentano de uno de los individuos.

En este case de guanacos adu!tos capturados en la I region, con dardos anestesicos, Los valores de
perill bioquimico fueron similares a los reportados para la subespecie L. gl guan:coe en

5	 cautiverio (Bas et al 1999) y la llama (Fowler, 1989). ya que esta es la especie domestica mas

cercana (Palma. 1999) de la cual se cuenta información. Se puede concLuir que los animates

5	 estahan en huen estado de salud v

U
S
S

S
S
S
S
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Go	
Guanaco 11 region
El animal muestreado corresponde a una cria de 9 meses de edad proveniente de poblaciones
costeras de la region de Antofagasta. Fenotipicamente difiere de la subespecie guanicoe por su
apariencia más fina, especralmente al nivel de patas y cráneo. mayor tamaño de orejas y una
menor extension del pelaje claro en ci vientre. A continuacion se resumen los resultados
morfométncos, hematolOgicos, de perfil bioquirnico y de caractedsticas lanimétricas de la cria de
ivanaco mantenido en cautiverto en la IT regiOn.

Cuadro 7. Parárnetros estudiados en la cria de guanaco de la II regiOn.
Variable	 Resultado
Ideuttheactou

[dad	 ) ineses

Sew	 I leinbia

Peso (kg)
Perimetro Torácico (cm) 	 74

I lernograma parelal
VGA (%)
Recuento total Leucocitos (u/1)	 13.175

Bacih.tormes (nJpi) 	 2635

Neutrôtilos segmentados (n!41)	 5,7797

[,nilucttos (nI41)	 5.138

Monocitos (n/p.1)	 1.3118

FosinOfilos (n441) 	 658

(.)tros lipos de leucocitos (n4d) 	 0

Relación Neutrótilos/Lintbcitos 	 1.13

Pcrfil bioquimico

NUS (mkll)	 21

Creatinina (mg/dl) 	 0.9

GPT(wl)	 20

GGT (wI)	 6

Fusfatasa alcalina (u/I)	 58

Bilirnibina total (mg/dl) 	 0.28

Bilirrubina directa (mg/Ill)	 0.04

Gliceinia (mw(fl)	 107

Lanimetria
Diámetro (gm)	 14.6 ±	 2.2
1.oiiitud de fibra (mm)	 502 ±	 6.

Lou g itud de pelo (mm)	 61.1 ±	 13.9
Medulacidn (%)	 30.0

Continua (%)	 172

I)iscontinua (%)	 12.4

Fra gmentada (%
Pelo i°	 4.0

No existen valores de referencias para la población del cual proviene ci guanaco, por lo que se
extrapola de la experiencia y estudios lievados a cabo por (a Pontificia universidad Catolica de
Chile en guanacos en cautiverio proven tentes de Tierra del Fuego. XII regiOn (Bas etal.. 1999)

ME

to
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Climcamente la ejemplarse encuentra en buenas condiciones, sin un aparente estres psi quico por
ci cautiveno Al comparar los valores de las variables hematoidgicas y de perfil bioquimico de la

5	 uria de guanaco proveniente de Ia II regiàn. con los valores registrados para crias mantenidas en
cautiveno en la Zona Central ( gas et al. 199), estos se encontrahan dentro del ran go obserado.

S	 lo que uoicre un bucn 'staiio dc oiIud Jci 111MIMI

En rclaciori con los resuitados lanmietricos, sC ohsera an diametro rncnor en ci ndis idLIO Jo I..

g huanactis en relacion con L. g. guanicoc para edades similares. Esta diferencia se hace tambien
notona en [as fibras finas con medulaciôn fragmentada, siendo ma yor en ci ejempiar de Ia region

5	 do Antofagasta. Cabe destacar que ]as crias poseen un menor diámetro y una mayor longitud de
ubra clue anirnales de mayor edad (Bas etal., 1995) En reiacidn con el largo de fibra se observan

5	 aiores similares, no asi en ci largo del pelo, el cual es mentor al registrado en la subespecie
sureña El mercado de fibras finas para camélidos silvestres exige un diámetro inferior a 17 um v

U	 un largo superior a 32 mm para ci proceso do hilado (Bu ,,, I )7)

S Guanacos III region
Este grupo muestreado en cautiveno correspondió a guanacos de dos pobiaciones diferentes
provenientes de distintas zonas de la regián. Tresejemplares pertenecian al ecotipo de la costa:

5	 un macho de 3 años, una hembra y una cria. El resto de los guanacos correspondian a un ecotipo
cordillerano, ocho de los cuales nacieron en cautiverio a partir de una pareja de sobre 15 años de

U	 odad que aun permaneclan en el grupo. No obstante la literatura indica que la poblaciôn regional
do uanacos pertenecon a una sola uhespecic (I. g. h,eanacu)

Fenotipicamente los tres eJemplares provenientos do pohiacionos costeras son similares en
apariencia a la ejempiar de la 11 regiOn. No se observa La misnia notoriedad en ejemplares
provenientes de Ia cordillera.

5	 A continuaciOn se entregan las variables correspondientes a zoometrIa, perfil bioquimico y
caractoristicas do La fibra do cuanacos provenientes de la m region.

U
U
U
U
U
U
U
U
U
U
U
U



Subadultos	 Adultos
>I5os

2
102±2.1	 110±32

73	 91

47,5 ±3.3

10.254±4.117
494 ±391

3.190 ± 1.800
6.013±2.797

265 ±72
0.67±034

23.8 ± 8
1.1 ±03

5.5 ±2.8
1,7 ±12

33.2 ± 14,1
026 ±0.04
0.05 ± 0.01
6.8 ±0.9
108 ± 142

36.3 ±25.4
75±9

36.5 ±2.1
9.175 3.429

251 ±27
4.037 ± 1.309
4.452 ± 1.905

435 ±32
0.92-+0,05

31.5 ±3.5
1.3 ±0,0
7,5 ±0.7
3.5 ±3,5
31 ±42

0.29 ±0.02
0.05 ± 0.00

6,8 ±0.6
125 ± 106
24 ± 7.1

62.5 ±2.1

16.8±1	 20,2±1.9
4.5 ±0,8	 4.5 ±0.8
8.7±2.6	 10,0±3.5
82 ±6.6	 345 t6A
4.8±4.3	 13.5±.3.8
2±1.9	 10.5±2.7

1.5±1.3	 9.5±0.4
2±1.6	 3±1.5

para L. g. guanicoe en cautiverio.
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Cuadro 8. Parâmetros estudiados segun grupo de edad en guanacos mantenidos en cautiverlo en
La lIT region.

Variable	 Crias	 Juveniles
Witi	 - .tho	 i -: afius

S	 N	 i	 2
lrimetro Toracico (cm)	 80.5 ± f).7	 95 ±2.8

S Feso promcdio cstimado* (kg)	 35	 59

S
lemograma parcial	

I

VGA (%)	 47 ± 1.4	 45.7 ±3.5

.	 Recuento total Leucocitos (n4il)	 4.850± 1060	 16 516 ±2.83

1icditrmes (n441)	 403 ±234

NLutrót'dos sencutados (n/L) 	 9.882 ± 11 .203	 4.370 ±425

l.infocitos(nip.I)	 2.837 ± 1.055	 11.339 ±2.96-

5	 Monocitos (n411) 	 130 ± 105	 2.481 ±3.848
Neuir6ti1oi1.infocitos 	 0.71 ±022	 0,4 ±0.1

5 I)crtil bioquimico
N1JS(ing/dI)	 30.5±3.5	 31.5±13.4

5 reatiiima(mg/dL)	 1.2±02	 1.5 ±02
(iPI' (u!d)	 8.0 ±7.1	 14 ±,11.3

5	 GGT (till)	 2.5 ±0.7	 4±2.8
1osl'atasaalcalina(uJ1) 	 445 ±24,7	 49±5,7

5	 lti]irrubina total (mg/dl)	 032 ± 0.08	 026 ± 0.01
IiIirrubina directa (mg/dl) 	 0.06 ± 0 701	 0.05 ± 0.01

S	 I'roteinas pla.smáiicas (gJdl) 	 6.7 ± 0.1	 6.5 ± 0.1
1ibrin6eno (mg/dl)	 50±0.0	 200±1)

S	 C1'K (WA)	 41.0 ± 143	 18±42
_

	

	 Gliecmia(rng/dl)	 84.5±17.7	 68±7.1
I .animeia

.	 l)iámetro (urn)	 162 ± I	 16.1 ± 1
[onitud de tibra (cm)	 5.0 ± 0.0	 4,5 ± 0.4
I .ongitud de pelo (cm)	 7.4 ± 1.5	 8,6 ± 1.5

S	 Medulación (%)	 20.5 ±13.4	 7.1 ±,7,I
Continua (%)	 4.3 ±4.2	 33 ±2.7

5	 1)tscontmua (%)	 2 ± 0	 2 ±23
Fraentada(%)	 0,7 ±0.9	 2±2.4

5	 PIo(%)	 1.6 ±2.3	 1.1 ±0.3
Bas el al.. 1999. Po (kg) = 5.69 * 10' * [perunetro torácico (cm)I'

S
S
S
S
S
S
S
S
S

I as crias muestreadas tenian airededor de 8 meses de edad en el momento de la visita El peso es
interior al registrado en L. g. guanicoe en cautiverlo (Bas era!, 1999). lo cual podria deberse a
Lis condiciones de crianza. El largo de fibra es ma yoral de Las otras categorias de edad, lo cual se
obei a tarnbieri en Ia s bespecie de la patagonia.

Los alores Lncontrados tan to en las auablcs hem atolozcas come on Las de pertil hioquimco se
encuentran dentro de rangos reportados en estudios previos realizados en guanacos mantenidos
en cautiverio en Ia zona central (Bas etal.. 1999). Para el caso de los guanacos adultos nose
cLienta con una base de datos local de referencia. Sin embargo a! comparar Los valores
ericontrados con Los reportados pot Fraser v \loorbv (1998) para proteinas plasmâticas y P01
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I lavkey y Guiland (1988) para variables hematoldgicas, se encontro que los valores obtenidos
para los animales muestreados en el estudio estaban dentro del rango reportado, lo cual indica
ue los animales se encontraban en buen estado de salud y nutnciôn.

L  diãmetro de fibra es similar entre las tres primeras categorias de edad (criasjuveniles,
ubadultos), sin embargo para la categoria adultos ci diametro aumenta a valores sobre 20 him, lo

cual se debe al efecto de la edad sobre este parámetro. ya que ambos eiempiares poseian sobre 1 5
años.

Guanacos 1V region
No se logro la captura de guanacos debido a Las siguientes razones.

• Distancia de acercamiento de los guanacos a los escondites fuera del alcance de
los rifles.

• Problemas climáticos, especialmente ci viento que desviaba los dardos.
• Dosis del sedante en baja concentración. Se logró dardear a 2 guanacos pero el

sedante no hizo el efecto deseado.
• Problemas con uno de los rifles de largo alcance.

La persecución en vehiculo tuvo resultados positivos en un comienzo en re!aciôn con la distancia
de acercamiento, especIficamente ante guanacos machos solitarios Pero la alta frecuencia en el
uso de esta técnica provocó una mayor distancia de huida de los animales en el tiempo

El acercamiento a los grupos familiares se dificultó pot la conducta de vigilancia del macho lider
y de hembras que apo yaban esta actividad.

Guanacos XII region
Inforrnación referente al grupo de guanacos procedentes de Tierra del Fuego, XII region, puede

•	 set encontrada en ci Informe Final Proyecto PUC - FIA N O 056/94 Estutha de La adapiaciOny

mane/a en sernical,(n'erla dcl guanaco en ía zona central"

CONCLUSIONES DEL TR..BAJO DE CAPTURA DE CSA SILVESTRES

Se logró ci muestreo de vicuñas y guanacos pertenecientes a todas las subespecies presentes en
Chile: Lama guanicue cacsilensis. Lama guanicoe huanacus. Lama guanicoe guanicoe. Vicugna
'1Lugna mensalis y Vicugna t'icugna vicugna, algunos de cuyas pobiaciones nunca se habia

tenido acceso para estudios relacionados a este informe

La metodologia utilizada en la captura de Camelidos silvestres fue adecuada, sin embargo
persisten problemas de tipo puntuales con relación a variables técnicas, especialmente en la
captura con rifle y dardos.

Los parámetros de tipo hematolOgicos, de perfil bioquimico, de zoometria y de caracteristicas

U
	 [animtricas. se encuentran dentro de Los ranios descritos para las especies en cuestiOn. No

U
U
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obstante. debido a que aigunas variables provienen de animates en cautiverio, lo cual unido a una
haja cantidad de animales muestreados. no es posihie determinar tendencias claras por
ip	 L r11lr L	 fl	 fi')1dL in Lfl LI r tUfl)	 iF 1	 in i1i

4M
F I	 mxto hiométric:, tisit. lanimetricu v safiutar:o iteniJ para cada .ubespecie
constituyen al gunas tie las bases sobre la cual se basan los análisis genético moleculares. Esta
información en conjunto con los resultados genéticos constituye ci primer estudio que tipifica la
variabilidad genética de este recurso animal.

H trabajo realizado por la Pontificia Universidad Católica y a Unidad de Conservación de Vida
Silvestre de la Universidad de Oxford ha sido posible gracias at apoyo de otras Enstituciones y

40

	

	 Sr.	
tales como el Instituto de Investigaciones Agropecuarias (Sr. Jorge Garcia-Huidobro.

Sr. Patricio Hinrichsen y su equipo). Universidad de Oxford (Dr. David Mac Donald), la
Fundación para la Irmovación Agraria (Sr. Ignacio Briones A.). La CorporaciOn Nacional Forestal
(I)r. José Luis Galáz. Sr. Alberto Bordeau. Sr. Benjamin Cornejo. Sr. Claudio Cunazza). Servicio
Agricola y Ganadero (Dr. CharifTala. Sr. Agustin Iriarte, Sr. Oscar Camacho. Sr. If ibert
Martinez, Sr. Luis Cofrd, Sr. Jose'Andaur, Sr. Carlos Gonzalez, Sr. Santiago Sandoval). Care for
The Wild International (Ms. Lindsey Gillson y Dr. William Jordan). Macauley Land Use

.

	

	 Research (Mr. Jerry Laker, Ms. Hillary Redden), University Federation for Animal Welfare (Dr.
J. Kirkwood). Quiborax Salar de Surire, The British Council. el ZoolOgico de Quilpud (Sr. Juan
Cádiz, Dr. Luis Carrasco, al personal), a particulares (Sra. Soza. Humberto UrgandarIn. Juana
Avvire, Rail Apei, y otros). ' a Ia Lvi tie 011ague.

LI equipo de trabajo est.l compuesto por Fernando Bus. Cristian Bonacic, Beatriz Zapata. Benito
(jonialci.. Pia Bustos. Flen\ \Iontcro v Doris Prchn.
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;\N.L1SIS MOLECULAR DE CSA

ObtenciOn de DNA genOmico de CSA.
Se obtuo un huen rendimento en cada una de las purificaciones de DNA. observándose en general
que el estado de inlegridad de cada una de las muestras de DNA obtenidos curnplia los requisitos
mininios exigido en cuanto a inteuridad y pureza. En [a Fi gura I se puede observar 14 muestras
distintas de DNA de alpaca, nótese que ci tamaño del DNA obtenido presenta todos valores
superiores a 48.5 kb.

Figura 1. Gel de agarosa al l°/o que muestra Los DNA de 14 muestras de alpaca, obtenidas como
se descrihió en la metodologia. El primer carril consiste en el estándar usado. fàgo
Lambda sin digerir.

Difci-entes extraccioncs de DNA de alpaca

Otros metodos utilizados para la punhicacion de DNA ftieron menos exitosos, especialmente cuando
se usaron otras sales en el tampon de lisis de eritrocitos, diferentes al cloruro de amonio. Cabe
rnencionar que ci DNA extraido se mantuvo intacto por largos periodos de almacenamiento, to cual
rcsultO ser muy conveniente puesto que todas estas preparaciones de DNA fueron utilizadas
posteriormente pam estimar los Indices de polimorfismo de los partidores disenados para arnplificar
os dircntes Ii/ de microsatelites desarrollados.
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Preparación de genotecas de CSA
La pnmera etapa en Ia preparaczôn de una genoteca parcial de DNA de alpaca fue la digestion del
DNA genOmico con las enzimas de restnccion elegidas (B gaiT v BclTh La adecuada digestiOn d&
DNA fue analizada separando los fra mentos generados en electroforesis de agarosa. Como se
muestra en la Figura 2, ci DNA genómico se observó como un conj unto de bandas ("chorreado' de
I) N. \).

Fi2ura 2. Gel de agarosa de bajo punto de fusiOn al 0.4%, en ci que se muestra Ia di gestion del
DNA genOmlco con BgalI y BcllI. Dos estándares se muestran en los carriles
extrenlos

DNA Diido

Estándar —	 .- Estándar

4— 3000 pb

¶;i $ $ $ -.

	 4- 1500 pb

Tambien se puede apreciar en la Figura 2 que La digestion del DNA genomico resulto ser optima
con un bandeo que va desde los 100 pb hasta ma's de 3.000 pb En Ia figura se indica
especialmente ci tarnaño de 500 pb, zona en la cual consideramos nosotros como tamaño
promedio óptimo para ser clonado, en base a la facilidad de secuenciar dichos tamaños sin la
ncccsidad de subclonarnientos
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Fi2ura 3. Gel de agarosa at 1 0%. donde se muestra los fragnientos ernie 500-700 pb obtenido
desde tin g el de a garosa de bao punto de fusion

I-

wwl

500-'of) Pb	
- 

	4- 500 ph

Figura 4. Esquema clue rnuestra la estructura del 'vector de clonamiento p1.itnius8 usado en la
obtencion de La genoteca de alpaca.
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E: • .cc[r [.iJ\tL	 L:ItICn JUe d 	 io. pero en este caso utilizando solamente la erma
!irH! (rn	 Hcr, :r c Frur:	 . cctjr i:I7iCC	 :.r:ño c'ih ic

F gIj ra 5.Cd de .._	 '	 r e

inearizado con BarnHI. En los dos ultimos carriles de la dereciia se muestran dos
Ircii.:'	 Tir.

p Litmus Dierido

LL1eO de realizdu Lb !'eacciorles de tii.acion v rransfi..miacion Hcteniria, e eicccionaron
aleatoriamente cerca de 30 clones recornbinantes (colonias blancas). Todos estos clones resultaron
tener un fra gmento de DNA de diferentes tarnaños (entre 300 hp v I 500 bp), corno se aprecia en la

Fi gura 6. Nótese que en esta electroforesis solo se resuelven cinco bandas del estandar de peso
molecular wXI 74-HaellI Centre 300 i 1.300 bp), corrido en ci carril del e'ctrerno izquierdo. Como
control se utilizO el vector de clonarniento solo, observese que en dicho carril no se observa
amplificado. lo cual se esperaba puesto Clue no presenta insertoaluuno

4 -

4- 4kh

* -



-b

iN

F'z1i-a 6. .-\naiIIs de I	 uicrna	 ancas uansformantes mediante na reaccion de PC  oara
•c.m1nar cn	 rma acda cI :aniaño ar \Inlados - 	 s ::ero	 ]nadcs

Sc preparalun dos zenu1ecas paftaales de alpaca, uria tue preparada en ci laDorarorlo de
Biotecnologia de La Platina, v tue guardada como mezcla de ligación. v la otra tue preparada ci
laboratorio del Dr Gus Cothran en la Universidad de Kentuck y, con ci doble propósito de ampliar ci
idmero de clones recombinantes (se estimó que el nOmero de clones obtenido en la primera serie de
experimentos tue unas 40 veces inferiores al minimo necesario para tener representada la totalidad
del genonia), y ademãs tener fragmentos de un tamaño mas definido para la posterior secuenciaciOn
Dado que se obtuvo un c.rran nurnero de colonias recombinantes. estas se usaron directamente para
realizai' ci analisis de los clones que ilevahan seeuencias de inicrosatel:tes

Desarrollo de marcadores de nücrosatélites

\lediante ci anâlisis de las bacterias transt'ormadas con una reaccion de iigación adecuada, se
obtuv	 vos despieron aproximadamente 125 clones positiues ic ser analizados por medlo de la
liibridaciOn ("Southern blot") con la sonda poii(TG). Cabe destacar que ci anãlisis realizado con
ci sisterna de detecciOn Genius System (Boehriner Mannheim) tue hecho por duplicado, y que
aquellos clones que presentaban una reacción positiva en una primera instancia, fueron
nuevarnente analizados con la misma sonda. con el fin de minimizar al maxirno la seiecciOn de
talsos positivOs
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.\jUC!ld cuiuiiit eie otJi pus1iIus. tüeron tomadas cuidadosamente utilizando
ondadientes pre iarnenre esterilizados para luego proceder a crecer dichas colonias en Lin

:ici J	 cc I17 LU	 •nnid:	 :npicWr

(d	 n: dc loscn	 to os s ecc	 dos ucr r'	 k) Oe UitI'-O	 LOJO L

omo se indica en los materiales v rnetodos. utilizando 3 ml de dicho cultivo para realizar una
\traccion de plasmidio "nhiniprep") La cantidad y catidad de las extracciones de estos

r'lasrnidios se muestra en la Fiura T

Figura 7. Gel de agarosa con muestras de extracciôn de plasmidios de los distintos clones
positivos obtenidos despues del anahsis por hibridizacion

=	 Diterenie	 trIe Seecin,id
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('ada uno de los clones a los cuales se Ic realizo la extraccion de plasmidio tl.ie posteriormente
ecuenciado. obteniendose de esta forma Ia secuencia total del inserto clonado. Las secuencias de

:tkunos clones que presentaban secuencias de microsatelites se muestran a continuación en ]as
Fisuras 8 v 9 En los grdficos mostrados. cada nuclebtido esta representado per un pico de una
tinciorl fluore.sceritc difèrente
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[)cI E[di de cione pusttius selecclonados v secuenciados solamenre un porcemage aproxirnado
400 '0 de ellos presentO secuencias de microsatelites t'actibles de ser utilizados en las siguientes

capas del provecto Ln ('uadro resumen de la eficiencia de obtencion de estos microsatelites se
a

( ' nadri) 9. R amen •ue erdtLa !a erccacLi en Li	 nc:" .:e	 .e

iSeIección	 2 Selección I	 Clones	 Positivos paraPartidores	 Loci
de clones -h	 de dories ±	 Secueiiciados I Microsatélites	 Diseiiados	 Polimorficos

--	 26()	 :	 130 (5Q0)*	 130	 70 (54 0 'o) 	 62 (3Q%)***	 40 (5q0)****

Lon rescto a 260: **Con respecto a 130.**con respecto a 70:	 respecto a 62,

Todas aquellas rnuestras que presentaban repeticiones (TGn. fueron secuenciadas en ambas
direcciones. y dichas secuencias Iiieron introducidas al prorama Oligo (version 5.0), con el tin
de diseñar los partidores de PCR adecuados para cada don Las caracteristicas de las secuencias
dc microsatelires. as como ci taniaño de los insertos clonados flieron almacenados en una base de
Jaten

F 12u ra 10. Detalles enitreados por ci protnanna Oii>.o C nccrnen:e' a ias	 de 1
partidores disenado v su especi ticidad

"LuL)4.uc	 :.eg:4c3	 rue M.1, 1	 1

.'ER PRIMER -VICTC204:LLJ10-- positive at

	

.-1r1 .sfficiency of the perfect match is 4 1 	 abo ve the thresio1d>
found.

'".R 'R1f'ER -VtCT2Q4:L15CJ18- neitive 3trad.

	

-.rning effiir.cy of the perfect march is 41	 hc'.'e the tehoIci,
Priming erfi1ency: 410 (above the threshcld)

5 (116) AAAG'..ATTCCCCACrCA (133)3'

3' (11)	 ........... '	 (13}5

May 12 1809:50 19

PRIMER -V1CT0204:268L23- ocsitive stac.
srcy of the perfect match 1.s 4.t t abvs tho	 .rshc1d(.

Praminq .fi.ci.cy: 446 above the threshold)
5 (268) GGAATAGA A.A-r.%qAAC.TC(-,TT (290)

3(290) C tacrcctroztttcagcaa (268)5

R PRIMER -vIcT0204:268L23- negative strand.
:,:c-q	 f'i iercv Of	 oerf'±=t rnatc>".	 s 14€ t s'rcve te tnres:icicz -



i2ura ii . ' e rie	 a. a riii	 de Lieflhplo. as	 e Je PCR. V caractensiica Je ..
ta:cr	 JicfaJo :or ci rccrarua U I I u o ' c:n
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Posit-on arid	 3	 G
Len th	 Tm['C	 GC

rod,ict
Upper Primer	 3.7	 44.4	 -0.4
Lower Primer 25	 2.	 .3
Product Tm - Lower Primer Tm 5.
Primers Tm difference	 '_: 4

Concentration
Upper Primer	 ::.L.
Lower Primer	 n
Monovalent Cation 500 mM
Free Hg[2+]	 7 mM

Total Na,*] Equivalent

La etapa sicuienic consistio en a determinacion de las conJ:enes cptinias de ampliticacion para
k'- partidores dtseñados. En la situiente Figura Se muestra ci pioducto ampliticado de cinco
p 4irt1dores. donde se definieron éstas condiciones

Para determinar cuales eran ]as condiciones Optimas de Mg. presencia de otros iones y del pH
de la reacciôn de PCR, se utilizô un sisterna de 12 buffer de Amersharn. con el cual se ensavaron
i&s distintos pares de partidores En esta Fuura se muestra ci resuitado obtenido con dos loci
VOLP 10 y VOLP 17) Los niimeros representan los distintos buffer y las tiechas blancas indican

ci hufter donde se obru\o el neior ampliticado



VOLP17

4- Producto
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Fiuri 12 C}es de auarosa 1.Uo, doride se muestra para dos loci (VOLPIO y VOLPI7) el
producto de PCR usando 12 diferentes buffer (Opti-Pnnie PCR Optimization Kit de

rrata.zene) La flecha blanca mdica la condtción en Ia cual se obtuvo la optima
dr1i:cacIrl del !')LH. \ : butler ::	 ar \OLP	 bu:er	 piri \O1 PI

-	 -	 -
VOLPIO

- Preducto

; continuaciOn se muestra tin Cuadro con las caracteristicas de cada uno de los Buffer utilizados

Las concentraciones que se indican corresponden a las concentraciones finales en ]as reacciones
de PCR.

Cuadro 10. ('ondiciones de pH y concentración de magnesio y potaslo presentes en los
dif'erentes buffer utilizados para las reacciones de PCR La flecha (—) indica
aquellos buffer que cu yas condiciones Fueron [as mas optimas para la mavoria de los

loci de microsatélites desarrollados (buffer 46 v ifl 0)

10 mM Tris-HCI
pH 8.3
pH 8.3
pH 8.8
pH 8.8
pH 9.2
nH 9,2

MgCl2
1.5mM
3.5 mM
1.5 mM
3.5 mM
1.5 mM
3,5 mm

25 mM KCI
Buffer 41

Butler 3
Buffer :0
Butler :7
ButTer9
Buffer Il

75 mM KCI
Buffer #2
Buffer #4

Buffer #6 -
Buffer #8

Buffer # 10
Buffer #12
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Figura 13.- .Arnp1itcaciOn de 15 direrentes loci de microsatéhtes, utilizando una muestra de
DNA de alpaca Observese que los productos amplificados se encuenan en un
ran LT O de tarnaño entre 100 a 220 pb

C-	 C .	 C I	 •..	 '.	 F.	 -.

C-. C.. C-. C.. C. C, C. C. C. C. C,

ccoc0000ccco.;; > > > > > > > > > > > > > > >

Identificación de SSR polirnórlicos en alpacas
Para analizar el nivel de polimorfismo que presentaba cada uno de los pares de partidores
diseñados, muestras de los productos amplificados de cada uno de los diferentes loci en un gnipo
de 36 alpacas fueron obsei-vados en geles de mayor resoluciOn (poliacrilamida) bajo condiciones
denaturantes. Un ejemplo de lo observado se muestra en la Figura 12

Las Fi guras 14, 15. 16 y 17 corresponden a Geles de poliacrilamida de 4 loci (VOLP203,
VOLP204, VOLP92 e IGFI respectivamente) amplificados en distintas muestras de camélidos
sudamericanos. Obsérvese que tres de ellos (VOLP03. VOLP204 y VOLP92) presentan un
amplio grado de polimorfisrno representado por Ia diferencia de bandas existentes entre las
distintas muestras amplificadas. Por su parte el locus IGF I. es aparentemente monomórfico pam
los camelidos sudamericanos
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F12ura 14. Gel de poliacrilamida tpo secuericiactOn con ampliticados de CSA utilizando los
partidores del	 VOLP204

-	 -U-

====: 

Fi2IIri 1-5. Gel de p01 iacrilamida tipo seCueiiciaCiOfl COO amplificados de C'SA utilizaiido los
partidores del 1LcuS \0L11203

Figura 16. Gel de poliacrilamida tipo secuenciación con amplificados de CSA utilizando los
partidores del locus VOLP92

vr
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Figura 17. Gel de pollacrilamida tipo secuenciación con amplificados de CSA utilizando los
partidores del hicus IGEI
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Cuadro I  Resumen de los lul de rmcrosatélites publicados, los partidores para amplificar estas
secuencias fueron diseñados de acuerdo al programa Oligo. basados en las
secuencias advacentes a los microsatelites

	

Locus	 Tipo de Repetición	 .4leIos Taniaflo	 H.	 PlC'
(n)	 (pb)	 Observada

	LP(1	 TG j-5	 24-	 .235

	LP03	 (TO)11	 S	 129-169	 0799	 0.740

	

'u 1.PO4	 (TG)jq	 13	 226-258	 0.914	 0.863

	V()LP05	 (TO)11	 6	 134-I50	 0.790	 0.753

	

VOLPOS	 (TG)jo	 3	 148-152	 0.226	 0.214

	

V LPI0	 (TG2TA(TG).TA(TG), 	 3	 231-235	 0.596	 0.521

	

VCLP12	 (TO)3CGçrG)cO(TG).CT(TG) 	 2	 136.148	 0.080	 0.077

	

V01,1`17	 (TG)	 12	 184-228	 0,784	 (1.733

	

\(L1`32	 (TG)	 12	 192-247	 0.797	 0.802

	

V(1l.p33	 (TO)11	 4	 177-183	 0,775	 0.528

	

Ol.P42	 (TG)14	 4	 185-193	 0.680	 0.448

	

\()I.P50	 (TA)6CATGT(I'A)3T(GA)11'A	 3	 178-204	 0.474	 0.389

	

Vc[,P55	 (TA>1(G)1	 9	 159-189	 0.771	 0.755

	

VOLP59	 (TG)-[(CG)(TG)1]4CO)2(TG)4 	 5	 112-13,6	 0.683	 0.614

	

\0LP67	 (TO)((.)(TGCGTG)	 5	 158-170	 0.671	 0.584

	

VOLP68	 (CA)11	 5	 136-146	 0.579	 0.497

	

VOLP72	 (CA).1	 II	 150-190	 0.538	 0.791

	

VO1,P73	 (TO)1	 4	 190-200	 0.676	 0.456

	

VOLP77	 (TG)1	 II	 144-168	 0.667	 0.786

	

\O!.P81	 (17O)1	 5	 205-213	 0.632	 0.456

	

\OLPS3	 (CA)1	 4	 183-189	 0.148	 0.454

	

VO4.13 1 	(CA)tA(CA).\ACA)1TA(CA)1(TA CA	 3	 153-171	 0.256	 0.249

	

V0LP92	 (CA)1OT)3	 S	 194-1S	 0.813	 0.686

II: fleterocigosidad. n: niimeuo de aldus. PLC: puhformtng index conren \ ph: pares de bases.

.

	

	 Como se puede apreciar, algunos marcadores de microsatélites son muy variables en ci tamafio de
Los fragmentos amplificados, como VOLP1 7 y VOLP-32. Por ci contrano, otros partidores son
escasamente polimdrficos, como VOLP- 12. Los tamaños de Los fragmentos amplificados fueron
definidos a priori, de tal forma que Se pueda discriminar fâcilmente entre los diferentes alelos

IP	 encontrados

IP

In



F ura IS Lknd:rania ubtenido a pdVtiI del anal Isis de 85 muestras (39 alpacas. 14 llamas. lb
uanacos v 16 vicuñas) con 73 loci de microsatelites mostrados en Ia Cuadro
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Fiura 19. Analisis de componentes principales (PCA) obtenidos con el misrno numero de
animates v foci que en la Figura anterior

III.
	 Alpacas

Posterior at análisis de polimorfismo de Los distintos loct analizados, se procedio a estudiar si
estos microsatélites desarrollados por nosotros permitlan diferenciar de aiguna forma las cuatro
taxas de camélidos sudamericanos. Mediante un análisis estadistico realizado con el progranla
NTSYSpc2, utiiizando como datos las frecuencias alélicas v genotipicas de los 23 foci de
microsatélites informativos ya caracterizados se obtuvieron los siguientes resultados de similitud
representada en un dendrograma (Figura 19) y de agrupacion en un anãlisis de componentes
principales (PCA) ci que se muestra en Ia Figura 20. Se observan los cuatro grupos de CSA
separados, siendo los g uanacos los más homogéneos
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Pobldciones y farnilias de aiiirnales
"e describen a continuacion las t'amilias de alpacas que se han Lenerado y actualmente se
nantienen en ci CR1 I-fidan2o En la Cuadro 4 se listan las familias de alpacas clue se estan
structurando para ser usadas en ci desarroilo del mapa szenetico de li garniento Se debe
onsiderar Clue aun estos crupos (farnilias) son un nurnero muv reducido de anirnales, el que

dehiera ser de unas 25 crias como minirno por familia. en un total de unas 10 familias
aproxirnadamente Bajo estos ninieros, los an!isis estadisticos son muy débiles. entreando
resultados de lizamiento con baja consistencia en sus resultados La idea es continuar
wrnentando estos nümeros, continuando los cruzamiernos diriidos. con ci tin de realizar los
analisis de rnapeo Las eventuales farnilias clue se puedan seuir mejorando, asi como tanibién la
e'dstencia de conversaci ones para contar con familias de otros centros de investigaciOn. corno
CC-Davis (Dra Cecilia Torres-Penedo) y alunos particulares, hacen posibie pensar en un futuro
p rovecto diri g ido especiticamente a La iocaiizacibn genética de nuestros marcadores v asociarlos
a ah.&unas caracteristicas interesantes desde ci punto de vista cientirico Y pecuaro

Cuadro 13 Familias 0) clue se estan construvendo para el anaikis de ligamiento genetico
(niapeo).

PADRES

a

a

a

a

A
a

W

a

a

a

CRIA 1
(Ri-s 2
(RIA 3
('RI A 4
('RLA S
(RIA 6
CRIA 7
('RR 8
CRJA 9
(R1A 10
CRIA II
CRIA 12
('R I• 13
(R 1A 14
CRIA 15
('RIA 16
CR IA 17
(RIA 18

032 1 017
0603 9512
0609 9513
0622 Q5i6
625 9517

9633 0525

9710 9526
0716 9541
9721 9610
9726 9619
9734 9620
9806 Q629
Q810 9702
0 811	 9705
9815	 9712
Q82l	 9714
2826 9729
9828
°°Oo

027
	

01
	

004
	

395
	

304	 9403
	

0
	

028
605
	

9403
	

95l
	

9711
	

9903	 QQO9
	

0506
	

615
9613
	

9405
	

9532
	

9718
	 0904	 9Q16
	

°616
	

9823
9630
	

9406
	

9606
	

Q723
	

°12	 0019
	

9816
	

9902
0632
	

9400
	

9608
	

9728
	

90 13	 Q920
	

0834
9635
	

9410
	

9611
	

9730
	

9914
0713
	

94 12
	

9614
	

0805
9719
	

0417
	

0800
	

9807
0722
	

Q419
	

9824
	

0813
Q731
	

9428
	

0832
	

0875
0732	 9430
	

0833
	

9827
9733
	

9436
	

9905
	

9327
9737
	

9444
	

0911
	

9907
Q812
	

9808
	

9917
	

9908
0819
Q913
9921

Op

a	 \nuIisis de familias (IC medios-hermanos ("Half-Sibs) usarido SSR
\ continuación. se presentan algunos resuitados gráflcos (geles de poll acri lam ida) donde se han

a	 icalizado análisis de fiiiacion de algunas alpacas. utilizando para ellos al gunos lad de
niicrosatélites desarroilados en ci contexto de este proyecto. Esta información constituve los

a	 primeros estIjerzos conducentes a zenerar el conjunto de datos necesarios para determinar
.

	

	 e ligamiento. Las farnilias mostradas (27 y 32. numeracion correspondiente a los crotales de los
p adres) fueron analizadas con ci partidor VOLP-92. VOLP-204 VOLP-33 (Figura 20 hasta

afiir'i 25

a
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1i2ura 24 .\nalisis de la IrnWa denorninada 032 (numero de crota] del padre) con el
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RESULTADOS DE RAPD. AFLP Y SCAR.

El DNA de los Camelidos Sudamericanos (CSA) utilizado para el análisis con RAPD y AFLP
fuie recolectadas en distintas regiones del pals. las alpacas se obtuvieron principalmente de la
zona central en el centro de investigaciôn de Hidango y de la region austral, en la zona de
Kampernake, las llamas y los guanacos también provienen de la region austral, en la zona de
Kampeinake mientras que las muestras de vicuñas se recolectaron en la primera region, en ci
salar de Surire. El total de muestras utilizadas en estos analisis se muestran en la sigulente
C uadro

('uadro 14. Muestras de CSA utilizadas para los análisis de RAPD y AFLP.

VAM37

VAM38

VAMI6

VAiM17

VAM4S

VANI46

KG9708

KG9797

KG9763

KG9 755

KG9770

KG9703

G712

G782)

G795

HAO8	 17	 KL9606	 33

KA9605	 18	 KL9605	 34

KA9607	 19	 KL9608	 35

	4
	

KA9616	 20	 KL9603	 36

KA9613	 21	 KL9611	 37

	6
	

KA9620	 22	 VAM3	 38

	

7
	

KA9631	 23	 VAM4	 39

	

8
	

HA04	 24	 VAM5	 40

	

9
	

HA09	 25	 VAM7	 41

	

11)
	

HA9 207	 26	 VAM8	 42

	

11
	

KA23	 27	 VAM3I	 43

	

12
	

KA9618	 28	 VAM32	 44

	

'3
	

KA9624	 29	 VAM33	 45

	

14
	

KA9629	 30	 VAM34	 46

	

IS
	

KA9627	 31	 VAM35	 47

	

I 16
	

KLO2O	 32	 VAM36

KA. Apacasi K! !Ina.V.A.\1. vi ifa, K(-rX. iitanac'

RAPD
Para las reacciones de RA-PD primero se debieron determinar las condiciones óptlmas de
reaccióri, corno son la concentración de DNA y La concen trac ion de magnesto presente. Para esto
se probaron diferentes concentraciones de DNA genOmico que variaban entre los 0,3 ng/pi y los
100 ng/j.iI, manteniendo [as condiciones estándar para ci resto de los reactivos que se utilizaban,
con esto se determinó que la concentraciOn optima de DNA se encontraba entre los 3 y los 30
ng/il, por lo clue una concentracidn de 10 ng/tl de DNA fue considerada como la más adecuada
para trabaiar Dc la misma manera fue determinada la mejor concentracidn de magnesto que
debia utilizarse considerando valores entre 1 'c 5 mM. en uria primera etapa se encontró que la

45
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a	
reaccion era optima entre 2,5 v 15 mM. ci ensavo se repitio, pero esta vez ci rango de trabajo
considerado fue entre 2 v35 m\iI con variaciones de 0,5 mM de esta forma se pudo establecer

a
	

clue la inejor concentración de magnesio para trabajar era 3,0 mM va que ci patron de bandas
obtenidas para todas las especies era constante v con una mayor clandad Clue Si SC utilizahan
alores de comcerltiaclml mavores 0 rnenorc,

(uadro 15. Deseripeton de los p:iriidote uuliz.ados para ci analis:s je R:\P [)

Partidores	 Secuencia	 N° bandas	 Candidato marcador SCAR
polimórficas	 *

OPA 9	 5-GGGTAACGCC-3	 4
OPAI2	 5-TCGGCGATAG-3	 5
OPAlS	 5'-TTCCGAACCC-3'	 5

OPA17	 5'-GACCGCTTGT-3'	 6	 A. V. L.
OPAlS	 5'-AGGTGACCGT-3'	 3

OPAI9	 5'-CAAACGTCGG-3'	 3	 G
OP132	 5'-TGATCCCTGG3	 3
OPB3	 5' CATCCCCCTC 3'	 4
OPB6	 5'-TGCTCTGCCC-3'
OPB7	 5'-GGTGACGCAG-3'
OPB Ii	 5'-GTAGACCCGT-3' 	 4
OPBI2	 5'-CCTTGACGCA-3	 6	 A. V.
OPBI3	 5'-TTCCCCCGCT-3'	 6	 A. V.
OPB14	 5'-TCCGCTCTGG-3'	 4
OPBI9	 5'-ACCCCCGAAG-3'	 4
OPFS	 5'-CCGAATTCCC--3 
OPF6	 5'-GGGAATTCGG-3'	 6	 A. V.
OPF17	 5'-AACCCGGGAA-3'	 5
OPII	 5'-ACCTGGACAC-3'	 6
0P14	 5'-CCGCCTAGTC-3' 	 6
OPilO	 5'-ACAACGCGAG-3' 	 7

OPII 1	 5'-ACATGCCGTG-3' 	 3

0P114	 5'-.TGACGGCGGT-3' 	 5	 L
OPuS	 5'-TGCCCAGCCT-3' 	 I
0P119	 5-AATGCGGGAG-3'	 6	 A.V

G45
G48 	 5	 .A.V.G.

Abrevialuras: A = Alpaca: G= Guanaco: V Vicu.na: L Iiaina: SCAR= Sequence Cliaracteriied Arnplilicd Region.
Los parlidorcs usados fucron principahnente tic Operon Technologies Inc. Siendo los tres ultirnos de Wako. Japon.

Una vez que se establecieron definitivamente las condiciones de trabajo se hizo una selecciOn de
los partidores aleatorios que al parecer entregaban una mayor informaciOn de polimorfismos en
las especies estudiadas Los partidores que se probaron cmii principalmente de la conipañia
Operon Technolo g ies Inc de las series A v B. V algunos Je as series F c I aunque LiiflfliCn

S
0
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pro baron algunos partidores de la compañia Wako de Japdn. de Ia serie G. En general. estos
nartidores tienen un tamaño entre 10 a I 2-meros y presentan un alto porcentaje de C o G en su
ecuencia. Para ci ensa yo de los partidores fue seleccionado un individuo de cada especie a
studiar y su DNA the amplificado con distintos partidores de una misma serie para encontrar los

clue presentaban un bandeo claro, fãcil de interpretar 'v con un bajobackground" al trabajar con
as condiciones ya estabiecidas, de esta manera se probaron alrededor de 70 partidores, de los

cuales se seleccionaron 28 que al parecer mostraban diferencias importantes entre los diferentes
patrones polimórficos y que podrian entregar diferencias claras en ci estudio de los CSA. Los
partidores seleccionados con sus secuencias nucleotidicas se presentan en la Cuadro 7. Un
cj emplo de estos resuitados se muestra en la Figura sigulente. donde se ha usado ci partidor OPB-
04 para analizar individuos de las cuatro especies de CSA.

Como resultado de la ampliuicaciOn del DNA de los CSA mediante esta técnica se encontraron
diferencias en el bandeo entre las especies, los que en algunos casos entregaban diferencias ciaras
en los patrones, mientras que en otros era un poco más complicado encontrarias necesitando un
anâlisis minucioso. Mediante una obsex-vación rápida del bandeo se pudo decir que existian
diterencias asociadas a las especies, es decir, algunas bandas que se encontraban en llamas solia
erse también en guanacos y no hallarse en ninguna de las otras dos especies, en otros casos

podia decirse que habla bandas presentes solamente en alpacas y vicuñas y no en las otras o
sencillamente haliarse bandas que solo se observaban en una especie en particular, como podlan
ser Los g uanacos Las diferencias de bandeo se observan claramente en Las Figuras donde se
indican las bandas mas si g nificativas para cada especie.

[.as diferencias que se podian observar a simple vista en algunos casos y en otros con un mayor
cuidado se transformaron en una matriz binana donde ci valor cero indicaba la ausencia del
polimorfismo y ci valor uno su presencia, cuando se compieto este análisis, se introdujo la matriz
en ci programa estadistico NTSYS-pc, de manera de poder obtener grâficamente las relaciones
e\Istentes entre los animales de ]as distintas especies, estos resultados se entregaron pci
dendrograma y por análisis de componentes principales. Con ci dendrograma se obtuvieron dos
arandesgrupos que a su vez estaban subdivididos en dos ma's pequeños, un grupo mayor contenia
a ]as alpacas y a las vicuflas y ci otro encerraba a las llamas y a los guanacos. Estas divisiones
concuerdan con las agrupactones clue se piantean para estas especies. ya que se dice que para Los
CSA existen dos grandes grupos, los silvestres come, guanaco y vicuña, y los domésticos como
llamas y alpacas; donde los guanacos tendrian una relación rnâs cercana con las llamas y que las
' icuñas lo harian con las alpacas, por otro lado, en ci dendrograma tambtén se encontrd un
animal que se sabia era un ilamo hibrido que fenotipicamente se asemejaba a una alpaca y que en
ci dendrograma se encuentra ligado directamente al grupo de las llamas aunque se establece
como un indtviduo unico en este grupo. En ci caso de los grupos de icuñas estudiados no se
cncontró relacion entre los grupos familiares. Con ci PCA se obtuvieron tambien cuatro grupos
claramente identificables, siendo algunos de ellos muy cerrados como es ci caso de los guanacos,
esto se puede deber a que todos los individuos de esta especie provienen de una misma region y
se encuentran lo bastante aislados como para presentar semejanzas con alguna de las otras
especies analizadas o incluso tal vez con otros grupos de guanacos provenientes de otra zona. En
ci caso de las vicuñas también podemos observar que son un grupo bastante homogeneo y
cerrado, to que se expitca con que todas provienen de una misma zona hastante aistada corno para

4-.



. —

a

a

a

a
-	 :-'•	 .L\i	 •\T.-Rf-	 l-.N1-. rftuS )E L\W -R	 bC-	 EN

Provcto ETA 01694

jue xista mezela con otros grupos. Por otro lado, también se puede observar que existen algunos
individuos que se encuentran entre dos grupos como sena ci caso de dos llamas que al parecer

a	 presentan una carga genotipica que los relaciona también con ci grupo de alpacas. de una de ellas
Se sabe que es una llama-alpaca o guarizo por lo que tiene int'ormaciOn genotipica de ambos

a	 rupos, en cambio en el caso del otro individuo, se podria pensar que también es un guarizo
rio tue dentifcado o quc al guno de sus proCenitores 10 c1

Li Fi g ura 20 a continuacion ilustra una reaccion de RAPD partidor OP:Ij caracteristica Para
individuos de las cuatro especies de CSA. Sc puedeapreciar (1) ]a gran cantidad de sitios
genéticos (loci) amplificados y (ii) la alta homogeneidad revelada mediante esta metodologia
entre las especies, entre las cuales se encuentran escasas band-as polimdrflcas (flechas laterales).

Figura 26. Perfil de RAPID de muestras de CSA, utilizando ci partidor OPA-9 Las flechas
indican las bandas polimorficas.

Alpacas	 Llamas

Vicuñas	 Guanacos

-is
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Fitira 2. Dendrograma obtenido a partir de los perfiles de RAPD obtenidos en muestras de
alpacas, llamas, guanacos y vicuñas.

.AipHcas

} Vicuftas

} llamas

}Guanacos

1.a informacion de polimorfismos fue sometida a dferentes analisis estadlsticos, y cot-no se ilustra
on (a tigura precedente, correspondiente a un anãlisis de agrupamiento ("clustering') usando ci
algoritmo UPGMA para generar un dendograma. las cuatro especies de CSA se separan en
rupos geneticos discretos. El análisis de componentes principales basados en estos datos

demuestra que efectivamente las diferencias genéticas son estadisticamente sign ificativas, como
lo ilustra ci gratco de la pa . tna sLgulent
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Figura 28 Anâlisis de componentes principales (PCA) obtenidos con los mismos datos de
R\PD utiiizados en ci deridcrarna,

ifl ails is de ( ' oiii porien ts Principiles

1.iamas
/_ \

	

/ KLu&	 I
1IJ	 \fri Alracas

4-50^— '

6̂13

h2

Vicuñas
Gu an acos

RAPD-SCAR.
En este momento se tienen clones de bandas de RAPD que mostraron polimorfismos para
algunas de las especies (Figura siuiente). La secuenciacidn de estos fragmentos de DNA
permitirâ diseñar partidores de PCR especificos que reconozcan los extremos de ellos, de tal
torma que se podrán utilizar como marcadores especificos de las distintas especies. En la página
siguiente se muestra una figura con los fragmentos clonados provenlentes de Los distintos
partidores v los respectivos pesos moleculares.

-'I
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Figura 29. En Ia pane superior se muestra un gel de RAPID con las bandas polimórficas
obtenidas con el partidor OPB 13 En Ia parte inferior de la figura, se observa ci
esultado de [a hibridacion con [a sonda de I QC)"-;

Southern Not par  particior 0PB13 coi' sonda de l000tp

	

aCaS - diii	 ,C ra,

'%lI	
To L = 60°C

T°H65°C

(Tuadro 16. Fragmentos clonados de reacciones RAPD usando distintos parridores. Se indican ci
numero de bandas cionadas y ci tamaño de los respectivos fragmentos

	

Partidores de RAPD Especies que reconoce 	 Tamaño	 No de bandas

A17	 alpaca-vicuña	 200 pb	 6

A17	 vicufia	 400 pb	 I

B12	 llama-guanaco	 350 pb	 4

B12	 alpaca-vicuña	 1000 p	 4

B12	 llama-guanaco	 1100 pb

B13	 llama-guanaco	 600 pb	 3

B13	 vicuña	 1000 p	 2

[19	 alpaca-icuña	 650 pb	 4

AFL P
Para esta reaccidn se utilizaron básicamente los mismos animales que para La reacción de RAPD.
salvo algunas diferencias, La lista de los animates se indica en la siguiente Cuadro al igual que la
concentraciófl en que se encuentran.



Lo pnmero clue Sc hizo para cste cstudio tiie estandarzar Ia 'oncertrac!on de las rnuestrasa 5()
ni para cada reaccion, en algunos casos fue necesario hacer diluciones del material de inicio y en
otros solo agregar una mayor cantidad de volumen para igualar la concentración necesaria, una
vez que se hizo esto se reahzaron Las dos primeras etapas que eran digestion del DNA con
enzimas de restncciOn tipo EcoRl y MseI 'v luego la Iigacidn de adaptadores que contenian la
complementariedad al corte real izado y parte de la secuencia de los partidores que se usahan en
las etapas posteriores. Después de esto, se continuó con la ampiiticación no selectiva (PCR-'-l)
del DNA tratado, con lo que reciën fue posible determinar la eficiencia de las dos etapas
antenores mediante geles de agarosa al 1% preteñidos con bromuro de etidio; en muchos casos se
encontro ampliflcación pero de no rnuy buena calidad. por Lo que finalmente se decidiô precipitar
de nuevo las muestras de DNA que se estaban trabajando para ver si mejoraban Los resultados se
encontró que La ampiificación mejoro debido principalmente a que Ia eficiencia de la reacción de
digestion del material inicial aumento. Un gel tIpico de AFLP obtenido en el análisis de CSA se
rnuestra en la Figura 27. La combinación de Los 10 partidores que se utilizaron para las reacciones
de AFLP se descrihen en la Cuadro 0

dI	 Cuadro 17. ( ' ombinaciones de partidores utilizados para Lis reacciones de AFLR La letra F
simboliza los partidores que se unen a Los sitios Ec0RL v la letra M simboLiza Los
partidores que se unen a Los sitios MseI.

E-AAC/M-CAG
E-ACG/M-CAA
E-AGG/M-CAA
E-AAC/M-CTA
E-ACT/M-CTG

E-ACC/M-CAA
E-ACAIM-CAA
E-A C G/M-CTT
E-ACG/M-CTG
E-ACC/M-CAG

Con estas combinaciones se obtuvieron alrededor de 134 polimorfismos entre las especies. los
que variaban para los partidores entre 8 y 20. Muchos de estos polimorfismos, a pesar de no ser
tan notorios en todos los casos, si indicaban diferencias importantes, especialmente en el grupo
de los guanacos y en algunas llamas estudiadas

El análisis de los polimorfismos de AFLP se hizo de Ia misma manera que para ci estudio de
RAPD, por lo tanto, se construyó una matriz binaria con Los valores uno para La presencia del
polimorfismo y cero para su ausencia, Luego esta matriz se introdujo en ci programa estadistico
NTSYS-pc con el cual se constru yo un dendrograma y se hizo un anáLisis de componentes
principles. Con el dendrograrna se diferenciaron dos grupos más importantes que a su vez
estaban divididos tambien en dos, un grupo contempLaba a las alpacas y a las vicuñas y el otro a
las llamas y a los guanacos. Además si se observa con mas detenctón el grupo de Las vicuñas se
observa que la separación de Las ramas coincide con los supuestos grupos familiares de estos
animales y que la rama que encierra tres individuos separa a Los especimenes machos de dos
6rupos distintos. Con ci PCA se obtuvo también La division entre los cuatro grupos de animales,
ademãs se mantuvo la distancia entre el grupo de los guanacos con respecto a los otros, al igual
L I ue lo que se observO med iante R.APD; También se encontró que Las alpacas y las vicuñas, a
pesar de encontrarse bastante cercanas entre si, se separaban en grupos distintos
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F12ura 30 Gel de poliacrilamida tipo secuencia donde se muestra un tipico patrán de AFLP
obtenido para muestras de CSA.

Alpacas	 Liainjs	 \ icuñas
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Finalmente. estos datos fueron arializados en forma equivalente a to que se hizo con los datos de
RAPD, lo que se ilustra en ci anãiisis de componentes principles siguiente, donde se puede
apreciar Ia separaciôn de los cualro grupos genéticos o especies de CSA. La diferencia con
RAPD es que en este caso fu más dificil apreciar la separación entre alpacas y vicuñas, lo que
refuerza la idea sobre su similitud genética, mayor que con las otras dos especies que formanan
on clado diferente

Figura 31 Analisis de componentes principales (PCA) obtenidos con los polimortismos de
A FL P

.\.NALIS1S DE COMPONENTES PRINCIPALES
Polimorfismos de AFLP

54
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NALISIS CITOGENETICO

DEFINICION DE L.t NO\I'CLATURA DEL PATRON DE BANDAS GTG PARA LOS
P tRES CROMOSOMICOS 1 V 2.

.

	

	
' itilizó Ia pauta de nomenclatura de bandas entregada por el Sistema Internacional de
\omenclatura Citogenética Humana (ISCN 1995), el cual se ha hecho extensivo a la
standarizacion de cariotipos de animales domdsticos (Reading Conference 1980).

IP	 (ada cromosoma en el complemento de células somáticas, se considera que consiste de una serie
.ontinua de bandas. con areas no bandeadas. Inicialmente Se deflnió banda como una parte de un
crornosoma ciaramente distinguible desde partes ad yacentes segilin su oscuridad o ciaridad en la

•	 Iritensidad de la tinción Las bandas son asignadas a varias regiones a lo largo de Los brazos de los
cromosomas, y Las regiones son delimitadas por marcas especificas (Landmark). Las marcas son

•	 d1.finidas por caracteristicas consistentes y diferencias morfológicas importantes para la
idenuficación de cada cromosoma. Estas marcas inciuyen: ci final de los brazos cromosOmicos, ci
cntrómero y ciertas bandas. Las bandas y las regiones son numeradas desde el centrómero hacia
at-'uera. Una region es definida como un area de un cromosoma ubicada entre dos marcas
advacentes.

I as bandas son designadas sobre La base de su punto medio v no por sus mârgenes. La intensidad
•	 se considera, determinando Las bandas que servirian como marcas en cada cromosoma con elfin

de dividir el cromosoma dentro de regiones morfoiógicamente fácilmente reconocibles.

Las reglones y bandas son numeradas cons ecutivamente desde ci centrdmero hacia aftiera a lo
largo de cada brazo del cromosoma. Los sImholos p y q son usados para designar,
respectivamente ci tipo y largo del brazo de cada cromosoma. El centrómero (con) es designado
como 10 La parte adyacente al. brazo corto se denominapl0, Ia parte adyacente al brazo largo es

p

	

	 .110. Las dos regiones adyacentes at centrómero son liamadas I en cada brazo; la próxima regiOn,
mas distal se denomina 2, y asi sucesivarnente. Una banda usada como marca se considera
nerteneciente a la region distal a La marca y se ajusta a la banda nimero I en esa regiOn.

p

P
En La designación de una banda particular, se requiere considerar 4 puntos.
(1) nimero del cromosoma, (2) simbolo del brazo, (3) nixmero de la regiOn, y (4) nOmero de La
handa dentro de esa region.

p

	

	
Ftos item se escriben si guiendo ci mismo orden sin espacios ni puntuaciOn Por el I p31 indica
al crornosoma 1. al hrazo cortu. la reoion 3 v La handa I

p

p
Cuarido una banda es suhdi idida. Lin puntc decimal es colocado despues de Ia deslLyiacion do la
handa onginal y seguido por ci numero asignado a cada sub-banda. La sub-bandas son numeradas

P	 secuencialmente desde el centromero hacia afuera. Por ejemplo, si La banda original I p3 1 es
subdividida dentro de 3 bandas, [as sub-bandas son designadas como 1p3 1. 1, 1 p 1 2, y 1 p3 I 3,
iendo Ia sub-banda 1 p31 1 proximal y I p3 1.3 distal al centromero Si una sub-banda es

subdi':idida. so Ic adicionari diutto. pero sin puntuaclon. asi la sub-barida I p31 1 puede ser

in

in
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LLbd1 idida en 1 p31 11. 1 p31 11 etc. Aunque en principio una handa puede ser subdividida en
cualquier numcro de handa, usualmente una banda se subdiide .intro de tres sub-bandas.

RESt LTADOS CITOCENETICOS

Durante ci periodo se obtuvo cariotipos con handeo CBG: I llama. I alpaca y 3 guanacos. y
cariotipos con bandeo (iTO: 2 de llama. 2 de alpaca y 4 de guanacos

[n la figura 32 se muestra tin cariotipo con bandeo CBG y en Ia figura 33 con handeo GTG.

Al analizar ci patron de handas y compararlo entre las especies se observO que no existian
difercncias entre éstas. concordando con lo reportado por ott-os autores ( Bianchi et. al.. 1986).
Al analizar el patron de handas GTG y compararlo entre las especies se observO diferencias finas.
en los pares cromosornicos I y 2. A nivel del crornosoma 1. tanto en ci guanaco como en la llama
existe una handa G+ terminal en ci brazo corto (p). En camhio en la vicufla y la alpaca hay una
handa 0- terminal y una 0± intersticiaL Esto se muestra en la tigura 34, donde se entregan
cariotipos parciales inciuyendo ci par crOmoSórnico I y 2 de las 4 especies.

A nivel del cromosoma 2 se observó heteromorfismo en ci brazo corto en la vicuña. alpaca y
40 llama, encontrándose una handa 0+ terminal en uno de los cromosomas homOlogos y en ci Otto 2
.	 handas G+, una temiinal y otra intersticial. En ci guanaco en camhio no se encontrO este

heteromorfismo, y en ambos homólogos existian bandas 0± terminales en los brazos cortos (ver

di	 iiguras 32 y 34).

Fn los idiogramas parciales se describen y designan niirneros a las handas GIG en las cuatro
especies (figuras 35, 36. 37 y 38). En ci guanaco y la llama. la banda G+ en ci brazo corto del
cromosoma 1 se denominO lp13 (figuras 35 y 36). En la vicuña Via alpaca. la banda 0± se

.

	

	 designó como lpl2 (figura 37 y 38). En ci guanaco. la handa (3-i- del brazo corto del cromosoma
2 se designó cot-no 2p 13. En Ia vicufia, alpaca y llama, en un hornOlogo Se denominó 2p 13 yen ci

do	 )tro. como son dos bandas, una es 2p 13. y La otra es '41 2.2.

Las imcrsioncs suceden cuando un scgmcnto del cromosoma es invertido seguido por Ia ruptura
de un cromosoma en dos posiciones produciendo un realineamiento de los genes en el
cromosoma. Si ci segmento incluye ci centrómero. se dice que es pericéntrica; si ci centrómero

.

	

	 no está incluido. La inversion es paracéntrica. Las inversiones involucran un rearreglo de genes
existentes sin pérdida ni adiciOn. Dc esta forma, ]as inversiones no son fáciies de detectar en
cariotipos. Un cromosoma con inversion paracéntrica, por ejemplo. mantiene la misma forma y
tarnaño como un cromosoma normal (Nicholas 1995).

La evoiuciOn de cualquier especie es en ci ámbito cromosómico y bioquimico. Toda especie es
IP U11 tax6n reproductivamente aisiado de los den-ids y del cual los individuos canibian genes entre
.

	

	 si. por lo tanto ci acervo genético es de carácter exclusivo para cada especie. Dc este modo, la
tijaciOn de mutaciones y ci establecimiento de polimorfismos. a partir de que ocurre la
divergencia filogenética, confi guran un conjunto de alteraciones del genoma que son propias de
cada especie.

Al

dI

dI
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En este sentido la evolucion cromosornica es importante, sir embargo aun existe discrepancia
sobre si tales cambios cromosómicos fueron los que crearon barreras repro ductivas y fueron
consecuencia del aislamiento reproductivo (Seuanez 198-5 ). Sin embargo, es posible que los
reorderiamientos cromosómicos puedan haber contribuido a crear grupos de ligamiento mas
etcientes o ventajosos, y contribuido a alterar, mediante cambios de posición en las regiones
eucromáticas. los mecanismos de regulación génica (Seuanez 1985).

Las técnicas de bandeo cromosdmico han permitido mostrar semejanzas estructurales entre
especies filoenéticamente relacionadas. Estas semejanzas, identificadas por comparaciones
canotiplcas, evidencian homologias probables entre especies. cuya demostracidn definitiva
dependera principalmente de los datos de mapeamiento genetico. Esta información permitirá

a	
corroborar si las semejanzas morfolóncas coinciden con las semejanzas de contenido genético

.	 Durante la evoluciôn de los cariotipos de los animates domesticos (vaca, oveja, cabra, etc.) han
predominado las translocaciones robertsonianas, en las cuales dos cromosomas acrocéntricos se

a	
fusionan y forma uno metacéntrico (Gallagher y Womack, 1992). Las inversiones paracéntricas
son raras, pero se han registrado en primates (Yunis y Prakash 1982) v en Drosophilas (Bmcic.

a	 1985). En Drosophilas particularmente, se ha estudiado que durante la evolución se han
producido numerosos reordenamientos cromosómicos imputables a inversiones de segmentos de

a	 estos y que se han fijado en cada especie. Sin embargo, solo Las inversiones paracéntricas y
excepcionatmente las inversiones pericéntricas, constitu yen situaciones de polimorfismos en las

a	 poblaciones naturales de las especies del género. En estos organismos, se han encont.rado

0

	

	
especies con poliniorfismos en un solo cromosomas, ademas polimorfismos fijos y flexibles,
sempre en relacidn con la adaptaciOn a su ambiente (Seunez 1985).

a

a

a

a

a

a

a

a

a

a

a

a



1D;HIJ- i.cio HE x1.I:AuuREs IcL 1lt:os DE iMP.R	 kC.. .AIIC.\ E7
Pnto FR 01694

Fiura 32. Bandeo CBG de 1uanac.
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Figura 33. Cric'iipo de iipaca con bandeo GTG de alta resolucion
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Figura 34. Cariotpos parciales de ]as cuatro especies de CSA en gradiente de resolución de
bandas GTG. Se indican los numeros de cada animal analizado.
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Figura 35 Idiorarna parciiI Pares cron1osOnncos I v 2 de yuanaco

2

Fi g ura 36 Idiograma parcial. Pares cromosOmicos I y 2 de llama.
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Fij!ura 37. ldoirarna parcial Pares cromosomicos I y 2 de icuña
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Figura 38. Idio grania parcial. Pares crornosôniicos I v 2 de alpaca
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PROPtESTA DE [N MODELO SOBRE LA PRESENTACLON DE POLIMORFISMOS
CROMOSOMICOS EN CAMELIDOS StDIERIC.NOS

En el presente estudio se observaron claras diferencias en ci patron de bandeo GTG entre algunos
de los camélidos sudamericanos Estas diferencias no habian sido reportadas previamente 'i
podrian corresponder a varios factores causales, entre ellos estan.
Reordenamientos cromosOmicos producidos durante Ia especiacion.
Polimorfismos producidos por inversiones paracéntricas durante la evolución cariotipica.

De acuerdo a la información encontrada en la literatura sobre Ia presencia de polimorfismos
crornosómicos en diferentes especies, especialmente at fenomeno que ocurre en ci genero
Drosophila: junto con los antecedentes evolutivos de los camélidos sudamericanos, y como se
relacionan los cambios cariotipicos con ci proceso de especiación, nos permite postular que
posiblernente los cambios cariotipicos observados correspondan a polimorfisrnos producidos por
niversiones paracéntricas.

Sin embargo es posible que existan además rearreglos cromosOmicos aãn no detectados, ya que
una gran parte del cariotipo de los camélidos está constituido por cromosomas de tamaño
pequeño y con patrones de bandas poco diferenciados.

El siguiente paso propuesto para estudiar estos polimoruismos y determinar si efectivamente estos
corresponden a polimorfismos, a reordenamientos o a ambos es realizar otros estudios at nivel
molecular como por ejemplo FISh I con sondas teloméricas, dado quo las pnncipales dit'erencias

.	 hasta ahora se han encontrado at nivel de los extremos teloméricos de los cromosomas. Lo mismo
se ha observado en otras especies como el caso del hamster (Ashley y Ward 1993).

REALIZACION DE 1-IIBRIDACION IN SITU FLUORESCENTE (FISH), REACTIVOS
REQUERIDOS PARA LA APLICACLON DE LATECNICA Y EQUEPOS
ADICIONALES

Los resultados de los estudios citogenéticos, anteriormente presentados, indican que ci camino a
seguir para identificar las secuencias involucradas en los rearregios cromosómtcos observados en
los camélidos sudamericanos es la hibridación in situ fluorescente o FISH con sondas de
secuencias teloméricas

La Dra. Teri Lear, especialista en citogenética animal del M H. Gluck Equine Research Center,
del Departamento de Ciencias Veterinanas de la lJniversidad de Kentucky (EE.UtJ.), quien
cuenta con una amplia experiencta en Zoo-FISH o painting en equinos, recomendó la utilizaciOn
de sondas teloméricas de caballos. Con estas sondas. en estudios realizados en la U. de Kentucky.
va se han obtenido resultados cornparando distintas especies de equidos. La principal
caracteristica de estas secuencias teloméricas es su alto grado de conservación en las distintas
especies.

Posteriomiente. Ia Dra. Ten Lear en ,, io Ia seeuencia de los tartidores, las cuales son
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5 .\.\TCCCA,\TCCCAATCCCAAI CCCAATCCCAATCCCAATCCC3' y
IT AGGTTAGQGTTAGCGTTAGCGTTAGQGTTAG3TTAGG3

Tales partidores Fueron sintetizados y marcados con biotina en ci laboratorio Integrated DNA
Technologies, Inc., en Estados Unidos y Ile garon a Chile en ci mes de septiembre.

Otros reactivos encargados a EE.UU. al  laboratorto ONCOR. a traves de Bioschile. tales como
.	 Propidium [odine/Antifade. lOx PBD, FITC Avidin Antibod y . liegaron a Chile a mediados del

mes de diciembre.

Se compró además, pero dentro del pals. un reactivo bloqueante y acido maleico, tal como
indicaba ci protocolo de hibridación in situ con oligos sintéticos, en este caso secuencias
teloméricas.

En cuanto a equipos, fue necesarto adquirir una microcentrifüga y un terrnómetro digital de alta
precision. Ambos fueron comprados durante el mes de Enero de 1999.

('ultivo de linfocitos de caballo para ser utilizados como control en la aplicación de FISH.
Se obtuvo dos muestras de sangre de caballo para ci cuitivo de iinfocitos. Se realizaron las
misrnas técnicas utilizadas en camélidos, ya descrita en informes previos.

Con ci pellet obtenido se prepararon laminas para FISH y se mantuvieron almacenadas a -20C
antes de ser utilizadas en ci FISH.

a

	

	 Realización de FISH en metafases de llamas, alpacas, guanacos, humanos, y de caballos
(controles), utilizando como sonda secuencia teloméricas de cabalios.
Para la realizacion de FISH con sondas teiOmericas se utilizO como base ci protocolo enviado pot
la Dra. Teri Lear de la Universidad de Kentucky, ci cual se inciuye como ANEXO 2. Consta de
dos partes: preparación del DNA "carrier" esperma de salmon y de la sonda liofilizada, y en la
segunda la preparaciOn de la sonda y láminas para hibridacion.

Durante ci mes de Diciembre se prepararon las soluciones stock ( ANEXO 2, parte H del
.	 protocolo de hibridación in situ) y se realizó FISH a tines de Diciembre y durante ci mes de

F nero.

Hasta ci momento se han realizado solo dos intentos de hibridacion y FISH utilizando los
protocolos del ANEXO 2. Estos ensavos preliminares se realizaron en 4 muestras de guanaco. 3
de llama y controles de caballo y humano.

Esta escasa experiencia, sin resuitados positivos de hibridacion aun. ustiflca La realizaciOn de
nuevos experimentos que permitan austar la técnica '' determinar ci grado de hibndación logrado
con las sondas propuestas por la Dra Lear. Las modificaciones a la técnica más evidentes, tienen
reiaciOn con oscilaciones térrnicas durante la denaturación. que podrãn ser controladas más
exactamente en Ia medida que se cuenta con algunos equipos de precision como termómetro
II c rocentri tu
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RESU MEN y CONCLUSIONES

a

	

	 Di'ersos estudios han descrito similitud canotipica y una completa homologia del patron de
bandas C y G entre los miembros de la familia Carne/idae, p or lo que se ha postulado que este es
un caso extremo de conservantismo cromosOmico en mamifero& Tecnicas citogenéticas actuates
han mejorado Ia resoluciOn de patrones de bandas cromosOmicas, permitiendo una mayor
exactitud en los análtsis. Estos métodos no han sido aplicados en estudios cartotipicos de
camOlidos sudamericanos (CSA), por lo que ci objetivo de este estudio fue diferenciar a los CSA
mediante el análisis de su cariotipos utilizando técnicas de bandeo G de alta resolución.

Se elaboró un idio grama parcial y completo en base a 510 cariotipos con patron de bandas G y C
a partir de 22 guanacos (Lama guanicoe guanicoe), 9 llamas (Lama glama), 10 vicuñas (Vicugna
vicu gnu mensalis) y 10 alpacas (Lama pacos), procedentes de diferentes regiones de Chile. Los
resultados mostraron que los CSA poseen igual 2n=74: similar morfologia at comparar el Indice
Centromérico (p>0,05) y longitud relativa (p> 0,05), e idéntico patron de bandas C. Sin embargo,
se observaron diferencias en el pa-On de bandas G  nivel del brazo corto del par cromosómico 1
v 2. En el par I guanacos y llamas presentaron una banda G oscura terminal (1p13), mientras que
vicuñas y alpacas presentaron una banda G clara terminal (1 p13) y una oscura intersticial (1 p12).
En el brazo corto del par 2 se observO un patron de bandas G heteromOrfico en todas las vicuñas.
alpacas y llamas estudiadas, encontrándose en uno de los cromosomas homólogos una banda G
oscura terminal (2p13), yen el otro, dos bandas G oscuras(2p13 y 2p12.2) separadas por unaG
clara (2pl13). El guanaco no presentó tal heteromorfismo, existiendo en ambos cromosomas
homóiogos una banda Goscura terminal (2p 13).

Las diferencias en el patron de bandas G del par 1 sugieren que ocurriO una inversion
paracéntrica probablemente durante la dif'erenciaciOn cariotipica de Lama y Vicugna a partir de
Hemlauchenia. Las similitudes cariotipicas entre las especies de CSA sugieren mayor cercania
fliogenética entre guanaco y llama y entre vicuña y alpaca. El pot imorfismo aparentemente fijo
observado en vicuñas, alpacas y llama indicaria una forma de adaptación cariotipica al ambiente
on que evolucionaron. Tat polimorfismo no se encontró en guanacos, probablemente dado que la
subespecie estudiada evolucionó bajo circunstancias diferentes en ci extremo sur del Continente.

Los resultados de este trabajo concuerdan con los obtenidos en estudios moleculares recientes. En
el futuro, se propone el uso de la citogenética bâsica de alta resoluciOn comptementada con
métodos moleculares, para identificar polimorfismos o rearre g los cromosOmicos aun no
derectados



a

a

a

a

a

	 rovIo 1L.\ i fj 94

a

	 CONCLUSIOES

aLos carnelidos sudarnenarios son un mpo clue presenta 2n74. posee 20 pares cromosómicos
subtelocéntncos y 16 metacénuicos -submetacéntricos. El cromosoma X es el metacéntrico mâs
grande 'i el Y el unico telocéntrico.

Presentan similar patron de bandeo C, comprometiendo la regiOn del centrómero y el brazo p,
excepto los pares 2 1-2 2", 23,22 4 y 25, en los cuales solo se bandea la region centromérica.

El patrOn de bandeo G grueso es similar, no obstante, existen diferencias finas entre las especies
domésticas y las formas silvestres

La vicuña es indiferenciable cariotipicamente de la alpaca, y el guanaco es más parecido
cromosómicamente a la llama que a los otros camélidos sudamericanos.

Las afinidades cromosOmicas entre las especies de carnélidos sudamericanos domésticos y

a

	

	
silvestres son coincidentes con recientes estudios filogenéticos utilizando de secuencias del gen
citocromo h y marcadores moleculares SSR y RAPD

a
	

Se confirma el alto grado de conservantismo cromosómico, entre los CSA ya que se encuentran

a
	

sdlo diferencias finas. SI Sc cornpara con grupos taxonomicos relacionados entre los artiodactilos.
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Los resultados sugieren clue los cambios cromosomicos detectados entre Lana y Vwugna

ocurrieron a partir de la diferenciaciOn del género I-femiauchenia en el Pleistoceno.

I

	

	 La vicuña es indiferenciable cariotipicamente de la alpaca, y el guanaco es más parecido
cromosOmicamente a la llama que a los otros carnélidos sudamericanos, coincidiendo con las
teorias de especiación que cons ideran que la alpaca denvaria de la vicua y la llama del guanaco.

U	 En estudios futuros seria de gran relevancia utilizar técnicas moleculares, como hibridación in
'	 situ con secuencias de DNA conocidas como ci FISH o "painting" o ZOO-FISH, tendientes a

pesquisar rearreglos cromosomales thin no encontrados
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	 \SPECTOS METODOLOGICOS

DE •N1\!LES SH.VFST RES

PROCEDEMIFTNTO DE SIALCION DE LOS .1MAI.E

lnmovilización
.	 Quiznica (animales fibres):

Los animales fueron inmovilizados mediante ci uso del sedante Xilazina (Rompiin'. Ba yer) o
a del anestésico Tiletamina Zolazepam (Telazoi" y Zelazol) a través del disparo de dardos con

ci rifle hipodérmico, fueron seguidos hasta que el producto hiciese efecto. Una vez que el animal
estuviese bajo ci efecto sedante de la droga, se procedió a cubnr la cabeza con una caperuza y a
arnarrar [as patas delanteras como medida de seQuridad.

a
Directa (animales en cautiverio):
Fn terreno se procedió a la sujeción del animal por La cabeza y se colocO una capucha de género,

.

	

	 que impide la vision, lo cual tranquiliza al animal, permittendo su manipuiación; posteriormente
se procede a La inmovilización utilizando la técruca del enchacado (ver anexo 1), e  cual consiste
on un tipo de amarre con cuerdas de fibra de llama o chacczi que permite que el animal
oemanezca sobre su esternón en la misma postura de descanso.

U
TECNICA DE MUESTREO Y TOMA DE DATOS
Análisis sangulneos:

.	 Se obtuvo 20 ml de sangre por animal por venipuntura yugular. Este volumen de sangre fue
distribuido en 2 tubos Venoject de 5 ml con EDTA como anticoagulante y otros 2 con Heparina.

P	 En terreno se midiO la glicemia mediante Glucometer y tiras reactivas (BayerMR) y se realizaron
frotis sanguIneo, para el posterior recuento diferencial de leucocitos. La sangre obtenida con

p	
heparina fue centrifugada a 35000 r.p.m., por 20 minutos, luego de to cual se separó el plasma en
tubos eppendorfy congeló a —20°C. Posteriormente, las muestras fueron analizadas en un
laboratorio veterinario comercial, el cual reportó los resultados del perfil bioquimico de cada
animal. Las variables estudiadas fueron. nitrógeno ureico sanguineo (mg/dl), creatinina (mg/dl),

P	 (JPT (.i1l), GQT (ph), fosfatasa alcalina (phI), bilirrubina total y directa (mg/dl).

P El frotis san guineo realizados en terreno se fijaron en metanol y luego fueron enviados a un
—	 laboratorio cornercial donde se realizO ci recuento diferencaI de leucocitos

Con las muest.ras obtenidas con EDT.\ se realizaron los siu1entes procedirnientos. I tubo de 5
ml se almacenó a 4 °C para la posterior extracclOn del DNA en el Laboratorio de Biotecnologia
de La Platina (INTA). Del tubo restante se midió ci Votumen Globular Aglomerado (VGA) con ci
método del macrohematocrito, centrifugando La muestra de sangre a 3,500 r.p.m por 20 minutos.
.Además se realizó ci recuento total de glóbulos blaricos utilizando ci metodo del hemocitómetro.

Estos anâlisis se llevaron a cabo en Las muestras provenientes de guanacos de la I. II y III region,

icuñas de la 11 v Ill
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aAmillsis de Fibra:
se cortd 10 cm 2 de tibra a nivel medlo de La ultima costilla to ma's cercano a Ia piel, para no

amed rcar ia loneitud de La

La onitud de fibra y pelo se obtuvo a través de un promedio de 10 mechas y 10 pelos,
respectivamente, expresándose en cm (Bas et al.. 1995).

La finura se determind en un lanbmetro de proyeccibn Reichter, del Laboratorio de Microscopia
dcl Departamento de Zootecnia de la Pontificia Universidad Catblica de Chile, mediante Ia
niedicibn de un minimo de 150 fibras por muestra, y se expresó en micras (jim). Se registrb
presencia de medulacibn y tipo: continua, discontinua vfragmenrada, y presencia de pelos (>40
urn para ci caso de guanacos y > 30jLrn para vicuñas), expresados como porcentaje del total (Bas

1 al.. i C)&).)

Estos anâiists se ilevaron a caho en las muestras pro\enIentC de euanacos de La I, II y HI region,
y vicuñas de la 11 y 111 region.

' Iedidas Zoométricas:
Para identificar a los ejemplares, se procedio a sexar. estirnar la edad mediante consulta con ci
encargado si el animal estaba en cautiverio, a clasificarlo de acuerdo a cronologia dentaria
(vicuñas) o a través del desarrollo corporal (cria,juvenil, o adulto) Posteriormente ci animal fue
pesado con una balanza de reloj (máximo 50 ± 0,25 kg) para el caso de las vicuñas y guanacos de
baja edad. Paralelamente se tomó el perirnetro torácico pam realizar correlaciones con el peso o
estimarlo.

Esta información se obtuvo a partir de todos los animales capturados.

VICUAS

Se obtuvo muestras para análisis de DNA de las dos subespecies existentes en Chile: Vicugna

icugna inensalis (1 region) y Vicugna vicugna vicugna (fly III regiOn).

I Region
('aptura de vicuñas por persecución de grupos a corral manga:
Durante 1997 y 1998 se realizaron tres trabajos de terreno pot un total de 14 semanas (4 semanas
en marzo, 6 en noviembre y 4 en noviembre de 1998) en la Reserva Nacional Las Vicuñas,
especificamente en un area de aproximadamente 35 knf (pampa Vicuña), ubicado a un costado
del Salar de Surire. En dicho trabajo se identificO sectores de captura, construyb mangas y corrales
de captura. Se montó un Laboratorio de muestreo sansuineo en las instalaciones del complejo

-	 minero Quiborax y se tomb muestras de sangre para Los estudios geneticos.

Arreo y Acopio:
El método de arreo consistib en la persecución mediante vehiculos motorizados (2 camionetasy4
motos) de grupos familiares o de machos solteros guiandolos hacia un corral trampa ubicado en
ci lecho de un r!achuelo seco (Fi g ura I

o
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Corral trampa:
El ingreso al corral se dispone a través de un cercado (Figura 2) de dos brazos fijos de 300 m
(cercos) que se abren hacia el extremo opuesto en un ángulo de 30 a 40 que sirven corno
embudo El corral trampa en si esta construido de postes de madera y malla ursus de 1.8 m,
recubierta con malta raschel. El area de manejo (manipulacion) se encuentra tapizada de madera
terciada de una altura de 2 m, a la cual los animales acceden por rnedio de un pasillo, siendo
presionados por un brazo móvil de malla ursus y raschel (Figura 3)

Figura 39. Modo de acceso de los grupos hacia el corral trampa.

Figura 40 Escluema de la ista lateral del cerco que conduce at corral trampa CONAF. 1009)

IN uS 1010000 NMI m

— --- --- --- -____— — -- —UI-

Figura 41. Esquema general de planta del corral trampa indcando sus partes

I-

/	 a: Corral de ingreso
b: Corral de
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Personal:
La persecución requiriO de 6 conductores (2 camionetas y 4 motos), además del personal a pie.
que consistió de S personas que apoyaban la entrada at corral. El muestreo utilizó a las mismas S
personas más los choferes de Los vehiculos que colaboraron en Ia inmovilización individual delos
an imales

(aptura de vicuñas mediante inmovilización quimica:
Enjuniode 1999 se realizO una visita at altip ]an ode I  I region. especflcarnente los sectores
aledaños al Parque Nacional Lauca por ci sector de Cauquena. Para la captura se uttlizó un nfle

Nu	 NIR
hipodérmico Telinject modelo VARIO 4 1V310 (5-70 rn) dardos Telinject de 3 cc. Como
sedante se usO Zilaxina (RompnR. Bayer) en dosis de 7 m g kg PV, la cual habia sido efectiva
en la inmovilizaciOn de guanacos en La misma region. La técnica de disparo fue desde La
camioneta a grupos cercanos at camino.

H Region
Muestreo de vicuñas en cautiverio:
Se realizaron Los contactos respectivos con el SAG a nivel Central y con la Oficina regional de
Antofagasta y Sectorial de Calama. Gracias a to anterior se visito la region en marzo de 1999 y se
muestreó un total de 4 vicuñas mantenidas en cautiverio en las siguientes localidades:
Talabre (cerca de Toconao), a 190 km. de Calama, una vicuña—
San Pedro de Atacama, a 120 km. de Calama, una vicuña.
Chunchuri bajo, a 4 km. de Calama, una vicuña
011ague, a 214 km. de Calama, una vicuña.
Ill Region

Muestreo de vicuñas del zoológico de Quilpue:
Sc obtuvo informaciOn a partir del SAG Central sobre la existencia de ejemplares en el Zoológico
dc Quilpué (V regiOn) correspond ientes a vicuñas de la region de Atacama, especificarnente
animates provenientes del altiplano de Copiapó y que eran mantenidas en cautiverio por
particulares. Pam obtener muestras de sangre para análisis de DNA se realizaron los contactos
con el Administrador del estabiecirniento y se visitO el lugar en marzo de 1999 En dicha ocasión
se muestreó a 2 vicuñas de la subespecie buscada (V v. vicugna) y un hIbndo entre esta
subespecie y V. v. mensalis.

GUANACOS

Se logrO obtener muestras para anáiisis de DNA de poblaciones de guanaco correspond ientes a
las tres subespecies descritas en Chile: Lama guanicoe cacsi/ensis ( region), Lama guanicoe

huanacus (II y ifi region) y Lama guan:cue guanlcoe (XJI region)

0	 I Region
.	 Captura de guanacos mediante inmovitización quimica:

Sc realizO una excursion en junio de 1999 a los atrededores de Putre, Region de Tarapacâ Se
capturaron los animates (3 ejemplares machos) en colaboracion con La Corporactón Nacional
Forestal

0
0
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Para la captura se utilizo un rifle hipodennco Teiinject 	 modelo \ ARIO 4\ 31) (5- 70 m), un
rifle hipodérmico neozelandés y dardos Telinject de 3 cc Como sedante se usO Zilaxina
Rompün°, Ba yer) en dosis de 7 m g kg PV Se usó adernas Tiletarnina Zolazepam (Telazol NM y

Zelazol '') en dosis de 5 rn K PV iSamo 'T dl. 1

La tecuica de disuaro del dardo tie rnediarite la persecucion directa, Va q uc ci acecho no tu' o
•	 buenos resultados. En terreno se identificaron grupos cercanos a! camino. procediendo a La

preparación inmediata del dardo. Posteriormente el personal preparado procedia al acercamiento

Go	 directo a los animales hasta aicanzar una distancia de tiro adecuada Para ci rifle (20 - 40 m). El
dardo era diri g ido hacia las partes del cuerpo con mayor masa muscular (piernas)

II Region
Muestreo de guanacos en cautiverio:
Se realizaron los contactos respectivos con ci SAG a nivel Central y con Ia Oficina regional de

to	 Antofagasta, lo cual permitió conocer la existencia de una ejemplar cria hembra en ci Centro de
•

	

	 rescate de Antofagasta, a cargo de la Universidad de Antofagasta, ci SAG regional y la empresa
minera La Escondida La ejeniplar se muestreó en marzo de 1999

Ill RegiOn
Muestreo de guanacos en cautiverio:
Sc realizaron los contactos respectivos con el SAG a nivel Central v con la Oficina regional de
Copiapó y Sectorial en Vallenar, lo cual permitió conocer la existencia de una gran masa de
guanacos mantenidos en cautiverio (airededor de 25 ejemplares). Para ci muestreo se organizó
una vista en conj unto con personal del SAG a tres sectores aledaños a Vallenar: las quebradas de
Alto del Carmen y El Tránsito, ubicadas hacia Ia cordillera, '' ci sector de Ventana. hacia la costa
de la misma ciudad.

Lo anterior perrnitió ci muestreo de 14 ejempiares de guanaco, tres de los cuales pertenecian al
ecotipo de la costa.

•	 IV Region
Cap tura de guanacos mediante inmovilización quImica:

am

	

	
En enero de 1999 se apo yó en Ia captura de guanacos en la cordillera de la IV region (interior de
Illapel) debido a! desarroilo de un estudio de evaluación de tmpacto ambiental solicitado por la
\Iinera Los Pelambre v clue es eiecutada por ci Centro de Eoiogia .Aplicada (CE:\).

a
	

Los interantes del CFA habian visitado ci sector en vanas ocasiones, deterrninando sectores

to
	 Para la construcciOn de escondites.

En la campafla de captura se utiiizO 2 rifles hodénnicos CAPCHIJRE" de un alcance
aproximado de 20 m, y 3 rifles TELLNJECT NIR modelo VARIO 4V.3 10 de alcance entre 5 y 70
n. El procedimiento inicial fue ci acecho desde los escondites y postenorrnente la persecución en
vehiculo motorizado (mows de 4 ruedas)
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Como sedante se USÔ Xilazina (Rompun) en dosis de 3 m kg de p.'v. v dardos de 3 ml de
apacidad.

XII Region
\Iuestreo de guanacos en cautierio:
Sc obtuvo muestras de animales proveruientes del proyecto PLC-Fl, N 05694 "Esrudw de ía
udapiaciOn v tnanejo en seinicautiverio del guanaco en ía :una central', to cuales fueron
capturados durante Los años 1996 y 1997 en Tierra del Fuego. XII region, a la edad de
aproximadamente I mes, y que posteriormente, fueron criados artificialmente y trasladados a La
Estación Agro-UC de la Facultad de Agronomia e Ingenieria Forestal de la Pontiticia
Universidad CatOlica de Chile, ubicada en Pirque, Re gion Metropolitana

OBTENCION DE DNA DE CSA

Obtención de sangre:
Sc realizaron tomas de rnuestras tanto en el CR1 de Kampenaike (Punta Arenas) como en el CR1
de Hidan go (Sexta region). Para estos efectos se realizaron extracciones de sangre desde La vena
vugular. En aquellos casos en que el acceso a esta vena fue dificultado por La abundancia de lana
en la region, se obtuvo san gre desde la vena femoral, para lo cual se necesitó "sentar" al animal y
presionar ci extremo distal de la vena la que se hace notablemente visible y fci1 de punzar.

.	 Las muestras fueron colectadas en tubos Venojet de 8 ml que contenian EDTA como anucoagulante.
La sangre the mantenida a 4°C usando "coolers" portâti!es, desde que era colectada en terreno hasta
su procesamiento en ci laboratorio.

Obtención de DNA:
Se prepard DNA a partir de leucocitos (células nucleadas) de sang-re penfenca. recumendo al
siguiente protocolo de extraccon

usIarniento de Leucocitos:
Se utilizó un volumen aproximado de S ml de sangre total. [a que fue mezclada con un volumen
tguai de cloruro de amonio 0.2 M. Esto permitiO romper los gidbulos rojos en forma suave.
Posteriormente se procediO a centrifligar a 2000 rpm (centrifuga Kubota 1700, rotor RA I 50AM) en
condiciones refrigeradas pam decantar Los ieucocitos.
Luego se descartO el lisado (fase superior) y los leucocitos fueron resuspendidos en 3 ml de cloruro
de amonlo 0,2 M. Se centrifugó nuevamente pam decantar los leucocitos '' se repitiO ci mismo
procedimiento varias veces (4 a 5), hasta tener un "pellet" Leucocitos limpio de glóbuios rojos.
Finalmente el "pellet" de linfocitos the resuspendido en 3 ml de buffer STE (NaCI 100 mM, EDTA
1 mM, Tris-HCI 10 mM pH 7,5). agregándose 250 iii de una soluciOn de proteinasa K (10 mg/ml) y
250 PI de SDS 20° Se mezcid bien v se incubó a 37°C por toda La noche
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Extracción del DNA (en micro-tubos):
Se agregaron 500 41 de una solución saturada de cloruro de sodio. mezclândose bien y
entnfugando inmediatamente a 7000 rpm en centrifuga Kubota (1.700. rotor RA 150AM) P01

10 a 15 minutos. El sobrenadante obtenido Fue rápidamente traspasado a un nuevo tubo, evitando
arrastrar algo del pellet". Se agregaron dos volumenes de etanol frio, dejandose precipitar el DNA
durante 15 minutos en hielo. El DNA fue colectado utilizando puntas de micropipeta estériles,

S	 deiando escumr ci etanol y secando ci precipitado al aire o en una Speed-Vac. Finalmente, el DNA
•

	

	 the resuspendido en aproximadarnente 500 jxl de agua destilada esteni o buffer TE (EDTA 1 mM.,
Tris-HCI 10 mM pH 8.0), almacenândose a 4°C (periodos cortos) o a -20°C (periodos prolongados).

El estado de integndad de DNA extraido, asi como una estimación de su concentración, se
realizaron tomando alicuotas de las extracciones y observándolas en geles de agarosa a! 0,8%,
preparados en TBE ix y corridos a 100 Volts. Se usó como estandar de peso molecular DNA el
fag  lambda sin digerir y digerido con la enzima Hindu (disponibie comercialmente).

Purificación del DNA:
En aquellos casos en que la extracciôn de DNA produjo una muestra contaminada con restos de
material orgãnico, se procedió a realizar una purificacion de dichas muestras como se menciona a
Co nt in uac ion:

Se agregó un volumen igual de una mezcla de extracciOn para acidos nucleicos denominada solución
PCI, consistente en una razon 25:24:1 de fenol, cioroformo y alcohol isoamilico. Se agitó en forma
enérgica por I minuto y Se centrifugó por 2 minutos a 10.000 rpm en una micro-centnfuga
Eppendorf La fase superior (que contiene el DNA) fue transferida a un nuevo tubo, para lo cual se
utilizaron puntas desechabies que tenian un orificio grande. para evitar la ruptura mecánica del
DNA Se repitiO esta extracciOn con PCI hasta obtener una fase superior cristalina. Posteriormente
se realizó una extracciOn usando una mezcla de cloroformo:alcohol isoamilico (241 ) en lugar de
PCI.

5	 Al igual que en las etapas previas, posterior a mezciar y centrituigar Se recolectó la fase superior
Pam precipitar ci DNA, se agregaron 1/10 v/v de cloruro de sodio 2,5 M v dos volumenes de etanol

S	 absoluto frio. El DNA fue colectado usando puntas de micro-pipetas limpias, dejando escurnr ci
.	 etanol y secando el precipitado. Finalmente. ci DNA the resuspendido en 500 p.l de agua destilada o

en buffer TE y almacenada como se mencionO anteriormente,

DESARROLLO DE MICROSATELITES EN CSA

Preparación de genoteca de CSA
En general, los protocolos relacionados con la manipuiacion de DNA se realizaron de acuerdo a
Sambrook y colaboradores (1989), pero siguiendo algunas recomendaciones reaiizadas por ci Dr.
Ernest Bailey. del Maxwell H. Gluck Equine Research Center. Universidad de Kentucky. El
protocolo consistiO en digerir DNA genómico de CSA y el vector de clonaciOn con una enzima de
restricción adecuada, pam luego ligar ambos y transformar bactenas competentes. Las bactenas
transformadas se seleccionaron de acuerdo a Ia resistencia a antibióucos. aportada por genes que
lievan los 'ectores de clonamiento, como ci gen de Ia lactamasa que otorca resistencia a ampicilina.
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Para la di gestion del DNA enOniico, con ci tin de obtener u:t geno(ea representatIa, se hizo

un 'pool" con vanas muestras de DNA de alpacas Se tomaron 5 il de cada una de las muestras
de DNA de alpaca (52 muestras en total), compietando aproximadarnente 300 j.il de DNA.
Posteriorrnente se cornó en un gel de agarosa al 0,8% en TBE 1X. utilizando 5 ii de este "pool",
para revisar el estado de calidad e integridad del DNA. Luego se hicieron diluciones apropiadas
(5 ti de DNA en 1 ml v 1 .tl de DNA en 1 ml) para medir Ia concentracion del DNA. A
continuacidn se procediO a digerir éste DNA genômico con BamHI. Como ésta enzima no
cortaba eficientemente ci DNA genómico, se utilizaron otras dos enzimas que originan extremos
cohesivos con BamHI: Bgl-ll v Bcl-i (Boehriner Mannheim) Se dejo en digestion durante la
noche (15 horas) a 37°C. Enseguida, ci DNA digerido Rie separado en un gel de agarosa (de bajo
punto de fusiOn) a! 1 01/0, TBE I X. a 40 Volts por 2 horas. Este tiempo, suficiente para separar bien
todos los fragmentos originados. Se procedió a cortar ci sector de agarosa donde migran aquellos
fra2mentos de tarnaño entre 500 a 700 pb, tamaño determinado pot las facilidades de secuenciar
ambas hebras sin necesidad de subclonamientos adicionales Para extraer ci DNA de Ia agarosa,
se utiiizó un sistema comercial de Promega, diseñado para estos efectos (Wizard PCR Preps).
Una vez purificados los fragmentos desde la agarosa, se procediO a analizarlos de nuevo en un gel
de agarosa, para verificar que se habia cortado el fragmento correcto en ci gel.

El vector usado pam construir La genoteca parcial de alpaca fue pLITMUS 28, obtenido de New
England Biolabs éste fue digerido con la eazima BamFil (sitlo unico de corte en el vector), que
genera un sitio compatible con Bgal-[I y Bcl-l. En aigunos expenrnentos, el vector fue tratado con
Ia enzima ClAP (New England Biolabs), para eliminar el grupo fosfitto del extremo 5'y prevenir de
esta forma su auto-iigación.

La Iigación se realizd incubando diferentes razones estequlometncas de DNA de alpaca (insertos)
con DNA de vector (entre 1:1 y 1:5). La mejor razón se deterrninó de acuerdo al nimero de
coionias transformantes totales, y a la proporción de colonias blancas respecto de las azules
(recombinantes v/s no recombinantes, respectivaniente). El protocolo utilizado para. la ligacioi se
basO en usar alternadamente temperaturas optimas para. la aitneac ion de los sitios
complementarios (4°C) y temperaturas Optimas para la actividad de la enzima T4 DNA ligasa
(37°C) [Lund, A.H., Duch, M. y Peders, F.S. (1996). "Increassed cloning efficiency by
temperature-cycle", Nucleic Acids Res. 29(9)800-801]. La tncubaciOn de la mezcia de ligación
se realizó en un aparato de PCR, utilizando un programa que consistlo en varios ciclos (16 horas)

•

	

	 entre incubaciones a 10 grados por 30 segundos y 30 grados por 30 segundos. La mezcla de
ligación fue: vector digerido (tratado o no con CLAP, I iI) DNA genómico digendo, de tamaFio
aproximado entre 500-700 pb (1 M1) Buffer lOX (1 p.l); T4 DNA li gasa (Boehnnger,1 .tl), y
finalmente agua destilada (csp 10 .il)

Diférentes alicuotas de estas mezclas de tigaciOn se usaron para transformar celulas competentes de
Escherichia co/i DH5-a, preparadas especialmente pam ser electroporadas. Para ello, se preparó un
inoculo durante La rioche, que fue crecido hasta una absorbancia de aproximadamente 0.4 unidades
de densidad Optica a 600 nm Estas cdlulas se Iavaron repetidas veces en agua destilada estenl
(centritugando a 3.000 rpm en centrifli ga Heareus Sepatech Suprafiiue 22. rotor 22,3). y finalmente
fueron resuspendidas on twa solucion fria de ulicerol al 10°) [.3 clectroporacion SC realtzo por una
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	 descaria unica de .5 kV. usando cuhetas de 1 1.2 cm (1 _15 k\ cm *ernati.arnente sC Lit ilizaton
pam la transformacion el protocolo con-, enc tonal de "shock termico", usando celulas (bacterias)
comerciales para. transformar (Epicurian Colt supercompetent Cells, de St.ratagene).

La selecciôn de las bactenas transt'ormada para ambos casos fue igual, pam to cual las
transforrnantes fueron crecidas en piacas de culuvo, posterior a un periodo de aclimatacion en caido
LB port hora a 37°C. Finalmente las bactenas fueron incubadas durante toda la noche a 37°C, en
placas de agar LB más ampicilina (50 .tg/ml), IPTG y X-gal. Se seleccionaron las colonias blancas,
cl ue indican la presencia de un inserto en el vector.

a
Análisis de la genoteca de CSA preparada en pLITMUS 28:
Del total de las colon tas biancas obtenidas, se seleccionaron un numero de aproximadamente 30
colonias, para analizar en forma rãpida el tamaño de los insertos de DNA de alpaca clonados.
Para ello, se aislaron las colonias y se crecieron (en 1 ml de caldo LB) durante la noche. Las
bacterias fueron centrifugadas y calentadas para romperias y de esta forma liberar ci DNA. Con
una alicuota de estos extractos, se realizó una reacción de PCR, usando los partidores universales
de N113, ya que pLITMUS tiene estas secuencias en los tiancos del sitlo de policlonamiento. La
reacción de PCR se realizó en un termociclador MJ Research, conteniendo en cada tubo ci DNA
templado (2 .tl), tampon lox (2 ,tl), MgC1 2 (2 mM final), dNTPs 2,5 mM c/u (1,6 lu), partidores a
una concentración de I tM, Taq polimerasa (0,5 unidades) y agua destilada esténi (csp 20 PI). El
programa de amplificaciOn fue como sigue: 5 minutos a 95°C seguido por 30 ciclos de 30 segundos
a 94°C. 30 segundos a 60°C y 1 minutos a 72°C, terrninando con una etapa de 5 minutos a 72°C.
Las reacciones fueron cubiertas con una gota de aceite mineral. para evitar la evaporación de la
reacciOn. Los productos de PCR fueron separados en geles de agarosa at 2% en TBE I X, y
Fotografiados bajo luz UV con pelicula Polaroid 667.

Selección de clones portadores de secuencias de microsatélites (SSR):
La sclección de aquellos clones que conten ian secuencias de microsatélite se reaiizó mediante
hibridación, para to cual se utiIizO como sonda un oligonucleotido sintetico de poly(dA-dC)(dT-
dG), de un tamaño de 24-mer, y cuya secuencia corresponde a:
s'-TGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTG-3'. Este Oligo es de Pharmacia Biotech, y corresponde
a la misma sonda que ha sido utilizada para detectar secuencias de SSR en equinos. Para la
marcación de La sonda, se utiiizO un método no radiactivo, basado en la incorporación de
digoxigenina. El sistema comercial utilizado se denomina Genius System (Boehringer
Mannheim, Cat.N° 1362 372 DIG Oligonucleotide 3-End Labeling Kit). La marcación, se realiza
con La enzima transferasa terminal, la que incorpora digoxigenina-I I -ddU1P en el exemo 3' de
la sonda. Para ello, se mezclan 4 ul de tampon de transferasa, 4 ul de solución de cloruro de
cobalto. 100 pmoles de oligonucleótido. I ltl de la solución de DIG-ddUTP y 50 unidades (I lu1)
de transferasa terminal, completando a 20 .tl con agua destilada estéril Esta mezcia se incuba a
37°C por 15 minutos y después se deja en hielo. Paralelamente, se mezcla 1 j.tI de glicógeno con
200 ui de una solución de EDTA 0,2 mM pF-1 8,0, agregando 2 .tI a la reacciOn anterior para
detenerla. El óligo marcado se precipita con 25 uI de LiCI 4.'V1 más 75 jul de etanol frio. Se deja
reposar a -20°C durante unas dos horas (0 30 minutos a -70°C), v se centriftiga. Luego de lavar
el precipitado con etanol 70%, éste fue secado y resuspendido en 20 jul de agua destilada estéril.
El Oligo marcado se guardó a -20°C hasta ci momento de ser usado
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La etapa de analisis de aiue1ios clones cl ue presentaban secucnciaz, de microsatehtes se rea!Iio
por duplicado, 'v todos aqueltos clones que presentaron una reaccion positiva fueron nuevamente
analizados con elfin de minimizar at máximo La selección de falsos positivos. El protocolo
utilizado correspondió a aquel recomendado por los distribuidores y que brevernente se descnbe a
con tin uac ion:

Las bactenas transformadas fueron crecidas casi a confluencia en placas de LB Luego que las
colortias crecieron a tamaños cercanos a 1-2 mm de diametro, estas fueron puestas a 4°C por una
hora. Mernbranas de nitrocelulosa fueron puestas sobre las placas por S minutos, para transfenr
[as colonias a dichas membranas. Las placas originates (placas maestras) se incubaron a 37°C por

5	 4 horas para recuperar las colonias, y finalmente fueron almacenadas a 4°C. Posteriormente las
membranas de nitrocelulosa fueron puestas sobre placas de agar LB y también fueron incubadas a

5	 37°C por 4 horas. Las colonias presentes en las membranas de nitrocelulosa fueron lisadas

S	
colocando ]as membranas de nitrocelulosa sobre denaturante (NaOH 0.5 N, NaCI 1.5 M) durante
15 mirtutos, ten iendo cuidado de dejar el lado de Las donde se encuentran las colonias mirando
hacia arriba. Posteriormente las membranas fueron traspasadas a un papel filtro saturado con una
soiución neutralizante(Tris-HCI 1.0 M, pH 8.0, NaCI 1.5 M)porun lapso de 15 minutos.

5	 Finaimente el DNA fue fijado a la membrana por medio de un "crosslinking" con UV o mediante
ci calentamiento de las membranas a 80°C por dos horas.

Las membranas ftieron prehibridizadas por 1 hora a 60°C con una solucion que contenia SSC 5X
Oa solución stock de SSC 20X contiene: NaCl 3 M, Ciato de sodio 300 mM, pH 7.0) mâs I
agente bloqueante para DNA, 0.1% de N-lauroylsarcocina y 0.02% de SDS. Luego las
membranas fueron hibridadas agregando la sonda poli(TG) en la misma solución de
prehibridizado e incubándolas a 60°C por toda la noche. Posterior a lavar las membranas con
buffer SSC 2X y 0.5X (dos lavados de 15 minutos cada uno), se procedió at revelado de las
membranas.

5	 Para poder . isualizar las colonias que presentaban clones positivos para microsatélites, se
incubaron las placas con un anticuerpo anti-digoxigenina conjugado con fosfatasa.

S	 Enseguida se revelô la membrana agregando una solución de NBT (nitroazul de tetrazolio) y una
solucion de X-fosfatasa (5-bromo-4-cioro-3-lndolil fosfatasa) e incubando por varias horas a
temperatura ambiente y en oscuridad.

Aquellas colonias que se colorearon con un precipitado oscuro fueron consideradas positivas y
fueron tomadas desde la piaca maestra almacenada previamente a 4°C, utilizando mondadientes
previamente esterilizados, para luego proceder a cultivar dichas colonias en un medio de agar
conteniendo ampicilina (50 4g4t1). La idea era ci obtener clones puros", en condiciones de ser
guardados en glicerol 20% segin métodos estándares (Sambrook y co!., 1989).

S	 ('ada uno de los clones seleccionados fue crecido durante toda La noche a 37°C en 5 ml de medlo
de cultivo liquido (LB) bajo agitación (225 rpm). Tres ml de dicho cultivo fueron utilizados para

5	 realizar [as extracciones de los plasmidios ("miniprep'). to anterior se realizó considerando la
necesidad de obtener DNA plasmidial (con ci inserto de Interés), libre de contaminantes que
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p udieran inhibir Ia posterior etapa de secuenciación, para ello se utilizO el sistema Wizard	 Plus,
de Promega (Minipreps DNA Purification System)

H Paso siguiente consistiô en la realizaciOn de ]as reacciones de secuenciaciôn a cada uno de los
clones cuyo DNA fue purificado Dado que Las secuenciac tones se realizaron utilizando el
aparato ABI 377 de Perkin Elmer. Los reactivos y protocolos usados fueron aquellos
recomendados por los fabricantes. El sistema de secuenciacidn utiliza dideoxinucleótidos
marcados fluorescentemente y La reacción se realiza como una reacción de PCR convencional,
consistente en 25 ciclos de denaturacidn a 96°C por 30 segundos. alineamiento a 50°C par 15
segundos y elongaciOn a 60°C par 4 minutos El sistema utilizado correspondió a ABL PRISM TM

Dye Terminator Cycle Sequencing Read y Reaction Kit, que utiliza AmpliTaq R DNA
Polvmerase (Perkin Elmer). Los partidores utilizados fueron aquellos distribuidos por BioLabs,
\l 13/PVC Sequencing Primer (47) (24 meros) 5'd(CGC CAG GGT TTT CCC AGT CAC
GAC)3'

Una vez terminadas las reacciones, [as muestras fueron protegidas de la luz y purificadas de los
dideoxinucieótidos marcados que no fueron incorporados usando columnas Centri-Sep de
Princeton Separations (Cat. No CS-901). Finalmente ]as muestras ftieron secadas en una Speed-
Vac por 45 minutos. y finalmente g uardadas en oscuridad a -20°C.

on

	

	 Para anal izar [as muestras en ci secuenciador automatico, éstas ftieron resuspendidas en 6 j.ii de
una mezcia de buffer de carga (20%) y formaldehido (80%), y denaturadas por 3 minutos a
95°C. Los geles de poliacrilamida utilizados fueron aquellos geles denaturantes convencionales
con urea, conteniendo una coricentración de acriiamida:bis-acrilamida (19:1) de 5%. Se cargaron

an 2 ul de cada muestra y se corrieron por un lapso de 3 horas y 30 minutos a 51°C.

Todas aquellas muestras que presentaban repeticiones (TG)n, fueron secuenciadas en ambas
direcciones, y dichas secuencias fueron introducidas a! programa Oligo (version 5.0), con el fin
de diseflar Los partidores adecuados Para ampiiflcar el inserto contenido en cada don. Las

caracteristicas de cada secuencia de microsatélite, asI coma ci tamaño de los insertos clonados se
almacenaron en bases de datos.

Amplificación por PCR de secuencias de SSR poiimórficos:
La etapa siguiente consistiO en la determinación de ]as condiciones óptimas de amplificacton Para
los partidores diseñados. La determinación de La temperatura de aiineacidn es entregada par el
programa Oligo, pero las condiciones de Mg y pH del buffer a utilizar generaimente difiere
Para algunos pares de partidores en particular. En este caso se utilizo ci sistema de Stratagene.
Opti-Prime PCR Optimization Kit (Cat.No.200422). Para deterrninar cual era ci pH,
concentración de magnesio, potasio o de a1gin otro aditivo apropiado Para facilitar La
amplificación de nuestras muestras (DMSO, glicerol a formaldehido).

Sin perjuicio de La anterior las condiciones estaridares de PCR utilizadas Para ampLificar DNA
templado de camélidos cons istieron en una primera etapa de denaturación a 95°C par 5 minutos,
seguidos de 30 ciclos de una etapa de denaturación par I minuto, otra etapa de alineamiento a
Ss°C (aniabie entre 45 a o0°C se gun el partidor) par I minuto N una etapa de extension a 75°C

so
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por Ufl mLnuto Como ultimo paso las muestras se mantienen a 75 0C por 15 minutos, para
finalmente quedar a 4°C hasta su anâlisis.

Para estudiar el nivel de polimorfismo que es capaz de generar cada uno de estos partidores, se
realizó una separación electroforética de los productos de amp!iflcaciOn en geles de mayor
esoluciOn (geles denaturantes de poliacrilamida tipo secuenclación). Cuando fue posible Ia

utrlización de un secuenciador automático. se realizó un Genescan". usando uno de los
partidores (generalmente el 'forward") marcado con un compuesto fluorescente. Con cada par de
partidores diseñados se procedió a amplificar un grupo de 36 muestras de DNA de alpaca, pam
determinar los genotipos de cada uno de los individuos analrzados. y también Ia determinaciôn
del pnlimorftmo presentado pur cada uric do Ins pares de part ores.

En los easos en quo no fue posihie Ia utilizucion del (jCnC S Cll1. Ia, riluesuas tueron corridas en
aeles de poliacrilamida denaturante at 6% en camaras convencionaies (para 50 ml de gel, se
rnezclaron 7,5 ml de acrilamida:bis-acrilamida (19:1) 40 1,0. 10 ml de TBE lOX, 21 gramos de
urea, 250 il de persulfato de amonio 10%. y 90 lii de TEMED, ajustando a volumen final de
aproximadamente 65 ml con agua destilada), en TBE 1X. Una fracción de ]as reacciones de PCR
(entre 2 y 5 il) fue corrida bajo las siguientes condiciones: 65 Watts constantes durante 3 horas
30 minutos Cabe destacar que para poder visualizar los productos de PCR en estos geles se
praced in a usar an protocolo do tiriciori Con plata seoun 	 siau

Dado quo Ins ', drios fucron preoutados con una solucion Clue permite quo Ia matrz do
poliacrilamida adhiera a uno de los vidrios. éste fue tratado en una priniera etapa de fijacion con
acido acético al 10% durante 30 minutos y enseguida, opcionalmente se trató con ácido nitrico at
1% durante 3 minutos. Luego se lavO con agua destilada/desionizada brevemente, y se incubO
con una solución de nitrato de plata (1 gramo por litro) durante 30 minutos con agitación suave.
Para revelar se utilizó una solución de carbonato de sodio (30 granios pot litro) que contenia 540
p1 de formaidehido at 37%. Se agregO una porción del revelador, que se descarta luego de
. urecerse, y luego se agregó ci resto del revelador hasta observar la aparición de ]as bandas .
los productos amplificados. La reacción fue detenida con ácido acético at 10% (5 o más
minutos).

iPLICACION DE RAPD V AFLP PARA ESTtTD (OS GENFTICOS EN CSA

.inplificación de DNA utilizando partidores de secuencia aleatoria (RAPD):
Esta técnica es una variación del protocolo original de I'CR ya que utiliza un partidor unico de

5

	

	 secuencia aleatoria que puede ser usado para el anáhsis de cualquier tipo de genoma aunque nose
tenga informacidn sobre secuencias de DNA de la misma, (Williams, J. y col. 1990. J. Rafalski

5

	

	 Cap 5 1997; S. Milach, 1998, E. Ferreira and D Grattapagha. 1996), teniendo como principal
ventaja su bajo costo. Estos pai-tidores suelen set de 10 pares de bases v presentan una

S	 temperatura de alineacidn muy baja, entre 35° y 40°C.

Una de las grandes ventajas de esta técnica es su fácil implementacion y ejecución con pocas
otapas v una rápida visualización de los resultados mediante geles de agarosa además se obtiene
Un huen numoro do polruortsnios en I as drstintas csec:es. do m:incra quo os posihie oencrai una

S
S
S
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buena canudad de "potenca1es marcadores" Las limttaciones del RAPD se encuentran
orincipalmente referidas a su baja reproducibilidad entre ensavos, por to que es necesario que Las
ondiciones de tsahaii se manten gan constantes en cada amplificacton.

Reacción de RAPD:
Para cada reaccion de 15 ul totales se mezclaron en un micro-tuho 1.5 ul de buffer de PCR lOX
('Fns-HC1 200 mM p1-i 8,4 7 KC'l 500 mM). 0,9 pit de MgCI: 50 mM. 1,2 Jul de una mezcla de
dNTPs 10 mM total-, 1,0 l de partidor 10 	 0,5 U de Taq poiimerasa 1,0 41 de DNA 10 ng!ti
v agua destilada pam compietar a volumen.

Las reacciones fueron realizadas en un termociclador MJ Research PTC-100, utilizando un
programa que consistió en: una denaturación inicial a 95°C por 2 minutos, seguidos de tres cicios
a 95°C por I mlnuto, 37°C par I mirluto y 72°C par 80 segundos. Posteriormente el programa
continuaba con cuarenta ciclos a 94°C por 35 segundos, 40°C par 40 segundos y 72°C por 80

segundos. Pam terminar con una etapa de extension a 72°C par 7 minutos. Los productos de la
reacciOn de RAPD se separaron en geles de agarosa al 1,5% en buffer TBE IX, corridos a 120 V
par 2 a 3 horas. Las bandas de DNA se tiñeron con bromuro de etidio y se fotografiaron con
pelicula Polaroid tipo 667.

Arnplificación de fragmenlos polirnórficos de largo variable (AFLP):
Esta técnica envuelve bâsicamente tres pasos: ci prirnero consiste en una digestion del DNA
genómico y ligamiento de adaptadores, el segundo implica una ampitficación selectiva de un
"set" de fragmentos de restricción y el tercer paso consiste en un anãlisis de los fragmentos
amplificados en un gel de poliacri!arnda tipo secuenciaciOn. La ligación de los adaptadores se
hace pam facilitar la reacciOn pre-selectiva, ya que at DNA digerido se le unen secuencias
conocidas de oligonucleótidos por ambos extremos de carte que son Las que después se utilizan
para permitir la union de Los partidores y la selecciOn de las bandas que se busca amplificar para
encontrar polimorfismos entre las especies. La ampiiticación selectiva se realiza utihzando
partidores que contienen nu' 1 e6tidos extras hacia ci extremo 3', de manera de restringir ci
numero de bandas que se amp lifican a aquellas que los contengan. Normalmente, con estas
selecciones se ampliuican entre 50-100 fragmentos de restricciOn que se analizan por geles
denaturantes de poliacrilamida.

Para la reacciOn de AFLP, se siguieron las indicaciones de los proeedores, pero la visualizaciOn
de las bandas de DNA producto de la amplificaciOn se hizo mediante dos protocolos alternativos:
marcaciOn de un partidor de PCR con ' 2P-ATP o tinciOn de plata. Arnbos protocolos se describen
mas adelante.

Digestion de DNA genómico
Para cada reacción se agregaron 2.5 at de buffer de reaccion SX (Tns-HCI 50 mM pH 7.5.
acetato de magnesio 50 mM: acetato de potaslo 250 mM); 250 ng de DNA en un volumen menor

.

	

	 0 igual a 9 tl; I pl de una mezcla de enzimas EcoRIiMseI (1,25 U de cada enzima en Tris-I-ICl 10
mM pH7,4; NaClaCI 50 m: EDTAO.1 mM. DTT 1 mM. BSA 10 mg;ml: Glicerol 50°/v/v; Triton
X-100 0,1%) y agua para alcanzar un volumen final de 12.5 ul Lue go de mezclar bien, las
reaeciones ruerori centnfugadas por I minuto a I 0 000 rpm en LITM micro-centrifuga v se

70
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1F.LHar:.fl .:r 2 F raa 'C Part lrlactl\ ir ]as endonuc!easas se nc.ubó la mezcla a 70°C por 15
rr, r1uIC,

a
ligac ion de adiptadores:

5	 .\ Ia mezcla anterior se Ic adicionan 12 .iI de solucion de ligacion adaptadores EcoRl, 5'-CT
(GTAGACTGCGTACC-3' y 5'-AATTGGTACGCAGTC-3' y adaptadores \tseI 5'-

S	 (iACGATGAGT CCTGAG-3' y 5'-TACTCAGGACTCAT-3'),- ATP 0.3 mM, Tris-I-LCI tO mM

S
H 7.5: acetato de magnesio 10 mM: acetato de potasio 50 mM)v 1 j.tl de T4 DNA ligasa(l U/iI

en Tris-HC1 10 mMpH 8,0; EDTA 0,1 mM). Se mezclaron bien v se cen'tfugaron por I minuto
a 10.000 rpm en una micro-centrifuga. Las reacciones se incu baron por 2 horas a 20°C.
Posteriormente se realizó una dilución 1/10 de la rnezcla anterior agregando buffer TE pH 8.0, el

S	 olumen que no se utilizO fue guardado a -20°C. ya que puede ser usado en futuras reacciones de
ligaCidn.

S
Reacción de preamplificación o reacción de PCR±1:

S	 Para esta reacción se rnezclaron en un micro-tubo 2,5 tI de diluciori 1 ,10  de DNA. 20 tl de

a	
mezc!a de partidores (partidor EcoRl: 5'-GACTGCGTACCAATTCN-3': partidor Msel: 5'-
GATGAGTC CTGAGTAAN-3'); 2,5 .il de buffer PCR lox (Tris-HCI 100 mM p1-I 8,3; MgCl2
15 mM; KCI 500 mM); 0.5 Ll de enzima Thq DNA polimerasa (1 L1) y agua destilada para un
olumen final de 25 W. Se mezcló bien y se centrifugo por I minuto a 10.000 rpm en una micro-

0	 centrifuga

5	 l.a reaccion se realizó en un termociclador MJ Research FTC-tOO. en un programa que consiste
en una denaturación del DNA a 94°C por 2 minutos, seguidos de 35 ciclos a 94°C por 30

S	 segundos, 55°C pot 30 segundos y 72°C por I minuto, para final izar con una etapa de extension a
•	 72°C por 7 minutos A partir de esta reacción se real 'z6 una dilucion 1 1 50 con buffer TE pH 8,0 y

con esta se prosiuio trahalando.

' larcación del partidor con uPATP:

5	 Para preparar partidores marcados suficientes pam 100 reacciones. se  mnezclaron 18 jil de partidor
EcoRl(27,8 ng/.Ll), 10 j.tl de buffer kinasa 5X (Tris-HCI 350mM pH 7,6: MgCI: 50mM: KCI

S	 500 mM: 2-mercaptoetanol 5mM), 10 .tIde ATP marcado con 'P (2000 Ci/mmol). 10 p.l de
.	 agua destilada y 1 l.tl de enzima T4 polinucleótido kinasa (10 U/pl en Tris-HCI 50 mM pH 7,6;

KCI 25 mM: l3-mercaptoetano 1 mM. ATP 0,1 .iM: glicerol 50% v/v) La reacciOn se mezcló
hien, y posteriormente fue centrifugada por I minuto a 10.000 rpm en una micro-centrifuga, para
dejar la reacciOn incubando a 37°C pot at menos una hora. La enzima flie inactivada catentando

5 la mezcla de reacciOn a 70°C pot 10 minutos

5	 Ainplificación Selectiva o reacción de PCR+3:
En esta etapa, los volOmenes que se preparan fiieron los suticientes para realizar 10 reacciones

S	 Pam lo anterior, se prepararon dos mezclas en paralelo. La mezcla 1 contenia 5 1.11 de partidor

N EcoRl marcado y 45 pd de partidor MseI. Para la mezcla 2 se agregaron 79 .tl de agua destilada,
20 Al de buffer de AFLP lOX (Tris-HCI 100mM pH 8,3; M gCl2 15mM: KCI 500 mM)y 0,2 il
de Faq DNA polimerasa (I U). Para Ia mezcla total se agregaron 10 ul de La mezcla 2. 5 tl de La
:nezcla I V 5 LII de la dilucton I 50 de Ds.\ preamphficade

a
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La reacción de amplificación consistió en una etapa de denaturación del DNA a 94°C por 4
minutos, un ciclo de 94°C por 30 segundos, 65°C por 30 segundos y 72°C por 1 minutos;
posterionnente el programa proseguia con doce ciclos con disminución de la temperatura de
alineamiento en 0,7°C cada vez hasta liegar a los 56°C; seguidos de veinticuatro ciclos a 94°C por
30 segundos, 56°C por 30 segundos y 72°C por 1 minuto. Finalmente se realizó una etapa de
extension por 5 minutos a 72°C. Las reacciones fueron visualizadas en geles de poliacnlamida
tipo secuenciación al 6%. Los geles fijeron precorridos por una hora o hasta que alcanzaran los
50°C. Antes de ser cargadas en el gel, las muestras fueron denaturadas calentando a 95°C por 5
minutos, utilizando un volumen 1:1 de buffer de carga (Xilen cianol FT 0,025%, Azul de bromo
fenol 0,025%, Formamida 98%, EDTA 10mM pH8,0) con muestra de PCR Los geles fueron
corridos a 70 Watts constantes (1800 Volts aproximadamente) por 4 horas y finalmente fueron
secados al vacio por I hora a 60°C, pam ser expuestos sobre una pelIcula auto-radiográfica Kodak
X-OMAT AR, por al menos un dia.

El protocolo alternativo a la marcaciOn con lsótopo (tincion de plata) se realizó de acuerdo a
Chaihoub y col.. (1997). Para ello fue necesario hacer ciertas modificaciones en las
concentraciones y volümenes de partidores que se utilizaron en la reacciOn de amplificación
selectiva en esta caso se mezclaron 30 ng de partidor EcoRl, 30 ng de partidor MseI 2 lii de
buffer PCR lox, I U de Taq polimerasa, 5 l de una dilución 1/10 de DNA de La ampliflcaciOn
preselectiva y agua destilada para alcanzar un volumen final de 20 Al. La metodologla para ci
proceso de tinción con plata the el mismo utilizado pam la visualizaciOn de los microsatélites
descritos anteriormente. El perfil de bandas obtenidas the registrado mediante un escáner.

AnáLisis estadIstico para RAPD y AFLP:
Los ariálisjs de los resultados obtenidos por RAPD y AFLP fueron realizados construyendo
matrices binarias donde los datos se introducen como diferencias en los bandeos de las cuatro
especies de CSA a través de los valores cero y uno. El valor cero indica la ausencia de la banda y
el valor uno indica la presericia de dicha banda en La especie en estudio. Una vez que se tiene la
matriz, esta se introduce en el programa estadistico NTSYS-pc, que analiza los datos y los
entrega ya sea mediante un dendrograma o a través de un análisis de componentes principales
(PC A).

0	 Amplificación de una region de secuencia conocida (SCAR):

0	 Para la obtención de este tipo de marcadores the necesano realizar una serie de etapas previas
como son la identificación de un fragmento polimórfico de interés (básicamente, que presente

0	 diferencias entre las distintas especies), su purificación, reampliflcación, cionamiento,
secuenciaciOn del fra gmento clonado y diseño de partidores especificos.

0
Obtención del fragmento de interés a partir de Ia reacción de RAPD:
Los fragmentos polimórficos seleccionados fueron aislados directamente a partir de un gel de
agarosa al 1,5%, luego las bandas obtenidas fueron reamplificaron med iante reacciones PCR
convencional utilizando el mismo partidor original. Pam verificar la calidad de la

0	 reamplificación, las reacciones fueron corridas en geles de agarosa al 1,5%. Aquellas
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que presentaban una ünica banda amplificada, fueron ligadas en un vector de clonamiento e
introducidas en bacterias.

Reacción de ligación:
Las reacciones de ligación fuerori reahzadas con un "kit" comercial (Promega), para 10 cual se
necesitó 1 pil de buffer lOX T4 DNA ligasa (Tris-HCI 300mM pH 7,8; MgCl 2 100 mM; DTT
100 inM. ATP I 0mM); 1 t1 de T4 DNA ligasa (3 Weiss U4il), 1 iI del vector pGEM-T easy (50

ng4tl), agua destilada para volumen final de 10 p.1 y la cantidad de inserto que se quiera ligar
dependiendo del tamaño y considerando la relación 1:1 entre vector e inserto.

Cuando se utilizó el vector pMOSBlue blunt end, en la reacción de ligación fue necesario
considerar una primera etapa en la que se debieron rellenar los extremos del inserto a clonar, en
esta etapa se mezclaron I p.lde buffer pk I OX, 0,5 j.t1DTT 100m.N4, 1 p.ldemezcladeenzima
pk, el inserto dependiendo del numero de bases que posea y agua destilada para obterier un
volumen final de 10 p.!. La mezcla fue incubada a 22°C por 40 minuto y la enzima fue inactivada
calentando la solución a 75°C por 10 minutos. La mezcla de reacción para la ligación contenia 10
p.l de la solución anterior, 1 p.1 de vector (50 ng/p.l) y I p.l de T4 DNA ligasa (4 Weiss U/p.!). En
ambos casos, las ligaciones se dejaron durante la noche a 4°C para asegurar buenos resultados.

Preparación de células competentes DH5a:
Pam preparar células competentes se seleccionó una colonia de la cepa DH5ct y se dejó creciendo
en medio lIquido Luria-Broth (LB)(peptona 140 1%, extracto de levadura 0,5%, NaCl 1%) sin

anubiótico a 37°C durante toda la noche con agitaclón. Posteriormente se inocularon 50 ml de
medio liquido LB sin antibiótico con 1 ml del cultivo crecido y se incuó a 37°C con agitación
por alrededor de 4 horas hasta una O.D. a 600 nm de entre 0,5-0,6 unidades de densidad áptica.
El cultivo fue centrifugado en tubos estériles a 400 rpm por 10 minutos (Sorvall rotor 5154). Las

bacterias fueron lavadas con agua estéril por tres veces, pam finalmente resuspender el "pellet"
en una solución de glicerol estéril al 10%. Por ultimo las células fueron alicuotadas en micro-
tubos, considerando que se utilizan 40 p.1 pam cada transformación. Las bacterias asI tratadas
fueron rápidamente congeladas en nitrógeno liquido y almacenadas a -80°C.

Electrotransformación:
A una cubeta de electroporación se le agrega 1,0 jil de mezcla de ltgación y 40 p.1 de bactenas
competentes. La transformación se realizó en un electroporador Gene Pulser l de Bio-Rad con

un shock eléctrico a 2,5 V y 200 ohms por 4,4 mseg. Luego de colocar las cubetas en hielo por un
tiempo breve, se les agregó 800 p.1 de medio Soc (triptona al 2%, extracto de levadura al 0,5%.
NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM, MgSO4 10 mM, glucosa 20 mM), la mezcla se traspasó a un tubo

plãstico estéril Blue MaxTm marca Falcon y se incubó a 37°C con agitación suave por al menos
una hora. Transcurrido ese tiempo, las bacterias fueron esparcidas en placas de LB (medio LB
más agar al 1,5%) con carbenicilina 250 mg/mI, X-gal 20 mg/ml e IPTG 0,84 Nt incubándo!as a

37°C durante toda Ia noche.

.&nálisis de las colon las transformantes:
Las colonias transformadas blancas flieron seleccionadas y crecidas en 5 ml de medio LB estéril
con carbenicilina 250 mg/mI a 37C. Aquellos cultivos bacterianos que crecieron. fueron tratados
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ON
para la purificación de los plasmidios que contenian el inserto clonado. Para lo anterior se aisló 1

ON

	

	 ml en ambiente estéril y se centrifugó a 12.000 rpm por 20 segundos en una micro-centrifuga,
eliminándose el sobrenadante. La obtención del plasmidio se hizo mediante dos protocolos, uno
de ellos se basa en una lisis alcalina y el otro utiliza columnas "Wizard® Minipreps Purification

ON	 System".

ft	 Lisis Alcalina:
El "pellet" bacteriano se resuspendió con 100 tl de solucián I fria (glucosa 50 mM, Tns-HC1 25
mM pH 8,0, EDTA 10 mM pH 8,0), posteriormente se agregaron 200 .il de solución H recién
preparada (NaOH 0,2 N, SDS I %). Se procedió a mezclar mediante inversion de los tubos y se
dejaron en hielo. Luego se agregaron 150 tl de solución III fria (acetato de potasio 3 M mãs
ácido acético 5 M), se mezcló bien y se dejaron en hielo por 3 a 5 minutos. Después se procedió a
centrifugar los tubos a 12.000 g por 5 minutos a 4°C, pam finalmente transferir el sobrenadante a
un tubo limpio, donde se procediO a realizar una extracciOn con soluciOn de PCI (25:24:1).

Purificación de plasmidios por columnas "Wizard Plus Minipreps DNA Purification
System":
Se utilizó 1 ml de cuitivo bacteriano crecido durante la noche y se centrifugO por 1 a 2 minutos a
10.000 rpm en una micro-centrifuga. se eiiminó el sobrenadante y se dejó secando ci "pellet" a
temperatura ambiente. Posteriorrnente este "pellet" fue resuspendido con 200 .il de solución de
resuspension (Tris 50mM, pH 7,5, EDTA 10 mM, RNAsa A 100 tg/ml), se mezcló y se Ic
agregaron 200 .tl de solución de lisis (NaOH 0,2 M, SDS 1%). Luego se agregaron 200 jil de
soluciOn de neutraiización (acetato de potasio 1,32 M), se mezció por inversion unas cuatro veces
v se dejó en. hielo. El lisado se centrifugO a 10.000 rpm en una micro-centrifuga por 5 minutos.

El lisado obtenido en ci paso anterior fue mezclado con 1 ml de resina Wizard, lo cual fue
agregado a una columna Wizard. Luego, se pasaron 2 ml de la soluciOn de lavado (acetato de
potasio 80 mM, Tris-HCI 8,3 mM, pH 7,5, EDTA 40 j.tM, Etanol 55%), se centrifiigó la columna
por 2 minutos a 10.000 rpm en una micro-centrifuga para eliminar ci exceso de soluciOn de
lavado. Una vez seca la columna, se Ic agregaron directamente 50 j.il de agua destilada o de
buffer TE pH 8,0, se dejó por al menos un minuto y se centrifugO por 20 segundos a 10.000 rpm
recuperándose el plasmidio en un micro-tubo. Los clones positivos fueron analizados digiriendo
el plasmidio purificado con enzimas de restncción o por PCR con partidores universales tipo
M13 para ambos casos. la reacción se visualizó usando geles de agarosa al 1,5%.

Digestion con enzimas de restricción:
Para hacer las digestiones con endonucleasas, se deben buscar aquellas enzimas que solo
presenten un sitio de corte en el piasmidio o que liberen el fragmento insertado y su seiección
depende del vector que contiene ci inserto. Con ci vector pMOSBIueT ó "blunt end", para la
reacciOn de digestion de 20 tl totales, se utilizaron 2 tl de Buffer NEB2 Biolabs (Tris-HC1 10
mM pH 7,9; M902 10 mM; NaCl 50 mM: DTT 1 mM), 1 .ii de Hind III (20 ig!j.tl), i ti de
EcoRI(10 U/.tl), 3 iii de DNA plasmidial y 13 il de agua. Con el vector pGEMT easy vector,
pam la digestion se usó 1 il de Buffer NEB2, 1 1.11 de EcoRl (10 U/i.il), 3 ti de DNA plasmidial y

5 jildeagua.
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Amptificación por PCR de los fragmentos clonados:
La verificación de los fragmentos clonados se realizó amplificando vector con partidores
universales MI 3. Para la reacción de PCR se usaron de 2,5 ji1 de Buffer PCR lOX, i j.tl de
MgCl2, 0,5 j.tI de M13 Forward (5'-CAGGGTTTTCCCAGTCACGAC-3'), 0,5 lii de M13
Reverse (5'-TCACACAGGAAACAGCTATGA-3'), 0,5 .il de mezcla de dNTFs 10 mM, 2 j.il de
DNA plasmidial, 0,2 j.il de Taq polimerasa (1 U) y 18 .il de agua destilada. Esta reacción se hizo
en un termociclador MJ Research y el programa consistid en la denaturación del DNA por 2
minutos a 94°C, seguida de treinta y cinco ciclos de 94°C por 1 minutos, 55°C por 1 minutos y
72°C por 1 minutos, y una extension por 5 minutos a 72°C.

Southern Blot:
La técnica de "Southern blot" consiste en la identificación de un fragmento determinado de DNA
mediante la utilización de una sonda marcada especiflca para ese fragmento: para esto se debe
realizar varias etapas como la transferencia de los fragmentos de DNA separados en un gel de
agarosa a una membrana de nitrocelulosa, el marcaje de la sonda y Ia hibridación con la
membrana, la union del conjugado a la sonda y su detección. En este caso, se utilizO el sistema de
Amersham Gene Image, siguiendo el protocolo recomendado por los fabricantes. En resumen
El gel de agarosa donde fueron separados los fragmentos de DNA amplificado por RAPD fue
tratado con una solución denaturante de NaCI 1,5 M y NaOH 0,5 M por 25 minutos a temperatura
ambiente con agitaciOn. Posteriormente el gel flie lavado con agua destilada y neutralizado
utilizando una solución de NaCl 1,5 M y Tris-HCI 0,5 M pH 7,5 por 30 minutos a temperatura
ambiente y agitación. Para La transferencia de los fragmentos de DNA desde el gel de agarosa a la
membrana, se utilizó un buffer ssc lOX de un stock 20X (citrato trisódico 0,3M y NaC1 3M), y
para fijar el DNA en la membrana, este fue calentado por 2 horns a 80°C.

Marcación de la sonda:
En esta etapa, la sonda fue reamplificada a partir de los fragmentos clonados usando partidores
universales Ml 3, segün el siguiente protocolo: se mezclaron 2,5 p.l de buffer PCR lOX, I il de
MgCl2 50mM, 0,5 p  dNTP's 10 mM., 0,5 p.l de cada partidor Ml 3 0,96 PM, I U de Taq
polimerasa, 2 jil de "miniprep" y agua destilada estéril hasta completar un volumen de 25 .tl

totales. El programa de amplificación consistió en una denaturaciOn a 94°C por 2 minutos, 35
ciclos a 94°C por I minutos, 55°C por I minutos y 72°C por I minutos, y una extension a 72°C
por 5 mm. Los fragmentos se purificaron usando el "kit" Wizard® PCR Preps Purification
System siguiendo los protocolos recomendados por los distribuidores.

Purificación de fragmentos de PCR utilizando el kit Wizard® PCR Preps DNA Purification
System:
La purificación de los fragmentos amplificados por PCR se realizó pam un volumen de 50 i1 de
reacc iOn. En un micro-tubo de 1,5 ml se mezclO la reacción de PCR con 100 j.tl de Buffer de
puriflcacidn (Tris-HCI 10 mM pH 8,8, MgCl2 1,5 m.M, KCI 50 mM, tritOn X-100 0,1%). A la
mezcla anterior se le agregO I ml de resina, esta mezcla se paso lentamente por unajeringa que
tenia unida uria columna Wizard, se lavó la columna con 2 ml de isopropanol 80% y se centnfugO
a 12.000 g por 20 segundos en una micro-centrifuga, pam secarla. El DNA se recuperó de la
columna agregaron directamente 50 p.il de agua destilada estéril y se esperó unos minutos para
posteriormente centrifugar La columna a 12.000 g por 20 segundos recogiOndose la solución en un
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micto-tubo de 1,5 ml. Para marcar la sonda se usaron 10 pl de la purificación anterior diluidos en
25 j.il finales. El DNA the denaturado calentándolo a 95°C por 5 minutos y se dejó en hielo hasta
que se agregó a la mezcla de reacción. En un tubo aparte Sc mezclaron 10 pA de la mezcla de
dNTP's marcados, 5 pA de la mezcla de partidores, agua destilada estéril para completar 50 pI y I
.il de la enzima Klenow (5 U/41). a este tubo se le agregó ci DNA ya denaturado. La soiución
final se mezcló bien y se incubó a 37°C por al menos 1 hora, dependiendo de la calidad del DNA
utilizado. Para almacenar la sonda se le adicionaron 2 j.tl de EDTA 0,5 M y se guardó a -20°C en
oscuridad.

Hibridación de La membrana:
Para la hibridación de la membrana se preparó un buffer que contenIa SSC 5X; SDS 0,1 %, 5%
p/v de dextran sulfato y dilución 1/20 del lIquido de bloqueo, la cantidad se calculó considerando
el tamaño de la membrana (0,125 ml/cm2), este se precalentó y se le agregó a la membrana
dejándola en estufa con agitaciOn constante a 60°C por al menos una hora. Transcurrido ese
tiempo, la sonda marcada the previamente denaturada por 5 minutos a 95°C considerando una
concentración de 10 nglml de buffer y the agregada a la solución anterior, dejando en hibridación
durante la noche a 60°C. El exceso de sonda marcada fue eliminada de la membrana lavando dos
veces por 15 minutos con una solución previamente calentada de SSC 1X y SDS 0,1%
considerando 2 mI/cm 2 de la membrana.

Detección de la sonda:
Para eliminar el exceso de detergente de la soluciOn anterior, la membrana se lavó con un

S	 pequeflo volumen de buffer A (Tris-HCI 100 mM pH 9,5, NaCl 300 mM). Después la membrana
fue dejada incubando con 0.75 ml/cm' de solución de bloqueo 1/10 en buffer A por al menos I
hora a temperatura ambiente con agitación constante. Se cambió la solución de bloqueo por La
solución que contenia el conjugado diluido 5000 veces en buffer A con 0,5% p/v de BSA, previo
lavado con buffer A solo, por al menos una hora a temperatura ambiente y agitación Después se

5	 lavó la membrana con 2 mlIcm2 de solución al 0,3% de tween 20 v/v preparada en buffer A con
agitación constante y a temperatura ambiente por 10 minutos. El paso anterior se repitió 2 veces y

5	 el exceso de solución se eliminó con un lavado breve con buffer A. La detección del conjugado
de la membrana se realizó en oscuridad, agregándose 500 jil del reactivo de detección

S repartiéndolo en forma pareja, incubando por I horn con pelIcula autoradiogrãfica Hyperfilm
ECL; transcurrido ese tiempo, La pelicula se reveló por unos 5 a 10 minutos, se enjuagó y se
colocó en el liquido fijador por unos 10 minutos.

S

S
S
S
S
S	
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ANALLSLS CITOGENETICO

PROTOCOLO DETALLADO DE LA TECNICA DE IILBRIDACION in situ Y
FLUORESCENCIA (FISH). (Dra. Ten Lear. M.H. Gluck Equine  Research Center, del
Departamento de Ciencias Veterinarias de la Universidad de Kentuck y. USA, 1999

Parte 1. Preparación del DNA esperma de salmon y de la sonda liofilizada.

Preparación de esperma de salmOn

5	 Disolver DNA esperma de salmon (Sigma type ifi sodium salt) en agua a una concentraciOn de
10 mg/ml, agitando por 2 a 4 horas a temperatura ambiente.

5	 La concentración de NaCl es ajustada a 0,1 M.
La soluciOn es extraIda una vez con fenol y con fenol:cloroformo.

S	 La fase acuosa es recuperada, y el DNA se rompe pasándola 12 veces rápidamente a través de
.	 una aguja hipodérmica de 17 G.

El DNA es precipitado agregando 2 volümenes de etanol frio en hielo.
Luego el DNA es recuperado por centrifugaciOn y disuelto a una concentraciOn de 10 mg/mI en
agua.
Se determina la D0260 de la soluciOn y se calcula la concentración exacta de DNA.
La solución se hierve por 10 minutos y se guarda a -20°C en pequefias alicuotas.
Justo antes de usar, la solución es calentada por 5 minutos en un baño de agua hirviendo y luego
se enfria rápidamente en agua con hielo.
El DNA esperma de salmon denaturado, fragmentado debenia sen usado en una concentración de
100 tg/ml en una soluciOn de prehibridación.

Preparación de la sonda:
La sonda se encuent.ra liofilizada, luego para ser utilizada se debe suspender.

Primer 1: 5' AATCCCAATCCCAATCCCAATCCCAATCCCAATCCCAATCCC3', 0,19 mg.
Se suspendió con TE (buffer) hasta alcanzar a una concentración de 10 ng4tl. Luego de preparada
La solución se alicutO en tubos eppenidorfde I 5 ml y se almaceno a -20°C.

Primer 2: 5' TTAGQGTTAGGGTTAGGGTTAGGQTTAGQGTTACyGGTTAGQG3', 0,64 mg.
Se suspendiO con TE (buffer) hasta alcanzar a una concentración de I Ong4tl. Luego de preparada
la soluciOn se alicuotó en tubos eppendorfde 1,5 ml y se almaceno a -20°C.

Parte H: Preparación de la Sonda y "minas para Hibridación

Soluciones:
Solución Acido Maleico: 0,1 M ácido maleico; 0,15 M NaCl, pH 7,5 (20°C), ajustado pH con
NaOH sdlido o concentrado autoclavar y almacenar a 4°C.

Solución Bloqueante stock: disolver 10  reactivo bloqueante o caseina (B-M) en 100 ml de
solución de ácido maleico esténil y almacenar a -20°C.
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Solucidn bloqueante de trabajo para sondas marcadas con biotina: diluir solución bloqueante
stock 1 : 2 con solución ácido maleico (concentración final 5% reactivo bloqueante).

Solución bloqueante de trabajo pam sondas marcadas con DIG o FITC: diluir solución
bloqueante stock 1:10 con solucióri âcido maleico (concentración final =1% reactivo bloqueante).

Solución stock de sulfato de dextrano 40%: en agua, autoclave, almacenar a temperatura
amb iente.

Solución stock 20 X SSC: pH 5,3, almacenar a 4 T.

Solucidn Stock 20 X SSC: pH 7,0 almacenar a 4°C; filtrar en pequefias alicuotas estériles pam
usar dextran sulfato y almacenar a temperatura ambiente.

Solución detrabajo 0,1X SSC , almacenara4°C.

Solución de trabajo 2XSSC, pH 7,0 almacenar a 4°C.

20% Dextran sulfato! 2X SSC solucidn de trabajo para hibridación: ver preparación abajo),
preparar fresca cada vez que se necesita.

ETOH Series (2) 1) 70%, 90% (o 85%), 100% a temperatura ambiente para deshidratar las
láminas del fib. II) 2-70%, 1 - 90% (o 85%), 1 - 100 0//0 a -20°C y en hielo para deshidratar las

-	 preparaciones después de denaturación.

100% Formamida alicuotada y almacenada a -70°C (Oncor).

DNA carrier esperma de salmon (ver parte I para el protocolo de preparación)

Sonda (ver parte I el protocolo de preparaciOn)

1 X PBD, pH 8.0 a temperatura ambiente. Detergente fosfato buffer, ver reactivas preparados
(Oncor). Almacenas a 4°C.

Tinción Propidium Iodide (Oncor/Vysis) solución de trabajo:
Diluir P1 en una solución de antifade a una concentración final de 200 ng/ml. Las
concentraciones de PT varian dependiendo del fabricante, y usualmente vienen con la solución
antifade para la dilución.

Solución de DenaturaciOn: 28 ml Forrnamida
4 ml 20 X SSC, pH 5,3
S ml agua destilada
40m1
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La concentración final es 50% formamida/2X SSC. Preparar fresco y precalentar a 70 °C en un
baño de agua. El pH debe estar airededor de 7,3, entre 7,0 - 8,0.

Solución de Lavado:
20 ml formamida
4 ml 20 X SSC pH 5,3
16 ml agua destilada
40 ml concentración final es 50% formamidal2XSSC.

Preparar fresco y precalentar a en 42 un baflo de agua. El pH debe estar airededor de 6,9 - 7,0.

a
DIAl

a	 Preparación de La

a	
Deshidratar las lãminas del freezer a -70'C en series ETOE-i 1. Chequear las laminas que tengan
buenas metafases usando microscopio de contraste. Premarcar las mej ores areas observadas con

*	
lãpiz diamante y envejecer las preparaciones a 55 - 65 °C por 45 minutos. Se puede
preparaciones frescas, pero es recomendable realizar el paso de envejecer para preservar la

•	 morfologia.

M	 Preparación de la mezcla de la sonda para un area de 24 x 50 mm

a	 DNA primer 1	 20 tl	 total 200 ng

a	
DNA primer 2	 2041	 - total 200 ng
DNA carrier (esperma de salmon) 2,241 	 total 20ig

•	 Total vol(imenes	 42,241

Mezclar los componentes de la mezcla de la sonda, cfg brevemente, poner en vortex agitar 30
minutos o más. Nuevamente cfg.

Preparar la solución de trabajo Dextran sulfato/solución 2x SSC desde la solucion stock
previamente autoclavado o filtrado (reducir background).

Precalentar stock Dex sultato a 42 °C, en 100p1:
a	 50 p1 40% dexuan sulfato stock *

10 4120 X SSC
40 jtl aguaest6rilfiltrada.

a	 iooi

Colocar en baño de agua a 42 °C en suspension, luego agitar en un agitador y volver a poner en
baño de agua. *Estar seguro que se mida el dextran sulfato cuidadosamente debido a su dificultad
de pipetearlo

Después que la mezcla de la sonda esté completamente homogénea, precipitar la sonda con
volumen 110 3M NaAcetato y 2 voltimenes de etanol I 00%frio. Colocar en -20 °C por 3 horas.
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Cenifugar por 30 minutos a 12,000 x g a 4°C (10,000 rpm en cfg), remover el sobrenadante
cuidadosamente, lavar el pellet en etanol a! 70%, cfg por 10 minutos en 12,000xG, remover el
sobrenadante cuidadosamente y secar en secadora al vacio 15 minutos.

S
Denaturación de [as Iáminas:

S	 Denaturar las láminas por 2 minutos a 70°C, en la soiución de denaturación (ver soluciones

S

	

	
necesitadas). Denaturar no más de 3 iáminas al mismo tiempo. Considerar I grado menos de
temperatura por cada iámina colocada en ci vaso de coplin. Si se denatura 3 iáminas a la vez, se
debe asegurar una temperatura de 73°C Usar termómetros calibrados especialmente para FISH
dentro del vaso de cop un pam testear la temperatura de la solución de denaturación.

Deshidratar las laminas inmediatamente después de denaturar pasando a través de la serie H de
etanol frIo almacenados a -20'C, por 2 minutos en cada uno. Dejar secar las lánunas a
temperatura ambiente.

Hibrid ación:
Precalentar los cubreobjetos en una lamina caientada a 42°C, mientras se secan las láminas y se
prepara la mezcla de Ia sonda con la solución de hibridación. Colocar la formamida alicuotada en
ci mezclador

Preparación de Ia sonda para la hibridación:
Agregar a la mezcla de sonda 1 1 l de Formamida 100%, mezclando en vortex por 30 minutos,
luego agregar 11 tl de la solución dextran sulfato 20%! 2X SSC, la cual ha estado a 42 °C (desde
los 100 pi hechos en ci paso 3) y colocar en el mezclador par 20 minutos. Cfg brevemente
(concentración final=50% Formamida, 10% dextran sulfato, IX SSC).

5	 Denaturación de Ia sonda:
Colocar la mezcla de la sonda con la solución de hibridación en baño de agua a 70°C durante 5

U para. denaturar la sonda, y enfriar en hielo rápidamente. Cfg brevemente aplicar a las láminas.

Precalentar las laminas a 42 °C por unos pocos minutos antes de aplicar la sonda. Colocar 22 .iJ

en cada lamina y cubrir con cubre objeto. Seilar con parafina y colocar en una cámara hümeda a
37 °C por 1 a 3 dias.

S
DIA2

S	 No permitir que las iáminas se sequen durante estos pasos (al menos usando ci protocolo de los

S

	

	
fabricantes los cuales especifican secar la sonda con aire seco en oscuridad, usualmente sondas
painting Vysis). Remover cuidadosamente ci seliante y lavar las iáminas en 50%

Formam1dai2XSSC, pH deberia estar airededor de 6,9 - 7,0. Lavar 3 veces par 5 minutos cada
vez a 37°C. Se puede colocar ci vaso de coplin en un agitador o dejar en baño de agua con

5

	

	 agitación periddica de las láminas. Es importante asegurar que la temperatura de la soluciOn
dentro del vaso de copiin sea exacta, midiendo con termometro caiibrado para FISH

S
S	 S9

S

S
S
S
S
S
S
S
S
S
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Lavar 3 veces a 37°C en 2X SSC, pH 7,0, 3 minutos cada uno. Colocar las láminas en 1 X PBD a
temperatura ambiente y proceder a los pasos de bloqueo/ detecciónlamplificación. Las láminas
pueden ser guardadas en lx PBD a 4°C por mâs de 2 semanas Si fuera necesano.

Detección:
NOTA: Trabajar con luz reducida en los siguientes pasos
Después de los pasos de lavado, colocar 200 j.il de la solución bloqueante de trabajo en cada
lámina, cubrir con cubre objeto plástico e incubar por 30 minutos en cámara himeda a 37'C.

Después de Ia incubación en la solución bloqueante, eliminar el exceso de liquido de la lámina, y
proceder con los pasos regulares de detección con reactivos Biotina Oncor. No es necesano
bloquear en los siguientes pasos de amplificación.

Cuando La detección estâ terminada, aplicar 18 il de Propidium Iodine (200ng/ml de P1) a las
Iáminas y cubrir con cubreobjetos de 24 x 50 mm. Remover las burbujas de aire. Dear tiñiendo
en la oscundad por 10 minutos a temperatura ambiente.

a
Pasos de detección de La señal (el mismo protocoio Oncor):
Aplicar 6041 de FITC - Avidina o Texas Red-Avidin, aplicar cubreobjetos plásticos e incubar las
láminas en cámara hümeda como es usual por 30 minutos. Lavar en 3 cambios de 1XPBD a
temperatura ambiente. Proceder con la contratinción o ampLificación de la señal en el paso 16
abajo. Aplicar 60i.tl de Anti-Avidin Antibody, aplicar cubreobjetos plásticos e incubar como se
indica arriba por 15 minutos. Lavar en 3 cambios de IX PBD a temperatura ambierite. Repetir el
paso 15 y proceder con el paso 14 de contratirrción.

Modificaciones al protocolo onginal
Tiempo de incubación: se probó con 1 y 3 dias.
Volumen de la sonda: 10 41, 20.il y 4041.

a

a

a

a

a

a

a

a

a

a
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GASTOS PROGRAMADOS y GASTOS EJECUTADOS

A continuación se indican ci presupuesto solicitado y se compara con el presupuesto gastado
efectivamente.

Corn ración Presupuesto Solicitado/Real Gastado

	

Item	 Detalle	 Presupuesto Solicitado	 Gasto real Total

PERSONAL
	

56.796.000	 40.430.651

	

100
	

SUELDOS
	

14.880.000	 14.700.964

101
	

HONORARIOS
	

28200000	 18.595.847

	

102
	

CAPACITACION
	

13.200.000	 6.012.185

	

104
	

516.000	 934.886

44.472.00()	 67 .338.925

	

105
	

5.000.000	 5.566.758

	

110
	

900.000	 2.249.328

	

112
	

COMB.Y LUBRICANTES	 650.000	 312.868

	

113
	

MAT. USOCORRIENTE	 17.700.000	 12.463.078

	

114
	

MANT. YREPARAC1ONES	 1.300-0001	 1.675.992

	

115
	

TEXTILES Y VESTUARIO

	

116
	

CONSUMOS BASICOS
	

672.000

	

117
	

SERVICIOS GENERALES
	

6.050.000
	

17.300.260

	

118
	

CONTRATOS Y ESTUDIOS
	

1.700.000
	

24.604.000

	

150
	

ADQUISICION D EEQUIPOS
	

2.000.000
	

2.828.143

	

154
	

EQUIPOSDECAMPO
	

8.500.000

155

200 GASTOSINFRAESTRUCTURA

Subtotal
	

101.268.000
	

107.769.5

IMPREVISTOS
	

5.063.400

ADMINISTRACION
	

7.261.440
	

10.357.061

REMANENTE
	

4,050.720
INVESTIGACION

TOTAL
	

117.643.560
	

118. 126 .637

Termociclador (FIA)
	 1.669.700

Total
	 119.796337

(2.152.777,'

-1.83%

Los antecedentes que se presentan indican que ci gasto solicitado se excedió en un 1.83 % Ia que
se explica pot no haber considerado los aumentos debido al UPC en la propuesta original.
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