23 SET. 2005

283 o

PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATC')LICA'DE CHILE
FACULTAD DE AGRONOMIA E INGENIERIA FORESTAL
Departamento de Zootecnia

UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE MEDICINA NORTE
Instituto de Ciencias Biomédicas

Proyecto FIA BIOT-01-P-027
“Desarrollo y Aplicaciéon de una metodologia de sexaje en Ratites mediante
Marcadores Moleculares de ADN”

INFORME TECNICO FINAL

Santiago, 23 de septiembre del 2005



iacosta
Rectángulo

iacosta
Rectángulo


. ANTECEDENTES GENERALES

NOMBRE DEL PROYECTO

“Desarrollo y Aplicacion de una metodologia de sexaje en Ratites mediante

Marcadores Moleculares de ADN”

FECHA DE APROBACION
Noviembre del 2001

FORMA DE INGRESO AL FIA
Concurso Proyectos de Biotecnologia, 2001

AGENTE EJECUTOR
Pontificia Universidad Catélica de Chile, Facultad de Agronomia e Ingenieria
Forestal, Departamento de Zootecnia

AGENTES ASOCIADOS
Universidad de Chile
Laboratorio Bytech

COORDINADOR DEL PROYECTO
Sr. Manuel Camiruaga Labatut

COSTO TOTAL
APORTE FIA
PERIODO DE EJECUCION 36 meses
31 de Diciembre del 2001 al 31 de diciembre del 2004



iacosta
Rectángulo


. RESUMEN EJECUTIVO

Con el presente informe se termina el periodo de trabajo del proyecto
completando las actividades inconclusas presentadas en el informe anterior y

terminando las actividades nuevas propuestas en la reitemizacion.

El objetivo del proyecto de poder desarrollar una metodologia molecular
para la determinacion del sexo en aves ratites (avestruz, emu y fiandu) fue logrado
integramente determinando tres marcadores especificos para cada especie que
amplifican con exactitud para la caracteristica deseada. Del mismo modo la
actividad adicional propuesta referida a la metodologia molecular para la
determinacion de parentesco en avestruces logré la obtencion de marcadores que

permiten obtener dicha conclusion.

Si bien los resultados técnicos obtenidos cumplen las expectativas
planteadas, las proyecciones comerciales de la técnica son variables, ya que en
los estudios llevados a cabo durante la realizacion del proyecto se logré constatar
el alto grado de interés del medio por estas herramientas biotecnoldgicas, los que
sin embargo no estarian dispuestos a pagar de acuerdo a los valores sondeados.
De todas formas reconocen que finalmente deberan hacer uso de ella por el alto
grado de consanguinidad existente en los rebafios y porque la situacion comercial

contractual del rubro se espera que mejore con la apertura de mercados.

Adicionalmente en la ultima fase de desarrollo del proyecto se procedio a
completar la construccion del SCAR DnG9 de emU derivado del marcador RAPD
OPG-9 que amplifica sélo en las hembras. Una vez disefiados los respectivos
partidores se estableci6 que este marcador SCAR DnG9 muestra 100% de
eficiencia en identificar el sexo en emu. Se realizo el sexaje de dos familias de
emt con el SCAR DnG9 validando el patrén de herencia madre-hija del marcador.



Se verifico la factibilidad de utilizar la informacion de la diversidad alélica de
loci microsatélites en el andlisis de parentesco entre individuos en un plantel de
produccién de avestruces. Los seis loci microsatélites utilizados presentaron una
diversidad alélica adecuada para el andlisis de parentesco. La informacion
genética analizada nos permite establecer que esta metodologia es aplicable en

planteles productivos de avestruces.

Finalmente se procedié a efectuar un andlisis técnico economico de la
estrategia comercial a seguir con los resultados técnicos obtenidos, los pasos
faltantes para la consolidacion de un paquete tecnolégico y la forma de abordar la

oportunidad que se presenta.



lll. TEXTO PRINCIPAL

i1 Breve resumen de la propuesta original y modificaciones sufridas en el

plan operacional.

La propuesta original contemplaba la busqueda de herramientas
moleculares para la determinacion del sexo en ratites comerciales
(avestruces, emues y fiandies) mediante el desarrollo de marcadores
moleculares especificos, la elaboracion de una metodologia de muestreo de
facil aplicacion, la validacion técnica en terreno y la evaluacion de un canal

comercial para la prestacion de servicios de diagnostico a productores.

En general la propuesta cumplié todos los aspectos antes mencionados de
acuerdo a los plazos originales comprometidos. Adicionalmente y debido al
importante avance del proyecto alcanzado y al ahorro de recursos
generados se procedioé a evaluar una nueva actividad para el proyecto, la
cual surgié como una necesidad en el estudio de mercado realizado, la cual
se referia a la implementacion de un sistema de determinaciéon de
parentesco de avestruces a través del uso de marcadores microsatélites
polimérficos. La iniciativa fue desarrollada con éxito y permitio implementar

un sistema aplicable a criaderos de avestruz.

12 Cumplimiento de los objetivos del Proyecto

Objetivos Originales:

- Desarrollar, evaluar e implementar a nivel productivo un sistema de
sexaje de las ratites comerciales mediante el uso de una técnica
molecular que permita identificar marcadores de ADN polimorficos
asociados a los cromosomas sexuales.

- Evaluar y desarrollar una técnica de sexaje de ratites basada en el

descubrimiento de al menos un marcador polimérfico (SCAR) ligado al



sexo especifico para cada una de las especies con las cuales se desea
trabajar, esto es, avestruces, emues y fnandues.

- Definir y evaluar en terreno las técnica de muestreo y de sexaje
desarrolladas.

- Realizar una evaluacién econoémica y un escalamiento precomercial de

la técnica de sexaje y su aplicacion productiva

En general se puede sefalar que los objetivos planteados originalmente en la
propuesta se han cumplido a cabalidad. El nivel de profundidad con que se han
tratado ha variado y fluctuado a lo largo del desarrollo del proyecto, sin embargo
se han corregido los errores y se han resuelto los problemas iniciales. En el punto
Il — 5 se explican en detalle los resultados obtenidos. Adicionalmente se agregd

un nuevo objetivo al proyecto en el marco de la reitemizacion del mismo:

- Desarrollar un programa base de cruzamiento de individuos que permita
establecer lazos de consanguinidad mediante marcadores moleculares,
de manera de mejorar la seleccién de reproductores en planteles que

no cuenten con informacion de calidad del origen de sus animales.

Este Gltimo objetivo se ha alcanzado con éxito ya que se probaron 6 partidores de

loci microsatélites que permiten determinar el grado de consanguinidad con éxito.

13 Aspectos Metodolégicos del Proyecto

Il 3.1 Descripcion de la metodologia efectivamente utilizada
La ejecucién del proyecto ha seguido la metodologia planteada

originalmente la cual se explica in extenso a continuacion




111.3.1.1 Montaje del laboratorio

Se realizd la adquisicion de los equipos solicitados en el Proyecto: Camara de

electroforesis BioRad con accesorios y Termociclador MJ Research.

11.3.1.2 Toma de muestras para la extraccién de DNA en ratites.

Avestruz - Se realizé un viaje a terreno a Los Andes, V Region al Criadero Aguas
Claras, Agricola AASA, San Esteban donde se procedio a tomar muestras de 6
machos y 6 hembras con el siguiente procedimiento:

- Se utilizd6 un capuchén para cubrir la cabeza de cada ejemplar y poder
manejar los animales para tomar muestras de sangre y de plumas.

- En el plantel, los animales adultos se mantienen en trios de un macho y dos
hembras, debidamente sexados e identificados. Se eligi6 un macho y una
hembra hasta completar 6 parejas que originaron las familias que fueron
estudiadas en este proyecto.

- La sangre se extrajo desde la vena basilica utilizando un tubo vacutainer con
EDTA como anticoagulante. Los volumenes obtenidos fueron entre 0.5y 3 ml
de sangre total. Las muestras fueron debidamente rotuladas, almacenadas y
refrigeradas para su transporte al laboratorio.

- Se obtuvo muestras de plumas, extraidas manualmente desde el cuello, pecho
y lomo de cada uno de los ejemplares. Cada muestra de plumas fue
almacenada en forma individual en bolsas de polietileno debidamente rotuladas

y mantenidas en refrigeracion para su transporte al laboratorio.

Emues.- Se realizd un viaje a terreno a Puerto Montt, X Region. Las muestras de
sangre y plumas fueron obtenidas de ejemplares adultos del plantel de
reproductores de la Asociacion de Productores SOCOEMU, con el siguiente
procedimiento:

- Los animales son mantenidos en corrales, formando parejas. Se escogieron 6

parejas, tres de las cuales tienen fertilidad comprobada. Estos animales



formaron las familias que fueron estudiadas en este proyecto. Todos los
animales estaban marcados electronicamente.

- Se procedié a inmovilizar al animal manualmente para proceder a la obtencion
de sangre y de las respectivas muestras de plumas.

- Las muestras de sangre y de plumas fueron obtenidas segun el procedimiento
descrito anteriormente, siendo rotuladas y almacenadas de la misma manera

para su traslado al laboratorio.

I1.3.1.3 Extraccién de DNA de glébulos rojos nucleados de ratites con el
método fenol-cloroformo.

1. Los datos de procedencia, nimero y sexo de todas las muestras obtenidas,
tanto de avestruz como em, fueron ingresadas en un cuaderno asi como en
un una planilla Excel par su registro y seguimiento durante la realizacion del
proyecto.

2 Cada muestra de sangre fue alicuotada en tubos eppendorf de 1.5 ml
debidamente rotulados para proceder a su almacenamiento a -20°C.

3. Las muestras de plumas fueron almacenadas a —20°C hasta su procesamiento.

4. Se prepararon todas las soluciones necesarias para la extraccion de DNA con
el método fendlico.

5. Se realizo la extraccion fenolica del DNA de cada muestra de sangre de los 24

animales de acuerdo con el siguiente protocolo:

1. 25 ul sangre se mezclé con 700 ul de buffer STE , 20 pl Proteinasa K (20
mg/ml) y 35 ul SDS 20% en un tubo eppendorf.

2. Se dejo en agitacion a 42 °C durante toda la noche.

3. Seagregd 700 pl fenol equilibrado con Tris pH 8.0.

4. Se centrifugé a 2500 rpm por 10 min .

5 La fase acuosa se traspasé con una pipeta de polipropileno a un tubo
eppendorf.

6. Se repitié dos veces los pasos 3,4y 5.



7. La fase acuosa se traspas6 a un tubo eppendorf y se agregé el volumen
equivalente de cloroformo : fenol 1 : 1. Centrifugar a 2500 rpm por 10 min.

8. La fase acuosa se traspaso6 a un tubo eppendorf y se agregé con una pipeta
de polipropileno igual volumen de cloroformo:alcohol isoamilico 24:1.
Centrifugar a 2500 rpm por 10 min.

9. La fase acuosa se traspaso a un tubo eppendorf. Se agregé dos volimenes de
ETOH absoluto frio para precipitar el DNA.

10.En una pipeta de vidrio con punta sellada se enroll6 la nube de DNA
precipitado y se lavé con etanol 70%. El DNA se sec6 al vacio y se transfirié a
un tubo eppendorf con 600 ul de buffer TE pH 8.0. La soluciéon de DNA se
incubd a 45 °C durante 2 h en bafio termorregulado.

11.El DNA extraido se almacené a4 °C.

111.3.1.4 Evaluacion de la obtencion de DNA,

Una vez obtenido el DNA de cada una de las muestras se procedi6 a evaluar la
calidad del mismo mediante electroforesis en gel de agarosa, de acuerdo con el
siguiente protocolo:

1) Se prepar6 el gel de agarosa al 0.8% en buffer TBE 0.5X. El gel contiene
bromuro de etidio (10 pg/ul) para tefiir el DNA.

2) El DNA obtenido fue sometido a electroforesis utilizando la siguiente mezcla: 3
ul de DNA se mezclaron con 5 ul de agua destilada y 2 ul de buffer de carga
(xileno: cianol y 30% de ficol) y se dispusieron en los pocillos del gel.

La electroforesis se realiz6 a 7,5 V/cm en buffer TBE 0.5 X durante 45

minutos. El DNA fue visualizado con luz UV en un transiluminador y el gel

fue fotografiado con una camara polaroid.

Busqueda de informacién a nivel internacional

- Comparacion de informacion con la obtenida a través de experiencias
anteriores.

- Procedimientos de trabajo basicos y actualizacion de técnicas de
laboratorio.

- Capacitacion del personal técnico.



- Medicion y descripcion de las labores efectuadas
- Obtencién de muestras en terreno.

- Comparacion de resultados

De esta forma la metodologia del proyecto se basé en efectuar una
investigacién de laboratorio exhaustiva tendiente a identificar marcadores
moleculares que amplificaran en un sexo y no en otro para cada una de las
especies investigadas. El trabajo se efectud en paralelo con ADN obtenido
desde sangre y otros materiales (plumas, piel) de manera de obtener
resultados replicables posteriormente a escala comercial del sistema de

produccion de ratites.

l1.3.1.5 Toma de muestras para la extraccion de DNA en fiandu.

En este periodo se realizé una salida a terreno a Punta Arenas para la toma de
muestras de Nandu, procedentes de la Estacion Experimental del Instituto de
Investigaciones Agropecuarias INIA, KAMPENAIKE, Punta Arenas.

Fecha muestreo: 13 de mayo de 2002

- Se procedi6 a inmovilizar al animal manualmente para proceder a la
obtencién de sangre y de las respectivas muestras de plumas

- La extraccion de sangre y la obtencion de muestras de plumas se realizd
segun lo descrito en 111.3.1.2.

- Se obtuvo muestras desde 6 machos y 6 hembras, las cuales fueron

- marcadas y registradas para su seguimiento posterior. El criterio de
seleccion fue el de mantener parejas de manera de poder efectuar el

seguimiento posterior de los hijos
111.3.1.6 Obtencién de DNA de Nandi mediante el método fenol-cloroformo

Se obtuvo DNA de 12 individuos (seis machos adultos y seis hembras)

siguiendo el protocolo descrito en la seccion 111.3:1.3.

10



11.3.1.7 Extraccién de DNA de plumas de ratites con resina Chelex

Se utilizaron plumas de avestruces y emles de ambos sexos obtenidas de cuello,
lomo y pecho de cada uno de los animales. Se observo en todos los casos, dos
tipos de pluma en cada una de estas zonas del animal, independientemente de su
sexo, a las que se denomind “gruesa” y “delgada’. En el caso del avestruz, el
calamo de las plumas "gruesas" es negruzco y mide mas de dos centimetros de
largo por tres milimetros de diametro. Las plumas "delgadas" tienen un calamo
blanquecino que mide la mitad del de las plumas "gruesas". Las plumas de emues
presentan caracteristicas similares, pero tienen dimensiones menores (calamo de
un centimetro de largo en las plumas "gruesas" y de cinco milimetros en las
"delgadas"). Teniendo en cuenta estas diferencias morfolégicas se procedio a
extraer DNA a partir de los distintos tipos de plumas siguiendo el siguiente

protocolo:

. Se cortaron uno o mas calamos en trozos mas pequefos. Cada muestra
se lavo en agua estéril en un tubo eppendorf . Se eliminé el agua y se
agreg6 200 uL de resina chelex al 5% y 2ulL de proteinasa K (20mg/mL)
a cada muestra. Los tubos se incubaron a 55°C por 2 horas.

_ Los tubos se agitaron 15 seg en vortex, y se incubaron a 95°C por
quince minutos.

- Los tubos se agitaron nuevamente y se centrifugaron a 14000rpm.

- Se realizaron diluciones 1/5 en buffer TE 0,1X y se almacenaron todas
las muestras a -20°C.

. Las cantidades relativas de DNA fueron visualizadas por medio de
electroforesis en geles de agarosa al 0,7% corridos a 7,5 V/cm en buffer

TBE al 0,5% tefidos con bromuro de etidio

Se hicieron dos extracciones consecutivas en cada una de las especies para ver la

reproducibilidad del procedimiento. Se uso distinto nimero de plumas “gruesas” y



“delgadas” provenientes de distintas partes de los animales, tanto machos como
hembras. Ademas se extrajo DNA de plumas de tres polluelos de emd, las cuales
son extremadamente pequefias (calamo de 2 mm de largo por 0,5 mm de

diametro en el caso de las plumas "delgadas”).

111.3.1.8 Amplificacién por PCR de muestras extraidas con Chelex

Se utilizo la técnica RAPD-PCR en muestras de DNA obtenidas de varios tipos de
plumas de emu y avestruz para establecer si la cantidad y la calidad de DNA
extraido era adecuada para realizar amplificacion por PCR, tanto en plumas
obtenidas de individuos adultos de emu y avestruz, asi como en plumas obtenidas

a partir de polluelos de emu.

Se probaron muestras con distintas cantidades de DNA: sin diluir (inmediatamente
después de centrifugar), y diluidas a 1/5. En emu se probaron dos partidores (21y
25) en individuos adultos y uno en polluelos (70). En avestruz se probd el partidor
17. Los partidores se seleccionaron porque, previamente habian producido una
buena amplificacion en muestras extraidas con fenol en machos y hembras de

ambas especies. Se usaron como controles muestras de DNA extraidas con fenol.

111.3.1.9 Busqueda (“screening”) de marcadores RAPDs asociados al sexo en

avestruz, emu y nandu.

Los marcadores RAPDs son fragmentos de DNA de diversos tamafios que se
producen mediante amplificacion de DNA genomico (DNA total de un organismo)
utilizando la técnica PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa). Esta reaccion
enzimatica permite obtener grandes cantidades de DNA (de interés) utilizando
pequefios fragmentos de DNA (partidores) que se unen al segmento de DNA
blanco (el que se desea amplificar) y permiten que la polimerasa inicie una ronda
de replicaciones (copias repetidas del fragmento blanco). La principal diferencia de

la técnica RAPD-PCR con respecto a un PCR convencional es que para obtener



estos marcadores se utiliza solo un partidor de pequefio tamafio (10 bases
nucleotidicas de largo) que se une aleatoriamente en cualquier parte del genoma
con el que es complementario, produciendo cierto nimero de fragmentos de
distinto tamafio que se separan y visualizan por electroforesis en un gel de
agarosa. Cada partidor produce distintos patrones de fragmentos visualizados
como bandas en el gel, algunas de las cuales pueden estar presentes o ausentes
en determinados individuos (lo que se llama polimorfismo). Lo que se busca es un
fragmento o banda que esté presente solo en los individuos hembra y que pueda

servir como marcador para distinguir los sexos.

La busqueda (“screening”) de marcadores se realiz6 aplicando la técnica RAPD-
PCR a muestras de DNA de machos y hembras (“pooles”) extraidas con fenol. Los
pooles de DNA para las tres especies se confeccionaron mezclando DNA de seis
ejemplares de cada sexo en iguales proporciones. Se prepararon diluciones de
trabajo de cada pool a 6 ng/ulL las cuales fueron chequeadas en geles de agarosa
para determinar su concentracion relativa. Estas diluciones fueron utilizadas para
realizar el screening por PCR utilizando un set de partidores UBC (University of
British Columbia; 300 partidores) y otro set de Operon Technologies (100
partidores).

La mezcla de PCR para obtener los fragmentos RAPDs fue la siguiente (15uL de

volumen total):

Reactivo ul
H.0 3,55
Buffer 10X 1,5
MgCl, 50 mM 0,6
dNTPs 10uM 0,15
Partidor (1,2uM) 5,0
Taq polimerasa 5SU/ul 0,2

DNA 4,0




Las condiciones de reaccion son las siguientes:

Paso Temperatura Tiempo (minutos)

(°C)
1 94 2
2 94 1
3 35 1
4 72 2
5 ir al paso 2 dos veces
6 94 10 segundos
7 35 30 segundos
8 72 1
9 ir al paso 6 treinta y un veces
10 72 5
11 15 Indefinido

Se cargaron los 15 uL de reaccién en un gel al 1,5% de agarosa y se separaron
los fragmentos de DNA por electroforesis a 90V por 2:30h. Junto a las muestras se
cargd 1uL de marcador de peso molecular (mezcla de fragmentos de DNA de
tamario conocido) para estimar el tamario de las bandas RAPDs. Los geles fueron
tefiidos con bromuro de etidio para visualizar las bandas con luz UV y

fotografiados con una camara polaroid.

l1.3.1.10 Construccion de SCAR Sc66 y Dn230 a partir de los
fragmentos encontrados con los partidores UBC-66 en Avestruz y UBC-230
en Emu.

Un SCAR es un marcador (un segmento de DNA) amplificado por PCR que se
obtiene a partir de una banda RAPD polimoérfica asociada a algun rasgo de interés,
por lo que el primer paso es encontrar un polimorfismo asociado a ese rasgo en un
conjunto de individuos (screening). En el caso de este proyecto, en que el interés
es determinar el sexo de aves ratites, el polimorfismo es una banda que sdlo
aparece en los ejemplares hembra al realizar un ensayo RAPD-PCR utilizando un

determinado partidor.



El procedimiento para obtener este tipo de marcadores (Figura 1) es

relativamente complejo pero puede resumirse como sigue:

- El primer paso consiste en aislar y purificar desde un gel de agarosa,
el fragmento de DNA amplificado por RAPD-PCR.

- El segundo paso consiste en clonar, es decir, aprovechar la capacidad
replicativa de las bacterias para obtener muchas copias del fragmento
RAPD clonado. Para ello se utiliza un vector (en este caso un plasmido)
que es una molécula de DNA en la cual se inserta el fragmento de DNA
de interés (ligacion) y es ingresado dentro de las bacterias
(transformacion).

- Luego de hacer crecer las colonias bacterianas (clones) en un medio de
cultivo adecuado, es necesario seleccionar aquellas que poseen el
fragmento de interés, después de lo cual, se extrae el DNA plasmidial
con el inserto (minipreps).

- Varios métodos pueden ser aplicados posteriormente para verificar el
tamafio e identidad del fragmento clonado.

- El siguiente paso es secuenciar el fragmento que ha sido clonado, a
partir de los plasmidos purificados obtenidos de las minipreps
(secuenciar es conocer la secuencia de nucleétidos : adenina, timina,
guanina, citosina que constituyen el DNA del fragmento que se ha
clonado). Se debe obtener las secuencias de ambos extremos del
fragmento (extremos 5'y 3' de la molécula de DNA: 5'-m=mmemmme- > 3') de
modo de analizar la zona del DNA donde el partidor RAPD se alinea y
donde tedricamente existe un polimorfismo en las secuencias de bases
nucleotidicas, que provoca la amplificacion del marcador RAPD sélo en
las hembras.

. El andlisis de estos segmentos de la secuencia permite fabricar
partidores especificos que abarcan las zonas polimérficas del fragmento.

- El marcador SCAR se obtiene cuando hay amplificacion por PCR

convencional con estos partidores, de un fragmento o banda, que




permite su asociacion en forma inequivoca con el sexo respectivo, en

este caso, hembra.

A. Electroforesis de B. Clonamiento de la banda:
los productos de insercién de la banda en un plasmido
RAPD-PCR y amplificaciéon en bacterias.

crecimiento del
— mirero de bacterias

plasmido con el
5o bacteria con el plasmido

O s i

e ©=]"55
e e

~ 5* GCATTGTGCTGGAGATCAGH (partidor forward)
C. Extraccion de los | o

plasmidos desde las \ e

g | ———
bacterias, secuenciacion —»
o pl—
del inserto y disefio de g \
nuevos partidores. (partidor reverse) ATGCCACCGCCTACTATCC 5°

Figura 1.- Esquema de construccion de un SCAR

El protocolo utilizado para obtener marcadores SCAR (Figura 1) en avestruz

y emU se detalla a continuacion:

- PURIFICACION DEL FRAGMENTO

Para aislar y purificar el fragmento RAPD presente so6lo en las hembras de
avestruz y emu se procedié de la siguiente manera: Para ambas especies
se amplificd por PCR varias muestras (réplicas) de un ejemplar hembra,

usando un macho como control negativo. Se corrieron los productos de
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PCR en un gel de agarosa al 1,7%, desde el cual se cort6 la franja que
contenia el fragmento polimarfico de 350 pb para avestruz y de 1000 pb en
emu. Este trozo se agregé a un tubo eppendorf de 1,5 mL para realizar la
purificacion con el kit QIAquick siguiendo las instrucciones del fabricante. El
ADN se eluyé en un volumen de 30uL de agua estéril y fue colectado en

otro tubo eppendorf.

- LIGACION

Para ligar estos fragmentos purificados con el vector de clonamiento se uso
el kit de clonamiento TOPO TA (Invitrogen). Se mezclaron Sul del
fragmento purificado, 1uL de solucién salina y 1uL de vector (plasmido
pCR2.1TOPO) y se dejo esta mezcla incubando por 25 minutos a

temperatura ambiente antes de congelar.

- TRANSFORMACION

Los productos de ligacion se mezclaron con 40ul de células DH5a. (cepa de
Escherichia coli competente) en un tubo de 15mL y se mantuvieron en hielo
durante 30 minutos. Paralelamente se precalentaron a 37°C dos placas de
Petri (agar méas medio LB) por especie a las cuales se agregaron 20uL de
ampicilina (100mg/mL), 60uL de X-Gal (20ng/mL) y 20uL de IPTG. A la
mezcla de células mas el plasmido se le dio un pulso de calor a 42°C por
dos minutos después de lo cual se le agreg6 3 mL de medio LB
precalentado a 37°C. Se dejaron crecer las células con agitacion a 37°C por
una hora. Se agregaron 200uL del cultivo a cada placa de Petri y se

incubaron a 37°C por toda la noche.

- CRECIMIENTO DE LOS CLONES

Varias colonias bacterianas blancas (clones) fueron seleccionadas desde
las placas para ambas especies, las cuales se hicieron crecer en tubos de
15mL con 3mL de medio TB y 25ulL de ampicilina. Estos cultivos se



incubaron toda la noche a 37°C con agitacion hasta que el medio se volvié

turbio indicando crecimiento de las bacterias.

- MINIPREPs (extraccion de ADN plasmidial por el método de lisis
alcalina)

3mL de los cultivos de los clones fueron centrifugados a 14.000 rpm por dos
minutos en tubos eppendorf de 1,5mL para sedimentar las células. A cada
una de estas muestras se agregdé 100uL una mezcla de glucosa (50mM),
Tris (25mM) y EDTA (10mM) y se vorted (uso de equipo Vortex) hasta
resuspender las células. Se agregaron 200uL de NaOH 0,2N (con SDS al
1%), se mezcld y se dejo incubar en hielo por 5 minutos. Se agregaron
luego 200uL de KAc 5M y se repitio el procedimiento. Se centrifugd a
velocidad maxima y se transfirieron los sobrenadantes a nuevos tubos
eppendorf. Para precipitar el ADN plasmidial, se agregaron 300uL de
isopropanol (100%), se mezcl6 y se centrifugd nuevamente, después de lo
cual se descarto el isopropanol. Se dejaron secar los pellets y luego se
agregd 300uL de LiCl 0,3M en TE 0,1X y 750 uL de etanol (100%) frio. Se
mezcld y se centrifugo a velocidad maxima por 5 minutos descartandose el
sobrenadante. Las muestras finalmente fueron resuspendidas en 40uL de
TE 1X, a las que se le agregaron 10uL de RNAasa | (10ug/uL) para eliminar
el ARN. Esta mezcla se dejé por una hora a 4°C antes de congelar.

- DIGESTION DEL PLASMIDO

Para verificar si el inserto fue clonado, se digirieron cada uno de los
productos de las minipreps con la enzima de restriccion EcoRl, la cual tiene
un sitio de reconocimiento en el polilinker del plasmido y es capaz de liberar

el inserto en una sola etapa.

- AMPLIFICACION DEL FRAGMENTO INSERTADO
Se realizd otro experimento para corroborar la presencia del fragmento
deseado (inserto) en los clones obtenidos. Para esto se amplific por PCR




un fragmento del plasmido que incluye el inserto usando partidores internos
del plasmido. Los partidores (BGal F y R) forman parte del kit de
clonamiento TOPO TA. Esta amplificacion se realizé en diluciones 1/50 de

la miniprep respectiva.

- PREPARACION DE STOCKS PERMANENTES

Se escogieron 5 clones para preservar las bacterias por tiempo indefinido,
las cuales contienen el fragmento de interés. Para ello se tomaron los
restos de cultivo que quedaron después de realizar las minipreps y se les
agregaron 3mL de medio TB mas 25 uL de kanamicina (100mg/uL). Se
dejaron incubar con agitacion por 4 horas a 37° C para aumentar la cantidad
de células. De este cultivo se tomaron 850 uL y se mezclaron con 150 uL de
glicerol, después de lo cual fueron congeladas y mantenidas en un freezer
a-70°C.

- SECUENCIACION

Los productos de las minipreps fueron purificados con el kit QIAquick
(QUIAGEN 28104) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los
fragmentos fueron secuenciados en forma automatica en un secuenciador
ABl 770. Fragmentos de dos hembras de cada especie fueron

secuenciados en ambos sentidos.

- DISENO Y SINTESIS DE PARTIDORES (OLIGONUCLEOTIDOS) DEL
SCAR
Las secuencias de cada especie fueron comparadas entre si para detectar
posibles diferencias entre ellas utilizando el programa BLAST disponible en
la red. Después de verificar que las dos secuencias fueran idénticas se
analizaron los extremos para detectar las zonas donde se alinea el partidor
RAPD. Los partidores del SCAR fueron diseniados en estas zonas utilizando
el programa Primer3 el cual permite verificar si los partidores forman

estructuras secundarias o dimeros lo cual impediria la amplificacion por
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PCR. De este modo, se seleccionaron los mejores partidores y se envio a

sintetizar un par (50ng de cada uno) por especie.

_ AMPLIFICACION CON LOS PARTIDORES DISENADOS DEL SCAR
EN MUESTRAS DE DNA GENOMICO DE AVESTRUZ.

Los partidores disefiados para avestruz fueron probados por PCR en DNA

de individuos machos y hembras (extracciones con fenol). La mezcla de

PCR para obtener el SCAR fue la siguiente (15uL de volumen total):

Reactivo pL
H,0 8,25
Buffer 10X 1,5
MgCl, 50mM 0,6
DNTPs 10uM 0,15
partidorSc66F (10uM) 0,4
partidorSc66R (10uM) 0,4
Tagpolimerasa 5U/uL 0,2
DNA 3,5

Paso

Ao~ WN =

- O

Las condiciones de reaccidn son las siguientes (programa "touch down"):

Temperatura (°C) Tiempo
94 3 minutos
94 1 minuto
45 mas 1°C por ciclo 50 segundos
72 1 minuto
ir al paso 2, quince veces
92 1 minuto
59 50 segundos
72 1 minuto
ir al paso 6, veinte veces
72 5 minutos
10 indefinido
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111.3.1.11 Ambito Estudio de Mercado

OBJETIVO
Se realizd6 un analisis precomercial para identificar el potencial que tiene la
metodologia disefiada (sexaje mediante marcadores moleculares en ratites) para

ser ofrecida como un servicio regular a los planteles productores de ratites.

AMBITO
Se realizé una evaluacion del mercado potencial existente en nuestro pais al cual
podria ser ofrecido el servicio, esto es:
- Cantidad de planteles de ratites
o Estimacién del nimero total de planteles con mas de una unidad
reproductiva (macho y hembra) para avestruz, emu y fiandd.
o Ubicacién geogréfica regional
- Ndmero de aves
o Censar y clasificar la poblacion de los entrevistados de acuerdo a
etapas de crianza: inicial (0-3 meses), crianza engorda (4 a 1
ano), animales a venta y reproductores.
o Indicar porcentajes de animales destinados a reposicion y/o
crecimiento.
- Tasa de crecimiento
o Indicar el incremento anual de animales reproductores y animales
a venta que espera tener en el criadero.
o Indicar el incremento real obtenido el Gltimo afio de animales
reproductores y animales a venta.
- Nacimientos potenciales al afio
o Indicar el nimero de huevos estimados a poner por hembra
o Indicar el nimero estimado de polluelos nacidos por criadero
o Indicar el nimero de huevos puestos por hembra la temporada

anterior.
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@]

Indicar el nimero de polluelos nacidos la temporada anterior

- Criaderos orientados a genética

O

@]

O

Consultar si ha vendido animales como reproductores y cuantos
Consultar si espera vender animales reproductores y cuantos
Consultar si ha vendido asesoria (Know How) junto con la venta

de animales como reproductores o si lo espera hacer.

- Certificacion de sexo

@]

Consultar a criaderos orientados a venta de genética con o sin
asesoria si ha vendido animales sexados

Consultar acerca del método utilizado para sexar

Consultar acerca de la eficiencia en la determinacion (%)
Consultar acerca de la devolucién o reposicion de animales mal
sexados. Incluir comentarios.

Consultar a quiénes no han vendido genética pero si esperan
vender si los vendera sexados o no

Consultar a quiénes no han vendido genética pero si esperan

vender qué método ocuparia para sexar

- Sexaje mediante marcadores

]

Consultar a todos los productores si conoce o ha oido hablar
respecto a la técnica de sexaje mediante marcadores moleculares
Consultar a todos comentarios al respecto

Consultar a todos si estaria dispuesto a aplicar la técnica de
sexaje si necesitara asegurar el sexo de sus aves

Consultar a los que venden genética o estarian dispuestos a
vender genética si sus compradores exigirian sexaje con este
método para asegurar el diagnostico

Consultar a todos el precio dispuesto a pagar por sexar mediante
este método las aves.

Consultar a los que venden o desearian vender genética el precio

dispuesto a pagar por sexar mediante este método las aves
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Consultar a los que venden o desearian vender genética el precio
o costo involucrado en sexar las aves
Consultar a precio dado a todos los productores si estarian

dispuestos a sexar sus animales. .

También se determiné el interés real de los productores por acceder a este

servicio de sexaje y la disposicion de los mismos a pagar por él. El estudio explord

ademas las posibilidades de prestar servicios mas avanzados de:

- Certificacion de familias

O

Consultar respecto al interés de obtener una asesoria que
certifique la existencia de consanguinidad en el plantel. Explicar
concepto.

Consultar respecto al valor que le atribuye a ésta certificacion si
es que esta interesado

Consultar respecto a la disposicion a contratar el servicio a precio
dado.

- Determinacion de razas

O

o]

Consultar respecto al interés de certificar raza de animales
Consultar respecto al valor que le atribuye a ésta certificacion Si
es que esta interesado

Consultar respecto a la disposicion a contratar el servicio a precio
dado.

- Planes de cruzamiento y seleccion

®]

@]

Consultar respecto al interés de implementar un plan de
cruzamientos dentro del criadero

Consultar si considera importante este servicio y porqué
(comentarios)

Consultar interés a precio dado.

- Servicios de investigacion diversos en el area
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Consultar (abierta) respecto a otros temas que sean de su interés
investigar o que considere necesario explorar.
Consultar si esta dispuesto a invertir en el desarrollo de los temas

acotados.

OTRAS IMPLICANCIAS

El desarrollo del estudio se orienté a otras areas de busqueda tales como

- Sistema de produccion

@]

®)

o

(]

Tipo de crianza (confinamiento, pastoreo o mixto)
Incubacion propia o contratada
Incluye en su sistema otros rubros.

Incluye en su criadero las tecnologias que se van incorporando

- Participacion en cooperativas o asociaciones

o

Participa o ha participado en algun tipo de cooperativa o
asociacion. Indicar cudl, desde cuando y en caso que
corresponda hasta cuando.

Para los que participan, consultar respecto a cuél es el grado de
participacion

Para los que participan, consultar respecto a que beneficios le ha
reportado participar. Ejemplificar

Para los que han participado preguntar causas de retiro

Para los que han participado preguntar si volverian a participar
Para los que no participan indicar si estarian interesados o no en

participar y porqué.

- Nivel profesional y técnico del plantel

O

(@]

Consultar el nivel profesional del encargado del plantel
Consultar respecto a quién es el encargado de las siguientes

labores e el plantel:
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@]

» Formulacién de dietas

= Manejo veterinario preventivo

» Manejo veterinario curativo

= Fabricacion de alimentos

= Venta de animales

= Seleccion de reproductores
Consultar cuantos profesionales, técnicos, operarios
especializados y sin especializacion trabajan directa e

indirectamente en el plantel.

- Asesoria veterinaria

O

@]

@]

Consultar respecto a la participacion de profesionales
especializados en el manejo de los animales dentro del plantel
Consultar respecto a la calidad del personal que efectua esta
labor (si lo hay)

Consultar si estaria dispuesto a probar otras alternativas.

Le asigna valor a esta actividad. Cual (comentarios)

- Asesoria nutricional

@]

@]

@]

Consultar respecto a la participacion de profesionales
especializados en la formulacion y fabricacion de dietas dentro
del plantel.

Consultar respecto a la calidad del personal que efectua esta
labor (si lo hay)

Consultar si estaria dispuesto a probar otras alternativas.

Reasigna importancia a esta labor. Cual (comentar)

- Sistema de abastecimiento de alimentos e insumos.

o

Fabrica, compra o utiliza un sistema mixto para el abastecimiento
de sus alimentos

En caso que fabrique sus propios alimentos que porcentaje de los
mismos los produce en el predio

En caso que compre alimentos, donde lo hace y porqué

En caso que utilice un sistema mixto indicar por que.
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Aplica la informacién que se genera en el medio o mantiene
constantemente la misma férmula
En caso que aplique la informacion, efectia algin control

productivo en el plantel. Indicar cual.

- Parametros productivos basicos en la tltima temporada de produccion.

@]

@]

0]

o O O

Indicar postura promedio por hembra ano

Indicar tasa de fertilidad

Indicar tasa de eclosion

Indicar tasa de mortalidad por etapas

Indicar indice de conversion

Indicar tiempo requerido en alcanzar 100 Kg de peso vivo.
Respecto a la temporada anterior mejor6, mantuvo o disminuyé
sus parametros productivos

Para la proxima temporada productiva espera aumentar,

mantener o disminuir sus parametros productivos

- Forma de venta

@]

@]

Comercializa solo o asociado
Vende animales en pie o carne.
Qué hace con los cueros

Qué hace con los huevos infértiles
Qué hace con las plumas

Esta conforme con los precios de venta alcanzados

- Vision subjetiva del productor y como se enmarca la iniciativa dentro de

su plan actual de negocios

@]

@]

Consultar acerca de la vision particular del negocio de su rubro
Consultar acerca de la incorporacion de tecnologia y asesoria en
los planteles.

Consultar acerca de la importancia que le da a lo que hacen los
otros productores y si ha aplicado algin concepto o manejo visto

a otro productor.
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o Consultar acerca de la calidad de la investigacion a la que

accede, tanto nacional como internacional.

111.3.1.12 Determinacion de costos técnica de sexaje

Se procedi6 a desarrollar la ficha técnica del proceso de sexaje mediante
marcadores moleculares y a estimar el uso de insumos y su costo asociado, de
acuerdo a los parametros medidos hasta el momento. El objetivo de este estudio
preliminar fue obtener un valor confiable para la aplicacion del estudio de

mercado.

La ficha técnica del proceso se explica en la siguiente tabla

TOMA DE MUESTRA
- Bolsa plastica
- Silica Gel

CAMARA ALMACENAMIENTO
PREPARACION DE MUESTRA
- Aplicacioén proteinaza K
- Aplicacion Quelex
- Puntas (3)
- Tubo Eppendorf
CENTRIFUGACION
DILUCION
- Tubo Eppendorf
- Buffer TE
- Puntas (2)

AMPLIFICACION
- Tubo Placa
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- Agua estéril bidestilada
- TAQ

- Primer (partidores)

- DNTPs

- Aceite mineral

- Puntas (8)

- Alusa

ELECTROFORESIS
- Buffer TBE
- Agarosa
- Buffer de Carga
- Bromuro de Etidio
- Parafilm
- Puntas (3)

De acuerdo a este esquema los costos asociados al servicio de analisis tienen
involucrado los siguientes servicios de laboratorio

- Técnico de laboratorio (0,32 HH)

- Profesional responsable (0,4 HH)

- Uso de equipos

- Gastos Generales
El proceso tiene una duracion de 8 horas entre el inicio y la obtencion del
resultado. Los costos asociados se detallan para una muestra y para una

bateria de 100.

111.3.1.13 Extraccion de DNA de plumas de fiandd con resina chelex
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Se utilizaron plumas de individuos adultos de fiandu de ambos sexos (6 machos y
6 hembras) obtenidas de cuello, alas y pecho de cada uno de los animales. Al
igual que lo observado en las otras dos especies se encontro dos tipos de pluma,
independientemente de su sexo, a las que se denominé “gruesa” y “delgada”. Las
plumas de fiandu tienen dimensiones menores que las de avestruz, siendo en
tamafio muy similares a las de emu (calamo de un centimetro de largo en las
plumas "gruesas" y de cinco milimetros en las "delgadas"). Teniendo en cuenta
estas diferencias morfologicas se procedio a extraer DNA a partir de los distintos

tipos de plumas siguiendo el protocolo descrito en 11.3.1.7

111.3.1.14 Amplificacion por PCR de muestras extraidas con chelex.

Se utilizo la técnica RAPD-PCR en muestras de DNA obtenidas de plumas de
fiandu para establecer si la cantidad y la calidad de DNA extraido era adecuada

para realizar amplificacion por PCR.

111.3.1.15 Constituciéon de Familias

La construccion de un marcador molecular que permita realizar la
asignacion correcta y confiable del sexo, debe contar con el estudio de su modo
de herencia. En nuestro caso, se espera que el marcador presente en las madres
(hembras) sea transmitido solamente a las hijas y nunca a los hijos. Debido a la
similitud morfolégica y genética de los cromosomas Zy W, pudiera ser que con
cierta frecuencia se produjera recombinacion entre estos cromosomas en el
proceso de maduracion de los gametos (meiosis). Como consecuencia de este
fenémeno, se puede esperar que el marcador sea transferido desde el cromosoma
W al cromosoma Z, pudiendo entonces estar presente el marcador también en los
machos. Para descartar que este fenomeno esté ocurriendo con los marcadores
construidos, se estudio la segregacion de éstos en familias, en que se tomo
muestras de los padres e hijos recién nacidos y se realizo el seguimiento en los

hijos para corroborar el modo de herencia y la cosegregacion del sexo del
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individuo para corroborar el modo de herencia del marcador Conjuntamente, se
podra establecer la edad o tamafio minimo de las plumas que deben extraerse a

los polluelos para realizar las pruebas moleculares en forma correcta y confiable.

111.3.1.16 Ensayo de "gen candidato™ EE0.6

Un "gen candidato" se define, en general, como un gen o secuencia de DNA
localizado en una region cromosémica que se sospecha pudiera estar involucrado
en la expresién de un rasgo bajo estudio o asociado a una caracteristica en

estudio, en este caso, el sexo.

Interesa, entonces buscar un gen o marcador que estando presente en los
cromosomas sexuales de algun animal, en este caso, un ave, pudiera ser
estudiado para verificar si en las especies de ratites estudiadas en este proyecto,

también se comporta como un marcador asociado al sexo.

Esta estrategia ("candidate gene/association approach”), esta siendo ampliamente
utilizada en estudios genéticos con animales "modelos" y mamiferos domeésticos.

Tiene su base tedrica en el paradigma de la genémica comparada.

Se eligio para su estudio en ratites un marcador aislado a partir del cromosoma W
de pollo (Gallus gallus) denominado EE0.6 (0.6 kb EcoRIl fragment), que
corresponde a una secuencia de DNA no repetida. Se estudié la secuencia
publicada y se disefiaron los partidores adecuados para amplificar por PCR esta
secuencia en las tres especies de ratites. La secuencia de estos partidores es la

siguiente:

EE0.6F 5 AGA GTCATT GTG GCCTTGAAC3'
EE0.6R 5 GAA TCAAGC CAATGCTCCTT 3

Las condiciones experimentales de PCR fueron las siguientes:
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A) Mezcla de reaccion:

H,O 10,8
Buffer (10X) 2,0
MgCl, (50mM) 0,8
dNTPs (10mM) 0,35
partidores EE06 (10uM) 0,35 clu
Taq polimerasa (5U/uL) 0,35
DNA (6ng/pL) 4,6

B) Programa de amplificacion:

Paso Temperatura (°C) Tiempo

1 94 2 minutos
2 92 50 segundos
3 64 1 minuto
4 e 1 minuto
5 ir al paso 2, 30 veces

6 [ 10 minutos
7 10 infinito

En dos hembras y dos machos de emu se procedio a aislar y purificar desde el

gel el producto amplificado para su posterior secuenciacion.

111.3.1.17 Estudio de Mercado

Objetivo: Realizar un diagnostico del mercado potencial para la metodologia
“sexaje mediante marcadores moleculares”, conociendo el manejo productivo y
reproductivo que realizan los planteles de RATITES y la aceptacion potencial de

este nuevo Método de sexaje.

Objetivos Especificos
|.  Tamafio de los planteles

Il.  Parametros productivos y reproductivos



lll. Sistema de produccion
IV. Nivel profesional y técnico del plantel
V. Manejo de la certificacion de sexaje

VI. Aceptacion potencial técnica sexaje mediante marcadores moleculares

-
Metodologia
TPODEESTUDIO - Enltrevistas dirgidas 2 duefios de planteles de Avestruzy Emu.
METODO - Entrevistas telefénicas utiizando un cuestionario estandar de

alrededor de 20 minutns de duracion.

PUBLICO o&JETwoM Duefios o encargados del manejo de planteles de Avestruz y Emd.

MUESTRA Se realizaron 22 entrevistas con 1a siguiente distribucion por tamafo
e L =
del plantel.
HASTA 60 MAS DE 60
Lot ANIMAL ES ANIMALES
22 12 10

En el anexo N1 se entrega el informe completo del Estudio de Mercado.

111.3.1.18 Amplificacién con los partidores disefiados para el SCAR
Dn230 en muestras de DNA genémico de emu.

Los partidores disefiados para emu fueron probados por PCR en DNA de
individuos machos y hembras (muestras de DNA extraidas con fenol). Se probaron
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2 protocolos diferentes cuyas mezclas y condiciones fueron las siguientes (15uL

de volumen total):

A) PCR convencional:

Reactivo pb
H,O 7,75
Buffer 10X 1,5
MgCl, 50mM 0,6
dNTPs 10uM 0,15
partidorDn230F (10uM) 0,4
partidorDn230R (10uM) 0,4
Tagpolimerasa 5U/uL 0,2
DNA 4,0

Programa de amplificacion (se probaron distintas temperaturas de

alineamiento, paso 3):

Paso Temperatura (°C) Tiempo

1 94 2 minutos
2 92 50 segundos
3 62-66 1 minuto
4 72 1 minuto
5 ir al paso 2, 29 veces

6 72 5 minutos
g 10 infinito

B) Touch down.

Reactivo ul

H,O 8,25
Buffer 10X 1,5
MgCl, 50mM 0,6
dNTPs 10uM 0,15
partidorDn230F (10uM) 0,4

partidorDn230R (10uM) 0,4




Tagpolimerasa 5U/ulL 0,2
DNA 3,5

Programa del termociclador:

Paso Temperatura (°C) Tiempo

1 94 3 minutos
2 92 1 minuto
3 55 mas 1°C por ciclo 50 segundos
4 72 1 minuto

5 ir al paso 2, quince veces

6 92 1 minuto
7 64 50 segundos
8 {2 1 minuto
9 ir al paso 6, veinte veces

10 72 5 minutos
11 10 infinito

I11.3.1.19 Construccion de SCAR Ptp187 en fiandi y nuevo SCAR Dn70

en emu

Se procedié a construir el marcador SCAR Ptp187 a partir del marcador RAPD
obtenido con el partidor UBC187, que fue uno de los tres que mostr6 asociacion
con el sexo femenino en fiandd. En em( se construyd el SCAR Dn70 a partir del
marcador polimérfico ligado al sexo femenino obtenido con el partidor RAPD
UCB70. El protocolo de construccion estos marcadores SCARs se realizé de

acuerdo al procedimiento detallado en 111.3.1.10

111.3.1.20 Amplificacién con los partidores disefiados del SCAR Ptp187

en muestras de DNA genémico de fiandu.
Se probo un PCR convencional en muestras de DNA extraidas con fenol de 6

machos y 6 hembras de fandi. Se probaron distintas temperaturas de

alineamiento (paso 3).
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Reactivo pl

H,O 8,25

Buffer 10X 1,5

MgCl, 50mM 0,6

dNTPs 10uM 0,15

partidorPtp187F (10uM) 0,4

partidorPtp187R (10uM) 0,4

Tagpolimerasa 5U/uL 0,2

DNA 3.5
Paso Temperatura (°C) Tiempo
1 94 2 minutos
2 92 50 segundos
3 65-70 1 minuto
4 72 1 minuto
5 ir al paso 2, 29 veces
6 72 5 minutos
7 10 infinito

11.3.1.21 Formacion de familias adicionales de emues

Se agregaron 3 familias de emues provenientes del Criadero Suizo de Puerto
Montt.

I11.3.1.22 Formacién de familias de fandues.
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Se obtuvo muestras de 3 familias de fiandi. Cada familia estuvo formada por un macho y
varias hembras y sus respectivos polluelos. De estos individuos se recibieron muestras de

plumas (de los padres) y de sangre (de los hijos).

l1.3.1.23 Metodologia de toma de muestra en animales juveniles
(polluelos) y adultos para las tres especies de ratites

Con objeto de mejorar la eficiencia y el tiempo de extraccion de DNA, tanto en
individuos adultos como en polluelos de las tres especies analizadas, se evaluaron

distintos protocolos de extraccion de DNA con plumas.

Los protocolos utilizados fueron los siguientes:

Protocolo 1:

Se cortaron con tijeras limpias uno o mas calamos en trozos de aproximadamente
3 mm. Cada muestra se lavo en agua estéril en un tubo eppendorf. Se elimino el
agua y se agreg6 200 uL de resina chelex al 5% y 2uL de proteinasa K (20mg/mL)
a cada muestra. Los tubos se incubaron a 55°C por 2 horas.

Los tubos se agitaron 15 segundos en vortex y se incubaron a 95°C por quince
minutos.

Los tubos se agitaron nuevamente y se centrifugaron a 14000 rpm.

Se realizaron diluciones 1/5 en buffer TE 0,1X y se almacenaron todas las

muestras a -20°C.

Protocolo 2:

Corte un trozo de calamo de 3 mm con tijeras limpias, colocar en un tubo
eppendorf y agregar 150 uL de resina chelex al 5% a cada muestra. Colocar los
tubos en agua en ebullicion por 10 minutos, agitar los tubos en un vortex por 15
segundos y centrifugar a 14000 rpm. por 10 minutos. Inmediatamente realizar la

reaccion de PCR.
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Protocolo 3:

Corte un trozo de calamo de 3 mm con tijeras limpias, colocar en un tubo
eppendorf y agregar a cada muestra 40 uL. de NaOH (0.2 N) y dejar a 75° C por
20 minutos, posteriormente agregar 180 uL de tris-HCI (0.04 M). Centrifugar a
14.000 rpm por 10 minutos. Inmediatamente realizar la reaccion de PCR.

Protocolo 4:
Corte un trozo de calamo de 3 mm con tijeras limpias colocar en un tubo

eppendorf. Agregar 200 uL de resina chelex al 5% a cada muestra. Dejar los
incubando a 56°C durante toda la noche. Agitar los tubos por 15 segundos en
vortex e incubar en agua en ebullicion por 8 minutos y posteriormente centrifugar

por 10 minutos a 14000 rpm.

11.3.1.24 Evaluacién de toma de muestras en polluelos de emu y

fiandda.

Ademas de la extraccién de DNA a partir de plumas, se evalto la toma de muestra
de sangre en polluelos. Se disefi6 un sistema que consisti6 en realizar una
pequefia puncion en el antebrazo en emu y brazo y muslo en fiandu, con ayuda de
una lanceta estéril (Blood lancet) de extraccion de sangre, absorbiéndose una o
dos gotas de sangre con una tira de papel filtro de 2 mm por 30mm, la cual se
deposita dentro de un tubo eppendorff de 1.5 mL estéril, el cual se transporta

hasta el laboratorio.

Estas muestras se sometieron a los mismos métodos de extraccion detallados en
11.3.1.3 y 111.3.1.7, con la diferencia de que para la extraccion se utilizé un trozo de

papel filtro 2 mm por 2 mm embebido con sangre.

111.3.1.25 Sexaje de familias de avestruz, emay fandu.
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Se extrajo DNA de tres familias de avestruz (15 animales), 2 familias de emues
(28 animales) y tres familias de fiandues (19 animales) siguiendo los protocolos de
extraccion descritos en 111.3.1.3, y 11.3.1.7. En las familias de avestruz se utilizo el
marcador SCAR Sc66, en las familias de emu el partidor RAPD 230 vy en las
familias de fiandu fue utilizado el SCAR Ptp187. Los protocolos de amplificacion
por PCR de cada marcador estan descritos en 111.3.1.10 (avestruz), 111.3.1.9 (ema)
y 111.3.1.20 (fianda).

111.3.1.26 Amplificacién con los partidores disefiados para el SCAR

Dn70 en muestras de DNA genémico de emu.

Los partidores disefiados para emu fueron probados por PCR en DNA de
individuos machos y hembras (muestras de DNA extraidas con fenol). Se probaron
2 protocolos diferentes cuyas mezclas y condiciones fueron las siguientes (15pL

de volumen total):

A) PCR convencional:

Reactivo uL
H.O 7,75
Buffer (10X) 15
MgCl, (50mM) 0,6
dNTPs (10mM) 0,15

partidorDn700F (10uM) 04
partidorDn70R (10pM) 0,4
Taq polimerasa (5U/uL) 0,2
DNA 4,0

Programa de amplificacion (se probaron distintas temperaturas de alineamiento,

paso 3):

38




Paso Temperatura (°C) Tiempo

1 94 2 minutos

2 92 50 segundos
3 65-68-70 1 minuto

4 72 1 minuto

5 ir al paso 2, 29 veces

6 72 5 minutos

7 10 infinito

B) Touch down.

Reactivo pb

H.O 8,25
Buffer (10X) 1,5
MgCl, (50mM) 0,6
dNTPs (10mM) 0,15

partidorDn70F (10pM) 0,4
partidorDn70R (10pM) 0.4
Taq polimerasa (5U/uL) 0,2
DNA 3,5

Programa del termociclador:

Paso Temperatura (°C) Tiempo

1 94 3 minutos

2 92 1 minuto

3 55 mas 1°C por ciclo 50 segundos
4 72 1 minuto

5 ir al paso 2, quince veces




6 92 1 minuto

7 64 50 segundos
8 2 1 minuto

9 ir al paso 6, veinte veces

10 72 5 minutos

11 10 infinito

I1.3.1.27 Construccién de nuevo SCAR DnG9 en emu (tercero).

Se procedié a construir el marcador SCAR DnG9 a partir del marcador RAPD
obtenido con el partidor OPG-9 (Operon Technologies), que es uno de los 3
hallados que muestra asociacion con el sexo femenino en emu. La metodologia es

la descrita en 111.3.1.10.

11.3.1.28 Busqueda de microsatélites en avestruces para determinar

consanguinidad

Se realizé6 una busqueda de microsatélites de aves Ratites en GenBank y

bases de datos de publicaciones cientificas.

S6lo se encontraron microsatélites descritos para avestruz en las dos

publicaciones que se sefalan a continuacion:

1. Kumari, P. & Kemp, S. J. (1998) Polymorphic microsatellite markers in the
ostrich (Struthio camelus). Molecular Ecology, 7(1): 133-134.

2 Kimwele, C.N., Graves, J., Burke, T. & Hanotte, T. (1998). Development of
microsatellite markers for parentage typing of chicks using hatched eggs in the
ostrich Struthio camelus. Molecular Ecology, 7(2): 249-251.
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En la primera publicacién se describen 14 microsatélites que fueron utiles para
distinguir entre subespecies de avestruz. En la segunda referencia se describen

otros siete microsatélites.

Algunos de los microsatélites descritos en estas dos publicaciones fueron
utilizados exitosamente para estudios de parentesco en nidos de avestruces

silvestres:

3. Kimwele, C.N., Graves, J. (2003) A molecular genetic analysis of the communal
nesting of the ostrich (Struthio camelus). Molecular Ecology, 12: 229-236.

En este trabajo se concluye que siete microsatélites fueron suficientes para

establecer las relaciones de parentesco entre varias familias de estas aves.

Sintesis de partidores para microsatélites.
Se escogieron siete microsatélites de las publicaciones anteriores tomando en
cuenta la variabilidad observada en estos estudios y las diferencias de tamafio de

los alelos en cada locus.

Se enviaron a sintetizar partidores para siete microsatélites, OSM4, OSM5, OSM6
y OSM7 (referencia 1) y LI05, LI09 y L1014 (referencia 2):

OSM4F: 5'-ATC ACT TTG CTG AAG TCA AAG G-3’
OSM4R: 5'-CTA ACA GAG ATC TGG GCG GA-3’

OSM5F: 5'-GTG GAT CAG TTC AAT CCT TGC-3'
OSMSR: 5-GCC CAA GAA AAT GAT GGA GA-3'

OSM6F: 5'-TTT GAC CAT TCA GCA TGC AT-3’
OSM6R: 5'-AGA ACT GCT GCC TTT CCT CA-3
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OSMT7F:
OSMT7R:

LIOSF:
LIOSR:

LIOSF:
LIOSR:

LIO14F:
LIO14R:

5'-AGC ATA CAC ATG CAG ACC CC-3’
S5'-TGT TTC CTG CCATTC TGT CA-3’

9'-ATG GTG CTT TCC AGT GGT GTG C-3’
5'-CAT TGA CCC AGG CAA GAAATC C-3

5'-CAT TGC AAA CAC TCT GCT GC-3’
5-TGA ACG ACA GGG TTATTG GC-3'

5'-ATC ATC CCA GTC AGG AGC ACC-3
5'-TCT GTG GAA GCA GGT CTT GG-3

l11.3.1.29 Protocolos para amplificacion de microsatélites

Se probaron los siete microsatélites en 4 muestras de DNA de avestruces adultos

sexados (los mismos ejemplares utilizados para el screening de marcadores

polimorficos asociados al sexo). Los protocolos probados hasta la fecha se basan

en los descritos en la referencia 3. La mezcla de PCR utilizada para amplificar los

siete microsatélites fue la siguiente:

Reactivo ul
H,O 11,65
Buffer (10X) 1.5
MgCl, (50mM) 0,45
dNTPs (10mM) 0,3
partidor F(10uM) 0,5
partidor R (10uM) 0,5

Tagpolimerasa (5U/uL) 0,1
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DNA (6ng/uL) 1,0

El programa de amplificacion fue:

Paso Temperatura (°C) Tiempo

1 94 4 minutos

2 94 10 segundos
3 56-59 30 segundos
4 72 30 segundos
5 ir al paso 2, 27-30 veces

6 72 5 minutos

7 10 infinito

La temperatura de annealing (paso 3) varia de un microsatélite a otro. Se ha
variado el nimero de ciclos (paso 5) para optimizar la cantidad y la calidad de los
fragmentos amplificados.

111.3.1.30 Toma de muestras de sangre de familias de avestruces

El 3 de mayo de 2004 se tomaron muestras de sangre de varias familias de
avestruces del plantel Aguas Claras ubicado en la comuna de San Esteban, V
region del pais. Para colectar las muestras se utilizaron tiras de papel filtro para
absorber una gota de sangre de cada animal que se guardaron en tubos
eppendorf. Se tomaron tres de estas muestras por cada animal.

Se tomaron muestras por triplicado de 54 polluelos y 14 adultos pertenecientes a 9
familias del plantel. Se colectaron como minimo 5 polluelos por familia. Todos los
polluelos tenian padres identificados. A continuacion se indican los nUmeros de

identificacion de todos los individuos muestreados:

Familia 1 Familia 2 Familia 3
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Polluelo |[Hembra |Macho |[Polluelo |Hembra |Macho |Polluelo [Hembra |Macho
114 133 7 312 134 7 51 131 6
69 133 7 103 134 7 8 131 6
300 133 7 388 134 7 86 131 6
273 133 T 317 134 7 120 131 6
297 133 7 406 134 7 106 131 6
288 133 74 277 134 7
436 133 7

Familia 4 Familia 5 Familia 6
Polluelo [Hembra |[Macho |Polluelo |Hembra |Macho [Polluelo |Hembra |Macho
84 122 58 105 128 58 306 20 43
323 122 58 275 128 58 320 20 43
232 122 58 281 128 58 367 20 43
353 122 58 54 128 58 360 20 43
241 122 58 97 128 58 268 20 43
455 122 58 99 128 58 315 20 43
447 122 58

Familia 7 Familia 8 Familia 9
Polluelo [Hembra |Macho |Polluelo [Hembra [Macho |Polluelo [Hembra |Macho
272 125 43 370 18 47 387 132 47
363 125 43 342 18 47 398 132 47
298 125 43 354 18 47 411 132 47
94 125 43 87 18 47 417 132 47
203 125 43 221 18 47 453 132 47
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111.3.1.31 Extraccion de DNA y amplificacion de microsatélites de

muestras de sangre.

Se probaron dos métodos de extraccion de DNA a partir de fragmentos de papel

filtro embebido en sangre para evaluar el mejor método de extraccién para

amplificar microsatélites. Estos protocolos fueron probados anteriormente para

extraer DNA de sangre y plumas en Ratites.

A. Fenol: Se cortd un trozo de aproximadamente 5x3mm de papel filtro embebido

en sangre y se realizd una extraccidon con fenol-cloroformo idéntica a la

utilizada para extraer DNA de sangre de Ratites (Informe 1).

B. Chelex: Se corté un trozo de aproximadamente 1mm? de papel filtro embebido

en sangre y se calentd a ebullicion por 10 minutos en 100uL de resina chelex al

5%.

Se amplificaron 4 muestras extraidas con cada método con el microsatélite OSMS.

En el caso del DNA extraido con chelex, se utilizé una dilucién del sobrenadante

para realizar el PCR. Como controles se usaron muestras de DNA de 6ng/pL.

111.3.1.32 Amplificacién con los partidores disefados del
SCAR DnG9 en muestras de DNA genémico de emu

Los partidores disefiados para emu fueron probados en DNA de seis machos y de

seis hembras (muestras de DNA extraidas con fenol.) Se probé diferentes

protocolos de PCR para finalmente optimizar la mezcla de reaccion y condiciones

segun se indica a continuacién (15uL de volumen total):
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PCR convencional:

H-O 8,25
Buffer (10X) 4
MgCl, (50mM) 0,6
dNTPs (10mM) 0,15
partidorDnG9F(10uM) 0.4
partidorDnG9R (10uM) 0,4
Taq polimerasa (5U/uL) 0,2
DNA 35

Programa de amplificacion :

1 94 2 minutos
2 92 50 segundos
3 60 1 minuto
4 72 1 minuto
5 iral paso 2, 29 veces

6 72 5 minutos
7 10 infinito

l11.3.1.33 Sexaje de Familias de emu con el marcador DnG9

Se procedio a amplificar el marcador SCAR DnG9 en las familias de emu
provenientes del Criadero Suizo, Puerto Montt, para sexaje. Debido a problemas
metodologicos con la extraccion de DNA de la familia n® 1, ésta no se considero

para la validacion del marcador SCAR DnG9.

111.3.1.34 Analisis de Parentesco Genético

Introduccién
Desde el punto de vista genético se considera que dos individuos son parientes

cuando tienen uno o mas ancestros comunes o uno de ellos es un antecesor del
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otro. En términos matematicos el calculo del parentesco desde un pedigri es
relativamente simple, dado que el parentesco mide la cantidad de genes en comun
que comparten dos individuos, este valor decrece en un factor de 2 por cada
generacion que separa a los individuos analizados de su antecesor comun,
siempre que no existan individuos consanguineos en la genealogia (ver mas

adelante).

De este modo se puede estimar matematicamente el parentesco genético entre
dos hermanos (separado so6lo de una generacion de sus ancestro comunes, el
padre y madre) es %, al igual que el parentesco padre-hijo, para dos medios
hermanos es 1/4 , para dos primos (primer grado) es de 1/8 y asi sucesivamente.
Cuando existen individuos consanguineos el calculo del parentesco desde una
genealogia conocida puede realizarse por medio de la formula propuesta por
Sewall Wright (1922):

Rxy =2 (%)™ "™ (1 +Fa)
[(T+Fx)(1T+Fy)]

Donde:
n1 = nimero de generaciones que separan al ancestro comun del individuo
1.
n2 = numero de generaciones que separan al mismo ancestro comun del
individuo 2.

F. = Coeficiente de consanguinidad del ancestro comun
Fx y Fy = Coeficientes de consanguinidad de los padres los individuos X e Y
a los que se les estima el parentesco.
Todo esto sumado a través del nimero de ancestros comunes, como lo indica la

sumatoria en la formula.
Si bien es sencillo estimar el parentesco entre dos individuos a partir de una

genealogia conocida, esto puede realizarse cuando se llevan registros detallados

de los nacimientos de los individuos en un plantel productivo de animales. Este
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analisis simple se complica cuando estos registros no existen y se requiere
conocer el parentesco de los individuos. El uso de marcadores moleculares
codominantes, tales como proteinas (alozimas) o microsatélites, permite estimar el
parentesco genético de dos individuos cuyo genotipo es conocido para varios loci,
cuando también se conocen las frecuencias alélicas poblacionales. En este caso
el coeficiente de parentesco ry definido para marcadores moleculares
corresponde a dos veces la probabilidad de que un gen tomado al azar de un
“individuo x" sea idéntico por descendencia con un gen tomado al azar de un
“individuo y” en un locus cualquiera, ponderando la contribucion de varios loci

para obtener una estimacion multilocus (Lynch y Ritland 1999).

Estimaciéon de Consanguinidad

La consanguinidad se produce por el apareamiento de individuos emparentados y
se estima por medio del coeficiente de consanguinidad F, que mide la probabilidad
de que dos individuos posean genes idénticos por descendencia, y que se puede

calcular de acuerdo a la formula de Wright (1922):
F=2(%)™*""*1(1+F,), donde:
n1 = nimero de generaciones que separan al ancestro comun del padre 1.
n2 = nimero de generaciones que separan al mismo ancestro comun del
padre 2.
Fa = Coeficiente de consanguinidad del ancestro comun.
Para estimar la consaguinidad debe necesariamente asignarse correctamente la

paternidad (o maternidad) de todos los individuos involucrados en el calculo.

Asignacion de paternidad (o maternidad)
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En un analisis clasico de paternidad se estima la probabilidad de excluir a un
determinado individuo como padre de la progenie analizada sobre la base de
conocer su propio genotipo, el genotipo de la progenie y el genotipo de la madre
para una serie de loci microsatélites. Este proceso idealmente debe llegar a
producir un Unico individuo no excluido como padre. Esta es la base del algoritmo
utilizado para la exclusion de paternidad realizada con humanos. Sin embargo,
este método de exclusion puede ser insuficiente para asignar correctamente la
paternidad cuando hay muchos posibles padres candidatos que no son excluidos
como padres por medio de este método, como puede ocurrir en poblaciones de
animales, y donde también es probable que no todos los padres candidatos estén
presentes entre los individuos analizados. Para resolver la asignacion de
paternidad cuando varios padres no son excluidos a priori se utiliza una razén de
verosimilitud (AL), que corresponde a la probabilidad de paternidad (likelihood) de
un padre particular en relacion con la probabilidad de paternidad de un padre
arbitrario seleccionado al azar de la poblacién (Marshall y col. 1998).

Como resultado de los andlisis de asignacion de paternidad o maternidad. hay que
considerar dos probables escenarios de fracaso en la asignacion. Un primer
escenario es que el verdadero padre (0 madre) no se encuentre entre los
individuos analizados como posibles padres. Segundo, que dos individuos
compartan el mismo genotipo y la paternidad (o maternidad) no puede ser
asignada en forma no ambigua. El primer caso el problema se resuelve
conociendo el genotipo de todos los individuos parentales posibles, estrategia facil
de implementar en un plantel productivo de avestruces. En el segundo caso se
debe incorporar una mayor cantidad de marcadores genéticos (loci microsatélites)
al analisis, que permitan resolver inequivocamente la asignacion de parentesco.
Ambas estrategias involucran un mayor esfuerzo de tipificacion para conocer el
genotipo de los individuos que incrementa los costos del analisis de parentesco,
de modo que el productor debe evaluar el costo-beneficio de asignar parentesco a
los individuos que en un primer analisis no fue posible de asignar con certeza a

una pareja de padres, en relacion con el manejo que desee hacer en su plantel de
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avestruces. En este contexto una alternativa razonable es no utilizar en
cruzamientos individuos en los que no se conoce con “certeza genética” su

genealogia.

11.3.1.35 Eleccion de Microsatélites en Avestruces para Determinar

Parentesco y Paternidad.

De los siete microsatélites seleccionados por la busqueda bibliografica se
seleccionaron seis para el estudio de parentesco. Se eliminé del estudio el
marcador LI014 ya que, a pesar de realizar distintos protocolos de PCR, no se
logré obtener fragmentos discretos, es decir individualizar los alelos esperados. Se
envio a sintetizar un partidor de cada locus con una modificacion quimica en su
extremo 5' con los flurorocromos: FAM azul, VIC verde y NED amarillo (Applied
Biosystems CA, USA). En la Tabla 1 se muestran los loci microsatélites
seleccionados, la referencia y el fluorocromo con que se marcé el partidor Forward

de cada marcador.

IV. L| V. Secuencia partidor F (forward) (5" >| VI. Refere | Fluorocromo
o 3) ncia
c
u
S
OSM4 ATC ACTTTG CTG AAGTCAAAG G |Kimwele et VIC
al.,1998
OSM5 GTG GAT CAG TTC AAT CCT TGC Kimwele et VIC
al., 1998
OSM6 TTT GAC CAT TCA GCATGC AT Kimwele et NED
al.,1998
OosSM7 AGC ATA CAC ATG CAG ACC CC Kimwele et NED
al.,1998
LIOS ATG GTG CTT TCC AGT GGT GTG C |Kumari y FAM
Kemp, 1998
LI09 CAT TGC AAA CAC TCT GCT GC Kumari y FAM
Kemp, 1998
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Tabla 1. Loci microsatélites seleccionados para su estudio con técnicas de

fluorescencia en avestruz

Una vez recibidos los partidores, se diluyeron segun las instrucciones del
fabricante, almacenandose a 4°C. Se preparé una soluciéon de 10pM como

solucion de trabajo de cada partidor fluorescente.

Como primer paso se procedié a amplificar por PCR los 6 loci microsatélites en 2
individuos de cada poblacion con el objeto de verificar que el protocolo de
amplificacién daba los resultados esperados de acuerdo con los experimentos
previamente realizados con partidores no fluorescentes. Los productos
amplificados fueron resueltos en un equipo de Secuenciacién ABI 377 provisto de
los programas necesarios para el analisis de fragmentos (Figura 2). Todos los
partidores produjeron amplificacién adecuada, sin embargo, practicamente para
todos ellos se procedié a realizar pequefias modificaciones en el protocolo con el
objeto de optimizar la cantidad de producto de amplificacién. En este caso, las
amplificaciones se resolvieron en geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio.
Se repitieron los ensayos hasta optimizar cada protocolo para comenzar el estudio

en las familias de avestruz.

800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000 3200 3400 3600 380C
I ' L 1 1 i Il 1 L L L. ! L L L 1

Figura 2. Perfil de fluorescencia de los alelos de distintos microsatélites con

distintos fluorocromos. Los alelos de cada microsatélite corresponden a las
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sefiales mas intensas (mayor altura) de distintos colores. Las sefiales de color rojo
corresponden al estandar de tamafio (Rox). La escala horizontal indica el tamano

de los alelos.

11.3.1.36 Formacion de familias de avestruz para el estudio con

microsatélites

En la Figura 8 se indica la composicion de las familias escogidas para el estudio
con microsatélites identificando cada individuo con el nimero de plantel. En este

esquema se sintetizan las relaciones de parentesco entre los progenitores de las

familias.
ZIM X JUNE KHAN X SOPHIA
43 125 128 47 58 @ 132
- N:'th“M - ol i
B, ¥ ;‘\_w“‘::m ‘‘‘‘‘ Y 4""'/
94 54 | 87 | 48
| 203 97 % 221 | 387
272 99 | 342 | 398
298 105 | 352 | 411
| 363 275 | 354 | M7
i 28" L
] @
48
387
398
41
417

Figura 3. Relaciones de parentesco entre los individuos incluidos en el estudio con

microsatélites. Los progenitores machos se indican con un cuadrado y las
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hembras con un circulo. Los polluelos de cada familia se indican dentro los

rectangulos. Las familias se diferencian por colores.

111.3.1.37 Protocolos para amplificacién por PCR de microsatélites

fluorescentes

La mezcla de PCR y el perfil térmico (programa) utilizado para amplificar cada

microsatélite se especifican a continuacion. Las diferencias entre las mezclas

fueron la cantidad de MgCl, y en los programas, el numero de ciclos y la

temperatura de annealing (paso 3).

OSM4 (verde):
Reactivo ul
H.O 11,05
Buffer (10X) 1,5
MgCl, (50mM) 0,45
dNTPs (10mM) 0,3
partidor OSM4F (10uM) 0,3
partidor OSM4R (10uM) 0,3
Taq polimerasa (5U/ul) 0,1
DNA 1,0
Programa de amplificacion :
Paso Temperatura (°C) Tiempo
1 94 2 minutos
2 92 50 segundos
3 55 1 minuto
4 72 1 minuto
5 ir al paso 2, 31 veces
6 72 5 minutos
Vi 10 infinito

OSMS5 (verde):
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H,O 11,05
Buffer (10X) 1,5
MgCl, (50mM) 0,45
dNTPs (10mM) 0,3
partidor OSM5F (10uM) 0,3
partidor OSM5R (10uM) 0,3
Taq polimerasa (5U/ul) 0,1
DNA 1,0
Programa de amplificacion :
Paso Temperatura (°C) Tiempo
1 94 2 minutos
2 92 50 segundos
3 59 1 minuto
4 72 1 minuto
5 ir al paso 2, 27 veces
6 72 5 minutos
7 10 infinito
OSM6 (amarillo):
H,O 11,05
Buffer (10X) 1,5
MgCl, (50mM) 0,45
dNTPs (10mM) 0,3
partidor OSM6F (10uM) 0,3
partidor OSM6R (10uM) 0,3
Taq polimerasa (5U/uL) 0,1
DNA 1,0
Programa de amplificacion :
Paso Temperatura (°C) Tiempo
1 94 2 minutos
2 92 50 segundos
3 56 1 minuto
4 72 1 minuto
5 ir al paso 2, 29 veces
6 72 5 minutos
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7 10 infinito

OSM7 (amarillo):

H,O 11,05
Buffer (10X) 1,5
MgCl, (50mM) 0,45
dNTPs (10mM) 0,3
partidor OSM7F (10uM) 0,3
partidor OSM7R (10uM) 0,3
Taq polimerasa (5U/pL) 0,1
DNA 1,0

Programa de amplificacion :

Paso Temperatura (°C) Tiempo
1 94 2 minutos
2 92 50 segundos
3 59 1 minuto
4 T2 1 minuto
5 ir al paso 2, 30 veces
6 72 5 minutos
7 10 infinito
LI05 (azul):

H,O 1.1

Buffer (10X) 1,5

MgCl, (50mM) 0,4

dNTPs (10mM) 0,3

partidor LIOSF (10uM) 0,3

partidor LIOSR (10uM) 0,3

Taq polimerasa (5U/ul) 0,1

DNA 1,0

Programa de amplificacion :

Paso Temperatura (°C) Tiempo
1 94 2 minutos
2 92 50 segundos

3 55 1 minuto




4 72 1 minuto
B ir al paso 2, 27 veces
6 72 5 minutos
7 10 infinito
LI09 (azul):

Reactivo pl

H,O 11,1

Buffer (10X) 1.5

MgCl, (50mM) 0,4

dNTPs (10mM) 0,3

partidor LIOSF (10uM) 0,3

partidor LIO9R (10uM) 0,3

Taq polimerasa (5U/puL) 0,1

DNA 1,0

Programa de amplificacion :

Paso Temperatura (°C) Tiempo
1 94 2 minutos
2 92 50 segundos
3 55 1 minuto
4 72 1 minuto
5 ir al paso 2, 27 veces
6 72 5 minutos
7 10 infinito

Para el analisis en el secuenciador se preparé una mezcla en un tubo eppendorf
estéril de los seis productos amplificados, los cuales aun cuando presentan el
mismo tamafio, son identificados por sus diferentes colores mediante laser. Esta

mezcla incluye un marcador fluorescente que sirve como estandar de tamarno
(Rox).

Mezcla para cargar el gel de secuenciacion:

Formamida 8,
Buffer de carga 2,0
Marcador Rox 1,1

Producto amplificado 1,5a3,0

56



1I.3.1.38 Analisis de Parentesco Genético

Se estimd el parentesco genético (ry) utilizando marcadores moleculares
microsatélites usando la formula modificada de Queller y Goodnight (1989) por
medio del programa IDENTIX (disponible en ftp://162.38.181.25/publidentix.zip).
En este caso el parentesco es calculado como:

0.5(5ab+53d+5}m+ de)—pa*—ﬁ)
1+Sab—pa—-pb

Liy=

Donde:

S., = 1 si el individuo x es homocigoto, 0 sino lo es

S.q = 1 si el alelo del individuo x es igual al del individuos y, O sinoloes
S,c = 1 si el individuo y es homocigoto, 0 si no lo es

S,4 = 1 si el alelo del individuo y es igual al del individuo X, Osinolo

P,y Py = frecuencias de los alelos ayb en la muestra.

Finalmente se promedian los términos Sap, Sad, Sbe: Spa @ traves de todos los loci

para obtener una estimacion multilocus.

El coeficiente de parentesco ryy usando marcadores moleculares entre pares de
individuos tiene similar interpretacion que el coeficiente de Rxy calculado desde
una genealogia, es decir, valores cercanos a 0,5 indica que los individuos son
hermanos entre si o son padres e hijos, etc. El algoritmo utilizado no requiere
conocimiento a priori del pedigri de la poblaci6n, por lo que el resultado de este
analisis permite tener una referencia del parentesco entre dos individuos de la
poblacién que puede ser comparado con los valores de parentesco genético

estimados a partir de una genealogia conocida por el método de Wright (1922).
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ESTIMACION DE CONSANGUINIDAD

La estimacién de consanguinidad se puede hacer manualmente en pedigries que
involucran pequefas familias o utilizando programas especialmente disenados
para este fin. Uno de estos programas es PEDIGREE VIEWER Version 5.1
desarrollado  por Brian y  Sandy Kinghorn y  disponible  en
http://metz.une.edu.au/~bkinghor.

I.3.1.39 Formato para Asignacion de Paternidad (o maternidad)

En este estudio se utilizo para la asignacion de paternidad (y maternidad) la razon
de verosimilitud calculada como logaritmo o “LOD score”, estimando el estadigrafo
A como la diferencia entre los valores de LOD score de los dos individuos con
mayor probabilidad de ser los padres (Marshall y col. 1998).. Para obtener un
criterio de asignacion de paternidad para cada valor de A, se realiza la simulacion
de un analisis de inferencia de paternidad utilizando las frecuencias génicas
obtenidas desde la poblacion bajo estudio. En este analisis de asignacion de
paternidad se utilizo el programa CERVUS Version 2.0 desarrollado por Tristan
Marshall (Marshall y col., 1998) disponible en http://helios.bto.ed.ac.uk/evolgen,

junto con los genotipos obtenidos para seis loci microsatélites polimérficos (L105,
L109, OSM4, OSM5, OSM6 y OSM7) en cinco familias de aves compuestas por
ambos padres y un promedio de cinco a seis hijos cada una (Tabla 2). Este
programa computacional ha sido exitosamente utilizado para asignar paternidad

en poblaciones naturales de avestruces (Kimwele y Graves, 2003).

Familia |Macho Hembra Polluelos

1 M6 H131 8 51 86 106 120

2 M58 H128 54 97 99 105 275 281
3 M43 H125 94 203 272 298 363
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4 \M47 H18 87 221 342 352 354

5 \M47 H132 48 387 398 411 417

Tabla 2. Cédigos de animales y familias analizadas para asignacion de paternidad,
obtenida desde los registros genealdgicos del plantel de avestruces "Aguas
Claras”, San Esteban, V Region.

Alternativamente al uso del programa CERVUS se utilizo el programa PROBMAX
(Parentage Assignament Program) Version 1.2 desarrollado por Roy Danzman y
disponible en http://www.uoquelph.ca!~rdanzman!softwarelPROBMAX! junto con

la documentacién respectiva. Este programa estima la probabilidad maxima de
asignacion de un grupo de progenie a los posibles padres en una poblacion,
cuando se conocen los genotipos de los posibles padres y la progenie para
marcadores moleculares codominantes (alozimas y microsatélites) y dominantes
(RAPD y AFLP, Danzmann, 1997). Ambos programas presentan la misma
informacion de exclusion (CERVUS) o asignacion (PROBMAX) de paternidad.

En el analisis de los datos obtenidos del plantel de avestruces el algoritmo usado

para corroborar el pedigri obtenido desde los registros del plantel fue:

1) Utilizar los programas CERVUS y PROBMAX para reconstruir el pedigri
de las cinco familias evaluadas para parentesco, sobre la base de seis
marcadores microsatélites polimorficos (L105, L1089, OSM4, OSM5, OSM6 y
OSM?7).

2) Realizar un andlisis de parentesco para inferir los progenitores mas
probables entre los animales en los que no se pudo asignar paternidad o
maternidad.

3) Comparar los resultados del analisis de paternidad con los registros de

pedigri que manejaba el plantel de avestruces evaluado.



http://www.uoguelph.ca/-rdanzman/software/PROBMAXI

Nota: El analisis de Consanguinidad no se realiz6 dado que a partir de los datos

genealogicos obtenidos desde le plantel no se observo cruzamientos entre

individuos emparentados.

11.3.2 Principales problemas metodolégicos enfrentados

Como ya se mencion6 la metodologia empleada consisti6 en desarrollar y

probar partidores especificos para la determinacion del sexo en ratites,

ademéas de probar la utilizacion de marcadores microsatélites para la

estimacion de paternidad y parentesco en un plantel de avestruces. Sin

embargo,el riesgo inherente al desarrollo de estos ensayos se tradujo en

que en varias oportunidades se debi6 introducir modificaciones en los

protocolos experimentales. A continuacién se enumeran los principales

problemas:

La obtencién de DNA a partir de plumas de los polluelos de algunas
familias de emu y fandd no fue exitosa. Las plumas eran de pequeno
tamario y posiblemente ademas hubo problemas en el muestreo ya que
varias de ellas no mostraban suficiente tejido en los calamos como para
obtener una cantidad adecuada de DNA. Esto llevé a no poder identificar
el sexo en los polluelos utilizando el marcador DnG9. Cabe destacar que
se disefi6, durante la ejecucion del proyecto, un sistema de obtencion de
pequefias muestras de sangre absorbidas con papel filtro para evitar
este problema.

La construccion de los marcadores SCAR Dn230 y Dn70 para emu, no
permitié la identificacion del sexo en forma confiable en esta especie,
situacion que derivo en la construccion de un nuevo marcador.

No se aplico la encuesta internacional a productores de ratites (actividad
adicional propuesta en el informe N°3) debido a problemas con la base
de soporte informatico.

El estudio de parentesco en avestruz con marcadores microsatélites

contemplaba inicialmente la utilizacion de siete Joci de estos
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I 4.

marcadores. Sin embargo, se eliminé del estudio, el marcador L1014 ya
que, a pesar de realizar distintos protocolos de PCR, no se logré obtener

fragmentos discretos, es decir individualizar los alelos esperados.

l.3.3 Adaptaciones o modificaciones introducidas durante la
ejecucion del proyecto

En general no se efectuaron modificaciones salvo las que se propusieron en
la metodologia original y que debieron tuvieron dificultades para su correcta
aplicacion (marcadores en emi) pero que finalmente se lograron

implementar.

La Gnica modificacion sufrida por el proyecto fue la inclusion de un nuevo
objetivo con el fin de responder a los requerimientos de los productores
(consanguinidad en avestruces) y de manera de reasignar recursos

disponibles en la investigacion planteada.

Descripcion de las actividades y tareas ejecutadas

A continuacién se presentan las actividades y tareas mas relevantes

ejecutadas por el proyecto

. Formacién equipo de trabajo del proyecto

_ Recoleccion de antecedentes relacionados con el uso de marcadores
polimorficos en Ratites

_ Montaje de laboratorio y prueba de equipos

- Adquisicion de materiales y reactivos laboratorio
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Contacto y visita a predios participes en el proyecto

Formacion de familias en Avestruz

Formacion de familias en Emu

Toma de muestra de sangre y plumas en Avestruz

Toma de muestra de sangre y plumas en Emu

Inicio trabajo de elaboracion estudio de mercado para servicios del
proyecto

Inicio de la técnica de extraccion y purificacion de ADN para las
muestras ya tomadas

Toma de muestras de fiandu

Medicién de la concentracion de ADN, para cada una de las muestras y
especies (avestruz, emiy fiandu)

Dilucién de las muestras para obtener soluciones de trabajo
Construccion de pool de ADN por sexo para cada una de las especies
Inicio del screening de marcadores RAPD polimérficos

Primera prueba marcadores RAPD para avestruz

Primera prueba marcadores RAPD para emu

Primera prueba marcadores RAPD para fiandu

Apertura de pooles. Examen por separado (cada individuo por especie)
de marcadores polimérficos con diferencias entre ambos sexos.
Obtencion de un marcador asociado al sexo en avestruz

Obtencion de dos marcadores asociados al sexo en emu

Inicio de clonacién de marcador polimérfico asociado al sexo en
avestruz

Definicion del ambito del estudio de mercado

Estudio de costos de técnica de sexaje mediante marcadores
moleculares

Continuacion y término del screening de marcadores RAPD polimorficos
en las tres especies de ratites

Segunda prueba de marcadores RAPD para avestruz

Segunda prueba de marcadores RAPD para emu
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- Segunda prueba de marcadores RAPD para fiandu
- Apertura de pooles. Examen por separado (cada individuo por especie)
de marcadores RAPD que presentaron diferencias entre los sexos
(presencia en hembras).
- Obtencion de dos marcadores asociados al sexo en emu
_ Obtencion de tres marcadores asociados al sexo en fiandu
. Obtenciéon de un marcador asociado al sexo en avestruz: Construccion
de un SCAR:
| Clonacién de fragmento de DNA polimoérfico en un vector de
clonacion (plasmidio).
ii. Secuenciacion de los extremos 5"y 3’ utilizando los partidores del
plasmido.
iii. Disefio y sintesis de partidores (oligonucléotidos) especificos del
SCAR
iv. Amplificacion con los partidores disefiados del SCAR en muestras
de DNA genomico de avestruz y emd
_ Inicio de la construccién de un SCAR asociado al sexo en emu
_ Constitucién de familias de Avestruz y Ema.
. Extraccion de DNA de las familias a partir de plumas.
- Ensayo de "genes candidatos" en avestruz, fiandt y emu.
- Aplicacién Estudio de Mercado
- Amplificacion con los partidores disefiados para el SCAR Dn230 en
muestras de DNA genémico de emu. Este finalmente no funciono.
_ Construccién de SCAR Ptp187 en fiandu.
_ Construccién de nuevo SCAR Dn70 en emu.
- Amplificacion con los partidores disefiados del SCAR Ptp187 en
muestras de DNA genomico de fiandu.
_ Formacion de nuevas familias de emues.
- Formacion de familias de fiandues.
_ Validacion de la metodologia de toma de muestras en animales juveniles

(polluelos) y adultos para las tres especies.
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Evaluacién de toma de muestras en polluelos de emu y fiandu.

Sexaje de familias de avestruz, emd y fiandd.

Se terminé la construccion de un nuevo marcador SCAR en Emu

Se evalué nuevo marcador en emu el cual no mostro polimorfismo
asociado al sexo

Se comenzo el desarrollo de un nuevo marcador SCAR para Emu

Se valido la técnica de muestreo en terreno (avestruces)

Se preparo al personal del laboratorio de analisis precomercial

Se comenzd con la busqueda de microsatélites en avestruz para
determinar parentesco

Término de la construccion de nuevo marcador SCAR para la
identificacion del sexo en emu (tercero): evaluacion de los partidores
confeccionados del SCAR DnG9 en muestras de DNA de machos y
hembras de emu.

Optimizacion de un protocolo para la amplificacion por PCR del SCAR
DnG9.

Verificacion de la herencia del marcador DnG9 en familias de emu.
Optimizacion de protocolos de PCR utilizando partidores fluorescentes
para la obtencion de microsatélites en avestruces.

Identificacion de alelos de 6 loci microsatélites en 35 ejemplares de
avestruces.

Determinacién del grado de parentesco genético de los ejemplares
estudiados.

Analisis estratégico y plan de marketing de la iniciativa.

A continuacién se presentan los impactos obtenidos por el proyecto

Transferencia de Resultados
o Programa de Trabajo Laboratorio Bytech

o Evaluacion Econémica y de costos
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o Informacion ingresada a banco de datos internacional
o Elaboracioén de papers cientificos (en revision)
o Tesis de grado

o Publicacién en internet (www.elsectoragricola/sexajeratites.cl)

5 Resultados del Proyecto.

l11.5.1 Extraccion de DNA de ratites (avestruz, ema y fiandu) con el método
fenol-cloroformo

Periodo de ejecucion: 21 —1-02al12-04 - 05

En la figura 4 se puede observar que se obtuvo DNA de los 12 ejemplares de emu
y en la figura 5, de los 12 ejemplares de avestruz. El DNA obtenido es de buena
calidad ya que no muestra indicios de degradacion, lo cual nos indica que el
procedimiento de obtencidn, almacenamiento y procesamiento de las muestras es

adecuado (ver metodologia en secciones [11.3.1.2 y 111.3.1.3). El chequeo se realizé

siguiendo el protocolo de la seccion 111.3.1.4.

VIl. Figura 4.- DNA genomico obtenido de una muestra de sangre de 12

ejemplares de emu
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VIIl. Figura 5.- DNA genémico obtenido de una muestra de sangre de 12

ejemplares de avestruz

En la figura 6 se puede observar DNA de 10 ejemplares de fandu. EI DNA
obtenido es de buena calidad ya que no muestra indicios de degradacion, lo cual
nos indica que el procedimiento de obtencién, almacenamiento y procesamiento

de las muestras es adecuado.

C1 C2 201 202 203 204 205 206 207 208

FIGURA 6: Extraccion de DNA con fenol-cloroformo de muestras de sangre de
fiandu. C1 y C2 son muestras de DNA de concentracién conocida (10 y 6ng/uL,

respectivamente). 201-208, muestras de fiand.

111.5.2 Extraccion de DNA de plumas de ratites utilizando resina Chelex
Periodo de ejecucion: 21 —1-02 al 12 -04 - 05
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Se obtuvieron cantidades variables de DNA en todas las muestras probadas de
avestruz y emu. Para ilustrar los resultados se muestran algunas extracciones
realizadas con plumas de emu de adultos y polluelos. La cantidad de DNA fue
mayor en aquellas muestras de plumas “gruesas” y en las que se us6é un mayor
nimero de plumas (Figura 7). Estos resultados fueron reproducibles al repetir las
extracciones. También se obtuvo cantidades apreciables de DNA de plumas de los

polluelos (de 2 plumas "gruesas" o de 4 plumas "delgadas") (Figura 8).

FIGURA 7: Extraccién de DNA con chelex de distintos tipos de plumas de emu.
He: hembra; Ma: macho; C: cuello; L: lomo; P: pecho; d: pluma “delgada’; g: pluma

“gruesa’.

A B C He 13 (P)

FIGURA 8: Extraccién de DNA con chelex de plumas de polluelos de emu. Para
determinar la cantidad relativa extraida de los polluelos, se usaron como controles
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muestras extraidas de un individuo adulto (He 13). A, B y C: polluelos; He:
hembra; P: pecho; d: pluma “delgada”; g: pluma “gruesa”; dil: muestra diluida.

111.56.3 Amplificaciéon por PCR en muestras de DNA extraido con Chelex

Se observo amplificacion con los distintos partidores utilizados, tanto en individuos
adultos de emu y avestruz (Figura 9), asi como en polluelos de emu (Figura 10).
Ademas se obtuvo amplificacion tanto en muestras sin diluir como en diluciones,

independientemente de la concentracion de DNA de las distintas muestras.

Ma2  He8 Hel2 Held _ M

G B Oy Fr O L P

g gl g

FIGURA 9: RAPD de muestras extraidas con chelex de distintas plumas de emu,
partidor UBC-25. He: hembra; Ma: macho; C: cuello; L: lomo; P: pecho; d: pluma
“delgada”; g: pluma “gruesa”; dil: muestra diluida; M: marcador de peso molecular
de 100pb.

Cl A C23B(@ C M
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FIGURA 10: RAPD de muestras extraidas con chelex de plumas de polluelos de
emu, partidor UBC-70. C1: pool machos (fenol); C2: hembra 9 (fenol); A, By C:
polluelos; d: pluma “delgada”; g: pluma “gruesa”; dil: muestra diluida; M: marcador
de peso molecular de 100pb.

lll.5.4 Busqueda de Marcadores RAPDs asociados al sexo en avestruz, emu y
fandu
Periodo de ejecucion: 2 -5-02 al 25-01-03

Se probaron 300 partidores RAPDs, en emul y avestruz de los cuales en 38
(12,7%) no se obtuvo amplificacion. En 34 (11,3%) de ellos en avestruz y 51 (17%)
en emu no se obtuvo patrones electroforéticos claros por lo que fueron repetidos.
En fiandl se probaron 149 partidores RAPDs de los cuales 9 (6%) no amplificaron
y en 15 (10%) de ellos el patron electroforético fue poco claro por lo que se

repitieron.

Con los restantes se obtuvo buenas amplificaciones y se encontraron siete
posibles polimorfismos asociados al sexo, tres en emu (partidores 66, 131y 167) y
cuatro en avestruz (70, 80, 212 y 230).

En emu el partidor 70 presento consistencia al repetirlo en los pooles y al realizar
la amplificacion en machos y hembras en forma individual. ElI fragmento
polimérfico amplificado con este partidor correspondié a una banda de 750 pb
(pares de base) que se encuentra presente en todas las hembras, mientras que

esta ausente en machos (Figura 11). Otro partidor que present6é consistencia al
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repetirlo fue el 230, el cual amplificé una banda polimérfica de aproximadamente
1000 pb y que también esta presente s6lo en hembras (Figura 12). La probabilidad
estadistica de que esta asociacion sea al azar de ambos partidores es de 4.02 x
10, Los partidores 80 y 212 fueron descartados por no presentar consistencia en
su asociacion al sexo.

En avestruz se descartaron los partidores 131 y 167. El partidor UBC66 present
consistencia al repetirlo en los pooles y en machos y hembras por separado. El
fragmento polimoérfico que amplifica este partidor corresponde a una banda de
aproximadamente 350 pb, que esta presente sélo en hembras y ausente en
machos (Figura 13). La probabilidad estadistica de que esta asociacion entre
banda y sexo sea al azar es de 1.2 x 10%’. Ademas con este partidor se amplificé
muestras de DNA extraidas con Chuelex, las cuales también presentaron el
mismo patrén electroforético en machos y hembras (Figura 14)

PM machos M PH __hembras

FIGURA 11: RAPD de machos y hembras de emu, partidor UBC-70. La flecha
indica el polimorfismo (banda de aproximadamente 750pb) asociado a los
ejemplares hembra. PM: pool machos; PH: pool hembras; M: marcador de peso
molecular de 100pb.

l. PM _machos _M PH
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FIGURA 12: RAPD de machos y hembras de ema, partidor UBC-230. La flecha

indica el polimorfismo (banda de aproximadamente 1000pb) asociado a los

ejemplares hembra. PM: pool machos; PH: pool hembras; M: marcador de peso

molecular de 100pb.

i. PM machos M PH

FIGURA 13: RAPD de machos y hembras de avestruz, partidor UBC-66. La flecha
indica el polimorfismo (banda de aproximadamente 350pb) asociado a los
ejemplares hembra. PM: pool machos; PH: pool hembras; M: marcador de peso

molecular de 100pb.
M CI1M6M5S5M43C21 2 3 4 5 6 |
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FIGURA 14: RAPD de machos y hembras de avestruz con muestras extraidas con
fenol (C1, macho y C2, hembra) y chelex, partidor UBC-66. M6, M55 y M43
corresponden a muestras de machos extraidas recientemente con chelex. Los
carriles 1-6 corresponden a muestras extraidas con chelex anteriormente. La
flecha indica la banda polimérfica identificada con este partidor, la cual permite
distinguir el sexo de los ejemplares 1 al seis. M: marcador de peso molecular de
100pb.

ll.5.5 Obtencién de los marcadores SCAR SC66 de avestruz y Dn230 de emd
Periodo de ejecucién: 04 — 07 — 02 al 25 — 09 — 02

PURIFICACION DE LOS FRAGMENTOS
El resultado de esta purificacion fue chequeado en un gel de agarosa al 1%
donde se observo el fragmento del tamafio esperado para cada uno de los

marcadores RAPDs.

CLONACION (LIGACION, TRANSFORMACION, CRECIMIENTO DE
CLONES, DIGESTION DEL PLASMIDO):

En general los distintos pasos para la clonacion de los fragmentos DNA de
interés en emu y avestruz se llevaron a cabo sin dificultades y en forma
exitosa. La transformacion de las células dio como resultado el crecimiento
de colonias de bacterias transformadas , que se identifican por su color
blanco. Una vez sometido el fragmento a la accion de las enzimas de
restriccion se verificé en gel de agarosa si la digestion fue exitosa y en
ambas especies no hubo problemas en este paso.

Los resultados de la clonacion en avestruz pueden verse en la FIGURA 15.
Los clones aislados tienen un fragmento del tamafio esperado

(aproximadamente 350pb) lo que corresponde a la banda inferior del gel.

72




1413 12 1 1011 M 8 7 & 4 3 2 1 M

FIGURA 15: Digestion de los productos de miniprep con la enzima EcoRl en los 13
clones obtenidos. La banda sefalada como P corresponde al plasmido linearizado.
La banda inferior rotulada como | corresponde al fragmento clonado. Los carriles
numerados son los 13 clones obtenidos. M: marcador de peso molecular de
123pb.

AMPLIFICACION DEL FRAGMENTO INSERTADO
Se realizd otro experimento para corroborar la presencia del fragmento
deseado en los clones obtenidos. Para esto se amplificé un fragmento del
plasmido que incluye el inserto usando partidores internos del plasmido. Los
partidores (BGalF y R) forman parte del kit de clonamiento TOPO TA. Como
resultado se obtuvo en todos los clones una banda que corresponde al
fragmento insertado mas un segmento del plasmido. Como resultado se
obtuvo en todos los clones una banda que corresponde al fragmento

insertado mas un segmento del plasmido, totalizando un tamafio de
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aproximadamente 500pb para avestruz y 1100 pb para emu. En la Figura

16 se muestra el resultado de esta etapa en avestruz.

1 2 3 4 5 78 M 8 10 11 12 13 14

FIGURA 16: Amplificacion de parte del plasmido mas el inserto usando los
partidores BGalF y BGal R en los 13 clones obtenidos. La banda indicada por la
flecha corresponde al fragmento esperado de aproximadamente 500pb. M:

marcador de peso molecular de 100pb.

SECUENCIACION:

Las secuencias obtenidas fueron las siguientes:

Fragmento Sc66 de avestruz (342 bases):

gagggcgtgagagagtgtgeac gaacccctaactgtg gttgaattcatggac gacttgggcacgeat getgeata
ctecccgeactctctcacacgtgettggggattgacaccaacttaagtacctgetgaacccgtgegtacgacgtat 75

tgtcctaagttctcacaataat aacattcccaagaac ctaacccagatgtgg agttaatggaatttc cccttect
acaggattcaagagtgttatta ttgtaagggttcttggattgggtctacacc tcaattaccttaaag gggaagga 150

cccctcatgactcctecgteotg ctgecatcccatgea tccaccatccaggaa aagatccacgacatt gtecteta
ggggagtactgaggagcaggac gacggtagggtacg taggtggtaggtcct tttctaggtgctgta acaggagat 225
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aaaaaacccagttctgcactca cagggagtagctect cgcatgactgcagec agaattgtcacttet trettttt
ttttttgggtcaagacgtgagt gtccctcatcgagga gegtactgacgtcgg tcttaacagtgaaga aagaaaaa

ttaatttatgtttttcctctaa tttcttagecatcacg cccte
aattaaatacaaaaaggagatt aaagaatcgtagtgc gggag 342

Fragmento Dn230 de emu (975 bases):
cgtcgcccatctacaggggaga ggaaagcatactttt ctgaagcatacagct gaataaagcatatatgetggaga
gcagcgggtagatgteccctet cctttecgtatgaaaagacttcgtatgtcgacttatttegtatat acgacctct

attgggccctgtgtgtcagtag ccactcagaatccgt ctgtgagacaagaaa tctcacaggcagctt gtattitg
taacccgggacacacagtcatc ggtgagtcttaggca gacactctgttcttt agagtgtccgtcgaa cataaaac

ttctcagaaacttgaaccatct cagtggtaaaacctg ctgtcttggctattg tcaatgtaaaacaga gacaaggg
aagagtctttgaacttggtaga gtcaccattttggac gacagaaccgataac agttacattttgtct ctgttccc

tgctgetgetgagettatgecc agtgtaaccgagege tcatcttcagacagg catatgcagaaaact ttgtctta
acgacgacgactcgaatacggg tcacattggctcgeg agtagaagtctgtcc gtatacgtcttttga aacagaat

tcctggtttttcttgtgttggt aatgactcgettate ttttctgaaggaact gactgtttaacaaat gagttget
aggaccaaaaagaacacaacca ttactgagcgaatag aaaagacttccttga ctgacaaattgtttactcaacga

aaaggcatctcactttcataat cgtaagtgcttattagaatccttcggaaaa cttaagtgaattaca agaagetg
tttccgtagagtgaaagtatta gcattcacgaataat cttaggaagcctttt gaattcacttaatgt tcttegac

aattgctactcttatttgtaag ccaactgggattttt tggtggtaaagttcagecgtgtgggatttga tggtctat
ttaacgatgagaataaacattc ggttgaccctaaaaaaccaccatttcaagt cgcacaccctaaact accagata

gtccaggtcctagttcctgtct agaaacaggcagtge agataaggctaaagg cagtaccactgaaaaaccctett
caggtccaggatcaaggacaga tctttgtccgtcacg tetattccgatttee gtcatggtgacttit tgggagaa

tgatccctcttgttcaccttga tccctctttcttttg gtgtgtcttggageaagattgtcaacttec ttaggtga
actagggagaacaagtggaact agggagaaagaaaac cacacagaacctcgt tctaacagttgaagg aatccact

aaggtgaagacctgaataagca aggaaaacaaactac tcttectgtetgtage tgttttccagatgag ggetgete
ttccacttctggacttattcgt teccttttgtttgatg agaagacagacatcg acaaaaggtctactc ccgacgag

catgttaacaaggcaacatggg cgttttgtggtt tagcaaggtgccagtaaa tgagcctttagtgcaaaatggac
gtacaattgttccgttgtacce gcaaaacaccaaatc gttccacggtcattt actcggaaatcacgt tttacctg

ttaaatttacaacacatttctaaaatttgtgcttgct tagcagagaacttgg tgttgactcccaggaaattgcta
aatttaaatgttgtgtaaagat tttaaacacgaacgaatcgtctcttgaacc acaactgagggtcct ttaacgat

acccaagtgcctgagaaatact gtgaagaatgtcagt gtagggagctgatca ggcaaatactracat gggegacg
tgggttcacggactctttatga cacttcttacagtea catccctcgactagt ccgtttatgaatgta cccgetge
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DISENO Y SINTESIS DE PARTIDORES (OLIGONUCLEOTIDOS) DE LOS
SCARs Sc66 Y Dn230.

Una vez analizadas las secuencias y con ayuda del programa Primer3, se

disefiaron los siguientes partidores especificos:

Avestruz: Sc66 F: 5-GAGGGCGTGATGCTAAGAAA
Sc66 R:5'-CGTGAGAGAGTGTGCACGAA

Ema: Dn230 F: 5-CGTCGCCCATCTACAGGGGA
Dn230 R: 5-CGTCGCCCATGTAAGTATTTGC

Una vez disefiados los partidores, éstos se enviaron a sintetizar.

AMPLIFICACION CON LOS PARTIDORES DISENADOS DEL SCAR EN
MUESTRAS DE DNA GENOMICO DE AVESTRUZ.

Se utilizd DNA gendmico de seis machos y seis hembras. Se obtuvo una
banda de aproximadamente 350pb en todas las hembras y que esta

ausente en los machos (Figura 17).
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Hembras

Figura 17.- Amplificacion de DNA extraido con fenol de seis machos y seis
hembras de avestruz con los partidores Sc66. Se observa una banda de

aproximadamente 350pb en todas las hembras. M: marcador de peso molecular.

II.5.6 Constitucion de familias de ratites (avestruz, emi y fandu)
Periodo de ejecucion: 17 — 1 —02 al 25 — 04 — 03

En una primera etapa se constituyeron las siguientes familias emu y

avestruz, de las cuales se recibieron muestras de plumas:

FAMILIAS DE EMU:

PADRES HIJOS
Macho: 01365088 408
Hembra; 013BAA43 411
Macho: 0121F6B8 413- 414
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Hembra: 0136866C 409- 412

Macho: 01292F84 6157EC1
Hembra: 0133D75D

Macho: 05FE4ACF 418
Hembra: 05FE5571 403

FAMILIAS DE AVESTRUZ

PADRES HIJOS
Macho: U U02AB07-U02AB014
Hembra: AB U02AB015
Macho: X X02AE035-X02AE044
Hembra: AE X02AE045
Macho: Q Q02H029- Q02H033
Hembra: H Q02H034

En esta seccion se especifican también las familias de emu y fiandd que se

formaron en una etapa posterior (ver secciones 111.3.1.21 y 111.3.1.22).

FAMILIA DE EMU:

PADRES HIJOS
FAMILIA 1:
Macho: 3 D-E-F-G-H-J-K

Hembra: 4
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FAMILIA 2:

Macho: A 1-2-3-4-5-6-7-8-9
Hembra: AA

FAMILIA 3:

Macho: B 10-11-12-13-14-15
Hembra: BB

FAMILIAS DE NANDU:

PADRES HIJOS
FAMILIA 1:
Macho: 1 (3) 3 (45-2, 34-2, 38-2)

Hembras candidatas: 3 (G, O, 16)

FAMILIA 2:
Macho: 1 (28-9) 3 (31, 28, 26-2)
Hembras candidatas: 2 (10,4)

FAMILIA 3:
Macho: 1 (26-9) 3 (32-2, 3-2, 17)
Hembras candidatas: 2 (F, 23-9)

IX.

I1.5.7 Amplificacién de EE0.6 en ratites y secuenciacion del fragmento en
emu
Periodo de ejecucion: 30 — 12 — 02 al 10 — 06 — 04

En todas las especies se obtuvo amplificacion del fragmento EE0.6 en ambos

sexos, no observandose diferencias de tamario en los fragmentos amplificados
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entre machos y hembras. Para establecer la posible existencia de polimorfismos
en este fragmento se estudi6 las secuencias de fragmentos amplificados de
alrededor de 433 pb en machos y hembras de emu. El analisis y comparacion de
estas secuencias indico una gran similaridad entre machos y hembras. Solamente
se encontro diferencias en una base nitrogenada en el nucleétido 220, entre los

sexos (los machos presentaron una adenina y las hembras, guanina).

Secuencia EE0.6 macho:

agagtcattgtggccttgaacaaatttggaaatgcccttcttctggtatccgtcttgattcaaggagggtaccta
tctcagtaacaccggaacttgtttaaacctttacgggaagaagaccataggcagaactaagttcctcccatggat 7

ccagttatgctcctatgactaccacctttcctttttgttacatgcctctgatgccaataacnaaaacaatacaga
ggtcaatacgaggatactgatggtggaaaggaaaaacaatgtacggagactacggttattgnttttgttatgtct 150

atacaaggcagaagcactcacattaatattagagcagctgaattcaactcaatgtctcagtgcatgtgcAttttt
tatgttccgtcttcgtgagtgtaattataatctcgtcgacttaagttgagttacagagtcacgtacacgraaaaa 225

ttcctggatatttcctgtacatccatcctggatgggacagactttttcattgacaatttgtctgtctecacaggg
aaggacctataaaggacatgtaggtaggacctaccctgtctgaaaaagtaactgttaaacagacagaggtgtccc 300

aagatatattcaagcaaggaactaaatcaacctcaacaacaacaaatgctttggaataatttcaagtgttttacc
ttctatataagttcgttccttgatttagttggagttgttgttgtttacgaaaccttattaaagttcacaaaatgg 375

aagtaaattgaatagttcctaaatgaaactaatccaaaggagcattggcttgattcaa
ttcatttaacttatcaaggatttactttgattaggtttcctcgtaaccgaactaagtt 433

Si bien se detect6 esta diferencia entre los sexos hemos descartado continuar con
su estudio debido a que se deben realizar varios ensayos mas para corroborar
este hallazgo, estudios que son lentos y caros. La gran similitud observada entre
las secuencias de machos y hembras no es sorprendente debido a la gran

similitud genética entre los cromosomas sexuales de las ratites.
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Debido a que hemos obtenidos resultados bastante positivos utilizando la
metodologia de RAPD, hemos decidido no continuar con esta estrategia de

"genes candidatos" en el presente proyecto.

111.5.8 Amplificacion con los partidores SCAR Dn230 de emu
Periodo de ejecuciéon: 27 —5-04 al 10 — 06 — 04

De los dos protocolos probados sb6lo se obtuvo amplificacién con el programa
touch down en todos los individuos, tanto machos como hembras. Fragmentos
amplificados en los machos fueron secuenciados para comparacion con las
hembras. No se detect6 ningun sitio polimorfico para endonucleasas de restriccion
al comparar las secuencias obtenidas de machos y de hembras. Con el PCR
convencional no se logré amplificacion a pesar de que se modificaron las
condiciones de la reaccion. Especificamente se disminuyd la temperatura de
alineamiento hasta 60°C, temperatura muy inferior con respecto a la 6ptima de los
partidores (72°C), pero en ningun caso se obtuvo amplificacion. Debido a estos
resultados se decidié descartar este marcador y utilizar la banda RAPD polimérfica
encontrada con el partidor UBC70 para construir un nuevo SCAR para esta
especie.

II1.5.9 Construccion del nuevo SCAR Dn70 a partir del fragmento encontrado
con el partidor UBC70 en emu
Periodo de ejecucion: 06 — 06 — 02 al 27 — 05 — 04
PURIFICACION DEL FRAGMENTO
La purificacion del fragmento fue chequeada en un gel de agarosa al 1%

donde se observo un solo fragmento del tamafo esperado para el marcador
polimérfico RAPD (aproximadamente 750pb).
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CLONACION (LIGACION, TRANSFORMACION, CRECIMIENTO DE CLONES,
DIGESTION DEL PLASMIDO):

La transformacion de las células dio como resultado el crecimiento de
colonias de bacterias transformadas, que se identifican por su color blanco.
El DNA plasmidial fue digerido con la enzima de restriccion ECORI y se

verificd en un gel de agarosa si la digestion fue exitosa.

AMPLIFICACION DEL FRAGMENTO INSERTADO

Como resultado se obtuvo en todos los clones una banda que corresponde
al fragmento insertado mas un segmento del plasmido, totalizando un
tamano de aproximadamente 800pb.

SECUENCIACION

Se envid a secuenciar el DNA plasmidial de uno de los clones con los
partidores del kit. Al analizar y comparar las secuencias entre si, se
descubri6 que en los extremos de cada secuencia las lecturas del
secuenciador no fueron de buena calidad. Esto impidi6 definir
apropiadamente la region de la secuencia donde se debe disefiar el partidor
SCAR, por lo menos en un extremo. Debido a esto fue necesario disefiar un
partidor interno para secuenciar nuevamente la region con la lectura
ambigua (E70F: 5-TATTGGCGCTGTTGCTTTAC-'3). Este partidor produjo
un fragmento de 318pb y otros fragmentos inespecificos. Debido a esto se
extrajo el fragmento de 318pb desde un gel y se purificé. Sin embargo, se
observo cierta cantidad de producto inespecifico por lo que fue necesario
reamplificar el fragmento de interés. Finalmente se envidé a secuenciar el
fragmento reamplificado el cual se comparé con la secuencia obtenida
anteriormente y permitié descifrar las lecturas faltantes. Finalmente se editd

la secuencia:
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Fragmento Dn70 de emu (750 bases):
gggcacgcgaggaaaattgcagectagecagecacatcge agtatcagtgtcatt cagtgcggcagettt gcgaacag
cccgtgcgetecttttaacgtc gatcgtcegtgtagecgteatagtcacagtaa gtcacgeccgtcgaaa cgettgte 75

agtgctcagctcacatcccttt taatgcaccactcag ccagcgcetgecaagt tggeccaccatccect ccaccctce
tcacgagtcgagtgtagggaaa attacgtggtgagtc ggtcgcgacggttca accggtggtagggga ggtgggag 150

ccaatccctgcagagaataacc agggggaagagtcca atgttaattatttaa aaaaaaaaaaaaaaa aaaaaaag
ggttagggacgtctcttattgg tcccccttctcaggt tacaattaataaatt ttttttttrtttett trtrttte 151

cgcaaacagctaagtgttacag gaccaaactgactct gtaatgtatttggag ctgtaggcaaacatgacaaactg
gcgtttgtcgattcacaatgtc ctggtttgactgag acattacataaacctc gacatcegtttgtac tgtttgac 300

gggctctgeggetttacggaag tgtgtcccacaaggg aaccgccaagatcaa agatggggetettgg gacatecc
cccgagacgccgaaatgccttc acacagggtgttcecc ttggeggttctagtt tctaccccgagaacc ctgtaggg 375

agggctcggtgctaagagectyg caggtgacagagecc tgagggcaccagcetg accagtgcccagggt getgecaac
tcccgagccacgatteteggac gtecactgteteggg actcccgtggtegac tggtcacgggtceca cgacgttg 450

cagtcccectcacccaagetec ggettggggagectc acgcacgagacagea caagaggagaaagag getttatt
gtcagggggagtgggttcgagg ccgaacccctcggag tgcgtgctetgtegt gttctectetttctccgaaataa 525

ggcgctgttgetttacatttgg tttttcactctgega aaagcacatccctge agagetggatcaget gagetect
ccgcgacaacgaaatgtaaacc aaaaagtgagacget tttegtgtagggacg tctcgacctagtcga ctcgagga 600

caatgtcacaggtgtgaagccc agctgtgectttgec tccagatcgcccatce tgtgaccctgtgtga tttgtget
gttacagtgtccacacttcggg tcgacacggaaacgg aggtctagcgggtag acactgggacacact aaacacga 675

tctgtgatttaatacaagcaca ttacgttctcagtca ggatgtttggggttc ccctacaaagccate gegtgecc
agacactaaattatgttcgtgt aatgcaagagtcagt cctacaaaccccaag gggatgtttcggtagegeacggg 750

DISENO Y SINTESIS DE PARTIDORES (OLIGONUCLEOTIDOS) DEL SCAR
Dn70

Se disefiaron los siguientes partidores con el programa Primer3 y fueron

enviados a sintetizar:

Dn70 F: 5'-GGGCACGCGAGGAAAATTGCA-3'
Dn70 R: 5'-GGGCACGCGATGGCTTTGTA-3'
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11.5.10 Construccion de SCAR Ptp187 a partir del fragmento encontrado con
el partidor UBC187 en fhandu
Periodo de ejecucion: 29 -8 - 02 al 2 - 09 - 03

PURIFICACION DEL FRAGMENTO

La purificacion del fragmento fue chequeada en un gel de agarosa al 1%
donde se observé un solo fragmento del tamafo esperado para el marcador

polimérfico RAPD (aproximadamente 800pb).

CLONACION (LIGACION, TRANSFORMACION, CRECIMIENTO DE CLONES,
DIGESTION DEL PLASMIDO):

La transformacion de las células dio como resultado el crecimiento de
colonias de bacterias transformadas, que se identifican por su color blanco.
El fragmento fue digerido con la enzima de restriccion ECORI y se verifico

en un gel de agarosa si la digestion fue exitosa.
AMPLIFICACION DEL FRAGMENTO INSERTADO

Como resultado se obtuvo en todos los clones una banda que corresponde
al fragmento insertado mas un segmento del plasmido, totalizando un

tamafio de aproximadamente 850pb.

SECUENCIACION
Se envi6 a secuenciar el DNA plasmidial de uno de los clones con los
partidores del kit. Al analizar y comparar las secuencias entre si, se

descubri6 que en los extremos de cada secuencia las lecturas del

secuenciador no fueron de buena calidad. Esto impidi6 definir
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apropiadamente la regién de la secuencia donde se debe disefnar el partidor
SCAR, por lo menos en un extremo. Debido a esto, fue necesario disefiar
un partidor interno para secuenciar nuevamente la region con la lectura
ambigua (N187C1 F: 5-CAGGTTTGCTACATCCATA-3’). El partidor produjo
un fragmento de 278pb que se comparé con la secuencia obtenida
anteriormente y permitié descifrar las lecturas faltantes. Finalmente se editd

la secuencia:

Fragmento Ptp187 de fiandu (789 bases):
aacgggggagggaggaattttccatgnnnnnnnntct gaaggagaagggaaa ttgaagcaagtaatc atttctgt
ttgccccctcccteccttaaaag gtacnnnnnnnnaga cttcctcttocccttt aacttcgttcattag taaagaca 75

tacagtgtcaaagcatttatac cttgttaatgtatttggttacaagtttaaagtttcttttaatttc ctgaaggt
atgtcacagtttcgtaaatatg gaacaattacataaa ccaatgttcaaattt caaagaaaattaaaggacttcca 150

caacttttgttctaatttggaa tagaaataaaaattg tcatctactttttgc atatcagaaatcctgttttctgg
gttgaaaacaagattaaaccttatctttatttttaac agtagatgaaaaacg tatagtctttaggac aaaagacc 225

ctatctcttgtaacaataacaa atactgcactggaaggcatcaggctgaatt ttacaaagagaggta ttttttca
gatagagaacattgttattgtt tatgacgtgaccttc cgtagtccgacttaaaatgtttctctccat aaaaaagt 300

ttcagatagctgggtttgtctt gctgttaataatttttctgtgttggtggag aagcatactccctet aaagettt
aagtctatcgacccaaacagaa cgacaattattaaaa agacacaaccacctc ttcgtatgagggaga tttcgaaa 375

gtcaatgggcagttgtaggttt ggtttattgtcccat tccagetgtggtgat caagtacagggetgt ccaacagg
cagttacccgtcaacatccaaa ccaaataacagggta aggtcgacaccactagttcatgtcccgacaggttgtee 450

tacccttggacagccctgatta catgatttgcatacc ttattatccctttcc ctatttcttgacctt CCcCcttict
atgggaacctgtcgggactaatgtactaaacgtatggaataatagggaaagggataaagaactggaagggaaaga 525

ctgtccaatcccctccccaata aactgeccctaatta cattttctetattgg tcccaggtttgetac atccatac
gacaggttaggggaggggttat ttgacggggattaat gtaaaagagataacc agggtccaaacgatg taggtatg 600

ccaaatttggtatttctgatac tggtccctaggeact cttggecttagatta tgttattatgagatg ctattact
ggtttaaaccataaagactat gaccagggatccgtg agaaccggaatctaa tacaataatactctacgataatga 675

gatatggttacccaggcactgc tggctttgcaatgtt ccactccctagaagg tccccagtgetecat gtcaggtyg
ctataccaatgggtccgtgacg accgaaacgttacaa ggtgagggatcttcc aggggtcacgaggta cagtccac 750

tctgtgaagtttggtcatgtct cacatagcteccccg tt
agacacttcaaaccagtacagagtgtatcgagggggcaa 789
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DISENO Y SINTESIS DE PARTIDORES (OLIGONUCLEOTIDOS) DEL SCAR
Ptp187..

Una vez analizada las secuencia y con ayuda del programa Primer3, se

disefaron los siguientes partidores especificos:

Ptp187 F: 5'-AACGGGGGAGGAGGAATTTTC-3'
Ptp187 R: 5'-AACGGGGGAGCTATGTGAGACATG-3'

AMPLIFICACION CON LOS PARTIDORES DISENADOS DEL SCAR Ptp187 EN
MUESTRAS DE DNA GENOMICO DE NANDU.

Se utilizo6 DNA genomico de seis machos y seis hembras. Se obtuvo una
banda de aproximadamente 800pb en todas las hembras y que esta

ausente en los machos (Figura 18).

Machos

marcador SCAR Ptp187. M: marcador de peso molecular.
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l11.5.11 Validacion de métodos de toma de muestras en juveniles (polluelos) y
adultos de ratites
Periodo de ejecucion: 15 -12-03 al 16 - 01 - 04

Fue posible extraer DNA de muestras de sangre embebida en papel filtro y de
plumas de adultos y de polluelos de emu y de fliandu con los cuatro protocolos
utilizados, descritos en la seccion [11.3.1.23. Sin embargo, el Protocolo 2 presenta
ventajas porque es sencillo, se tienen resultados en menor tiempo y muestra una
mejor repetibilidad para amplificar por PCR. Con el objeto de evaluar los
resultados de la calidad del DNA extraido de plumas de fiandi utilizando tres
protocolos diferentes, se realizé una reaccion de amplificacion mediante RAPD-
PCR para lo cual se utilizd el partidor UBC230. Se usé esta técnica, en vez del
SCAR Ptp87 desarrollado para esta especie, porque el RAPD es muy sensible a
la calidad del DNA que se utiliza. El resultado de este experimento se muestra en

la Figura 19.

Figura 19: Amplificacién co rtidor UBC230 de muestras de DNA extraidas de
plumas de fAandua (h: hembra m: macho). Los numeros corresponden a los
distintos métodos descritos en el texto (seccion [11.3.1.23). M: marcador de peso
molecular.
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I11.5.12 Verificacién de la herencia de marcadores y sexaje de familias de

avestruz, emu y nandu
Periodo de ejecucion: 30 — 12 - 02 al 10 — 06 — 04

A continuacion se resumen los resultados del sexaje en las tres especies.

Individuo PARENTESCO TEJIDO MARCADOR GENOTIPO
MUESTRA
Familia 1
AB MADRE PLUMA SCP66 (PCR) HEMBRA
U PADRE PLUMA SCP66 (PCR) MACHO
Uo7 HIJO PLUMA SCP66 (PCR) HEMBRA
U14 HIJO PLUMA SCP66 (PCR) HEMBRA
u15 HIJO PLUMA SCP66 (PCR) HEMBRA
Familia 2
AE MADRE PLUMA SCP66 (PCR) HEMBRA
X PADRE PLUMA SCP66 (PCR) MACHO
X35 HIJO PLUMA SCP66 (PCR) HEMBRA
X44 HIJO PLUMA SCP66 (PCR) HEMBRA
X45 HIJO PLUMA SCP66 (PCR) HEMBRA
Familia 3
H MADRE PLUMA SCP66 (PCR) HEMBRA
Q PADRE PLUMA SCP66 (PCR) MACHO
Q29 HIJO PLUMA SCP66 (PCR) HEMBRA
Q33 HIJO PLUMA SCP66 (PCR) MACHO
Q34 HIJO PLUMA SCP66 (PCR) MACHO
Individuo PARENTESCO TEJIDO MARCADOR GENOTIPO
MUESTRA
Familia 1
3 PADRE PLUMA UBC230 (RAPD) MACHO
4 MADRE PLUMA UBC230 (RAPD) NO
D HIJO PLUMA UBC230 (RAPD) MACHO
E HIJO PLUMA UBC230 (RAPD) NO
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F HIJO PLUMA UBC230 (RAPD) MACHO
G HIJO PLUMA UBC230 (RAPD) NO
H HIJO PLUMA UBC230 (RAPD) NO
J HIJO PLUMA UBC230 (RAPD) HEMBRA
K HIJO PLUMA UBC230 (RAPD) NO
Familia 2
A PADRE PLUMA UBC230 (RAPD) MACHO
AA MADRE PLUMA UBC230 (RAPD) HEMBRA
1 HIJO SANGRE UBC230 (RAPD) HEMBRA
2 HIJO SANGRE UBC230 (RAPD) MACHO
3 HIJO SANGRE UBC230 (RAPD) MACHO
4 HIJO SANGRE UBC230 (RAPD) MACHO
5 HIJO SANGRE UBC230 (RAPD) HEMBRA
6 HIJO SANGRE UBC230 (RAPD) MACHO
7 HIJO SANGRE UBC230 (RAPD) MACHO
8 HIJO SANGRE UBC230 (RAPD) MACHO
9 HIJO SANGRE UBC230 (RAPD) HEMBRA
Familia 3
B PADRE PLUMA UBC230 (RAPD) MACHO
BB MADRE PLUMA UBC230 (RAPD) NO
10 HIJO SANGRE UBC230 (RAPD) HEMBRA
11 HIJO SANGRE UBC230 (RAPD) MACHO
12 HIJO SANGRE UBC230 (RAPD) HEMBRA
13 HIJO SANGRE UBC230 (RAPD) MACHO
14 HIJO SANGRE UBC230 (RAPD) HEMBRA
15 HIJO SANGRE UBC230 (RAPD) HEMBRA
Individuo PARENTESCO TEJIDO MARCADOR GENOTIPO
MUESTRA
Familia 1
3 PADRE PLUMA Ptp187 (PCR) MACHO
G MADRE PLUMA Ptp187 (PCR) HEMBRA
0 MADRE PLUMA Ptp187 (PCR) HEMBRA
16 MADRE PLUMA Ptp187 (PCR) HEMBRA
45-2 HIJO SANGRE Ptp187 (PCR) HEMBRA
34-2 HIJO SANGRE Ptp187 (PCR) HEMBRA
38-2 HIJO SANGRE Ptp187 (PCR) MACHO
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Familia 2

28-9 PADRE PLUMA Ptp187 (PCR) MACHO
10 MADRE PLUMA Ptp187 (PCR) HEMBRA
4 MADRE PLUMA Ptp187 (PCR) HEMBRA
31 HIJO SANGRE Ptp187 (PCR) HEMBRA
28 HIJO SANGRE Ptp187 (PCR) HEMBRA

26-2 HIJO SANGRE Ptp187 (PCR) MACHO

Familia 3

26-9 PADRE PLUMA Ptp187 (PCR) MACHO
F MADRE PLUMA Ptp187 (PCR) HEMBRA

23-9 MADRE PLUMA Ptp187 (PCR) NO

32-2 HIJO SANGRE Pip187 (PCR) HEMBRA
3-2 HIJO SANGRE Ptp187 (PCR) MACHO
17 HIJO SANGRE Ptp187 (PCR) MACHO

En la columna GENOTIPO, NO, significa que hubo dificultades en la extraccion de
DNA o en la amplificacién del marcador en esos individuos.

111.5.13 Amplificacion de siete /oci microsatélites en avestruz
Periodo de ejecucién: 26 -5 - 03 al 15 - 08 - 03

Se obtuvo amplificacion de los siete microsatélites (Figuras 20 y 21). Para todas
estas pruebas se utilizaron 2 machos y 2 hembras de animales adultos. Para
poder observar diferencias entre los fragmentos todas los productos de PCR se

separaron en geles al 1,8%.

OSM4 . OSM6 OSM 5 0Osm7




SM6
amplificaron 2 machos y 2 hembras (cargados de izquierda a derecha). M:

en avestruz. En cada caso se

marcador de peso molecular de 100pb.

Figura

Amplificacién de microsatélites LI05, LI09 y LIO14 en
amplificaron 2 machos y 2 hembras (cargados de izquierda a derecha). M:

vestruz. En cada caso se

marcador de peso molecular de 100pb.

En todos los casos se observo variacion entre individuos. Las amplificaciones de
algunos de estos microsatélites deberan ser optimizadas para eliminar bandas
inespecificas. Con excepcién del microsatélite LI09, todos los fragmentos

observados estan dentro de los rangos de tamafio esperados.

I11.5.14 Amplificacion del microsatélite OSM5 en muestras de DNA extraidas
con fenol-cloroformo y chelex
Periodo de ejecucion: 26 —5-03 al 15-08 - 03

Se observé amplificacion de bandas del tamano esperado en todas las muestras
(Figura 22). En las muestras extraidas con fenol se observd exceso de DNA,
mientras que las extraidas con chelex amplificaron mas débilmente. Estos
resultados indican que hay que optimizar las cantidades de DNA para las

muestras extraidas a partir de sangre con ambos métodos.
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Controles

extraidas de sangre can raétodos de fenol y chelex. Los controles corresponden a
DNA (6ng/uL) de animales adultos sexados. M: marcador de peso molecular de
100pb.

I11.5.15 Amplificacién con los partidores SCAR Dn70 de emu
Periodo de ejecucién: 26 —5-03 al 15 -08 - 03

De los dos protocolos probados se obtuvo amplificaciéon con ambos programas en

todos los individuos, tanto machos como hembras (Figura 23). El fragmento
amplificado en uno de los machos fue secuenciado para comparacion con el
fragmento de la hembra. No se detecté ningln sitio polimérfico para
endonucleasas de restriccion al comparar las secuencias obtenidas en el macho y
la hembra. Debido a estos resultados se decidio descartar este marcador y utilizar
la banda RAPD polimérfica encontrada con el partidor OPG-9 para construir un

nuevo SCAR para esta especie.

Machos | Hembras 9



Figura 23. Amplificacion del marcador SCAR Dn70 en machos y hembras de emu.
Se muestran los dos protocolos probados: A) PCR convencional; B) “Touch

Down”. M: marcador de peso molecular de 100pb.

l1.5.16 Construccién del nuevo SCAR DnG9 a partir del fragmento
encontrado con el partidor OPG-9 en emu
Periodo de ejecucion: 27 — 5 — 04 al 10 — 06 — 04

PURIFICACION DEL FRAGMENTO
La purificacion del fragmento fue chequeada en un gel de agarosa al 1%
donde se observo un solo fragmento del tamafio esperado para el marcador
polimorfico RAPD (aproximadamente 1100pb).

CLONACION (LIGACION, TRANSFORMACION, CRECIMIENTO DE CLONES):
La transformacion de las células dio como resultado el crecimiento de
colonias de bacterias transformadas, que se identifican por su color blanco.

Se logré extraer DNA plasmidial de las cuatro colonias aisladas.

AMPLIFICACION DEL FRAGMENTO INSERTADO
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Como resultado se obtuvo en todos los clones una banda que corresponde
al fragmento insertado mas un segmento del plasmido, totalizando un

tamano de aproximadamente 1200pb.

SECUENCIACION:
Se envi6 a secuenciar el DNA plasmidial de uno de los clones con los
partidores del kit. Al analizar y comparar las secuencias entre si, se
descubri6 que en los extremos de cada secuencia las lecturas del
Esto
apropiadamente la region de la secuencia donde se debe disefar el partidor

secuenciador no fueron de buena calidad. impidié  definir
SCAR, por lo menos en un extremo. Debido a esto fue necesario disefiar un
partidor interno para secuenciar nuevamente la region con la lectura
ambigua (G9F: 5-TATTG GCGCT GTTGC TTTAC-'3). Este partidor produjo
un fragmento de 600pb que se purifico. Finalmente se envié a secuenciar

este fragmento y se comparé con la secuencia obtenida anteriormente

permitiendo descifrar las lecturas faltantes.

Fragmento DnG9 de emu (1039 bases):

1 CTGACGTCAC TGATAATGTT GTTGACCTGT TTGGGTACCT TGTGTCTGAT

51 ACGCTTTATT TCAGTTGGAC CAACAGAACT TTATAATTGT ATAGCAAAAG
101 CTTCACGTTT CTCAAATCCT TCAGGGCCAT CATTGTTTCA TCATAATTTA
151 AAAAATATTC ATAGTTTTTA AGGAGGCTTC CCCACTCTTA GCTGGAAAAA
201 AACCCTTGAA CAATCAGAAA ACCAATTTTC AGTCAACAAA ACCTTGAGGA
251 GGAAGGGTAG TGTCCAGTGC CAAATCTGGC TTCATCACTG TTTGTGTTGC
301 TAGAAAGAAG AGATACCAAG AAGGTAATAA AGAACAGGGA AGAATAAAGG
351 CCTCGAGGGC AGCGGAGGCG GGTCCAGGAG GGAAGGAGGA AGCGGGTGCA
401 GAGCTGTTCG AGAACAAACG CCCTTACGGA TGGGCAGCAT CAGCCTCTCA
451 CCAAAACCAC ATGACTGTGA GGGAAARAGAT GAATGACAAC ATAGGAGGGA
501 TCAAAGTAAA AGATGAGATA GATCAGGACA GGGGGAGACT GTCGGTGTTT
551 CTTTGCAAAC TTTTAACTTG TGCAGCTGTT CTTGAAGACA CGCAAAATTA
601 TACAGAAACT ATTTGTTGCT CTTACAATTT GTGCTGAGGG AGAGGAGCAG
651 TGCAGGATGC CACTTTTTGA GTTGAATTTG ATGCAGGATG ATGGGAGGCC
701 GCCTGCTCAG TCCCGGGCAC CAGCGCTGCA AAAGCCGAGG AGGGAGGCAG
751 GGAGAGGGGG GTCACTGTGA GAGCAGGCAC TTCTGTACCA CAGCACCAGG
801 CATTTATTTG TTTTTTTTTT CCTGCCCACC TTTTCTTTTT TTTCTTTTAT
851 AGCCTCATTC ATACTGAGGA AAGGACTGCA ATGCCTCAGC CCCCGAGCTG
901 GCACCCCCTG CGACAGTGAA CCAGTTTACT TTGACAAAGA AACCAAGTGA
951 AGGCTTCCTA AACCAGAAAA GCTCTTGCAA ATCAACTTCT GGCTCCTGTC
1001 TGCCTTGACC GGGAGACTTT GATAAGCGTG TGACGTCAG
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DISENO Y SINTESIS DE PARTIDORES (OLIGONUCLEOTIDOS) DEL SCAR
DnG9.
Se disefiaron los siguientes partidores con el programa Primer3 y fueron
enviados a sintetizar:
DnG9 F: 5-CTGAC GTCAC ACGCT TATCA-3'
DnG9 R: 5-CTGAC GTCAC TGATA ATGTT G-3'

AMPLIFICACION CON LOS PARTIDORES DISENADOS DEL SCAR DnG9 EN
MUESTRAS DE DNA GENOMICO DE EMU.
Con los partidores disefiados DnG9F y DnG9R se obtuvo una banda unica
de aproximadamente 1050 pb en todas las hembras y que esta ausente en
(Figura 24).

Figura 24. SCAR DnG9:Amplificacion de muestras de DNA extraidas con fenol
utilizando los partidores DnG9F y DnG9R. M: marcador de peso molecular.

11.5.17 Entrenamiento a técnicos de laboratorio de Bytech
Periodo de ejecucién: 15-12-03 al 22 - 1-04

Se realizé una capacitacion de personal de laboratorio de bytech para la aplicacion
precomercial de la técnica de sexaje de ratites.
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Las personas capacitadas fueron la Bioquimico Monica Santalices y la

laboratorista Karen Arévalo.

111.5.18 Sexaje de familias de emu utilizando el SCAR DnG9
Periodo de ejecucion: 27 —5 - 04 al 10 - 06 — 04

En la Tabla 3 se muestra el resultado del sexaje mediante el marcador DnG9 en
las dos familias de emU analizadas. Cabe destacar que los resultados obtenidos
con este marcador concuerdan exactamente con lo obtenido con el partidor RAPD
UBC230, sin embargo, el procedimiento de PCR y la interpretacion de los geles es

mucho mas sencilla cuando se utiliza el marcador SCAR.

EMU
Individuo PARENTESCO TEJIDO MARCADOR GENOTIPO
MUESTRA
Familia 2

A PADRE PLUMA DnG9 MACHO

AA MADRE PLUMA DnG9 HEMBRA
1 HIJO SANGRE DnG9 HEMBRA
2 HIJO SANGRE DnG9 MACHO
3 HIJO SANGRE DnG9 MACHO
4 HIJO SANGRE DnG9 MACHO
6 HIJO SANGRE DnG9 MACHO
7 HIJO SANGRE DnG9 MACHO
8 HIJO SANGRE DnG9 MACHO
9 HIJO SANGRE DnG9 HEMBRA

Familia 3

B PADRE PLUMA DnG9 MACHO

BB MADRE PLUMA DnG9 NO

10 HIJO SANGRE DnG9 HEMBRA
11 HIJO SANGRE DnG9 MACHO
12 HIJO SANGRE DnG9 HEMBRA
13 HIJO SANGRE DnG9 MACHO
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Tabla 3. Sexaje de familias de emu con el marcador DnG9. NO = no se obtuvo
DNA.

Los resultados obtenidos nos indican que el marcador SCAR DnG9 disefiado es
eficiente en la identificacion del sexo en los emues. Tomando en cuenta todos los
individuos sexados (27) la probabilidad de que la asociacién entre la presencia del
marcador y el sexo sea por azar es p = 7,67 x 10 ® (1,55 x 10 si se consideran

solo 15 animales).

11.5.19 Diversidad alélica de los seis microsatélites estudiados en
avestruz
Periodo de ejecucion: 27 -9-03 al 15-11-03

En la Tabla 4 se presenta la diversidad alélica obtenida para cada

marcador microsatélite en todos lo animales analizados.

MARCADOR MICROSATELITE ALELOS
(pb)

187
192
196

198
LI0S 201

(9 alelos) 203

209
222
226
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LI09
(14 alelos)

228
253
258
263
267
273
280
284
286
288
290
302
311
334

OSMé
(6 alelos)

98
100
102
104
106
108

OSM7
(11 alelos)

180
182
186
194
196
200
212
216
218
226
245

osMm4
(7 alelos)

130
135
137
139
150
156
158

OSM5
(6 alelos)

231
233
241
246
262
265
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Tabla 4. Niumero de alelos observados con cada microsatélite considerando los 35
ejemplares analizados.

El numero de alelos y su respectivo tamafno corresponde con lo descrito en la
literatura para cada loci microsatélite (Kimwele y Graves, 2003). El uso de
partidores fluorescentes en el estudio de loci microsatélites demostré una alta
eficiencia por la facilidad de identificacion del tamafio de los alelos como por la

reproducibilidad de los resultados.

DISTRIBUCION DE ALELOS DE LOS 6 LOCI MICROSATELITES EN 5 FAMILIAS
DE AVESTRUCES

En la Figura 25 se muestran las sefiales obtenidas en el equipo de secuenciacion

con los microsatélites OSM4 y OSM5 (fluorocromo verde) para varios individuos.
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Figura 25. Perfiles de fluorescencia de los microsatélites OSM4 y OSM5 en ocho

ejemplares de avestruz. Cada linea horizontal representa la lectura de un

individuo. La escala horizontal indica el tamafio de los alelos observados y la

vertical la intensidad de las senales.

En la Tabla 5 se muestra la distribucion de los alelos de cada microsatélite por

familia. Se puede apreciar que algunas familias comparten alelos y que, en

algunos caso, los polluelos no presentan los alelos esperados de acuerdo con el
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genotipo de sus presuntos padres. Se confeccioné una planilla Excel que resume
todos los datos que se incluyen en la Tabla 5, para el andlisis de parentesco.

Microsatélites LI05S y LI09:

LI05 LI109
203 | 209 | 222 § 258 | 273 | 290 | 311
M47| X X1 X X
H18| X | X X X
87 X | X X | X
221 | X X1 X | X
342 X | X X | X
352 | XX > S8,
354 | X X1 X X
LI05 LI0S
187 | 201 [ 203 [ 209 | 222 | 226 | 258 | 271 | 280 | 284 | 290 | 334
M47 X X X X
H132| X | X X X
48 X[ X X X
387 X | X X | X
398 X X XX
411 X X X X
417 X X X | X
LI0S Li09
192 | 203 | 222 | 226|228 | 263 | 267 | 286
M6 X X X X
H131 X XX X
8 X X X X
51 X X X X
86 X X X X
106 XX X X
120 X X X X
LI05 LI09
196 | 201 | 215|222) 253 | 286 | 288 | 334
M58 XX X X
H128 | X X X X
97 X | X X | X
99 X | X X | X
105 X X1 X X
275 X | X X X
281 X | X X X
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54 [x[x] [ Ix| [X] |
LI105 LI09
198 | 203 | 209 273 | 286 | 302
M43 | X X Koo X
H125 | X X XX
203 X | X1 X | X
272 X[ X)X | X
298 | XX X | X
363 X | XX | X
94 X[ X} X X
Microsatélites OSM6 y OSM7:
OSM6 osm7
104 106 108 194 200 212 245
M47 XX X X
H18 X X X X
87 X X X X
221 X X X X
342 X X X X
352 X X X X
354 X X X X
OSM6 osm7
102 104 106 194 200 216 245
M47 XX X X
H132 X X X X
48 X X X X
387 X X X X
398 X X X X
411 X X X X
417 XX XX
OSM6 oswm7
98 100 102 182 186 200 216 245
M6 X X X X
H131 X X X X
8 X X XX
51 X X XX
86 X X X X
106 X X X X
120 X X X X
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OSMé6 OSM7
98 100 104 180 186 196 200 218

M58 X X X X
H128 X X XX

97 X X X X

99 XX X X

105 XX X X

275 X X X X

281 X X X X

54 X X X X

OSM6 osMm7
98 100 102 182 200 226 245

M43 X X X X
H125 XX X X

203 X X X X

272 X X X X

298 X X X X
363 X X X X

94 X X X X

Microsatélites OSM4 y OSMS5:
OSM4 OSM5
135 | 139 | 150 | 156 | 233 | 241 | 265

M47 X X X X

H18 X X X X

87 X X X X

221 X X X X

342 X X X i X

352 X X X X

354 X X X X

OSM4 OSM5
137 | 139 | 150 | 231 | 233 | 262 | 265

M47 X X X X
H132 | X X X X

48 X X X X

387 X X XX

398 X X XX

411 X X X X

417 XX X X

OSM4 | OSM5
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137 | 139 | 150 | 158 | 231 | 233 | 241 250 | 262
M6 X X X X
H131 X X X X
8 X X X X
51 X X X X
86 X X X Xy
106 X X X X
120 X X X X
OosM4 OSM5
139 | 150 | 156 | 158 | 231 | 241 | 246 | 262
M58 XX X X
H128 X X X X
97 X X X X
99 X X XX
105 X X X X
275 X X X X
281 X X X X
54 X X X X
OosSM4 OSM5
130 | 137 | 150 | 231 | 233 | 241 250
M43 X X X X
H125 X X X X
203 X X X X
272 X X X X
298 X X X X
363 X X X X
94 X X X X

Tabla 5. Distribucién de alelos de seis loci microsatélites en 5 familias de avestruz.

Periodo de ejecucion: 30 — 12 — 02 al 10 — 06 — 04

I11.5.20 Resultados finales de asignacion de paternidad o maternidad

En la Tabla 6 se observan las medidas de variabilidad genética, namero de alelos

y probabilidades de exclusion de paternidad en la poblacion estudiada de cada

uno de los loci microsatélites analizados.

Locus

Heterocigosidad

(+)

Heterocigosidad

(*++)

N° Alelos

Probabilidad
de Exclusion

104




L105 0,886 0,834 10 0,481
L109 0,971 0,911 15 0,659
OSM4 0,943 0,834 7 0,471
OSM5 0,886 0,892 11 0,609
OSM6 0,943 0,831 7 0,466
OSM7 0,914 0,836 7 0,476
Total 0,924 0,856 9,5 0,989

(+) Estimada por conteo directo de los heterocigotos.
(++) Estimada de acuerdo a lo esperado en un poblacién en equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tabla 6. Variabilidad genética y probabilidad de exclusiéon de paternidad en 35
individuos de una poblacién de cultivo avestruces.

La probabilidad de exclusion de paternidad utilizando estos 6 microsatélites esta
en el rango de lo aceptado para humanos (99,9%) y permitié inicialmente excluir
como progenitores a los siguientes individuos (Tabla 7):

Macho Hembra Loci no coincidentes (*) Polluelo
M6 OSM4, OSM5 y OSM7 106
M58 OSM4 y OSM7 97
M47 L1085, L109, OSM6 y OSM7 417
H131 L105 y OSM7 106
H128 |L105y OSM7 97
H132 |L105yL109 417

(*) Loci que el genotipo del Padre o la madre no coincide con el de la progenie
analizada.

Tabla 7. Animales excluidos como progenitores de los polluelos que se indican en
del plantel de avestruces “Aguas Claras”, San Esteban, V region.

De este modo en los siete progenitores excluidos como posibles padres (3
machos y 3 hembras, Tabla 7) cuatro progenitores fueron excluidos usando dos
marcadores (66,8%), un padre fue excluido usando tres marcadores (16,7%) y otro

padre fue excluido usando cuatro marcadores (16,7%).
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Al analizar la Tabla 7, se desprende que no solo hubo polluelos mal asignados a
los padres, sino que también los polluelos 97, 106 y 417 fueron incorrectamente
asignados en los registros del plantel a familias a las que ellos no pertenecen,
dado que tanto su padre como madre fueron excluidos como progenitores como
resultado del andlisis. Analisis posteriores indicaron que se trataba de huevos
importados desde Canadéa y que por ende no existia relacion de ningun tipo con

los individuos a los cuales habian sido asignados.

Como consecuencia del andlisis de asignacion de paternidad o maternidad la

estructura de las familias obtenidas se observa en la Tabla 8.

Familia |Macho Hembra Polluelos

1 M6 H131 8 51 86 120

2 M58 H128 54 99 105 275 281
3 M43 H125 94 203 272 298 363
4 M47 H18 87 221 342 352 354
5 M47 H132 48 387 398 411

Tabla 8. Resultado de analisis de asignacion de paternidad y maternidad utilizando
6 microsatélites polimoérficos y los programas CERVUS y PROBMAX en cinco
familias obtenidas desde el plantel de avestruces “Aguas Claras”, San Esteban, V

Region.

Luego de la asignacion de paternidad/maternidad el tamafio de tres familias se
redujo ya que tenian al menos un individuo mal asignado correspondiendo al 60%
de las familias. Considerando sélo los polluelos, tres de los 26 individuos

analizados (11,5%) tenian mal asignado al menos un progenitor.

111.5.21 Andlisis de parentesco genético
Periodo de ejecucion: 6 -8 — 04 al 10 - 12 - 04
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Para todos los individuos de la poblacién (padres y progenie) se realizé un analisis
de parentesco, los valores promedios de ry, para los distintos grados de

parentescos presentes en la poblacion se muestran en la Tabla 9.

Parejas analizadas

Numero pares

ry + DE
(microsatélites)

Rxy (Genealogia)*

Padres-Progenie
Hermanos
Completos

40
36
27

0.4075 +£0.0885
0.4394 + 0.1699
0.1330 + 0.2324

0,500
0,500
0,250

Medios Hermanos

* Se asume que no hay individuos consanguineos en la poblacion.

Tabla 9. Comparacion de algunos de los valores promedio de parentesco genético
obtenido usando seis loci microsatélites y esperados desde la genealogia del

plantel de avestruces “Aguas Claras”, San Esteban, V region.

Los valores de parentesco obtenidos usando microsatélites se aproximan en
general a los valores tedricos esperados por lo menos, entre los padres y progenie
o entre hermanos completos. En relacion con el parentesco entre medios
hermanos la estimacion muestra una desviacion del valor teérico con gran
varianza, resultado que podria mejorarse tipificando los animales para un mayor

numero de microsatélites.

En la Tabla 10 se muestra el parentesco genético ryy obtenido usando marcadores
microsatélites entre los individuos que estaban mal asignados a algun progenitor

y todos los padres y madres analizados.

Progenitores| 106 97 417
M6 -0.02 0.15 0.13
H131 0.22 -0.08 -0.12
M58 0.14 -0.24
H128 0.14 -0.27
M43 -0.12
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H125 -0.11

M47 -0.06
H18 -0.01
H132 0.32

Tabla 10. Relaciones de parentesco genético entre todos los progenitores
tipificados para su genotipo y los polluelos mal asignados a al menos uno de los
padres registrados en la genealogia del plantel de avestruces “"Aguas Claras”, San
Esteban, V region.

Como se observa en la Tabla 10, ninguno de los progenitores presentes en el
plantel parece mostrar algun nivel de parentesco con los polluelos cuestionados.
Por tal motivo, al parecer los progenitores “faltantes” de estos polluelos deben
formar parte de la poblacion del plantel de la que no se obtuvo su genotipo para
los seis loci microsatélites analizados.
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IV.- Fichas Técnicas

A continuacion se presenta un resumen de la informacion relevante ordenada

como fichas técnicas validada por el proyecto en cuanto a:

- Parametros y rendimientos
- Inversiones Requeridas
- Costos relevantes

- Ingresos por venta

Esta informacion ha sido resumida en base a los datos entregados en el estudio
de mercado desarrollado (Anexo N°2) y el anélisis estratégico y plan de marketing
(Anexo N°3). El proyecto real contempla los ultimos valores obtenidos en el

desarrollo de la unidad productiva Aguas Claras.

En base a los andlisis desarrollados y el trabajo del equipo técnico se puede
sefnalar que los costos unitarios de cada servicio estan representados por el valor
de aplicacion de la técnica desarrollada, desglosada en costos variables unitarios

los cuales se presentan en el siguiente cuadro:

109



ESTRUCTURA DE COSTOS

VALOR
ITEM UNIDAD CANTIDAD UNITARIO (5) | COSTO (8)
MUESTRAS DE SANGRE
TUBO EPPENDORF unidad 1,00 H 12,98 | $ 12,98
TIRA PAPEL WATMAN unidad 3,00 3 012|5% 0,36
SUB-TOTAL H 13,34
EXTRACCION DNA
QUELEX gramos 0,15 $ 888 |5 1,33
TUBO EPPENDORF unidad 1,00 5 12,98 | § 12,98
CAJA ALMACENAJE costo de uso 1,00 5 11,00 | § 11,00
PUNTAS unidad 2,00 H] 7,49 % 14,98
TBE gramos 0,50 s 47,50 | $ 23,75
SUB-TOTAL $ 64,04
[FcR SCAR
SINTESIS PARTIDORES servicio pb 2,00 H 0,98 | § 1,96
TAG microlitro 1,00 s 136,40 | § 136,40
DNTPS microlitro 0,15 $ 180,00 | § 27,00
AGUA microlitro 7,00 $ 0,06 | % 0,42
PUNTAS unidad 10,00 H 7,49 | § 74,90
MARKER set 1,00 H 193,00 | $ 193,00
BUFFER DE CARGA microlitro 2,50 H 2,00 |% 5,00
AGAROSA miligramo 0,04 H 980,00 | $ 139,20
TBE mililitro 6,00 H 47,50 | § 285,00
FOTO unidad 1,00 H 20,00 | 20,00
BROMURDO DE ETIDIO mililitro 1,00 H] 60,00 | § 60,00
SUB-TOTAL § 842,88
RECURSOS HUMANOS
ESPECIALISTA hora hombre 0,10 H 15.000,00 | § 1.500,00
TECNICO DE LABORATORIO - EXTRACCION DNA hora hombre 1,00 $ 1.750,00 | $ 1.750,00
TECNICO DE LABORATORIO - PCR SCAR hora hombre 0,50 $ 1.750,00 | § 875,00
TECNICO DE LABORATORIO - GEL hora hombre 0,25 $ 1.750,00 | § 437,50
TECNICO DE LABORATORIO - CARGAR GEL hora hombre 0,03 5 1.750,00 | $ 58,33
SUB-TOTAL $ 4.620,83
N° ANALISIS POR  N°bATERIAS | VALOR EQUIPO
ke _ BATERIA VIDA UTIL ) SHaTHIN
USO DE EQUIPOS
BOTELLA 1 2.000 5 10.000 | § 5,00
VASO PRECIPITADO 1 2.000 § 38008 1,90
GRADILLA 1 2.000 $ 6900 |8 345
MAQUINA FOTOGRAFICA 1 10,000 5 120.000 | § 12,00
TERMOCICLADOR 96 10.000 5 4.200.000 | $ 4,38
CAMARA ELECTROFORESIS 96 10.000 5 460,000 | § 0,48
|sus.TOTAL $ 27,21
|COSTO UNITARIO 15 5.568,31 |
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Para el item uso de equipos el método de calculo empleado se basa en el valor de
uso, el cual corresponde al cuociente entre la inversién de cada equipo (valor
unitario) y el nimero de andlisis posibles de efectuar de acuerdo a la vida Util del

equipo (cantidad)

De esta forma es posible tener costos unitarios competitivos (cercanos a los 16
dolares) por cada marcador aplicado. Si se observa el desglose de costos se
puede sefalar que lo relevante de cada analisis son los costos de recursos
humanos los cuales son muy altos para muestras individuales. Sin embargo
debido a la capacidad de los equipos disponibles, es posible reducirlos desde los
$8.689 a $1.213 para baterias de analisis de mas de 48 o 96 unidades. Esto ultimo
es posible debido a que los tiempos muertos de los equipos influyen en el costo

total del sistema.
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USO DE EQUIPOS VALOR EQUIPO SERVICIOS VIDA UTIL ANALISIS POR BATERIA COSTO POR USO
$ unidad unidad $

BOTELLA 10.000 2.000 1 5,00
VASO PRECIPITADO 3.800 2.000 1 1,90
GRADILLA 6.900 2.000 1 3,45
MAQUINA FOTOGRAFICA 120.000 10.000 1 12,00
TERMOCICLADOR 4.200.000 10.000 96 4,38
CAMARA ELECTROFORESIS 460.000 10.000 96 0,48




Costo de 1 muestra

TMUESTRAS DE SANGRE |

B EXTRACCION DA
OPCR SCAR

OUSODEEQUPOS |
| WRECURSCS HUMANCS

|

Costo por 96 muestras

BMUESTRAS DE SANGRE

B EXTRACCION DNA
OPCRSCAR

|0USO DE EQUIPOS
[MRECSS O

A continuacion se presenta el costeo por baterias de anélisis para 1, 8, 16, 48 y 96

muestras:

COSTO VARIABLE POR ANALISIS ($)

N° ANALISIS POR BATERIA 1 8 16 48 96

HORAS HOMERE POR BATERIA 1.88 1,88 1,88 3,00 6,00

RECURSOS HUMANOS | ANALISIS s 774167 | § 987,71 | § 483,85 | § 265,63 | § 265,63
INSUMOS MUESTRAS DE SANGRE | ANALISIS $ 13,34 | $ 13,34 | § 13.34 | § 13,34 | § 13,34
INSUMOSEXTRACCION DNA | ANALISIS $ 64,04 | § 84,04 | 5 64,04 | § 64,04 | 5 64,04
INSUMOS PCR SCAR | ANALISIS $ 842,88 | § 842,88 | § 842,88 | 5 842,88 | 5 842,88
USO DE EQUIPOS | ANALISIS H 272118 2721 % 27215 27218 271
TOTAL / ANALISIS $ B.689.14 | § 1.81518 | § 143133 (8§ 121310 (% 121310
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En base al estudio de mercado nacional desarrollado y al analisis del mercado

internacional a continuacion se presenta el tamafo del mercado potencial

SUPUESTOS DEL MERCADO
PARAMETROS ESTIMACION MERCADO OBJETIVO

ANALISIS

INTER- % DEL N® ANALISIS

MERCADO POTENCIAL NACIONAL NACIONAL MERCADO ESTIMADO
ANALISIS AVESTRUZ 5.040 0 30 1.512
ANALISIS EWU 240 0 30 72
ANALISIS NANDU 100 0 30 30
SERVICIOS CONSANGUINIDAD AVESTRUZ 100 10 36 640
SERVICIOS CONSANGUINIDAD EMU 100 10 36 640
Total 5.580 20 2.894

Se pretende abarcar el 30% al 36% del mercado potencial de acuerdo a los datos
consultados. Si bien el nimero de muestras es bastante escaso, y el acceso al
mercado internacional es casi despreciable, en base a estos datos es posible
estructurar un analisis de costos como empresa base (sin considerar otros

servicios, desarrollos, etc.).

El valor utilizado como precio de venta del servicio de sexaje para ratites es de
$7.500.- el cual se basa en el 60% del valor de los precios a los cudles se
transaron algunas muestras a productores del sur. Si bien el estudio de mercado
indica valores inferiores, esto se debe a que la metodologia de estudio para un
producto nuevo siempre sondea un precio y obviamente el potencial usuario
siempre baja el precio. De esta forma los especialistas concluyen (y esto es lo
relevante) que existe interés en el servicio, ya que primero se sondea a que precio
lo usaria y si no existiera interés la respuesta seria “a ningin precio”; por el
contrario si manifiesta precio indica interés y si al consultar a un precio dado bajo
($5.000) mantiene el interés implica que pueden seguir interesados a precios de
mercado internacional y de servicios relacionados. No se hace referencia a

pedidos por mayor por las innumerables aristas que ello implica.
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ESTRUCTURA ANUAL DE COSTOS ANO ESTABILIZADO
MODALIDAD EVALUACION: COSTO-BENEFICIO PURO

o
N° de Servicio WE Andilsls UNIDAD CANTIDAD  S/Unid. TOTAL (§)
IServicio
[INGRESOS POR VENTAS 21.065.000
ANALISIS AVESTRUZ andlisis 1.512 7.50 11.340.000
ANALISIS EMU anilisis 7 7.50 540.000
ANALISIS NANDU andlisis 3 7.50 225.000
SERVICIOS CONSANGUINIDAD AVESTRUZ 40 16 analisis 64 7.000 4.480.000
SERVICIOS CONSANGUINIDAD EMU 40 16 analisis G40 7.000 |5 4.480.000
NUMERQ TOTAL DE ANALISIS VENDIDDS 2.894
N° ANALISIS POR BATERIA 1 | 8 16 48 96
ITER TOTAL i#) TOTAL (3 TOTAL () TOTAL (1) TOTAL ]
COSTOS VARIABLES EN PERSONAL 4 22404383 | 2.800.548 | § 1400274 | % Te8.719 |4 T68.719
RECURSOS HUMANOS PROFESIONAL :
Horas Hombre por bateria 0.1 010 0,10 a1s 030
Total Jamadas Hombre para lng andlisis] 36,18 452 2,26 113 113
ecia porHors o s 15,000 00 15 00m 15.000,00 5000
por andlisis | § 1.500,00 3187 50 $9375 § 4600 $46E8
TOTAL ESPECIALISTA N andlisis 26 4 1340000 | 4 542,625 | ¥ 20113 [ 4 135.656 |4 135,656
RECURSUS HUMANOS TECHICO
Horas Hombre por batena p— 178 178 178 3o G0
Total Jomadas Hombre pars analisis 6451 06 an3 frd 32k
Total Jornadas Hombre pars muesirens 545 1 806 03 26 25
Pracio por Hara ' 175000 1.740,00 1.750,00 1.750,00 1.750,00
Cosgto por anslisis 3524167 § 7EOZ §350,10 $ 21875 $21875
TOTAL TECNICO DE LABORATORIO M andhisis 2894 4 15063383 |4 2.257.923 | % 1128961 |3 633.063 |4 633063
[__UNIDAD | CANTIDAD TOTAL i3) TOTAL (1) TOTAL (1) TOTAL 3] TOTAL ()
COSTOS VARIABLES INSUMOS, EQUIPOS ¥ OTROS 4 2.741.984 |4 2.741.984 |3 2741984 |5 2.741.984 |3 2.741.984
INSUMDS MUESTRAS DE SANGRE
TUBQ EPPENDORF unidad 2834 4 37.564.1 |-§ 37554 |5 37564 (5 37564 |-5 37 564
TIRA PAPEL WATMAN unidad B2 5 10416 -8 1.042 1§ 1.042 [-§ 1042 |5 1.042
IHSURMOS EXTRACCION DNA
GLELEX gramos 434 5 36546 |5 355 |5 3855 [§ 3855 [-§ 3855
TUBE0 EPPENDORF unadad 2894 £ 375641 |-% 37564 |5 37 564 -3 37 564 [-§ 37 564
CAJA ALMACENAJE costo uso 2834 -8 318408 3B 1§ 31.834 |5 31834 -5 31 B34
PLUNTAS unidad 5738 -% 433521 |-§ 43352 |5 43.352 |-§ 43352 -8 43 352
TBE gramas 1.447 % BATI25 18 B8.733 [-§ BB.733 |.§ B8.733 [-§ B 733
INSUMOS PCR SCAR
SINTESIS PARTIDORES samvicio ph £ 788 i 1 56722 % 5672 |-% 5672 |-§ 5672 % 5672
TAD microlitig 2834 -§ JATHE |5 f=Ling vl 1 304,742 -8 394742 |5 304,742
DNTPS microlitro 434,10 4 8305 78138 -§ 78.130 -5 78138 |5 78138
AGLIA microlitro 208 4 125848 |5 1.215 [-% 1.215 -5 1.215 |5 1.215
PUNTAS uridad 28.540 - 216,760 60 [-§ 216,761 |-§ 216.761 [-§ 216.761 |-5 216 761
MARKER s 28M -§ 550 5420 |-§ 550,542 |-§ 556542 |-§ 558 542 |5 550.542
BUFFER DE CARGA microdito 7.235 B 1 14,4700 [-§ 14.470 |5 14.470 |5 14.470 |-§ 14.470
AGARDSA miligramo 115,76 -5 1134446 |-5 13445 -5 113.445 |-§ 113.445 |-§ 113,445
TBE mililitra 17364 -5 B24.7900 |-5 B24.750 |5 H24.790 -5 B24.790 [-§ H24.7%0
FOTO unidad 2894 -8 578800 |-§ 57 BED |-§ 57.860 |5 57.880 -5 57 B0
BROMURO DE ETIDIO mililitr 2834 -4 1736400 (-§ 173640 |-§ 173640 -5 173640 |-5 173640
US0 DE EQUIPOS
TERMOCICLADOR, ELECTROFORESIS, ETC N -anlisis 2834 -4 TBTAETA | T4 746 |-§ 78746 (-5 TB.745 -5 78746
OTROS GASTPOS
COSTODE VENTA porcentaje 1% § H0BS000 | § 210650 (§ 210650 | § 210850 | § 210650
MARKETING porcentaje 1% 5 HOESDL0 | § 210650 (% 210650  § 210650 | § 210650
I ITEM | TOTAL i§) | TOTAL (§) TOTAL (3} TOTAL (1)
€ostosFwos T 2200000 I B
RECURSOS HUMANDS PROFESIONAL
. Meses de trabajo 3 - ; S 1 1 . 1
_____ Sueldo mensual 3 1000.000 | § 1.000.000 | 100000000 100000000 | 1.00000000 |
TOTAL ESPECIALISTA ‘N anilisie 2834 4 3.000.000 |-% 000,000 {4 10NN |5 T000.000 |5 1,000,000
RECURSOS HIMANGS TECNICO
Meses de lrabajo B0 a 5 3 3
Sueldo mansual 3 240.000 | § 240000 | § 240.000 | § 240000 | § 240.000
TOTAL TECMCO DE LABORATORIO T andlisis 2834 4 400,000 |4 1920000 |3 1,200,000 -4 T20.000 [-§ T20.000
UTR o e 3 = 3= k! 3 3 Rl 2] 1866032
PERIODD DE GASTO EN MESES 60 [} 5 3 3
UNIDAD SAUNIDAD ]
US0 DE INFRAESTRUCTURA mes 150000 |6 9000000 |5 1,200,000 |5 750,000 1§ 450,000 |-§ 46D 000
MANTENCION DE EQUIPOS % equiposimes LE7%  |'% 1920 2680 |-§ 256037 |-§ 60023 |5 26,014 (-5 96 014
ADMINISTRACION mes -§400000 |$ 24000000 |-$ 3200000 (-5 21000000 |-§ 1.200.000 |5 1200000
DEPRECIACION % equiposimes £0.83% -$ 2400350 |-% 320047 |-§ 200.029 -5 120018 |-§ 120 18
|
MARGEN OPERACIONAL I S8.801.997 T.626.3684] 11.612.690
lmpuestos 4 1.296.485 | 1974157 |5 2374605 |4

Dapreciacion

..

120,018

FLUJO NETO

4§ 401647 | §

6649046 |8  9.838.562

$

11.713.678

11713678
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COSTO VARIABLE POR ANALISIS ($)

N® ANALISIS POR BATERIA 1 8 16 48 98

HORAS HOMBRE POR BATERIA 1,88 1.88 1,88 3.00 6,00

RECURSOS HUMANODS / ANALISIS 5 TTMET | § 967,71 | § 483,85 | § 26563 |§ 265,63
INSUMOS MUESTRAS DE SANGRE / ANALISIS 3 13,34 |5 1334 1 § 1334 | & 13,34 | § 13,34
INSUMOSEXTRACCION DNA | ANALISIS -1 64,04 | § B4,04 | 3 B4,04 | § 64,04 [ 5 64,04
INSUMOS PCR SCAR | ANALISIS 3 B4Z288 | § B42.88 | 5 84288 | § 842,88 | § B42,88

USO DE EQUIPOS / ANALISIS s 272118 2721 | % 27211 % 2121 1% 27.21

TOTAL [ ANALISIS $ B.689,14 | § 1915181 § 143133 [ § 1.213,10 [ § 1.213,10

El anélisis genera un escenario bastante limitado, el cual genera un flujo anual de

MM$ 11,7 después de impuestos en afio estabilizado, lo que se genera por el

escaso volumen de andlisis que se puede vender de acuerdo a los datos del

estudio de mercado. Sin embargo y bajo un escenario de evaluacidon conservador

se puede evaluar el proyecto a cinco afios considerando la posibilidad de analizar

el negocio como un laboratorio con personal realizando exclusivamente las

labores de sexaje y determinacion de consanguinidad durante un periodo
equivalente a 5 meses al afio, debiendo el resto del tiempo dedicarse a cumplir

otras labores para garantizar el funcionamiento de la unidad de manera rentable.
Considerando este escenario de personal trabajando part-time se obtiene la

siguiente evaluacion economica:

FLUJO ANUAL DEL PROYECTO - EVALUACION ECONOMICA-PARA BATERIAS PCR DgﬁANﬂLISIS

FLUJO ANUAL 0 1 2 3 4 5
INVERSION INICIAL - 4.800.700

CAPITAL DE OPERACION - 5.310.053

META DE VENTAS 60% T0% B85% 100% 100%
INGRESOS VENTAS 12.639.000 14.745.500 17.805.250 21.065.000 21.065.000
EGRESOS

COSTOS VARIABLES - 4,142.258 - 4.142.258 - 4,142,258 - 4.142.258 - 4.142.258 - 4,142,258
COSTOS FlJOS - 5.310.053 - 5.310.053 - 5.310.053 - 5.310.053 - 5.210.053 - 5.310.053
VALOR RESIDUAL 1.200.175
UTILIDADES BRUTAS - 19.563.063 3,186.690 5.293.190 8.452.940 11.612.690 T 12.812.865
IMPUESTOS 541.737 899.842 1.437.000 1.874.157 2.178.187
DEPRECIACION 200.029 200.029 200.029 200.028 200.029
UTILIDADES NETAS - 19.563.063 2.844.982 4.583.377 7.215.969 9.838.562 10.834.707
TIR 19%]|

(VAN 3.728.198 |
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El monto de inversion inicial se refiere a los equipos (ver estructura de costos) y el
capital de trabajo u operacion al funcionamiento de 1 afo tres meses hasta
comenzar la venta de andlisis. Como ya se ha mencionado no considera la venta
de otros servicios y estd muy acotado a los datos arrojados por el estudio de
mercado. El VAN del proyecto es de MM$ 3,7 y la TIR de 19%, lo que lo hace un
negocio atractivo de acuerdo a los parametros normales pero con un tamafno muy
pequefio. De esta forma el interés que pueda surgir por el desarrollo de esta

iniciativa estara condicionado, a nuestro entender, a las siguientes situaciones:

- Universidades: acoplarse a alguna unidad de servicios de analisis
similares existentes o generar una nueva unidad en pos de dar impulso
a nuevas alternativas que se produzcan bajo el alero del proyecto. Se
debe tener presente gque es una unidad pequefia que se autosustenta y
genera excedentes.

- Laboratorios: puede servir de base para el escalamiento hacia nuevos
nichos de mercados. Sdélo se constituye en alternativa para aquellos que
cuentan con el personal idoneo o la capacidad de generarlo.

- Empresas agricolas o de ratites: no presentan ninguna ventaja
estratégica ni genera un volumen de negocio atractivo, por ende no
califican dentro de las candidatas.

- Incubadoras de Negocio: debido al alto grado de innovacion y desarrollo
tecnolégico involucrado, puede ser una excelente idea para desarrollar
en alguna incubadora de negocios con apoyo de fondos de inversion de
riesgos, en el sentido de usarla de plataforma para arremeter hacia
nuevos servicios y desarrollos. En ambos casos y dada la pertenencia
de los resultados en forma conjunta a las universidades y FIA, las cuales
cuentan con este tipo de incubadoras podria ser un negocio interesante

para estructurar, hacerlo crecer y posteriormente venderlo.
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V.- Problemas enfrentados.

Problemas técnicos.
La obtencién de DNA a partir de plumas de los polluelos de algunas familias

de emu y fandu no fue exitosa.

Los marcadores SCAR Dn230 y Dn70 para emu construidos no permitieron la
identificacion del sexo en forma confiable en esta especie, situacion que derivd en

la construccion de un nuevo marcador. que resultd exitoso.

No se aplico la encuesta internacional a productores de ratites (actividad adicional
propuesta en el informe N°3) debido a problemas con la base de soporte

informatico.

El estudio de parentesco en avestruz con marcadores microsatélites contemplaba
inicialmente la utilizacion de siete /oci de estos marcadores. Sin embargo, se
eliminé del estudio, el marcador LI014 ya que, a pesar de realizar distintos
protocolos de PCR, no se logréo obtener fragmentos discretos, es decir

individualizar los alelos esperados.

Problemas legales.

Los resultados de la técnica de marcadores moleculares para ratites
permiten sugerir que es un proceso susceptible de ser patentado, ya que de
acuerdo al analisis no existe una metodologia similar que se encuentre disponible

actualmente a nivel nacional e internacional, con los marcadores utilizados.
Esto sugiere la posibilidad de obtener patente para la metodologia de trabajo

desarrollada y no para el marcador en si mismo, ya que los partidores de origen

so6lo pueden ser utilizados con fines de investigacion.
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De la misma forma el equipo técnico del proyecto no posee las capacidades ni el
proyecto cuenta con los recursos para iniciar la tramitacion de una patente al
respecto, sin embargo queda abierta la posibilidad de que estos resultados
puedan ser considerados para el tramite de una patente por parte de las

instituciones ejecutoras.
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VI. Calendario de Ejecucion.
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PROYECTADO REAL
ID |TAREA DURACIONJFECHA INICIO  |[FECHA TERMINQFECHA INICIOJFECHA TERMINO
2|Etapa 1: Desarrollo Técnica Sexaje 505 days 01-12-01 07-11-03 01-01-02 10-06-04
6]Organizacion Equipo de Trabajo 2 wks 03-12-01 14-12-01 03-01-02 14-01-02
7|Seleccion Personal 2 wks 17-12-01 28-12-01 17-01-02 28-01-02
8|Compra Equipos 2 wks 17-12-01 28-12-01 17-01-02 28-01-02
9|Recoleccion Antecedentes 2 wks 31-12-01 11-01-02 31-01-02 11-03-02
10}Estandarizacion Técnica Extraccion ADN 40 days 21-01-02 15-03-02 21-01-02 12-04-02
18} Screening Marcadores RAPD Polimérficos 160 days 18-03-02 25-10-02 02-05-02 25-01-03]
Construccion de SCARSs polimorficos 210 dias 28-10-02 15-08-03 04-07-02 27-05-04
28|Construccion Marcadores SCAR Polimorfico Avestruz 04-07-02 25-09-02
Construccion Marcadores SCAR Polimérfico Nandu 29-08-02 02-09-03|
Construccion Marcadores SCAR Polimarficos Emu (3 SCARS) 06-06-02 27-05-04
45{Verificacion Herencia Marcadores SCAR por Familia 60 days 18-08-03 07-11-03 30-12-02 10-06-04
Verificacion Herencia Marcadores SCAR por Familia Avestruz 30-12-02 25-02-03
Verificacion Herencia Marcadores SCAR por Familia Nandu 25-09-03 29-10-03|
Verificacion Herencia Marcadores SCAR por Familia Emu 27-05-04 10-06-04
51|Etapa 2: Evaluacion y Desarrollo Técnica de sexaje en Terreno 770 days 03-12-01 12-11-04 03-12-01 10-06-04
57|Seleccion de Ejemplares y formacion de familias por especie 355 days 17-12-01 25-04-03 17-01-02 25-04-03
70}Seleccion de individuos - Avestruz 3 wks 10-11-03 28-11-03 21-01-02 30-12-02
71|Seleccién de individuos - Nandu 5 wks 10-11-03 12-12-03 21-01-02 25-09-03
72|Seleccion de individuos - Emi 5 wks 10-11-03 12-12-03 21-01-02 27-05-04
74]Sexaje por marcadores 6 wks 19-01-04 27-02-04 30-12-02 10-06-04
77|Etapa 3: Analisis de Utilizacion Precomercial 286 days 10-10-03 12-11-04 01-05-03 30-08-04
78]Obj.: Evaluacion y escalamiento precomercial Técnica de Sexaje 0 days 23-10-03 23-10-03 01-05-03 01-05-03
79]Coordinacién Etapa 3 286 days 10-10-03 12-11-04 01-05-03 30-08-04
80| Actividades Administrativas 10 days 10-10-03 23-10-03 01-05-03 30-08-04
81|Organizacion Equipo de Trabajo 2 wks 10-10-03 23—10—03' 01-05-03 02-05-03
82)Seleccion Personal 2 wks 10-1 O-GSi 23-10-03 01-05-03 02-05-03
83|Medicion Parametros 10 wks 10-11-03 16-01-04/ 01-05-03 30-06-05
84|Determinacion de Costos 8 wks 19-01-04 12-03-04 01-05-03 01-09-03
85| Analisis del Mercado Potencial 16 wks 15-03-04 02-07-04 01-03-04 01-07-04
86|Desarrollo programa de Certificacion 48 wks 15-12-03 12-11-04 01-12-03 30-12-03
87|Escalamiento precomercial Laboratorio independiente 16 wks 26-07-04 12-11-04 20-01-04 28-01-04
88|Elaboracion Plan Estratégico 16 wks 26-07-04 12-11-04 30-07-04 30-08-04
89|Evaluacion econdmica 16 wks 26-07-04 12-11-04 30-07-04 30-08-04
90|Difusién de Resultados (Manual y Seminarios) 16 wks 26-07-04 12-11-04 30-07-04 30-08-04
91|R.V.: Escalamiento precomercial evaluado 0 days 12-11-04 12-11-04 30-08-04 30-08-04
92|Etapa 4: Desarmollo Programa de cruzamientos para establecer lazos 270 days 01-12-03 10-12-04
93| Analisis de Informacién en Birdtruz 20 wks 01-12-03 02-05-04
Revision biblografica y eleccion de loci microsateélites 16 wks 01-12-03 01-04-04
Sintesis de partidores microsatelites 4 wks 02-04-04 02-05-04
94| Toma de muestras para extraccion de DNA 4 dias 03-05-04 06-05-04
96|Screening de loci microsatélites 12 wks 07-05-04 06-08-04
98|Analisis de Parentesco 16 wks 06-08-04 10-12-04

OBS. FECHAS APROXIMADAS SALVO ERROR U OMISION



VIl. Difusion de Resultados.

Durante el desarrollo del presente proyecto se generaron variados temas de
difusion con el objeto de difundir la informacion generada. Entre los mas

destacados podemos mencionar.

- Articulo de Difusion

Articulo de difusion periodistica publicado originalmente en el diario Austral
suplemento Campo Surefio el dia 13 de enero del 2003, el cual
posteriormente fue extractado por la pagina web de emusur. Se adjunta en
el Anexo N%5

- Encuesta de usuarios
Se desarrollé encuesta para aplicacion internacional respecto del interés de
la técnica a un valor dado y la explicacion de cémo acceder a ella. Se

adjunta en Anexo N°6

- Pagina Web
Con los resultados del proyecto y la aprobacion previa del FIA se publicaran

los resultados en la pagina web www.elsectoragricola.com/ratites.html

VIil.- Impactos del Proyecto.

Con relacion a este punto, se centrard la explicacion en los impactos de tipo
técnico, econémico y de administracion propuestos originalmente en el proyecto,

respecto a los resultados globales obtenidos, tanto aquellos programados como
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otros derivados del desarrollo del proyecto. Al respecto, se indicaran y explicaran
también impactos laterales que pudiesen darse a futuro como consecuencia de
observaciones, resultados, contactos y productos relacionados, surgidos del

desarrollo de la presente iniciativa.

Para mayor claridad en el desarrollo de esta parte, se analizaran en forma
separada aquellos impactos obtenidos en el proyecto y aquellos otros que

pudiesen derivarse en el futuro, producto de la ejecucion del proyecto.

No se han generado publicaciones cientificas.

Obtenidos en el proyecto
- Marcadores moleculares desarrollados
Se logré construir una marcador SCAR para cada especie de ratite
los cuales amplifican en las hembras y no en los machos,
consiguiendo con esto determinar el sexo. De la misma forma se
constatd, a traves del estudio de herencia de los marcadores en
familias que dichos marcadores se heredan sélo de madrre a hija . -
Técnicas de muestreo
Se establecié una técnica de muestreo facil y rapida para poder
determinar el sexo sin estresar a los animales, la cual ademas
permite obtener DNA en forma suficiente para los analisis.
- Aplicacion practica a productores
Se desarrollé la marcha blanca del proyecto con productores de
avestruces y emu, los cuales quedaron conformes con los resultados
obtenidos.
- Determinacion de parentesco
Se desarrollé6 una metodologia valida para establecer relaciones de
parentesco y consanguinidad al interior de los planteles de avestruz,
situacion que permite seleccionar reproductores en forma segura y
evitar depresiones endogamicas en la poblacion.
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Pueden obtenerse en el futuro

- Generacion de patentes
De acuerdo a los resultados obtenidos es posible sugerir la
posibilidad de obtener patentes respecto del procedimiento utilizado
para la determinacion del sexo en las tres especies de ratites
estudiadas.
- Unidad de negocios
Es posible el funcionamiento de un laboratorio de analisis molecular
que comercialice los productos derivados del proyecto, asi como
nuevos desarrollos relacionados.
- Nuevos empleos
Si bien el proyecto no genera directamente nuevos empleos la
materializacion de una unidad de negocios permitiria dar trabajo
directo a tres personas de nivel técnico avanzado.
- Capacidades cientificas y ténicas
La realizacion del proyecto gener6 capacidades cientificas y técnicas
en los participes del mismo lo cual permite a estos investigadores y
profesionales avanzar hacia otras areas de desarrollo. En forma
especifica se puede sefialar que se capacité en forma directa o
indirecta a 3 técnicos de laboratorio, 2 investigadores (optando en la
actualidad al grado de doctor), 2 profesionales de areas afines, 1
tesista y 1 operario de laboratorio.
- Usuarios
A nivel de informaciéon se sefiala que los usuarios que piedieron
informacion por los servicios desarrollados en forma comercial y/o a
modo de consulta son:

- Agricola AASA, fono 34-481055, Los Andes

- Sr. Luis Gasmuri, avestruces Rupanco, fono 09-1113419,

Rupanco
- Emusur, Sr. Juan Guillermo Valenzuela, sin fono. Valdivia
- Sra. Fanny Cossio, avestruces Ostrich Park, 08-973093, TilTil
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IX.- Conclusiones y Recomendaciones

e Se obtuvo un marcador SCAR para la identificacion molecular del sexo en
cada especie de ratite, disefidndose métodos sencillos de obtencion de
muestras y procedimientos rapidos de laboratorio que estan disponibles
para el sector productivo.

e Los marcadores microsatélites L105, LI09, OSM4, OSM5, OSM6, OSM7,
fueron amplificados con éxito en muestras de DNA de 35 ejemplares
genealogizados de avestruces.

e La técnica de microsatélites fluorescentes resulta de gran utilidad en la
identificacion precisa del tamario de los alelos de cada loci. La estrategia de
utilizar loci microsatélites cuyos alelos son de tamafios distintos permite
combinar los colores de los fluorocromos (azul verde y amarillo) y de esta
manera examinar de conjunto los seis loci microsatélites para cada
individuo.

e La diversidad alélica encontrada en este estudio permiti6 establecer el
parentesco genético entre los individuos y contrastar estos resultados con
los datos genealdgicos. El 11.5% de los polluelos analizados tenian mal
asignado al menos un progenitor en los registros genealogicos manejados
por el plantel cuando se utilizan estos seis loci microsatélites (probabilidad
de exclusién conjunta de paternidad = 98,9%). Ademas, nuestros resultados
indican que es altamente probable que los animales progenitores de los
polluelos 97, 106 y 417 no estaban presentes entre los progenitores
analizados.

o FEl parentesco genético parece tener buena correlacion con el parentesco

tedrico estimado desde genealogias con estos seis loci microsatélites, al
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menos hasta el nivel de parentesco entre hermanos. Parece ser necesario
utilizar mayor numero de loci microsatélites para resolver grados menores
de parentesco, como medios hermanos o primos.

e Los andlisis genéticos realizados en las familias de avestruces indica que
para realizar estimaciones de parametros que requieren conocer
exactamente las parejas padre-progenie, tales como el calculo de
coeficientes de endogamia, si se quiere controlar la consanguinidad,
estimar heredabilidad de caracteres de importancia productiva (vender
genética), es necesario realizar este tipo de andlisis de
paternidad/maternidad para corroborar los registros genealdgicos de un
plantel.

e Los resultados obtenidos nos permiten establecer que el uso de
microsatélites para los analisis genéticos de parentesco constituye un
método confiable para ser aplicado en planteles productivos de avestruces
que deseen corroborar sus registros genealogicos o bien que no cuenten

con registros genealdgicos confiables.

Respecto al estudio de mercado se puede concluir lo siguiente:

- La produccion de RATITES, especialmente de AVESTRUZ es un sector
productivo en crecimiento que genera expectativas y donde los
productores estan abiertos a la aplicacion de tecnologia para un
desarrollo acelerado.

- En este contexto, se observa interés por técnicas que permitan
desarrollar su negocio, entre ellos las referidas al manejo reproductivo y
genético de sus animales.

- La VENTA de animales sexados, parece ser una necesidad del negocio,
asi una alta proporcion lo hace y los que no, lo piensan implementar.

- Actualmente los productores que venden sus animales sexados lo hacen
mediante los métodos VISUAL y MANUAL, y perciben en ellos una
eficiencia de 76%.
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En relacion al METODO DE MARCADORES MOLECULARES, la mitad
de ellos lo conoce, pero, hay una gran falta de informacion, a pesar de
ello genera una ALTA INTENCION PARA SU APLICACION, porque se
percibe MAS EFICIENTE Y SEGURA.

El precio de $5.300 para su aplicacion, esta por sobre las expectativas
de precio para la aplicacion de la técnica en una proporcion relevante
de los productores.

Asi el 86 % de intencion positiva para su aplicacion sin conocimiento de
precio, cae a un 60% al evaluar un precio de $5.300.

La técnica al precio evaluado, aparece con mayor potencial de
aceptacion entre productores que actualmente venden sus animales
sexados.

Los servicios para el manejo genético, son de interés especialmente Ila
SELECCION por caracteristicas productivas, sin embargo, 1 UF por
contar con el servicio, también aparece como una barrera a su adopcion.
Los pequefios productores, son menos sensibles a los precios
presentados, tanto para la Técnica de Sexaje mediante Marcadores
Moleculares, como para los Servicios de Manejo Genéticos, lo que
indica, que son un segmento de alta potencialidad para la
implementacion de estas herramientas, ellos estan iniciando su negocio
y tienen altas expectativas de crecimiento.

La TECNICA de SEXAJE mediante marcadores moleculares, tiene una
buena aceptacion potencial, pero requiere de DIFUSION, para dar a
conocer sus beneficios, especialmente aquellos que la diferencian de
los métodos de uso ACTUAL, y un estudio mas acabado en relacion a

su precio.
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X.- Otros Aspectos de Interés

En el marco del proyecto se disefié un sistema de detecciéon del SCAR DnG9
en emu que permite simultaneamente utilizar un segundo marcador comun para
machos y hembras como control de la calidad del DNA.

Un método de sexaje basado en PCR aprovecha las ventajas de esta técnica,
como su sensibilidad y reproducibilidad, junto con la conveniencia de trabajar con
DNA, el cual se puede obtener de pequefias cantidades de diversos tipos de
tejido. Ademas, este tipo de técnica permite el analisis de una gran cantidad de
muestras al mismo tiempo reduciendo los costos y el tiempo con respecto a
analisis individuales. El PCR se utiliza usualmente para amplificar un marcador
asociado a un rasgo de interés, por lo que se requiere mas de una reaccion
cuando se desea obtener informacion de otros marcadores.

Una manera de mejorar este procedimiento es por medio de un PCR
muiltiple (“Multiplex PCR”"), el cual consiste en la amplificaciéon simultanea de dos o
mas marcadores en un mismo individuo. Un caso especial donde esta estrategia
es particularmente util, es cuando se trabaja con un marcador de presencia y
ausencia (como un marcador SCAR) y se requiere verificar la calidad del DNA. En
este caso se necesita un marcador que amplifique en todos los individuos de
manera de descartar la ausencia del marcador de interés por una falla en la
extraccion de DNA. Considerando las ventajas de este método se desarrollo un
protocolo de PCR multiple para amplificar el marcador SCAR DnG9 junto a un
marcador que amplifica tanto en machos como hembras. El protocolo se optimizoé
siguiendo las sugerencias de Henegariu et al. (1997), quienes estudiaron los

principales factores y condiciones que afectan este tipo de reacciones.

Metodologia

El PCR muiltiple para el sexaje de emu se desarrollé a partir del protocolo
utilizado para amplificar el SCAR DnG9. Se probaron varios partidores en
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combinacién con los del SCAR en muestras de DNA de machos y hembras de
eml extraidas con fenol. Los partidores que se ensayaron fueron los Dn70 y
Dn230, que se disefiaron en este proyecto como marcadores SCAR pero que
amplifican tanto en machos como hembras, y los partidores EE06, que permiten
amplificar una regién de los cromosomas sexuales en aves (ltoh et al., 2001). La

combinacion con la cual se obtuvieron mejores resultados fue DnG9-EE06.

El siguiente paso fue la optimizacion del protocolo del PCR muiltiple. Se
realizaron varias modificaciones al protocolo del SCAR DnG9 incluyendo las
cantidades de reactivos y el perfil térmico del PCR. Se probaron distintas
concentraciones de MgCl,, dNTPs, Taq polimerasa y partidores. También se
probaron varias temperaturas de annealing y programas con distinto nimero de
ciclos de reaccion. Los cambios mas significativos en la amplificacion de ambos
marcadores se produjeron al modificar las cantidades relativas de los partidores.
Estas concentraciones se ajustaron hasta obtener bandas de la misma intensidad

para ambos marcadores.

El protocolo optimizado del PCR muiltiple es el siguiente:

A) Mezcla de reaccion:

Reactivo ul
H.O 10,8
Buffer (10X) 2,0
MgCl, (50mM) 0,8
dNTPs (10mM) 0,35
partidores DnG9 (10uM) 0,25 clu
partidores EE06 (10uM) 0,35 c/u
Taq polimerasa (5U/ulL) 0,35
DNA (6ng/uL) 4,6
B) Programa de amplificacion:
Paso Temperatura (°C) Tiempo
1 94 2 minutos
2 92 50 segundos
3 64 1 minuto
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4 72 1 minuto
b ir al paso 2, 30 veces

6 12 10 minutos
7 10 infinito

Resultados

Se obtuvo una amplificacion simultanea de los marcadores DnG9 y EEQ6
de modo que los machos de emu presentan solo la banda correspondiente al
marcador EE06 y las hembras dos bandas que corresponden a ambos
marcadores. Los tamafos de las bandas son aquellas observadas en la
amplificacion de cada marcador por separado.

En la Figura 5 se observa la amplificacion del PCR muiltiple en dos machos
y dos hembras de emu (muestras de DNA extraidas con fenol con una

concentracién de 6ng/uL) bajo dos condiciones de reaccion.

1050pb

450pb

Figura 28. Amplificacién de PCR muiltiple en machos y hembras de emu
utilizando dos temperaturas de annealing: A) 64°C, B) 65°C. M: marcador
de peso molecular; pb: pares de bases.
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ANEXO 1

Ficha Costos Detallada
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ESTRUCTURA DE COSTOS

VALOR
- UNIDAD CANTIDAD UNITARIO (5) COSTO ($)
MUESTRAS DE SANGRE
TUBO EPPENDORF unidad 1,00 $ 12,08 | $ 12,98
TIRA PAPEL WATMAN unidad 3,00 $ 012|$ 0,36
SUB-TOTAL $ 13,34
EXTRACCION DNA
QUELEX gramos 0,15 $ 888|% 1,33
TUBO EPPENDORF uso caja 1,00 $ 12,98 | $ 12,98
CAJA ALMACENAJE uso caja 1,00 $ 11,00 | $ 11,00
PUNTAS uso caja 2,00 $ 749 | $ 14,98
TBE gramos 0,50 $ 47501 % 23,75
SUB-TOTAL $ 64,04
[PCR SCAR
SINTESIS PARTIDORES servicio pb 2,00 $ 0983 1,96
TAQ microlitro 1,00 $ 136,40 | $ 136,40
DNTPS microlitro 0,15 $ 180,00 | $ 27,00
AGUA microlitro 7,00 $ 006|% 0,42
PUNTAS unidad 10,00 $ 749|$ 74,90
MARKER set 1,00 $ 193,00 | $ 193,00
BUFFER DE CARGA microlitro 2,50 $ 2,00]% 5,00
AGAROSA miligramo 0,04 $ 980,00 | $ 39,20
TBE mililitro 6,00 $ 4750 | $ 285,00
FOTO unidad 1,00 $ 20,00 | $ 20,00
BROMURO DE ETIDIO mililitro 1,00 $ 60,00 | $ 60,00
SUB-TOTAL $ 842,88
RECURSOS HUMANOS
ESPECIALISTA Hora hombre 0,10 $ 15.000,00 | $  1.500,00
TECNICO DE LABORATORIO - EXTRACCION DNA Hora hombre 1,00 $ 1.750,00 | $  1.750,00
TECNICO DE LABORATORIO - PCR SCAR Hora hombre 0,50 $ 1.750,00 | $ 875,00
TECNICO DE LABORATORIO - GEL Hora hombre 0,25 $ 1.750,00 | $ 437,50
TECNICO DE LABORATORIO - CARGAR GEL Hora hombre 0,03 $ 1.750,00 | $ 58,33
SUB-TOTAL $ 4.620,83
N° ANALISIS VIDA | VALOR EQUIPO
ITEM OTIL $) COStR &)
!’uso DE EQUIPOS
BOTELLA 2.000 $ 10.000 | $ 5,00
VASO PRECIPITADO 2.000 $ 3.800 | § 1,90
GRADILLA 2.000 $ 6.900 | $ 3,45
MAQUINA FOTOGRAFICA 10.000 $ 120.000 | $ 12,00
TERMOCICLADOR 960.000 $ 4.200.000 | $ 4,38
CAMARA ELECTROFORESIS 960.000 $ 460.000 | $ 0,48
SUB-TOTAL $ 27,21
[COSTO UNITARIO ANALISIS PCR [$ 5.568,30 |




USO DE EQUIPOS

VALOR EQUIPO

SERVICIOS VIDA UTIL

ANALISIS POR BATERIA

COSTO POR USO

$ unidad unidad $
BOTELLA 10.000 2.000 1 5,00
VASO PRECIPITADO 3.800 2.000 1 1,90
GRADILLA 6.900 2.000 1 3,45
MAQUINA FOTOGRAFICA 120.000 10.000 1 12,00
TERMOCICLADOR 4.200.000 10.000 96 4,38
CAMARA ELECTROFORESIS 460.000 10.000 96 0,48




ANEXO 3

Andlisis Estratégico y Plan de Marketing
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Analisis Estratégico y Plan de Marketing Servicio Sexaje de
Ratites

1. Resumen

El negocio a desarrollar contempla el servicio de sexaje de ratites mediante
marcadores moleculares y la evaluacion de consanguinidad o parentesco a nivel
de criaderos de estas aves. El canal de comercializacion considera el
funcionamiento de un laboratorio como unidad auténoma, el cual realiza difusion y
venta de los servicios a través de un vendedor que presente el servicio a los
veterinarios o profesionales encargados de los criaderos, y la empresa, no existen
mas intermediarios en el negocio. El ambito del negocio es nacional para los

servicios de sexaje e internacional para los de consanguinidad.

El servicio contempla el envio de un kit de toma de muestra al productor nacional
interesado, quien debe enviar la muestra por correo al laboratorio. Luego el
analisis realizado a nivel de laboratorio y el envio del resultado del analisis a

través de la red o de correo. .

Actualmente el sexaje de ratites a nivel nacional, se realiza en forma visual o
manual, lo que tiene una eficiencia del 75%. La cual puede aumentar a mas de un

99% si se utiliza la técnica de sexaje molecular.



2. Tamarno del Mercado

El mercado del sexaje de ratites a nivel nacional esta conformado por los criaderos
de avestruces, quienes estaran interesados en conocer tempranamente el sexo de
sus aves, lo que les permitira seleccionar los animales que quedaran para

reproductores, y vender reproductores de poca edad, adecuadamente sexados.

Para la estimacion del tamafio de mercado se utilizd como base los datos
recolectados de entrevistas realizadas a los principales productores de ratites a

nivel nacional, en la cual se contactaron 22 productores.

Del total de productores, 2 eran productores de Emu y tenian 5 hembras cada uno;
y 20 productores eran criadores de avestruces, estos tenian un promedio de 126
animales cada uno, de los cuales el 33% eran reproductores, es decir 42
reproductores por criadero. Si consideramos que mantienen sus reproductores en

trio, existe un total de 28 hembras promedio por productor.

Lo anterior se traduce en 20 hembras reproductoras de Emu y 560 hembras
reproductoras de Avestruces.

Bajo el supuesto de que los productores estaran interesados en sexar un 30% de
los pollos nacidos para dejarlos como reproductores, ya sea como reemplazo de
su criadero o para vender; y que cada hembra de produce 30 pollos vivos al afio
para el caso de las avestruces, y 40 pollos vivos al afio para el caso de los emu;

se obtiene una demanda anual de:

- 20 x40 x 30% -> 240 servicios de sexaje para el caso de los Emu.
- 560 x 30 x 30% > 5.040 servicios de sexaje para el caso de las Avestruces



3. Competencia Identificada

La competencia identificada para el producto desarrollado a nivel nacional esta
conformada por los métodos usados actualmente para deteccion de sexo, manual
y visual, los que tienen una eficiencia menor al 75%, por lo que pueden ser
descartados como competencia directa o de importancia para el servicio a ofrecer.
Por otra parte esta la empresa DIAGNOTEC, que se dedica a trabajar en
screening para animales y vegetales, pero no se encontraron antecedentes que
indiquen que esté desarrollando el servicio de sexaje de ratites por marcadores

moleculares.

A nivel internacional existen institutos, universidades y laboratorios que estan
aplicando la técnica de marcadores moleculares para sexaje en ratites, y algunos

ofrecen el servicio.

Dentro de la busqueda realizada se encontraron 4 empresas que ofrecen el

servicio de sexaje, las cuales se describen a continuacion:

a.- Espania, Universidad Auténoma de Barcelona, Servicios Integrados de
Genoémica y Proteémica (SIGIP)

El servicio, integrado dentro de los Servicios Integrados de Genbmica vy
Proteémica (SIGIP), ofrece técnicas genéticas de diagndstico veterinario mediante
el analisis de DNA, tanto a grupos de la UAB como a profesionales o empresas del
sector. El SVGM realiza pruebas de paternidad y de identificacion genética en
distintas especies animales. Ha desarrollado marcadores moleculares para el
sexaje de aves asi como para diagnosticar patologias hereditarias o infecciosas en
animales de renta, compaiia y fauna salvaje. Dispone de protocolos para PCR
que permiten la determinaciéon y presencia de resto animales en alimentos,

muestras de matadero y piensos para controles de calidad y fraude. Ha




desarrollado técnicas para la deteccion de genes de interés en especies animales
(microsatélites, SNP y AFLP).

Servicios que ofrece:

-ldentificacion individual (Fingerprinting) y Pruebas de Paternidad mediante el
analisis del DNA en distintas especies de mamiferos y aves (rumiantes, equinos,
animales de compaiia, organismos marinos y fauna salvaje). Verificacion de
pedigris y control de filiaciones por DNA

-Identificacion y diagnéstico por PCR de patologias hereditarias de tipos
monogénicos en especies domésticas

-ldentificacién y genotipado por PCR de genes de interés en especies animales
-Determinacion del sexo por PCR en ratites

-Diagndstico por PCR de Leishmaniosis canina y felina

-Determinacion del origen animal por PCR (alimentos, muestras de matadero, ...)
-Deteccién por PCR de restos animales en piensos (bovino, ovino, ganado cabrio,

porcino, aves).

b.- Estados Unidos, University of lllinois Capitol lllini Veterinary Services in
Springfield

Para conocer el sexo de un ave, especificamente de un ratite, se puede llevar una
muestra de sangre para un analisis sanguineo a un centro veterinario. Este centro
o clinica veterinaria recibe un kit para coleccion de sangre, gratis por parte de

P.E.-Aggen.

El kit incluye un tubo de capilaridad para hematocrito y un agente preservador

para el envio.

El costo de la visita a la clinica de springfield para un andlisis sanguineo es de 34
délares. P.E.-Aggen cobra 20 délares para correr el test en su laboratorio, pero la

clinica cobra 20 délares adicionales para cubrir los costos de envio y manejo.



Los resultados se reciben dentro de 24 a 48 horas luego que P.E.-Aggen recibe la

muestra.

Por lo tanto los costos totales para determinar el sexo de un ave seria por lo

menos de 74 dolares en la Clinica Veterinaria “Capitol lllini Vet Clinic”

c.- Reino Unido, Greendale Veterinary Diagnostics.

Dentro de este centro veterinario de diagnéstico, existe un laboratorio dedicado
exclusivamente a especies exoticas, el cual fue creado para mejorar y apoyar el

cuidado de estas especies.

Ademas del laboratorio de rutina, cuenta con un laboratorio de “referencia” en el
cual se mantienen y archivan muestras y resultados que puedan ser Utiles para
investigaciones futuras. El servicio incluye una asesoria integral de crianza,
cuidados, epidemiologia, control de enfermedades y técnicas terapéuticas, que

pueden ser programadas seguin cada requerimiento.

Dentro de las especies estudiadas en este laboratorio se encuentran:

Emu, Tortuga gigante, tortuga griega, kiwi, avestruz, pinglinos, tortugas terrestres,
tortugas de agua, patos y terrapines.

El servicio de identificacién de sexo de ratites mediante muestra de pluma o
sangre, toma entre 3 y 7 dias desde que la muestra llega al centro de diagnostico

y tiene un costo de 57 délares por muestra.



d.- Estados Unidos, VITATECH, “The Avian & Ratite Testing Service”

Se especializa en sexaje por ADN y andlisis de paternidad de practicamente todas

las especies de aves, incluyendo especies exoticas, pollos y ratites.

El sexaje por ADN puede realizarse por muestras de sangre, o mediante muestras
de plumas. Para el caso de analisis de paternidad solo se aceptan muestras de

sangre.

Para la toma de muestras en ratites se deben seguir los siguientes

procedimientos:

a) Muestra de Sangre uso de Tarjeta “Easy Card”

- Escriba el namero identificador del ave en la tarjeta. La mejor parte para
tomar muestra de sangre es la punta del ala. Primero se debe limpiar el
area con alcohol y dejar secar un poco.

- Corte la punta del ala con un cortaufias que permita una pequefa salida de
sangre, puede apretar el ala en forma intermitente para acelerar la salida de
sangre. Debe limpiar el cortatifias entre ave y ave.

- Deje que salga algo de sangre. Cuidadosamente toque la sangre con la
punta de la tarjeta hasta que la sangre llegue a la linea punteada. Repita
para la otra punta. Evite tocar el punto de sangre. Muestrée solo un ave por
tarjeta.

- Asegure que la tarjeta esté completamente seca, dejandola a temperatura
ambiente por 30 minutos. Una vez que esté seca guardela en el sobre
entregado. Ponga solo una tarjeta por sobre.

- Una vez que las tarjetas estan secas y guardadas en su sobre, los sobres
pueden ser cerrados y enviados por correo. Incluya informaciéon de
identificacion en las tarjetas y en el formulario de envio. Guarde las tarjetas

a temperatura ambiente y en lugar seco.




b) Recoleccion de plumas

- Las plumas deberan ser arrancadas del ave. La punta de la pluma que esta
unida a la piel debera estar presente en la pluma arrancada. La pluma debe
ser poco manipulada y estar lo mas limpia posible.

- El mejor lugar para arrancar las plumas es de un lado del pecho al frente
del ala. Arranque 10 a 15 plumas por ave y guardelas en una bolsa ziploc.
Anote el numero de identificacion del ave en la bolsa con un marcador
permanente.

- Envie la muestra a VITATECH Inc por correo, courier, etc.

El costo del servicio para residentes estadounidenses es de 20 dolares por

muestra, y de 25 doélares para residentes en Canada.



4. Forma de Abordar la Oportunidad

En base al estudio de investigacion desarrollado se puede observar una demanda
por estos servicios, la cual no es demasiado inflexible y es altamente sensible a
condiciones de precio. En base al sondeo muy pocos productores nacionales
estarian dispuestos a pagar mas de 10 dolares por cada muestra ya que el costo
de contratar a un veterinario con una certeza del 75% (3 aciertos entre 4 aves
testeadas) es la visita (alrededor de 150 ddlares). De esta forma productores
grandes asumen que prefieren muestrear de esta forma lotes de 20 aves y mas.
Productores pequefios en cambio ven en ésta técnica una herramienta al alcance

para pocas muestras (costo marginal respecto al beneficio reportado).

En el caso del servicio de consanguinidad o parentesco se puede sefialar que este
despierta mucho interés en los productores mas grandes y con mayor tiempo en el
negocio, ya que debido al escaso numero de reproductores iniciales desde el cuél
se dio inicio a la explotacion comercial en el pais, se produce una alta tasa de
consanguinidad y por consiguiente una depresion endogamica que reduce el
potencial productivo de las aves (postura, incubabilidad, deformaciones, etc.). Si
bien el concepto es extraio para la mayoria de los productores, es una realidad
que se aproxima y si el negocio de la carne y cuero despega la posibilidad de
contar con estos analisis sera vital. La experiencia del salmén, es un ejemplo
tipico. Chile debido a su condicion sanitaria no puede importar ovas desde
cualquier pais y ha debido generar programas de seleccion a nivel nacional, donde
recién se esta comenzando con este tipo de analisis para identificar parentesco en

forma adecuada.

Adicionalmente la posibilidad de contar con un laboratorio de analisis para este
nicho abre la posibilidad de generar nuevas busquedas tanto para caracteristicas
productivas o para enfermedades u otros servicios. De esta forma la posibilidad de
montar un laboratorio de genética molecular para analisis especificos, permite

derivar a nuevas especies y/o servicios dentro del sector.



De esta forma la propuesta analizada considera el montaje de un laboratorio de
analisis molecular para ratites y no considera otros programas. Como se presenta
mas adelante los ingresos del sistema si bien generan utilidad son limitados como
negocio, siendo de una escala muy reducida y por ende permite la busqueda de

estos nuevos nichos.

El plan de negocios propuesto se basa en el montaje del laboratorio de analisis
como una unidad independiente, ya sea en alguno de los agentes asociados
(Universidades o By tech) o como una unidad de negocios nueva. Considera el
desarrollo de un plan de accion orientado a informar y orientar a la totalidad de los
criaderos nacionales de los analisis disponibles, las ventajas técnicas y
econdmicas de contar con dichos servicios y la posibilidad de enviar muestras en
forma permanente durante el afo. A nivel internacional se pretende generar
informacion técnica en la web, mailing directo a la base de datos de asociaciones
de productores de ratites, respuestas rapidas y agiles ya sea a través de servicios

courier o via internet.

5. Recursos comprometidos

Los recursos con los cuales se debe contar para el escalamiento del proyecto se

refieren a:

Recursos Humanos:

- Investigador Principal: responsable de la direccion y supervision del trabajo
de laboratorio, certificados y soporte técnico del proyecto. Debido al grado
de relevancia es deseable un compromiso societario con la iniciativa o en
caso de permanecer en las universidades, la posibilidad de contar con

royaltie a los analisis generados.
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Personal de laboratorio: personal de nivel técnico de dominio acabado de
las técnicas de aislacion, screening, PCR, etc, bajo supervision directa del
investigador principal.

Personal de administracion y marketing: responsable de la difusion, ventas
y busqueda de nuevas alternativas de negocios, sera el encargado de
ejecutar las politicas de crecimiento que se requieran, la administracién

legal y contable.

Recursos econdmicos

Laboratorio de analisis: la presente iniciativa requiere de los equipos y
utensilios desglosados en el item correspondiente (ver fichas mas
adelante), los cuéles tienen asignado un valor de uso para el proyecto. No
se considera la posibilidad de compra desde el inicio, sino mas bien la de
uso, debido al perfil de los agentes involucrados. Considera la mantencién
en comodato de los equipos pertenecientes a FIA.

Capital de Trabajo: se requiere capital de operacion par un afio y tres
meses de operacion, el cual se detalla en los cuadros de flujo consignados
mas adelante. El monto asciende a MM$ 22,8 los cuales representan el
capital de trabajo de la iniciativa.

Infraestructura: la propuesta considera el arriendo de un espacio fisico para
el montaje y operacién del laboratorio, con un adecuado grado de
independencia y con las habilitaciones y permisos correspondientes.

Pagina Web: la propuesta considera la creacion y mantencion de un sitio
web en dos idiomas, en el cual se difundiran los aspectos técnicos y

comerciales de la iniciativa.
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6. Ventajas que Presenta la Empresa para ser Exitosa en el Negocio

Este punto debe ser abordado en forma exhaustiva previo al inicio del desarrollo
del proyecto, ya que uno de los puntos criticos del éxito del mismo es la
capacidad y experiencia de la empresa. En general ademas de las capacidades
técnicas y financieras de la empresa se debe reconocer cuales seran las

principales fortalezas de la iniciativa:

- Producto: la iniciativa cuenta con un set de marcadores para ratites que
le permiten en forma unica brindar servicios de sexaje y parentesco, asi
como escalar a nuevos requerimientos, tales como servicios de
busqueda de caracteristicas especificas y productos adicionales (venta
de genética, asesoria directa a criaderos, etc.).

- Capacidad de innovar: la iniciativa cuenta con la capacidad de orientarse
a la busqueda de soluciones especificas en diversas areas de la
produccién animal, tales como uso y aplicacion de marcadores
especificos en la industria ganadera y lechera, representacion de
marcas extranjeras, servicios de screening para infinidad de especies
animales, etc.

- Capacidad de Respuesta: el conocimiento de la problematica productiva
comercial y el equipo de trabajo permite reaccionar en forma muy
rapida a los requerimientos, pudiendo entregar resultados de analisis en
48 horas. De esta forma se puede responder a las inquietudes de los
clientes en el momento en que tienen el problema.

. Alcance nacional e internacional: debido a las caracteristicas de las
soluciones ofrecidas se puede en forma agil llegar a cualquier punto del
pais que estén bajo cobertura de algun servicio courier, incluso a nivel
internacional.

- Conocimiento y contacto con los principales consumidores: el grado de

conocimiento del mercado de los agentes participantes, asi como el
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prestigio que poseen les permiten poder llegar a un sinnimero de

potenciales clientes.

7. Resultados Financieros

En base a los analisis desarrollados y el trabajo del equipo técnico se puede

sefialar que los costos unitarios de cada servicio estan representados por el valor

de aplicacion de la técnica desarrollada, desglosada en costos variables unitarios

los cuéles se presentan en el siguiente cuadro:

ESTRUCTURA DE COSTOS
[FTEM UNIDAD CANTIDAD VALOR UNITARIO (3) COSTO (5)
MUESTRAS DE SANGRE
TUBO EPPENDORF unidad 1 J 12,98' 12,98
TIRA PAPEL WATMAN unidad 3 0,12 0,36
SUB-TOTAL 13,34
’Mm
QUELEX gramos 0,15 8,88 1,332
TUBO EPPENDORF unidad 1 12,98 12,98
CAJA ALMACENAJE costo de uso 1 1" 1
PUNTAS unidad 2' 7.49 14,98
TBE gramos 0,5 47,5 23,75
SUB-TOTAL 64,042
’PCR SCAR
SINTESIS PARTIDORES servicio pb 2 0,98 1,96
TAQ microlitro 11 1364 136,4
DNTPS microlitro 0,15 180 27
AGUA microlitro 7 0,06 0,42
PUNTAS unidad 10 7,49 74,9
MARKER set 1 193 193
BUFFER DE CARGA microlitro 2,5 2 5
AGAROSA miligramo n,m| 980 39,2
TBE mililitro 6 47,5) 285)
FOTO unidad 1 20| 20|
BROMURO DE ETIDIO mililitro 1 60 60
SUB-TOTAL 842,88
USO DE EQUIPOS (ver adjunto)
BOTELLA costo de uso 2000 10000
VASO PRECIPITADO costo de uso 2000 3800 1,9
GRADILLA costo de uso 2000| 6900 3,45
MAQUINA FOTOGRAFICA costo de uso 10000 120000 12
TERMOCICLADOR costo de uso 10000 4200000 4,38
CAMARA ELECTROFORESIS costo de uso 10000 460000 0,48
ISUB-TO'ML 27,20416667
RECURSOS HUMANOS
ESPECIALISTA hora hombre 0,1 15000 1.500
TECNICO DE LABORATORIO - EXTRACCION DNA Jhora hombre 1 1750 1.750
TECNICO DE LABORATORIO - PCR SCAR hora hombre 0,5 1750 875
TECNICO DE LABORATORIO - GEL hora hombre 0,25 1750| 438
TECNICO DE LABORATORIO - CARGAR GEL hora hombre 0,03 1750 58
SUB-TOTAL 46_2:1_
COSTO UNITARIO 5.568
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USO DE EQUIPOS VALOR EQUIPO SERVICIOS VIDA UTIL ANALISIS POR BATERIA COSTO POR USO
$ unidad unidad $

BOTELLA 10.000 2.000 1 5,00
VASO PRECIPITADO 3.800 2.000 1 1,90
GRADILLA 6.900 2.000 1 345
MAQUINA FOTOGRAFICA 120.000 10.000 1 12,00
TERMOCICLADOR 4.200.000 10.000 96 4,38
CAMARA ELECTROFORESIS 460.000 10.000 96 0,48

De esta forma es posible tener costos unitarios competitivos (cercanos a los 10

dolares) por cada marcador aplicado. Si se observa el desglose de costos se

puede sefialar que lo relevante de cada andlisis son los costos de recursos

humanos los cuales son muy altos para muestras individuales. Sin embargo

debido a la capacidad de los equipos disponibles, es posible reducirlos desde los

$5.628 a $1.051 para baterias de analisis de mas de 100 unidades. Esto ultimo es

posible debido a que los tiempos muertos de los equipos influyen en el costo total

del sistema.

Costo de 1 muestra

Costo por 96 muestras

@MUESTRAS DE SANGRE |

BEXTRACCION DNA
OPCR SCAR

OuUs0o DE EQUIPCS
EWRECURSOS HUMANOS

'EIMUESTRAS DE SANGRE |

|MEXTRACCION DNA
|OPCR SCAR
|DUSO DE EQUIPOS

|WRECURSOS HUMANOS |
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En base al estudio de mercado nacional desarrollado y al andlisis del mercado

internacional a continuacion se presenta el tamafio del mercado potencial

SUPUESTOS DEL MERCADO

PARAMETROS ESTIMACION MERCADO OBJETIVO

MERCADO POTENCIAL

NACIONAL

ANALISIS ‘
INTERNACIONAL |% DEL MERCADO

TOTAL ESTIMADO

ANALISIS AVESTRUZ

5.040

1.512

ANALISIS EMU 240 0 30 72
ANALISIS NANDU 100 0 30 30
SERVICIOS CONSANGUINIDAD AVESTRUZ 100 10 30 40
SERVICIOS CONSANGUINIDAD EMU 100 10 30 40

Total 5,580 20 1.694|

Se pretende abarcar el 30% del mercado potencial de acuerdo a los datos

consultados. Si bien el nimero de muestras es bastante escaso, y el acceso al

mercado internacional es casi despreciable, en base a estos datos es posible

estructurar un analisis de costos como empresa base (sin considerar otros

servicios, desarrollos, etc.).
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ESTRUCTURA ANUAL DE COSTOS ANO ESTABILIZADO
MODALIDAD EVALUACION: COSTO-BENEFICIO PURO

UNIDAD CANTIDAD  $/Unid. TOTAL ($)
Ingresos 37.201.250
ANALISIS AVESTRUZ analisis 1.512 14.375,00 21.735.000
ANALISIS EMU analisis 72 14.375,00 1.035.000
ANALISIS NANDU analisis 30 14.375,00 431.250
SERVICIOS CONSANGUINIDAD AVESTRUZ servicio 40 175.000,00 7.000.000
SERVICIOS CONSANGUINIDAD EMU servicio 40 175.000,00 7.000.000
2.894,00
Costos Variables -2.663.238
MUESTRAS DE SANGRE
TUBO EPPENDORF unidad 2.894,00 12,9800 -37.564
TIRA PAPEL WATMAN unidad 8.682,00 0,1200 -1.042
EXTRACCION DNA
QUELEX gramos 434,10 8,8800 -3.855
TUBO EPPENDORF unidad 2.894,00 12,9800 -37.564
CAJA ALMACENAJE costo uso 2.894,00 11,0000 -31.834
PUNTAS unidad 5.788,00 7,4900 -43.352
TBE gramos 1.447,00 47,5000 -68.733
PCR SCAR
SINTESIS PARTIDORES servicio pb 5.788,00 0,9800 -5.672
TAQ microlitro 2.894,00 136,4000 -394.742
DNTPS microlitro 434,10 180,0000 -78.138
AGUA microlitro 20.258,00 0,0600 -1.215
PUNTAS unidad 28.940,00 7,4900 -216.761
MARKER set 2.894,00 193,0000 -558.542
BUFFER DE CARGA microlitro 7.235,00 2,0000 -14.470
AGAROSA miligramo 115,76 980,0000 -113.445
TBE mililitro 17.364,00 47,5000 -824.790
FOTO unidad 2.894,00 20,0000 -57.880
BROMURO DE ETIDIO mililitro 2.894,00 60,0000 -173.640
Margen Bruto 34.538.012
Costos Fijos -25.176.088
ESPECIALISTA hora hombre 1,00 1.000.000 -12.000.000
TECNICO DE LABORATORIO hora hombre 1,00 300.000 -3.600.000
USO DE INFRAESTRUCTURA costo de uso 1,00 150.000 -1.800.000
USO DE EQUIPOS costo de uso 1,00 150.000 -1.800.000
MANTENCION DE EQUIPOS porcentaje 0,04 4.800.700 -192.028
ADMINISTRACION servicio 1,00 400.000 -4.800.000
COSTO DE VENTA servicio 0,01 -372.013
MARKETING servicio 0,01 -372.013
DEPRECIACION porcentaje 20,00 4.800.700 -240035
Margen operacional 9.361.924
Impuesto tasa 0,17 -1.591.527
Margen D.I. 7.770.397
Depreciacion porcentaje 240.035
Flujo Neto 8.010.432

El analisis genera un escenario bastant

e limitado, el cual genera un flujo anual de

MM$ 8,0 después de impuestos, lo que se genera por el escaso volumen de

analisis que se puede vender de acuerdo a los datos d

el estudio de mercado. Sin
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embargo

y bajo un escenario de evaluacién conservador se puede evaluar el

proyecto a cinco anos de la siguiente forma.

FLUJO ANUAL DEL PROYECTO - EVALUACION ECONOMICA

FLUJO ANUAL 0 1 2 3 4 5
Inversion Inicial 4.800,700

Capital de Operacion - 21.144.025 - 2.663.238 23.807.263
Valor Residual 1.200.175
Utilidad Neta 4.005.216  8.010.432 8.010.432 8.010.432 8.010.432
Flujo 25.944.725 1.341.978 8.010.432 8.010.432 8.010.432 33.017.870
TIR 23%

VAN 9.970.539

El monto de inversién inicial se refiere a los equipos (ver estructura de costos) y el

capital de trabajo u operacion al funcionamiento de 1 afo tres meses hasta

comenzar la venta de analisis. Como ya se ha mencionado no considera la venta

de ofros servicios y esta muy acotado a los datos arrojados por el estudio de

mercado.

El VAN del proyecto es de MM$ 9,97 y la TIR de 23%, lo que lo hace un

negocio atractivo de acuerdo a los parametros normales pedro con un tamano

muy pequefio. De esta forma el interés que pueda surgir por el desarrollo de esta

iniciativa estara condicionado, a nuestro entender, a las siguientes situaciones:

Universidades: acoplarse a alguna unidad de servicios de analisis
similares existentes o generar una nueva unidad en pos de dar impulso
a nuevas alternativas que se produzcan bajo el alero del proyecto. Se
debe tener presente que es una unidad pequeia que se autosustenta y
genera excedentes.

Laboratorios: puede servir de base para el escalamiento hacia nuevos
nichos de mercados. Sélo se constituye en alternativa para aquellos que
cuentan con el personal idéneo o la capacidad de generarlo.

Empresas agricolas o de ratites: no presentan ninguna ventaja
estratégica ni genera un volumen de negocio atractivo, por ende no
califican dentro de las candidatas.

Incubadoras de Negocio: debido al alto grado de innovacion y desarrollo
tecnolégico involucrado, puede ser una excelente idea para desarrollar

en alguna incubadora de negocios con apoyo de fondos de inversion de
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riesgos, en el sentido de usarla de plataforma para arremeter hacia
nuevos servicios y desarrollos. En ambos casos y dada la pertenencia
de los resultados en forma conjunta a las universidades y FIA, las cuales
cuentan con este tipo de incubadoras podria ser un negocio interesante

para estructurar, hacerlo crecery posteriormente venderlo.
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