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RESUMEN

En el presente estudio, se examind la diversidad genética de la poblacién ovina
criolla del departamento de Pasco, Ovis aries, empleando 11 marcadores
microsatélites. Los parametros utilizados en el andlisis incluyeron el numero de
alelos (A) y Heterocigosidad observada y esperada (Ho y He). Los resultados
obtenidos fueron A=152 y A pomedio= 13.82, considerandose una diversidad
alélica alta; mientras que HO promedio=0.739 Y He promedio=0.796, considerandose
también una diversidad genética alta. La prueba de Hardy- Weinberg demostré
que la poblacion estudiada se encuentra en equilibrio H-W. En cuanto al
contenido de informacién polimorfica (PIC), los resultados mostraron que los
once marcadores microsatélites utilizados (BM1258, BM1818, CSRD247, HSC,
INRA63, MAF65, McM527, OarAE129, OarCP49, OarFCB20 y OarFCB304)
fueron altamente polimorficos para la poblacién estudiada. Los datos indican
que los marcadores microsatélites utilizados son eficaces para el analisis de
diversidad genética en poblaciones de ovinos criollos del Peru y que estos a su
vez poseen una alta diversidad genética que puede ser aprovecha para el

mejoramiento genético y también para la conservacion de genes de interés.

Palabras clave: marcadores microsatélites, ovino criollo, diversidad genética,

mejoramiento genético, genes de interés.



INTRODUCCION

La presencia de la crianza de ovinos a lo largo del territorio nacional es de vital
importancia en la economia de la poblacién rural, con mayor énfasis en la zona
altoandina del Peru entre los 3000-4200 msnm. Asi mismo, el ovino se
complementa con la agricultura aprovechando muy bien los residuos de
cosecha como fuente de energia, proteina y fibra donde el ovino brinda el
estiércol como abono organico logrando una produccién exitosa en algunos

cultivos.

Debido a esto, la crianza de los ovinos criollos es importante para el Peru
porque representan una gran medida de sustento de la poblacion rural y porque
es un animal adaptado y aclimatado a las condiciones ambientales adversas de
los Andes, especialmente del departamento de Cerro de Pasco. Asi mismo, el
ganado de ovino criollo se caracteriza por su rusticidad y resistencia,
mostrando una buena conversion alimenticia. El ganado ovino pastorea areas

pobres que sélo puede ser superada por la rusticidad de los camélidos.

En el aspecto econdmico- social, los ovinos en el Peru son la caja de ahorro del
poblador rural andino dentro de su economia familiar. Siendo parte de sus
costumbres ahorrar en especie animal y el ovino tiene la preferencia por su
rapida comercializacion. La crianza del ovino en el pais en un 70 % se
desarrolla para la comercializacion informal y consumo en carne, lana, pieles y

abono.

El ganado ovino en el Pera esta conformada por 90 % de ganado criollo, el cual
proviene del ganado ovino espafiol cruzado con diversa razas como la Merino y

la Corriedale entre otras. En la actualidad existen algunos centros piloto de



mejoramiento genético del ovino en el Perd, los cuales se dedican al
transplante de embriones (raza Australiana) en los ovinos criollos para la
obtencion de crias de mejor calidad, los que a su vez traeran mejores
ganancias a los criadores. Sin embargo, la realizacion del mejoramiento
genético es un método que se debe practicar con cuidado ya que este tipo de
meétodos debe ir de la mano con el conocimiento de la caracterizacion genética
de los ovinos criollos y en qué estado de conservacion se encuentran. Esto con

la finalidad de no llevar a la raza criolla a la extincién.

Ante esto, la presente tesis ha buscado mostrar por primera vez la
caracterizacion genética del ovino criollo y su estado de conservacion genética
en el Perd, para que esta informacion pueda ser utilizada eficazmente en

procesos de mejoramiento genético, sin poner en riesgo a la raza criolla.

Vi
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CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. IDENTIFICACION Y DETERMINACION DEL PROBLEMA

La crianza de ovino se realiza en casi todas las regiones del pais, bajo un sistema
extensivo, con crianza mixta de vacunos y camélidos sudamericanos. La mayor
poblacion de ovinos se encuentra en la sierra: 8'815,333 que representa el 94.4%
de la poblacion nacional, en Costa, 460,889 equivalente al 4.9%y Selva con el

0.7% segun fuente del INEI. (CENAGRO 2012).

El ovino criollo es una raza que estd muy difundida en todo el pais y que
concentra la mayor poblacion, es decir, representa el 81% del total de la poblacion

de ovinos en el Peru. (CENAGRO 2012)



Los pequefios productores de la sierra vienen criando ovinos criollos en pequefias
parcelas, sin programas sanitarios, pequefios rebafios con reproduccion

consanguinea y donde su crianza esta Unicamente orientada al auto consumo.

La diversidad de ambientes y algunos factores adversos, asi como la falta de una
seleccion adecuada a través del tiempo, hicieron que se transformara en un
animal rustico pero de tamafio pequefio con escaso desarrollo corporal. Los
ovinos criollos tienen una gran adaptacion a las condiciones geograficas y
ecolégicas del pais, de sobre pastoreo y con pocas instalaciones, sin embargo,
son de baja prolificidad; lo que significa que los carneros pueden llegar a pesar de
32 a 37 Kg. y la borregas de 25 a 27 Kg. Ademas, a nivel de produccion, los
ovinos criollos solo generan un promedio de de 2 a 3 libras de lana gruesa por
animal adulto y el rendimiento de carcasa es de 7 a 15 Kg por animal (MINAG
2013). Este nivel bajo de prolificidad y produccion no hace a los ovinos criollos un

recurso util para los criadores.

1.2. FORMULACION DE OBJETIVOS
1.2.1. Objetivo General
Caracterizar a nivel molecular los ovinos criollos de la Regiéon Pasco mediante el

uso de marcadores microsatelites

1.2.2. Objetivos Especificos

e Estimar el valor de diversidad genética en la poblacion de ovinos criollos.

e Hallar asociacion entre la diversidad genética presente en la poblacién de
ovinos criollos y las caracteristicas fenotipicas de estos.

e Determinar si los marcadores microsatélites son utiles en el estudio de

ovinos criollos peruanos.



1.3. FORMULACION DE HIPOTESIS

1.3.1. Hipotesis nula

Las poblaciones de ovinos criollos del departamento de Pasco presentan baja

diversidad genética.

1.3.2. Hipotesis alternativa

Las poblaciones de ovinos criollos del departamento de Pasco presentan alta

diversidad genética.

1.4. JUSTIFICACION

Este trabajo de investigacion se origina ante la paradoja existente alrededor del
ovino criollo. Por un lado, los ovinos criollos; conocido como el mestizaje de varias
razas procedentes de la Peninsula Ibérica e introducidas en América hace mas de
cinco siglos, son animales bastante adaptados a los diferentes pisos ecoldgicos y
han fijado caracteres propios como la rusticidad y la prolificidad, asi como
cualidades maternales excepcionales; sin embargo, la baja produccion de lana,
carcaza y carne que se obtiene del ovino criollo no lo hace rentable para los
criadores, los cuales en vez de continuar con los rebafos, buscan reemplazarlos
por otras razas mas eficientes. A esto se le debe sumar la escaza informacion
cientifica que se tiene sobre los ovinos criollos, la cual no permite conocer el

beneficio real de estos animales.

El estudio planteado permitira conocer la diversidad genética de los ovinos criollos



a través de la utilizacion de técnicas de biologia molecular. Esto es importante ya
que sera el primer estudio reportado para ovinos criollos y especialmente porque
permitira a muchos conocer sus beneficios. La diversidad genética en los ovinos
criollos nos permitira corroborar de manera confiable si los ovinos estudiados
cuentan con la capacidad de poder resistir muchos factores de estrés y

enfermedades, y poder adaptarse a estos.

De ser cierta la hipétesis de alta diversidad genética (raza criolla alta resistencia a
la geografia de su habitad, al estrés generado en su habitad, a enfermedades,
etc.) los resultados servirian para considerar a los ovinos criollos como un
salvacién para aquellas razas mejoradas que son rapidamente vulnerables a

alguno de los factores de estrés ya mencionados.

1.4.1. Viabilidad del estudio.

El presente trabajo es viable por los siguientes aspectos:

En el aspecto econémico cuenta con el respaldo del proyecto de “APLICACION
DE TECNOLOGIAS REPRODUCCTIVAS PARA EL DESARROLLO DE OVINOS
CON MEJORES INDICES DE PRODUCCTIVIDAD EN CARNE, LANA Y
LECHE, REGION PASCO 2013 — 2016” en la Universidad Nacional “DANIEL

ALCIDES CARRION”

En el cuanto al soporte técnico y logistico; se cuenta con el INIA (Instituto
Nacional de Innovacién Agraria); quien ha facilitado el uso del Laboratorios de
Biologia Molecular y Gendmica; ademas se cuenta con el asesoramiento de sus

profesionales.



1.4.2. Limitaciones del estudio.
Dentro de las limitaciones para el desarrollo del estudio tenemos: el clima, que
particularmente en la Provincia de Pasco, llegan a temperaturas bastante bajas y
por tal son consideradas un factor limitante al momento de la coleccion de
muestras y de la supervivencia de los animales. Otro factor limitante es la
ubicacion de los criadores, y la inclusion de nuevas razas especializadas, que en
conjunto estan provocando la extincién al ovino criollo. Asi mismo, debido a que
las vias de transporte consisten en trochas, es dificil acceder a los lugares de

crianza de nuestro interés y el tiempo de trabajo se prolonga.



CAPITULO I

MARCO TEORICO

2.1. BASES TEORICAS - CIENTIFICAS

2.1.1. Taxonomiay origen del ovino criollo

Los ovinos se encuentran clasificados dentro del:

Reino Animalia
Filo Chordata
Clase Mammalia
Orden Artiodactyla
Familia Bovidae
Género Ovis

Especie Ovis aries Linnaeus 1758



Los ovinos pertenecen a la familia de los Bovidos, y esta formada por animales
pequefios, con cuernos arrollados en espiral y retorcidos o inclinados hacia
atras, hocico puntiagudo, cuerpo cubierto de lana hasta el hocico, el cual es
puntiagudo. Las ovejas junto las cabras fueron las primeras especies en ser
domesticadas entre los 6 000 y 7 000 a. C. en medio oriente, lo que las convierte

en el primer animal para pastoreo domesticado en el mundo (Mattiello 1998).

Luego de la domesticacién en Europa o Asia, el ovino se ha diseminado por todo
el mundo, debido a la variada utilidad que esta especie aporta al hombre (lana,
carne, leche, etc.). En América Latina, la mayoria de las introducciones de
ganado tuvieron lugar durante los primeros 50 afios de colonizacion. Este
proceso, iniciado hace aproximadamente 450 afios con las colonias espafiolas y
portuguesas, establecié poblaciones en mayor parte de las especies de la
peninsula Ibérica. A partir del segundo viaje de Cristébal Colén en 1493, las
especies de animales domésticos fueron introducidas a Haiti, México, América

Central y méas tarde América del Sur (FAO 2010, Albano 2006).

Los ovinos se introdujeron al Perd con los viajes de Pizarro, siendo algunas de
las primeras razas introducidas el Merino y el Churro Espafol. Los ovinos
lograron adaptarse a la geografia y ecologia de nuestro pais de tal manera que,
desplazaron a los Camélidos americanos, que habitaban las zonas mas remotas
de los Altos Andes. En la actualidad, de acuerdo al IV CENAGRO 2012, la
poblacién de ovinos es de 9,523,198 millones de ovinos, mostrando un
descenso de 21,2% con respecto al censo agropecuario de 1994. La raza que

concentra la mayor poblacién es la de Criollos y representa el 81,0% del total. Le



sigue en orden de importancia la raza Corriedale con el 11,4%, Hampshire Down

2,6%, Black Belly 0,9% vy otras razas 4,1% respectivamente (Figura 1).

[ Criollos ™ Carriedale m Hampshire Down M Black Belly M otras razas

11%

3% 1%

4%

IV CENAGRO 2012

Figura 1. Gréfico del porcentaje de la crianza de ovinos en el Pert segun IV CENAGRO 2012.

2.1.2. Caracteristicas del ovino criollo

En ovinos, a la hembra se le denomina oveja y al macho carnero, las crias son

llamadas corderos y los ejemplares jovenes son conocidos COmo moruecos.

Asi mismo, el ovino criollo se caracteriza principalmente (Salamanca 2014, Diaz

2013, Alencastre 2005) (Figura 2):

e Ser una raza de fenotipo muy variado.
e Contar con una alta rusticidad y mediana prolificidad.

e Tener un bajo nivel productivo (carne y lana).

8



e Facilidad para adaptarse a zonas de Ande.

e Posee menor cantidad de grasas (debido a sus largas caminatas en los
cerros).

e Mejor sabor de la carne, en comparacion con otras variedades.

e Presenta un peso vivo de 27 kg para ovejas y 35 kg para carneros

(aproximadamente.)

Figura 2. Caracteristicas morfolégicas del ovino criollo peruano.

2.1.3. Habitad del ovino

Los ovinos estan distribuidos en el Perl en las 3 regiones naturales, pero con
mayor poblacién en nuestra sierra. El presente estudio, especificamente trabaja
con el departamento de Pasco, el cual esta situado en la parte central del Perq,
en la vertiente oriental de la Cordillera de los Andes a mas de 4000 msnm. La
porcion occidental de este departamento corresponde a zonas de mesetas
elevadas y puna, asi como a asiento de mineras. Esta ubicacién geografica hace

gue el clima sea frio, llegando a temperaturas menores a 0 °C. A pesar de las



adversidades climaticas de la region, los ovinos criollos han sabido adaptarse a
su habitad y por ello su crianza se encuentra extendida a lo largo de todo el

departamento de Pasco (Morales 2004).

2.1.4. Marcadores moleculares

Se les define como “todo y cualquier fenotipo molecular oriundo de la expresién
de un gen o estado alélico” (Ferreira y Grattapaglia 1998). Asi mismo, se les
considera una herramienta que permite conocer la variabilidad genética de una
especie. Existen diferentes tipos de marcadores, tales como: morfolégicos
(rasgos fisicos), bioguimicos (isoenzimas) y marcadores de ADN (molecular).
Estos dltimos, en la actualidad, son ampliamente usados debido a su

abundancia y eficiencia (Gonzales 2008).

Para los estudios de diversidad genética existen diferentes metodologias que
ayudan a estableces las caracteristicas de interés dentro de un genoma, como:
Los polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados (AFLP),
amplificacion aleatoria de ADN polimérfico (RAPD), repeticiones de secuencias
simple (SSR), polimorfismo de nucle6tido simple (SNP), entre otros (Collard et

al. 2005).

2.1.4.1. Microsatélites (SSR)

Se trata de uno de los marcadores mas importantes basados en la Reaccion
en Cadena de la Polimerasa (PCR) y se caracterizan por permitir visualizar
las diferencias genéticas entre individuos, organismos o especies (Gonzales

2008).
10



Los microsatélites son repeticiones cortas en serie cuya secuencia basica
tiene una longitud entre 1 y 10 pb, y los mas tipicos son de 2 a 4 pb. También
son altamente variables y estan distribuidos por igual en todo el genoma. Este
tipo de ADN repetitivo es comdn en organismos eucariotas, y el nimero de
unidades repetidas varia ampliamente entre los organismos, hallandose en
algunos hasta 50 copias 0 mas de la unidad repetida. Para identificar estos
polimorfismos, se construyen cebadores o primers para la amplificacion
mediante PCR de la region del ADN que flanquea el microsatélite. Las
regiones adyacentes a los microsatélites tienden a conservarse dentro de las
especies, aunque a veces se conservan también en niveles taxondémicos

mayores (Hajeer et al. 2000)

La variacién en tamafio de los productos de la PCR para un microsatélite se
debe a las diferencias en el numero de las unidades repetidas en el locus. El
polimorfismo de los microsatélites es generado por la pérdida o ganancia de
repeticiones, aunque se cree que se deba en mayor medida a la ganancia.
Este fendémeno no es conocido completamente, pero se piensa que esta
expansion es debida a procesos de mutacion durante la replicacion (Roizés
2000). Debido a que estos marcadores presentan grandes ventajas fueron

seleccionados para este estudio.

2.1.5. Estudios sobre ovinos criollos utilizando marcadores moleculares

La amplia distribucién geogréfica que presentan los ovinos, de manera general,
ha llevado a que en muchos paises se realicen diferentes tipos de estudios; que

pueden ser a nivel morfolégico, reproductivo, molecular, etc. Este ultimo tipo de

11
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estudio, en el cual se usan técnicas de biologia molecular, ha dado dado
informacion importante para saber qué tan conservadas se encuentran las razas

de ovinos y el grado de su diversidad genética. Por ejemplo:

Arora y Bhatia 2006 GENETIC DIVERSITY OF MAGRA SHEEP FROM INDIA

USING MICROSATELLITE ANALYSIS.

La diversidad genética del ovino Magra de la India, fue investigada por medio de
25 marcadores microsatélites. Todos los microsatélites usados amplificaron bien
y exhibieron polimorfismos. Se observd una amplia gama de variabilidad
genética respecto a: numero de alelos de 3 (BM6506, OarCP20) a 10 (CSSM31),
heterocigosidad observada de 0.200 (BM6506) a 0.947 (OarHH35),
heterocigosidad esperada de 0.368 (CSSM47) a 0.864 (BM1314) y Contenido de
Informacién Polimoérfica (CIP) de 0,347 (CSSM47) a 0.849 (BM1314). Esto apoya
la utilidad de estos loci microsatélites en la medicion de los indices de diversidad
genética en el ganado ovino de la India. El promedio de varias medidas de
variabilidad genética a saber son la diversidad alelica (5.7), heterocigosidad
observada (0.597), heterocigosidad esperada (0.694) y la media de PIC (0,648)
Los valores mostraron una alta variabilidad genética a pesar de consanguinidad
acumulada como se refleja en el coeficiente de consanguinidad media alta (FIS

= 0,159), debido a la proporcion de sexos desigual de los animales de cria.

WAFULA 2005: GENETIC CHARACTERIZATION OF WEST AFRICAN

DJALLONKE SHEEP USING MICROSATELLITE MARKERS

La diversidad genética de 11 poblaciones de ovinos Djallonke de Guinea, Mali,

Senegal y Gambia y tres poblaciones de referencia de Mali, Nigeria y Portugal

12
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han sido estimada a través 15 microsatélites. Las ovejas Djallonke en Mali,
Gambia y Guinea oriental tienen una mayor diversidad genética en comparacion

con los de Senegal y Guinea meridional y occidental.

PAIVA 2005: GENETIC VARIABILITY AMONG BRAZILIAN SHEEP USING

MICROSATELLITES

Un total de 18 loci fueron examinados en 297 animales en cinco razas
naturalizadas y tres razas exoticas de ovejas en Brasil. Los resultados muestran
que 12,87% de la variacién total (p <0,001) se debid a las diferencias entre
razas, la cual sugiere poca diferenciacién genética entre el razas estudiadas.
Mientras que los resultados dentro de cada raza indican la calidad genética de
los rebafios examinados. Estos resultados seran importantes para las decisiones

de gestidn que se tomen.

Por otro lado, en Perd no se reporta antecedente alguno de estudios de
caracterizacion molecular del ovino criollo, por lo cual el presente estudio
representard un gran avance en el conocimiento de estos animales a nivel
molecular. Asi mismo, este estudio brindara informacion complementaria a otros
sobre reproduccion, que ya han sido desarrollados en los ovinos criollos
peruanos, dando la oportunidad de que estudios como estos puedan ser
tomados como base para la toma de decisiones en cuanto su mejoramiento y

conservacion. Por ejemplo:
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% Alencastre y Gomez 2005. COMPORTAMIENTO REPRODUCTIVO DEL

OVINO CRIOLLO EN EL ALTIPLANO PERUANO

La tasa de ovulacion comienza a disminuir en el mes de agosto, registrandose
las menores tasas en septiembre y octubre, para nuevamente incrementarse en
diciembre; en el Centro de Investigacion y Produccion Chuquibambilla de la
UNA-Puno (CIPCH), se realizaron investigaciones que determinaron que la
mejor época para el empadre se encontraba entre el 15 de marzo y el 15 de
abril. Cabe hacer notar que en los rebafios donde permanentemente estan
juntos las hembras y los machos, como es en el caso de los pequeiios
productores, los apareamientos son en los meses comprendidos entre diciembre
y julio, produciéndose los partos a partir de junio hasta diciembre. El ciclo estral,
tiempo que transcurre entre un estro y otro, es de 17,65 dias como promedio,
con rangos de 15 a 20 dias. Referente a la pubertad, su inicio es a los 4,5 meses
en machos, y 7 meses en hembras, por esta razén los corderos mayores
empadran a sus propias madres cuando los desbarates se hacen tardios,
ocurriendo los partos en junio. En condiciones de crianza extensiva con pastos
naturales, la influencia del peso del ovino para decidir la monta, es relativo ya
gue los pesos varian mucho de una localidad a otra, en el CIPCH se observo
gue las borregas criollas dientes de leche empadradas con pesos entre 20 y 25
kilos, parieron el 86 p.100 mostrando un buen comportamiento reproductivo en
comparacion con el ganado Corriedale (Montesinos, 1991). También se aprecio
gue el factor alimentacion es decisivo para alcanzar empadres tempranos con
exito en la paricion. El periodo de gestacion se encuentra en el intervalo de 144

a 150 dias, el parto dura un poco mas de cuatro horas, en Puno - Perd como
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rutina, el destete o desbarate se hace entre los 90 a 105 dias de edad, condicion

gue depende del tipo de alimentacion que se le suministre al animal.
2.1.6. Estadisticos para analizar la diversidad genética

La diversidad genética hace referencia a la cantidad de variacidon genética
cuantificable en una poblacion o especie y permite que esta se adapte con éxito
a un ambiente cambiante. Existen factores que incrementan dicha diversidad
(e.g. mutaciones, flujo génico, reproduccién sexual y seleccién equilibradora);
mientras que otros factores favorecen su disminucién (e.g. cuellos de botella,
deriva génica, endogamia, seleccién direccional, pequefio tamafio poblacional,
etc.) ocasionando una reduccion del fitness y poniendo en riesgo a los individuos

y a la poblacion (Freeland 2005).

Los estadisticos que determinaran la diversidad genética de las poblaciones
estudiadas en la presente tesis son: numero de alelos, Contenido de Informacion
Polimorfica, Heterocigosidad, Equilibrio Hardy — Weinberg y el estadistico F de

Wrigth
2.1.6.1. NuUumero de alelos

También conocido como diversidad alélica. Se le considera un estadistico que
indica el nimero total de alelos presentes en un locus en una poblacion y se

expresa de la siguiente manera:

Y
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donde aj corresponde a la cantidad de alelos diferentes y el nimero total de

alelos (A) es la suma total de alelos.

2.1.6.2. Contenido de Informacion Polimoérfica (PIC)

Es usado para medir la informatividad de un marcador genético en estudios
de vinculo. Como una medida de polimorfismo de un marcador, PIC depende
solo del nimero de alelos y la frecuencia de cada alelo en un locus. Su valor
varia de (monomorfico) a 1 (altamente polimoérfico con muchos alelos de
frecuencias semejantes) (Guo y Elston 1999). El valor promedio de PIC para

el total de loci representa la diversidad genética total (Ht).

2.1.6.3. Heterocigosidad (He y Ho)

La heterocigosis mide la proporcion de individuos heterocigotos existentes
para un determinado marcador, o para un conjunto de estos. Recordemos que
cada célula diploide tiene dos alelos, uno heredado de cada parental. Si un
individuo tiene dos alelos en un locus especifico, el individuo es heterocigoto
en ese locus; si los dos alelos son iguales, el individuo se denomina

homocigote (Eguiluz 2014).

La heterocigosis es una buena medida de la diversidad contenida en una
poblacién, ya que estd intimamente relacionada con la consanguinidad y la
viabilidad de la poblacion. Esta puede ser medida de dos formas distintas.
Una de ellas consiste en calcular directamente la proporciéon de individuos

heterocigotos contando uno a uno los genotipos heterocigotos, o acumulando
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las frecuencias génicas de éstos. Es lo que se conoce como heterocigosis

observada.

La heterocigosis esperada, o diversidad génica (Nei 1973), es la heterocigosis
que se esperaria en condiciones de equilibrio Hardy-Weinberg. Se define
como la probabilidad que dos alelos escogidos al azar en una poblacion sean
diferentes. Donde p; es la frecuencia del alelo | y n es el nimero de alelos en

un locus (Nei et al. 1973).

Las diferencias entre la heterocigosis observada y la esperada pueden ser
consecuencia de fendmenos poblacionales como la subdivisién y los cuellos

de botella.

2.1.6.4. Equilibrio Hardy — Weinberg

Este principio es usado para comparar las frecuencias alélicas en una
poblacién dada a través de un periodo de tiempo. Una poblacién debe cumplir
cinco reglas para ser considerada en equilibrio: 1) Ausencia de mutaciones
génicas y por tanto los cambios alélicos no ocurren. 2) Minima tasa de
migracion de los individuos. 3) Apareamientos al azar. 4) Ausencia de deriva
génica, una oportunidad de cambio en las frecuencias alélicas. 5) Ausencia de

seleccién natural 6) Poblacién suficientemente grande (Eguiluz 2014).

El equilibrio de Hardy-Weinberg nunca ocurre en la naturaleza debido a que
ninguna poblacion llega a cumplir todas las reglas pero es un estado ideal que
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provee una linea de base contra la cual los cientificos miden la evolucion de
los genes en una poblaciéon dada. Asi mismo, un muestreo inapropiado,
tamafos de muestra pequefios (menores de 20 individuos) asi como baja
variabilidad de los loci caracterizados son factores comunes que originan una

desviacion del HWE (Freeland 2005).
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CAPITULO I

MATERIALES Y METODOS

Los procedimientos llevados a cabo para la obtencién y andlisis de las
poblaciones de ovinos criollos estudiados empleando marcadores
microsatélites, se dividieron en varias etapas: 1) Colecta en Campo, 2) Trabajo

en Laboratorio y 3) Andlisis Genético.

3.1 COLECTA EN CAMPO

Para el presente estudio se analizaran 600 ovinos criollos del departamento de
Pasco, correspondientes a la provincia de Cerro de Pasco y Daniel Carrion,
especificamente en los distritos de Huayllay, Huachon, Huariaca, Paucar y

Tapuc (Tabla 1, Figura 3).
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Tabla 1. Ubicacion geografica de los distritos de ovinos criollos del departamento de Pasco

PROVINCIA DISTRITO N° LATITUD LONGITUD ALTITUD
(msnm)
CERRO DE HUAYLLAY 153 11°00'16" S 76°22'05" W 4 348
PASCO HUACHON 109 10°38'16" S 75°57'08" W 3407
HUARIACA 103 10°26'34" S 76°11'20" W 2 958
PAUCAR 117 10°22'11" S 76°26'42" W 3357
DANIEL CARRION
TAPUC 118 10°27'21" S 76°27'42" W 3678
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Figura 3. Puntos de muestreo en el departamento de Pasco.
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El procedimiento de hemostasia se realizé colocando los dedos por encima de la
yugular y presionando, esto permite que la vena se dilate y proporcione mayor
volumen de sangre. Posteriormente se desinfecto la region con alcohol yodado e
introducimos la aguja con mucho cuidado hasta la salida de la sangre, siempre
tomando en cuenta el bienestar del animal. Se colecté aproximadamente 7 ml
de sangre por animal, en tubos de centrifuga, las cuales contenian 500ul de

EDTA al 2% (Figura 4).

Figura 4. Procedimiento de colecta de muestras en ovinos criollos A) Rebafio de ovejas. By C)
Equipo de colecta. D) Obtencion de muestra de sangre. E) Recopilacion de muestras
sanguineas en cajas térmicas y encuesta a los duefios de los rebafios.
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Invertimos suavemente los tubos con muestra para que se mezcle con el
anticoagulante y asi evitar la coagulacion. Se almacenaron las muestras lejos del
sol, colocandolos en cajas con geles refrigerantes, A su llegada al laboratorio,
fueron almacenadas a 4°C hasta su procesamiento y su posterior extraccion de

ADN.

3.2 TRABAJO EN LABORATORIO

3.2.1 Recepcion de muestras
Las muestras de sangre obtenidas del campo fueron almacenadas 4°C,

realizando la verificacion y la asignacion del cédigo de laboratorio.

3.2.2 Obtencidén de leucocitos
Para la obtencion de los leucocitos se realiz6 lavados con buffer TE 2.5 (pH 8.0,
Tris y EDTA) con la finalidad de producir lisis en la pared celular, eliminando
todos los glébulos rojos y conservando los leucocitos. Las muestras fueron
homogenizadas con vortex y luego centrifugadas, descartando el sobrenadante.
Este procedimiento se repitié hasta que el pellet quedase limpio. Finalmente se

guardo el pellet de leucocitos a-70°C.

3.2.3 Extraccion de ADN
La extraccion de ADN de las 600 muestras sanguineas se realizo a partir de los
leucocitos utilizando el protocolo de Sambrook et al. (1989); modificado por el

Laboratorio de Biologia Molecular — INIA, como se detalla a continuacion:

Se realizaron sucesivos lavados de las muestras colectadas con 500 pL de

buffer TE (Tris-EDTA proporcién 20:5, pH 8,0) hasta obtener un precipitado de
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leucocitos. Posteriormente estos fueron resuspendidos en buffer TE (Tris—EDTA,
proporciéon 20:5, pH 8,0), con 75 uL de SDS 10%, y 1uL de Proteinasa K (20
mg/ul), incubando las muestras a 56 °C por 3 h. Luego se separaron las
impurezas agregando 200 pL de acetato de potasio 3 M. EI ADN se precipitd con
una solucién de isopropanol y etanol absoluto, y se resuspendié en buffer TE o5
(Tris-EDTA, pH 8,0). Se realizaron lavados con soluciones de cloroformo: alcohol
isoamilico en proporcion 24:1; luego se lavo con acetato de potasio 3 M y cloruro
de sodio 5 M para precipitar las impurezas presentes en el ADN. Finalmente, se
agrego etanol absoluto para precipitar el ADN, y se resuspendioé en 50-200 uL de
buffer TE (TrisEDTA proporcion 10:1, pH: 8.0) dependiendo del tamafo del
precipitado obtenido. Las extracciones se almacenaron a -20 °C hasta su
andlisis.

Los materiales y reactivos de laboratorio asi como el procedimiento de

extraccién de ADN se realizaron segun el Anexo 1y 2 respectivamente.

3.2.4 Cuantificacién y calidad de ADN

Se cuantifico el ADN total utilizando un espectofotometro Epoch (Biotek). El
procedimiento consistié en utilizar 2uL de buffer TE 10:1, como muestra control,
y 2uL del ADN total extraido. Como resultados se obtuvo la concentracion de
ADN (ng/pL) y la relacién de absorbancia (260/280) cuyo valor tuvo que ser

mayor a 1.8 para continuar con el proceso de amplificacion de microsatélites.

La calidad del ADN se evalu6 a través de geles de agarosa al 1%, preparados
con buffer TBE 1X (Tris-HCI, acido bérico, EDTA; pH 8) y 1 uL de Bromuro de
Etidio (10 mg/mL). Se cargo 2 uL de DNA stock mezclado con 6 pL de Sal B 2X

(azul de bromofenol, xilencianol, naranja G y sucrosa), el cual funciona como
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indicador de la migracion del DNA. La electroforesis se corrio a un voltaje de 120
V por 20 minutos. Los geles fueron fotografiados en un Transiluminador UV
ChemicDoc XR y su edicion se realizd con el programa Quantity One v. 4.6.3

(Biorad, Hercules, CA, USA).

3.2.5 Amplificacién de microsatélites (PCR)
Se seleccionaron 11 marcadores genéticos microsatélites fluoromarcados (Tabla

3) reportados por Rosa et al. (2013), Peraza et al. (2013)

Tabla 2. Lista de los 11 marcadores microsatélites utilizados en el presente trabajo.

PRIMER SECUENCIA FORWARD SECUENCIA REVERSE
OarFCB20" CATCTTTCAAAAGAACTCCGAAAGTG CTTGGAATCCTTCCTAACTTTCGG
MAF65° GGAAAACCCCCATATATACCTATAC AAATGTGTTTAAGATTCCATACATGTG
HSC? AAAGGCCAGAGTATGCAATTAGGAG CCACTCCTCCTGAGAATATAACATG
OarCP49° ATTTGCACAAGCTAAATCTAACC AAACCACAGAAATGCTTGGAAG
OarFCB304° CTGCCAATGCAGAGACACAAGA GTCTGTCTCCTGTCTTGTCATC
CSRD247? CAGACACGGCTTAGCAACTAAACGC GTGGGGATGAATATTCCTTCATAAGG
BMm1818* GCTGAACAATGTGATATGTTCAGG GGGACAATACTGTCTTAGATGCTGC
BM1258° CCTCCACACAGGCTTCTCTGACTT CCTAACTTGCTTGAGTTATTGCCC
OarAE129° CCCTAGGAGCTTTCAATAAAGAATCGG CGCTGCTGTCAACTGGGTCAGGG
McM527° GGACTTGCCAGAACTCTGCAAT CACTGTGGTTTGTATTAGTCAGG
INRA63® GTATGTATTTTTCCCACCCTGC GAGTCAGACATGACTGAGCCTG

Baumung et al. 2006, Dalvit et al. 2008, Lozano et al. 2008.
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Las reacciones de amplificaciéon por PCR multiplex se prepararon en un volumen
final de 11 ul, considerando las siguientes concentraciones finales (Mullis, 1990):
1X buffer de PCR, MgCI2 2.5- 3.0 mM, dNTP 0.2 — 0.3 mM, cebador 0.1- 0.3 uM
(dependiendo de la reaccién), 0.5 U de Taqg Polimerasa, y 3 pl de ADN 15 ng/ul.
La PCR fue llevada a cabo en el termociclador Mastercycler® Pro Eppendorf,
utilizando el siguiente programa de temperaturas: una fase de desnaturalizacion
a 95 °C por 5 min, seguida de 25 ciclos con una primera fase de
desnaturalizacion a 95 °C por 45 s, hibridacién del iniciador a 56 °C y 60 °C
(dependiendo de los iniciadores) por 60 s y una de fase extension a 72 °C por 1
min; y una extension final a 72 °C por 4 min. La estandarizacion se realiz6
mediante modificaciones de las concentraciones de MgCl2, las temperaturas de
hibridizacion y agrupando a los microsatélites de acuerdo al tamafio del producto

(Anexo 1, Anexo 2).

Los productos de PCR fueron separados en un analizador genético ABI 3130XL
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) mediante electroforesis capilar,
utilizando un gel polimero POP 7 (Performance Optimised Polymer). Cada 1,5 pl
de producto de PCR fueron mezclados con 9,8 pl de formamida Hi-Di y 0,20 pl
de un marcador estandar interno de 500bp GeneScan ROX™. Luego las
muestras se sometieron en 94 °C durante 3 min para denaturacién e
inmediatamente se produjo un choque térmico colocandolo 3 min en hielo antes

de realizar la corrida en el analizador genético.
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Figura 5. Trabajos realizados en el laboratorio. A) Muestras de sangre, B) Obtencién de
leucocitos, C) Pellets de ADN, D) Cuantificacion del ADN con el Equipo Epoch, E)
Electroforesis horizontal, F) PCR, G) Analisis genético en ABI 3130XL y H) Edicién de
electroferogramas.



3.2.6 Andlisis de datos
Para el analisis de la variabilidad genética se estimg, el numero de alelos y las
frecuencias alélicas. La distribucion de las frecuencias alélicas de cada locus en
cada nucleo reproductor fueron graficadas en histogramas. La evaluacion de
equilibrio de HW de los 11 marcadores microsatélites se realiz6 segun la prueba
exacta de Fisher mediante el método de cadena de Monte Carlo Markov (Guo y
Thompson 1992), asi como el déficit y exceso de heterocigotos. El contenido de
Polimorfico (PIC) y la heterocigosidad observada (Ho) y esperada (He) para
cada uno de los loci y las heterocigosidades totales se determiné con el

programa, CERVUS v. 3.0 (Kalinowski 2007).
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CAPITULO IV

PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1. Resultados de la Extraccion de ADN a partir de sangre y Amplificacion

de fragmentos (PCR)

Se observo una buena cantidad y calidad de ADN con una relacion 260/280 entre
1.8 y 2.0. El éxito de la extraccion de ADN se visualizd en geles de agarosa al

1%, los cuales mostraron ADN libre de RNA, proteinas, polisacaridos (ADN puro)

(Figura 6).
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Figura 6. Calidad del stock de ADN

De igual forma, la amplificacion de fragmentos de ADN resultd exitosa ya que

todos los fragmentos deseados fueron amplificados sin problemas y con gran

resolucion, la cual se puede visualizar a través de la intensidad y grosor de las
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bandas en el gel de agarosa al 2% (Figura 7)

Figura 7. Amplificados de PCR en gel de agarosa al 2%.

4.2. Resultados de los Parametros de variabilidad genética
4.2.1. Identificacion de alelos
El numero total de alelos (A) identificados a través de los 11 marcadores STR
fue de 152. EI mayor nimero de alelos (n=24) se encontro en el locus OarCP49,

mientras el menor nimero (n=6) fue en el locus OarAE129 (Tabla 3).

Tabla 3. Numero total de alelos de la poblacién. A= total de alelos

Loci

identificados A
BM1258 10
BM1818 17
CSRD247 15
HSC 15
INRAG3 16
MAF65 10
McM527

OarAE129

OarCP49 24
OarFCB20 15
OarFCB304 16
Promedio 13.82
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4.2.2. Frecuencias alélicas

a. Locus BM1258:

De los 10 alelos registrados en este locus, el de mayor frecuencia fue el alelo de
107 pb en todas las comunidades a excepcion de la comunidad Tapuc (0.1903), el
de menor frecuencia fue el de 131 pb; sin embargo, Tapuc presentd un alelo
exclusivo de 115 pb (0.0088); y de igual modo, en Paucar se present6 el alelo

exclusivo de 129 pb con una frecuencia de 0.009 (Figura 8, Tabla 4).
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Tamaiio del alelo (pb)

Figura 8. Distribucién de frecuencias alélicas del locus BM1258 por comunidad.

Tabla 4. Frecuencias alélicas del locus BM1258 por comunidad.

(N) Huayllay Huachon Tapuc Huariaca  Paucar
107 0.3146 0.5294 0.1903 0.4063 0.3514
109 0.0795 0 0.0796 0 0.0045
111 0.1126 0.1569 0.1549 0.1771 0.0631
115 0 0 0.0088 0 0
119 0.0828 0.1471 0.1062 0.026 0.045
123 0.1722 0.0392 0.1018 0.125 0.1486
125 0.0828 0.0441 0.1637 0.0573 0.2658
127 0.1192 0.0686 0.1903 0.1979 0.0991
129 0 0 0 0 0.009
131 0.0033 0.0049 0.0044 0.0104 0.0135
133 0.0331 0.0098 0 0 0
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b. Locus BM1818:

De los 17 alelos registrados en este locus, el de mayor frecuencia fue el alelo de
256 pb en todas las comunidades y los de menor frecuencia fueron los de 252 pb
y 286 pb. Huayllay presentd un alelo exclusivo 286 (0.0033); de igual modo, en

Huachon se presento el alelo exclusivo de 284 pb con una frecuencia de 0.0046

(Figura9, Tablab).
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Figura 9. Distribucién de frecuencias alélicas del locus BM1818 por comunidad.

Tabla 5. Frecuencias alélicas del locus BM1818 por comunidad.

(N) Huayllay Huachon Tapuc Huariaca  Paucar
252 0.0033 0 0 0.0097 0.0256
256 0.1126 0.0459 0.2458 0.2476 0.1923
258 0.0828 0.1147 0.0127 0.0777 0.0513
260 0.053 0.1881 0.0975 0.1456 0.094
262 0.0464 0.0046 0.0297 0.0097 0.0513
264 0.1987 0.0872 0.0678 0.1214 0.0556
266 0.1291 0.1055 0.0636 0.1796 0.0427
268 0 0.1193 0.0593 0.0146 0.047
270 0 0.0046 0 0 0.0043
272 0.1258 0.0321 0 0.0243 0.0385
274 0.0662 0.0321 0.1186 0.0049 0.0598
276 0.043 0.1101 0.0466 0.0049 0.1282
278 0.106 0.0321 0.1483 0.0728 0.0812
280 0.0166 0.1101 0.1102 0.0874 0.1197
282 0.0132 0.0092 0 0 0.0085
284 0 0.0046 0 0 0
286 0.0033 0 0 0 0
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c. Locus CSRD247:

De los 16 alelos registrados en este locus, el de mayor frecuencia fue el alelo de
229 pb en todas las comunidades y el de menor frecuencia fue el de 217 pb. La
poblacién de Paucar presenté un alelo exclusivo de 219 pb (0.0043); de igual

modo, en Tapuc se presento el alelo exclusivo de 243 pb con una frecuencia de

0.0033 (Figura 10, Tabla 6).
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Figura 10. Distribuciéon de frecuencias alélicas del locus CSRD247 por comunidad

Tabla 6. Frecuencias alélicas del locus CSRD247 por comunidad.

(N) Huayllay Huachon Tapuc Huariaca Paucar
216 0.232 0.1376 0.1314 0.1311 0.047
217 0 0 0.0042 0.0049 0.0128
219 0 0 0 0 0.0043
225 0.049 0 0.1059 0.0534 0.0983
227 0 0 0.0085 0 0.0043
229 0.4412 0.4633 0.5 0.4757 0.4145
231 0.049 0.1239 0.0805 0.2087 0.1453
233 0.0065 0.0459 0.0085 0.0146 0
235 0.0261 0.0046 0.0339 0.034 0.0128
237 0 0.0138 0 0 0.0598
239 0.0359 0.0138 0.0042 0.0049 0.0043
241 0.1601 0.1514 0.089 0.034 0.1197
243 0 0 0.0339 0 0
245 0 0 0 0 0.0641
255 0 0.0459 0 0.0194 0.0043
257 0 0 0 0.0194 0.0085
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d.

De los 15 alelos registrados en este locus, el de mayor frecuencia fue el alelo de
269 pb en todas las comunidades y el de menor frecuencia fue el de 285 pb. La
poblacién de Tapu presenté dos alelos exclusivos de 267 pb (0.0043) y 291 pb

(0.0085); de igual modo, en Huariaca se presento el alelo exclusivo de 287 pb con

Locus HSC:

una frecuencia de 0.0049 (Figura 11, Tabla7).
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Figura 11. Distribucion de frecuencias alélicas del locus HSC por comunidad

Tabla 7. Frecuencias alélicas del locus HSC por comunidad.

(N) Huayllay Huachon Tapuc Huariaca Paucar
263 0.0948 0.055 0.072 0.0194 0.1325
267 0 0 0.0212 0 0
269 0.1601 0.2339 0.2119 0.2282 0.2094
271 0.1601 0.055 0.1864 0.1748 0.1538
273 0.0719 0.2339 0.1314 0.1359 0.1282
275 0.0915 0.0734 0.1441 0.165 0.0897
277 0.098 0.0367 0.0339 0.1068 0.0427
281 0.0131 0.0092 0.0466 0.0097 0.0085
283 0.1765 0.0229 0.1017 0.0825 0.1026
285 0.1144 0.1789 0.0339 0.0388 0.0043
287 0 0 0 0.0049 0
289 0 0.078 0 0.0146 0.094
291 0 0 0.0085 0 0
293 0.0098 0 0 0 0.0342
295 0.0098 0.0229 0.0085 0.0194 0
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e.

De los 16 alelos registrados en este locus, el de mayor frecuencia fue el alelo de
164 pb en todas las comunidades y el de menor frecuencia fue el de 156 pb. La
poblacién de Huayllay presentdé un alelo exclusivo de 176 pb (0.0033); de igual

modo, en Paucar se presento el alelo exclusivo de 194 pb con una frecuencia de

Locus INRAGSI:

0.0214 (Figura 12, Tabla8).
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Figura 12. Distribucion de frecuencias alélicas del locus INRA063 por comunidad

Tabla 8. Frecuencias alélicas del locus INRA063 por comunidad

(N) Huayllay Huachon Tapuc Huariaca Paucar
156 0.0033 0 0.0042 0.0347 0.0085
158 0.2222 0.2615 0.2203 0.2822 0.2607
160 0.0098 0.0092 0.0127 0.0149 0.0684
162 0.0098 0.0275 0.0636 0.1337 0.0427
164 0.4346 0.3119 0.2966 0.2376 0.4017
166 0.1209 0.0275 0.072 0.0198 0.0299
168 0 0.0505 0.0127 0.0198 0.0214
172 0.1078 0.2064 0.1822 0.2228 0.0598
176 0.0033 0 0 0 0
178 0 0.0046 0.0593 0.0099 0.0214
184 0.0065 0 0 0.005 0.0043
186 0.0261 0.0229 0.0169 0 0.0043
188 0.0556 0.0321 0.0551 0.0149 0.047
190 0 0.0138 0.0042 0.005 0
192 0 0.0321 0 0 0.0085
194 0 0 0 0 0.0214
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f. Locus MAF65:
De los 10 alelos registrados en este locus, el de mayor frecuencia fue el alelo de 127 pb

en todas las comunidades y los de menor frecuencia fueron los de 139 pb y 141 pb. Solo

la poblacién de Huachon presenté un alelo exclusivo de 123 pb (0.0092) (Figura 13,

Tabla 9).
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Figura 13. Distribucion de frecuencias alélicas del locus MAF65 por comunidad

Tabla 9. Frecuencias alélicas del locus MAF65 por comunidad

(N) Huayllay Huachon Tapuc Huariaca Paucar
121 0.0359 0 0.0127 0.0049 0
123 0 0.0092 0 0 0

125 0.1961 0.2156 0.2754 0.3204 0.2543
127 0.3987 0.2202 0.2627 0.4515 0.3621
129 0.1569 0.2339 0.1992 0.0922 0.2241
131 0.0654 0.1147 0.0212 0.0291 0.0819
133 0 0.0505 0.0085 0.0049 0

135 0.1405 0.1147 0.1525 0.0631 0.0647
139 0.0033 0.0321 0.0678 0.034 0.0129
141 0.0033 0.0092 0 0 0
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g. Locus McM527:
De los 8 alelos registrados en este locus, el de mayor frecuencia fue el alelo de

169 pb en todas las comunidades y el de menor frecuencia fue el de 179 pb.

Ninguna de las comunidades presento alelos exclusivos (Figura 14, Tablal10).
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Figura 14. Distribucion de frecuencias alélicas del locus McM527 por comunidad.

Tabla 10. Frecuencias alélicas del locus McM527 por comunidad.

(N) Huayllay Huachon Tapuc Huariaca Paucar
161 0.0098 0.0092 0 0 0

167 0.1111 0.2477 0.25 0.1699 0.2778
169 0.3464 0.3073 0.4068 0.233 0.2436
171 0.1765 0.0275 0.1483 0.1699 0.1966
173 0.2647 0.2431 0.1695 0.301 0.1496
175 0.0458 0.0596 0.0169 0.0825 0.0855
177 0.0163 0.1009 0.0085 0.0437 0.0385
179 0.0294 0.0046 0 0 0.0085
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h. Locus OarAE129
De los 6 alelos registrados en este locus, el de mayor frecuencia fue el alelo de

149 pb en todas las comunidades y el de menor frecuencia fue el de 151 pb. La
poblacién de Huariaca presenté un alelo exclusivo de 139 pb (0.0146); de igual
modo, en Paucar se present6 un alelo exclusivo de 165 pb con una frecuencia de

0.0043 (Figura 15, Tabla 11).
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Figura 15. Distribucion de frecuencias alélicas del locus OarAE129 por comunidad.

Tabla 11. Frecuencias alélicas del locus OarAE129 por comunidad.

(N) Huayllay Huachon Tapuc Huariaca Paucar
135 0.0638 0.0972 0.2821 0.1311 0.1034
139 0 0 0 0.0146 0

147 0.5369 0.5139 0.265 0.3981 0.2586
149 0.3926 0.3843 0.453 0.4563 0.5388
151 0.0067 0.0046 0 0 0.0948
165 0 0 0 0 0.0043
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i. Locus OarcP49
De los 24 alelos registrados en este locus, el de mayor frecuencia fue el alelo de

81 pb en todas las comunidades y el de menor frecuencia fue el de 107 pb. La
comunidad de Huayllay presento tres alelos exclusivos de 111 pb (0.01), 123 pb
(0.0033) y de 137 pb (0.0067); de igual modo, la comunidad de Huachon presento
un alelo exclusivo de 119 pb (0.055). La comunidad de Huariaca y Paucar
también presentaron los alelos exclusivos de 121 pb (0.0097) y 103 pb (0.0085)

respectivamente (Figural6, Tabla 12).
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Figura 16. Distribucion de frecuencias alélicas del locus OarcP49 por comunidad.
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Tabla 12. Frecuencias alélicas del locus OarcP49 por comunidad.

(N) Huayllay Huachon Tapuc Huariaca Paucar
75 0.01 0 0.0042 0 0.0085
79 0.0167 0.0275 0.0042 0.0243 0.0043
81 0.3467 0.289 0.178 0.2476 0.1923
83 0.05 0.0092 0.0169 0.0291 0.1068
85 0 0.0321 0.0127 0.1456 0.0043
87 0.0567 0.1101 0.1737 0.0097 0.0684
89 0.0233 0.0413 0.0042 0.0534 0.0385
91 0.1833 0.1147 0.0042 0.0291 0.2094
93 0.0567 0.0872 0.1525 0.0194 0.0128
95 0 0 0.0297 0.0291 0.0043
97 0.0467 0.0092 0.0678 0.199 0.0641
99 0.07 0.055 0.2076 0.0728 0.0983
101 0.0367 0.0826 0.0508 0.1214 0.1368
103 0 0 0 0 0.0085
107 0.0033 0 0 0 0.0085
109 0.0467 0.0229 0.0805 0 0.0342
111 0.01 0 0 0 0
117 0.0033 0 0.0042 0 0
119 0 0.055 0 0 0
121 0 0 0 0.0097 0
123 0.0033 0 0 0 0
127 0.02 0.0229 0.0085 0.0049 0
129 0.01 0.0413 0 0.0049 0
137 0.0067 0 0 0 0

j.  Locus OarFCB20:
De los 14 alelos registrados en este locus, el de mayor frecuencia fue el alelo de

95 pb en todas las comunidades y el de menor frecuencia fue el de 97 pb para la
comunidad de Huayllay. De igual forma, a comunidad de Tapuc fue la Unica en

presentar un alelo exclusivo de 115 pb (0.0085) (Figura 17, Tabla 13).
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Figura 17. Distribucion de frecuencias alélicas del locus OarFCB20 por comunidad

Tabla 13. Frecuencias alélicas del locus OarFCB20 por comunidad

(N) Huayllay Huachon Tapuc Huariaca Paucar
89 0.1373 0.0046 0.0339 0.0777 0.0983
91 0.2092 0.2064 0.0805 0.1942 0.2564
93 0.1209 0.1743 0.2161 0.1553 0.188
95 0.2614 0.2156 0.2203 0.199 0.2051
97 0.0033 0.1055 0.0466 0.0243 0.0385
101 0.0915 0.1376 0.072 0.0485 0.047
103 0.1078 0.0826 0.089 0.1505 0.1026

105 0 0.0183 0.0212 0.0097 0.0214
109 0.0327 0.0367 0.1653 0 0.0171
115 0 0 0.0085 0 0
117 0.0163 0.0092 0.0212 0.1359 0.0128
119 0.0131 0 0.0085 0.0049 0
121 0.0065 0 0.0169 0 0
123 0 0.0092 0 0 0.0128

k. Locus OarFCB30:
De los 15 alelos registrados en este locus, el de mayor frecuencia fue el alelo de

165 pb en todas las comunidades y los de menor frecuencia fueron los de 181 pb
y 185 pb para la comunidad de Huayllay. La comunidad de Paucar presentd un
alelo exclusivo de 167 pb (0.1667), de igual forma la comunidad de Tapuc

presentd un alelo exclusivo de 177 pb (0.0042) y la comunidad de Huayllay
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presentd dos alelos exclusivos de 161 pb (0.0261) y 189 pb (0.0392) (Figura 18,

Tabla 14).
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Figura 18. Distribucion de frecuencias alélicas del locus OarFCB30 por comunidad

Tabla 14. Frecuencias alélicas del locus OarFCB30 por comunidad.

OarFCB30

(N) Huayllay Huachon Tapuc Huariaca Paucar
149 0.0327 0.0189 0 0.0049 0
151 0 0 0.0085 0 0.0214
161 0.0261 0 0 0 0
163 0.0065 0.0377 0.1102 0.0392 0.0299
165 0.3758 0.4811 0.4788 0.4559 0.3419
167 0 0 0 0 0.1667
169 0 0.0236 0.0042 0.0049 0.0085
172 0.402 0.3113 0.3602 0.1422 0.2692
175 0.0065 0.0142 0 0.0147 0.0043
177 0 0 0.0042 0 0
181 0.0033 0.0519 0.0127 0.1961 0.0342
183 0.0065 0 0 0.0147 0
185 0.0033 0.0142 0.0127 0.0637 0.047
187 0.098 0.0472 0.0085 0.0637 0.0769
189 0.0392 0 0 0 0
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4.2.3. Equilibrio Hardy Weinberg (EHW)
De los once microsatélites evaluados, BM1258 y OarFCB20 mostraron estar en
equilibrio de H-W en el total de localidades evaluadas. De igual forma, los
microsatélites CSRD247, HSCA, INRA63, MAF65, McM527, OarAE129,
OarCP49 y OarFCB304 mostraron estar en equilibrio H-W en al menos 4 o 3

localidades de todas las evaluadas.

Por el contrario, solo el microsatélite BM1258 mostré desviacion significativa del

equilibrio H-W.

Tabla 15. Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) evaluado mediante la Prueba exacta
calculada para cada locus en cada comunidad.

Huayllay Huachon Tapuc Huariaca Paucar

Locus p-val p-val p-val p-val p-val
B M 1258 *k% *k% *%%k *%%k *k%
BM1818 ns ns ns ns ns
CSRD247 ns ns ns e *x
HSCA ns ns ns *hk ns
INRAG3 ns ns ns el ns
MAFG65 ns ns ns *x ns
McM527 ns ns * ns ns
OarAE129  *** ns *x * ns
OarCP49 rrk ns ns ns ns
OarFCB20 ns ns ns ns ns
OarFCB304 ns ok ns ns *

* P-val = valor de significancia, * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001, ns=no significante.
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4.2.4. Heterocigosidad (Nei 1984) y PIC
La heterocigosidad observada promedio (0.739) mostré un valor alto. Especificamente el
locus BM1818 (0.881) fue quién mayor valor mostré en la evaluacion, mientras
que el locus BM1258 (0.504) mostr6 el menor valor de heterocigosidad
observada. En cuanto a la heterocigosidad esperada (valor estadistico teorico) el
mayor valor también lo obtuvo el locus BM1818 (0.905) y el menor valor

OarAE129 (0.626).

Por otro lado, el Contenido de Informacién Polimérfica (PIC) mostré valores mayores a

0.5 para todos los loci utilizados.

Tabla 16. Estimacién de Heterocigosidad, PIC, calculadas para la poblacion Total.

Locus Ho He PIC
BM1258 0.504 0.805 0.782
BM1818 0.881 0.905 0.896
CSRD247 0.7 0.739 0.715
HSC 0.857 0.878 0.865
INRAG3 0.761 0.788 0.761
MAF65 0.776 0.773 0.739
McM527 0.767 0.784 0.75
OarAE129 0.508 0.626 0.55
OarCP49 0.844 0.883 0.873
OarFCB20 0.852 0.857 0.841
OarFCB304 0.681 0.718 0.678
Promedio 0.739 0.796 0.768
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4.3. Discusion de los resultados
La extraccion de ADN fue exitosa siguiendo el protocolo de Sambrook et al.
(2001). La concentracion de ADN asi como la calidad fueron suficientemente

buenas para lograr una buena amplificacion de fragmentos por PCR.

La PCR a su vez, al ser llevada a cabo en multiplex (mas de dos marcadores
amplificando a la vez), garantizé una bueno amplificacion de los fragmentos
deseados asi como también una gran eficiencia. Lo dicho dltimo, se refiere a
gue en una sola corrida de PCR podemos amplificar un conjunto de
marcadores microsatélite utilizando una cantidad minima de reactivos para
todos ellos (buffer de PCR, enzima Taq polimerasa, etc), lo cual es mucho
mas rentable que amplificar un marcador microsatélite a la vez que a su vez

va a gastar mucha mas cantidad de reactivos (Konomi et al. 2000).

Asi mismo los marcadores microsatélites seleccionados para el presente
trabajo han mostrado ser bastante informativos para las poblaciones de
ovinos criollos, y esto se debe a que la International Society of Animal
Genetics (Sociedad International de Genética Animal) asi como otros
investigadores, recomiendan el uso de dichos marcadores microsatélites para
el estudio de caracterizacion genética de ovinos (ISAG 2013, Rosa et al.

2013, Peraza et al. 2013).
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4.3.1. Parametros de variabilidad genética

Numero de alelos y frecuencias alélicas

Para la poblacion de ovinos criollos del departamento de Pasco presentd una
gran cantidad de alelos (152) asi como un promedio alélico significativo
(13.82), el cual se puede considerar como indicador que estaria dando

indicios de un alto grado de diversidad en la poblacién de ovinos evaluada.

De igual forma, las frecuencias alélicas de los once marcadores microsatélites
evaluados en la poblacién de ovinos nos muestran la gran variacion con la
gue aparecen presentes en una u otra localidad evaluada del departamento
de Pasco. Es légico encontrar predominio de ciertos alelos en la poblacién ya
que en algun grado los ovinos de diferentes localidades presentan rasgos
genéticos diferentes. Ademas, el predominio de algunos alelos puede estar
méas relacionado con las caracteristicas fisicas de los ovinos. Por ejemplo: se
pudo ver que en la localidad de Huayllay las ovejas evaluadas presentaban
cuernos, caracteristica que es rara de encontrar en ovinos criollos; sin
embargo, podria estar relacionada a la predominancia de alguno de alelos o
gen (Mueller 1985). Para confirmar mejor esta hipétesis haria falta realizar
estudios, tales como la evaluacion especifica del gen relacionado, pero que el

presente trabajo no ha contemplado.

Por otro lado, el promedio de niumero de alelos de la poblacién de ovinos
criollos del departamentos de Pasco (Npromedioc=13.82) mostré valores que
superan en gran distancia a poblaciones de ovinos de India (N promedio=5.7;
Arora 2006) y mostrd tener valores muy parecidos a los de poblaciones de
ovinos de Africa (N promedio=13.6; Wafula 2005).
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Equilibrio Hardy — Weinberg

La prueba de EHW se basa en la hipotesis nula de que las poblaciones estan
en equilibrio cuando cumplen condiciones, tales como, ser una poblacion
suficientemente grande, presentar un apareamiento aleatorio, presentar bajos
indices de presion selectiva, presencia de mutacion, etc. En el presente
trabajo se ha podido obtener, a través de la prueba de EHW, que mayoria de
las poblaciones de ovinos evaluadas se encuentran en equilibrio y por lo tanto

cumplen las condiciones de la hip6tesis nula ya mencionada (Sanchez 2012).

Por el contrario, solo el microsatélite BM1258 mostré desviacion significativa
del equilibrio H-W, por lo que se puede entender que para este microsatélite

la poblacion no relune las caracteristicas antes mencionadas.

Heterocigosidad Observada y Esperada

En todos los microsatélites analizados se obtuvo que la Ho fue menor que la He, lo
que indicaria que hay una mayor frecuencia de ovinos homocigotos que heterocigotos,
y es sabido que la mayor diversidad genética la producen los individuos heterocigotos.
A pesar de esto, se ha observado tanto en la He asi como en la Ho que lo valores
obtenidos son altos en cada uno de los loci utilizados. Basandonos en estudios
previos, tales como: el de Wafula et al. (2005) quién encontré en poblaciones de
ovinos de africanos valores de He=0.706, o trabajos como los de Arora y Bhatia (2006)
quienes encontraron en poblaciones de ovinos de la India valores de He=0.864, o
también trabajos como el de Paiva et al. (2005), quién encontré en poblaciones de
ovinos brasileros valores de He=0.75; todos estos investigadores indicaron que dichos
valores de heterocigosidad se consideran como indicadores de alta diversidad

genética. Por tal motivo, los valores de heterocigosidad obtenidos por el presente
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trabajo para las poblaciones de ovinos criollos (He= 0.796) estan indicando presencia

de una alta diversidad genética en la poblacién estudiada

La presencia de una alta diversidad genética en los ovinos criollos, debe estar
relacionada a la rusticidad, capacidad de adaptacién al clima frio, factores de estrés,
etc., lo cual hace a estos animales importantes para la conservacién de genes de

resistencia y adaptacion.

A su vez, estos resultados confirman los valores obtenidos del nUmero promedio de
alelos, los cuales ya venian indicando la presencia de una alta diversidad genética en
la poblacién de ovinos. De esta forma, el presente trabajo, pionero en Pert y uno de
los pocos que se han realizado en América del Sur, se convierte en una fuente
importante del conocimiento de la diversidad genética de los ovinos criollos del

departamento de Pasco.

Contenido de Informacion Polimorfica (PIC)

Los valores del contenido de informacion polimorfica (PIC) obtenidos muestran ser
superiores a 0.5; lo cual indica que todos los microsatélites (11) utilizados son
considerados polimorficos y muy informativos. Asi mismo se puede decir que los
marcadores utilizados en el presente trabajo son bueno para detectar variabilidad

genética en esta especie (Guo y Elston 1999).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

Utilizando once marcadores microsatélites se concluye que la poblacion de
ovinos criollos del departamento de Pasco presenta una alta diversidad

genética.

La presencia de alta diversidad genética en la poblacion de ovinos criollos del
departamento de Pasco se debe a la rusticidad, capacidad de resistencia y

adaptacién que presentan los ovinos criollos a su habitat.

Los marcadores microsatélites BM1258, BM1818, CSRD247, HSC, INRAG3,
MAF65, McM527, OarAE129, OarCP49, OarFCB20 y OarFCB304 resultaron
ser muy informativos y Utiles para el estudio de caracterizacidbn genética de

ovinos criollos.
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CAPITULO VI

RECOMENDACIONES

Hace falta expandir este tipo de estudios de caracterizacion genética en
poblaciones de ovinos criollos de otras zonas del Perq, para que asi puedan

ser complementadas con la vasta informacion a nivel morfométrica que existe.

Los ovinos criollos estudiados son buenos candidatos para un estudio mas

especifico de genes de resistencia y adaptacion a factores de estrés.

Es posible e importante realizar el mejoramiento genético de los ovinos, pero
también es importante rescatar la diversidad genética presente en estas
poblaciones ya que es por este factor que dichas poblaciones tienen la

capacidad de resistencia y adaptacion.
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Anexo 1. PROTOCOLO: Multiplex 1 (ETH3, ETH10, ETH225, BM1824, BM2113,
SPS115, INRAO23, TGLA122, TGLA227)

Con. Stock Conc. Final 1 Rx.

H20 MQ 3.85
BUFFER 10 X 1 X 1.1
dNTPs 25 mM 0.25 mM 1.1
MgCl2 50 mM 2 mM 0.44
PRIMER F (ETH3, ETH10) 20 uM 0.2 uM 0.11
PRIMER R (ETH3, ETH10) 20 uM 0.2 uM 0.11
PRIMER F (BM1824, TGLA122,

TGLA227, SPS115) 20 KM 0.28 UM 0.15
PRIMER F (BM1824, TGLA122,

TGLA227, SPS115) 20 UM 0.28 M 0.15
PRIMER F (BM2113, ETH225) 20 UM 0.16 Y 0.09
PRIMER R (BM2113, ETH225) 20 UM 0.16 Y 0.09
PRIMER 023F 20 UM 0.35 Y 0.19
PRIMER 023R 20 UM 0.35 Y 0.19
TAQ 5 U 0.5 U 0.10
DNA 5 ng/uL 2
Volumen /mix

Volumen total 11

Anexo 2. PROTOCOLO: Multiplex 2 (TGLA53-TGLA126)

Con. Stock Conc. Final 1 Rx.

H20 MQ 491
BUFFER 10 X 1 X 1.1
dNTPs 25 mM 0.2 mM 0.88
MgCl2 50 mM 1.2 mM 0.264
PRIMER 53F 20 uMm 0.35 uM 0.193
PRIMER 53R 20 uMm 0.35 uM 0.193
PRIMER 126F 20 uM 0.35 uM 0.193
PRIMER 126R 20 uM 0.35 uM 0.193
TAQ 5 U 0.4 U 0.08
DNA 5 ng/uL 3
Volumen /mix

Volumen total 11
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