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RESUMEN

La crianza del ovino constituye una importante actividad econdémica y estd muy difundida
en el Per(, siendo la raza criolla la que concentra la mayor poblacién en el pais (81%) y en
la provincia de Huancavelica (91%), debido a su gran capacidad de adaptacion a distintos
medios y ambientes de produccion. Por ello, el presente estudio tiene como objetivo:
Caracterizar molecularmente los ovinos criollos de Huancavelica utilizando marcadores
microsatélite. Un total de 113 muestras fueron colectadas en tres subpoblaciones
diferentes (Vilca, Yauli y Acoria), las cuales fueron procesadas utilizando un panel de 11
marcadores microsatélites fluoromarcados y posteriormente los amplificados fueron
separados por electroforesis capilar con el secuenciador automatico ABI 3130XL. La
caracterizacion molecular se hizo midiendo la variabilidad genética, la estimacion del
grado de endogamia y la estructura subpoblacional, para lo cual se trabajé con los
siguientes parametros: numero de alelos, nimero efectivo de alelos, alelos nulos,
heterocigosidad observada (Ho) y esperada (He), prueba de equilibrio Hardy-Weinberg
(HW), indice de contenido polimérfico (PIC), coeficiente de endogamia poblacional (Fir),
coeficiente de fijacion (Fst y Rst). Se encontraron los siguientes resultados: Numero de
alelos=137, numero efectivo de alelos=63,28, los loci BM1258, HSC, INRAG3 y OarAE129
manifestaron presencia de alelos nulos, Ho=0,718 £0,059, He=0,790+0,031, ademas de
un desequilibrio HW para el 36% de locus analizados, PIC=0,762+0,036,
Fir=0,111£0,056, Fst=0,016 Rs7=0.00. A partir de estos datos se puede inferir que existe
alta variabilidad genética, asi como un moderado grado de endogamia, resultado del cual
se observa baja diferenciacion genética entre las subpoblaciones. Igualmente, los loci
utilizados resultaron ser altamente informativos, los cuales se pueden emplear en los
programas de conservacion y mejoramiento genético de esta especie.

Palabra clave: variabilidad genética, heterocigosidad, Hardy-Weinberg, endogamia.



ABSTRACT

The breeding of sheep is a very important economic activity in Peru, the race creole sheep
have 81% in Peru, at Huancavelica province 91%, the creole race have a good adaptation
to different media and production environment. For this reason, the present study has the
following objective: Molecular characterization of Huancavelica creole sheep using
microsatellite markers. A total of 113 samples were collected in three different
subpopulations (Vilca, Yauli and Acoria). They were processed using a panel of 11
fluorinated microsatellite markers and then the amplified ones were separated by capillary
electrophoresis with automatic sequencer ABI 3130XL. The molecular characterization was
made by measuring the genetic variability, the estimation of the degree of inbreeding and
the subpopulation structure, for which we worked with the following parameters: number of
alleles, effective number of alleles, null alleles, observed heterozygosity (Ho) and expected
(He), Hardy-Weinberg equilibrium test (HW), polymorphic content index (PIC), population
inbreeding coefficient (Fir), coefficient fixation (Fst and Rsr). The following results were
found: number of allele=137, effective number of allele=63,28, loci BM1258, HSC, INRAG3
and OaeE129 has null allele, Ho=0,718 +0,059, He=0,790+0,031, disequilibrium HW test
for 36% of locus, PIC=0,762+0,036, Fir=0,111+0,056, Fsr=0,016 Rst=0.00. From this
data, it can be inferred that there is high genetic variability, as well a moderate degree of
inbreeding, result of which low genetic differentiation between subpopulations is observed.
The loci used turned out to be highly informative, which can be used in the conservation
and breeding programs of this specie.

Keyword: genetic variability, heterozygosity, Hardy-Weinberg, inbreeding.



INTRODUCCION

La caracterizacion de los recursos zoogenéticos permite establecer estrategias para la
conservacion o el mejoramiento genético de una determinada especie, estas estrategias
se basan en comprender la situacion actual de estos, a través de actividades que
comprende realizar la identificacion, descripcion cuantitativa y cualitativa, y documentacion
de la poblacion de ovinos criollos, utilizando herramientas como: encuestas, seguimiento,

sistemas de informacion y caracterizacion genética molecular(1).

Para realizar la caracterizacion genética molecular se han desarrollado herramientas que
permiten el analisis de ADN, empleando en estos marcadores moleculares como los
microsatélites, minisatélites, polimorfismo de un solo nucleétido (SNP), polimorfismo por
restriccion de la longitud de los fragmentos (RFLP), gracias a estas herramientas es
posible caracterizar genéticamente poblaciones de individuos(2), en este caso a los ovinos

criollos de Huancavelica.

Los marcadores microsatélites es una herramienta que mayormente se ha empleado en el
estudio de poblaciones de animales, debido al gran potencial que presentan, siendo estas
altamente polimérficos y a su vez informativos, bridando resultados sobre la variabilidad

genética y su estructura poblacional(1), de los ovinos criollos.

En el presente informe se caracterizO molecularmente a los ovinos criollos de
Huancavelica, y a su vez se determiné la variabilidad genética, el grado de endogamia y la
estructura subpoblacional, se espera que sirvan como referencia para poder disefiar e
implementar programas de conservacion y mejoramiento genético de los ovinos criollos de

Huancavelica.



1.1.

CAPITULO I: PROBLEMA

Planteamiento del Problema

La crianza del ovino constituye una importante actividad econdmica y esta
muy difundida, existiendo una poblacién de 1, 172 millones de cabezas en el mundo
y 66 millones en América del Sur(3), en Peru la poblacién de ovinos es de 9 523,2.
La raza que concentra la mayor poblacion 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% y otras razas 4,1% respectivamente(4).

En Peru la ovinocultura es una actividad tradicional para pequefios
productores, que generalmente poseen animales criollos, los cuales son ignorados
por politicas publicas y la comunidad cientifica, que a diferencia de otros paises
como chile, donde se realizo una descripcion de ovino criollo de Chilote, con el fin
de poder utilizar en un futuro como recurso genético animal de gran adaptacion a
las condiciones del Archipiélago de Chiloé al sur de Chile(5), o como en Colombia
que realizaron un trabajo similar donde caracterizaron genéticamente a los ovinos
colombianos con el fin de conservacion de genes(6), paises que han visto la
necesidad de conservar estos recursos y poder utilizarlo en un futuro.

En el Perd, los ovinos criollos poseen gran capacidad de adaptacion a
distintos medios y ambientes de produccion. Sin embargo, hasta la actualidad no se
le ha dado al ovino criollo la atencion que merece, mas aun tampoco se le ha
reconocido como raza, lo cual ha repercutido en la realizacion de inadecuadas
practicas de produccion. Como resultado de esto, se generd en las poblaciones de
ovinos criollos, una baja productividad y sufriendo cruzamientos con razas exoticas
(7).

En el departamento de Huancavelica existe una poblacion total de 640 242
ovinos de los cuales 584 031 son criollos, esto representa el 91% de la poblacion
total(4), por lo que, se considera que la poblacion de ovinos criollos es
significativamente representativa en nuestra region. Asi mismo, esta cifra revela que

hasta el momento no se ha trabajado en temas de caracterizacion y mejoramiento
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1.4.

genético y por ende existe desconocimiento del estado de variabilidad genética o el
indice de endogamia en las poblaciones de ovinos criollos.

Por lo mencionado anteriormente, el presente informe final de investigacion
tiene la finalidad de caracterizar molecularmente la poblacién de ovinos criollos de
la provincia de Huancavelica. Dicha informacion podra en un futuro ser aplicada en
el disefio de programas de conservacion y mejoramiento genético de ovinos criollos
en Huancavelica.

Formulacion del Problema
;Cual sera la caracterizacion molecular los ovinos criollos de Huancavelica
utilizando marcadores microsatélite?
Objetivos General y Especificos
1.3.1.  Objetivo General
v' Caracterizar molecularmente ovinos criollos de Huancavelica
utilizando marcadores microsatélite.
1.3.2.  Objetivos Especificos
v’ Determinar la variabilidad genética de los ovinos criollos de
Huancavelica.
v’ Estimar el grado de endogamia entre los ovinos criollos de
Huancavelica.
v Estimar la diferenciacion genética entre subpoblaciones de
Huancavelica.
Justificacion

Los ovinos domésticos son especies cosmopolitas que producen lana,
carne, leche, piel, cuero y estiércol que sirven como abono y combustible, Utiles
para el hombre.

La crianza ovina tiene importancia econdmica, social y ecolégica. La
importancia economica y social, para priorizar la crianza de ovinos, radica en la
poblacion nacional de 15 486 000 de cabezas, que ubica al Peru en el segundo pais
de mayor poblacion ovina en América después de Brasil. Esta poblacion produce 31
758 tde carne y 12 938 t de lana 'y 2 507 475 unidades de cuero por afio generando

ingresos econdmicos para la subsistencia de 1 030 223 familias campesinas(4). La



importancia ecoldgica radica en que el 96.2% de la poblacién ovina se cria en la
sierra alimentandose con pastos naturales que crecen en 14 millones de hectareas
no aptos para la agricultura.

La caracterizacién molecular se realiza fundamentalmente para explorar la
variabilidad genética dentro de una poblacién y entre distintas poblaciones de
animales, y para determinar relaciones genéticas entre ellas. Concretamente los
resultados sirven para determinar los parametros de variabilidad, identificar
localizaciones geogréficas de determinadas poblaciones, proporcionar informacion
sobre relaciones evolutivas, identificar relaciones de parentesco, apoyar la mejora
genética de las poblaciones animales mediante el uso de marcadores y desarrollar
depositos de investigacion y desarrollo(1).

La variabilidad genética de los individuos es fundamental para la
supervivencia de la especie a largo plazo, si esta disminuye, indefectiblemente
reduce su capacidad de adaptarse ante potenciales cambios ambientales. Una
disminucidén en la variabilidad genética puede deberse a una reduccion de la
cantidad de individuos o bien a la presion de seleccion que existe. Mantener la
variabilidad genética es vital para responder exitosamente a las presiones
ambientales de seleccion, desarrollando asi estrategias y programas tanto en
mejoramiento genético como en la conservacion de esta especie, por ello es muy
importante conocer la variabilidad genética de la poblacion ovina criolla de nuestra
provincia, y estos resultados obtenidos permitira a grupos interesados; tales como:
ganaderos, gobiernos nacionales y locales tomar decisiones adecuadas y poder
desarrollar estrategias y programas adecuados ya sea para la conservacion o
mejoramiento genético de esta especie, garantizando al propio tiempo la

conservacion para generaciones actuales y venideras(1).



2.1.

CAPITULO II: MARCO TEORICO

Antecedentes

La expansion actual de los criterios conservacionistas ha promovido la
utilizacion de las modernas metodologias que brinda la genética molecular
para la caracterizacion de las razas, aunque la caracterizacion genética clasica
basada en marcadores bioquimicos e inmunogenéticos se ha aplicado durante
muchos afos sobre todo en rumiantes y equinos en pruebas de identidad y
control de filiacidn. El estudio del polimorfismo de los microsatélites del ADN
han ofrecido muy buenos resultados, aunque también se ha trabajado con
éxito en la investigacion del ADN mitocondrial y de fragmentos de ADN
amplificados aleatoriamente. En Espafia(8, 9), y otros paises del mundo(10-
12), estos métodos han sido utilizados en las especies bovina, ovina, caprina,
equina alpacay llama.

La evaluacion de la variabilidad genética en ganado vacuno criollo
Colombiano mediante marcadores microsatélites, donde se estimo la
variabilidad y las relaciones filogenéticas entre 6 razas del ganado criollo
colombiano, Cebu Brahman y la espafiola Pirenaica, mediante el uso de 12
marcadores tipo microsatélite; el cual reporta el nimero promedio de alelos
11,58 con los valores méas altos para los marcadores HEL 13 y ETH 10, la
heterocigosidad promedio de todas la razas fue de 0,7 y el coeficiente de
endogamia fue de 0,097, con los valores mas altos para la raza Romosinuano,
los mayores valores de diversidad se presentaron en la raza Casanarefio, la
distancia genética entre las razas criollas colombianas y la raza espafiola
Pirenaica fue amplia (0,7-1,7) indicando posiblemente poca intervencion de
esta raza en el origen de las razas criollas, llegando a la conclusion de que las
razas bovinas criollas colombianas inscritas en los programas de
conservacion, muestran un alto grado de variabilidad genética, con su mejor
representante de la raza Casanarefio, lo cual demuestra su gran valor como

patrimonio genético de la nacion(11).



Caracterizacién genética de poblaciones Cebuinas a través de
marcadores moleculares de proteina y ADN, donde el objetivo fue conocer las
frecuencias alélicas para 12 loci de tipo proteina (hemoglobina, anhidrasa
carbonica, peptidasa-B, amilasa-l, albumina y transferrina) y ADN (UWCA46,
BM1824, HEL1, BM2113, INRA0O6 y BMS348) y verificar sus eficiencias en las
pruebas de paternidad para la raza Nelore utilizando dos grupos de rebafios
seleccion (toros seleccionados en pruebas de ganancia de peso) y control
(toros que registran la misma media de peso vivo), mostrando que la prueba
exacta de Fisher revel6 que los rebafios seleccién y control difirieron (p<10-4)
en sus composiciones genotipicas, la variabilidad genética fue mayor en el
rebafio seleccion. Los alelos A1 (Tf), 145 y 147 (UWCA46) y 117 (HEL1),
probablemente sean marcadores de razas Cebuinas, la probabilidad de
exclusion combinada fue estimada en 99,40, indicando que el conjunto de
marcadores es eficiente pudiendo ser empleado en verificaciones de
parentesco en la raza Nelore. Sin embargo, la sustitucion de loci de proteinas,
excepto transferrina y del BMS348 por otro microsatélite podria resultar en una
eficiencia mejor, disminuyendo el nimero de marcadores en la investigacion
de paternidad(13).

La Caracterizacion genética del bovino de la raza criollo Limonero de
Venezuela utilizando marcadores de ADN microsatélites, cuyo objetivo fue
estudiar la variabilidad genética de la raza criollo limonero considerada
patrimonio nacional y orientada a la produccion de leche, donde se estimaron
los siguientes resultados; el nimero promedio de alelos por locus, He y PIC
fueron: 8,7; 0,689 y 0,651, respectivamente. Las He variaron desde 0,355
hasta 0,787 y el PIC fluctu6 de 0,302 a 0,757. El locus menos polimorfico fue el
ILST5 y el méas polimérfico fue el CSSM66. La PE con los 14 marcadores fue
de 0,9962 y 0,9999 para uno y dos padres conocidos, respectivamente. Los
resultados indicaron que este grupo de marcadores resultaron ser eficientes
para realizar pruebas de paternidad en esta raza, asi mismo se muestran que
los niveles de heterocigosis indican la existencia de una alta diversidad

molecular en la poblacion estudiada, la cual debera mantenerse como



estrategia para la conservacion del Criollo Limonero como recurso genético
bovino de Venezuela para la produccion animal en la region tropical(14).

Se caracterizO molecularmente llamas (Lama glama) ch'aku y ccara del
banco de germoplasma de alpacas de color y llamas del centro experimental
illpa-inia anexo Quimsachata, usando marcadores microsatélites donde el
objetivo fue analizar la diversidad genética y determinar el grado de
diferenciacion genética entre los dos fenotipos de llamas, mediante la
aplicacion y analisis de 13 loci microsatélites reportados internacionalmente en
CSA usando el cebador universal M13. Se reportaron altos niveles de
polimorfismo en los marcadores, determinando alta diversidad genética. Se
identificaron 157 alelos diferente, un promedio de 12,08 alelos por marcador,
heterocigosidad esperada promedio por marcador: 0,758 y PIC promedio por
marcador: 0,723. La prueba del equilibrio Hardy-Weinberg demostré que, en
general, los loci estuvieron en desequilibrio debido a un déficit de heterocigotos
(Fis promedio: 0,063) y no se debi6 a alelos nulos. A pesar que las
poblaciones de llamas Ch'aku y Ccara del Banco son manejadas por
separado, la diferenciacion genética entre ellas es muy baja (Fst =0,01), esto
indica una débil estructura genética, y existe un intenso flujo genético entre
ambas poblaciones. Probablemente su mismo proceso de domesticacion y el
intercambio frecuente de reproductores en los rebafios de donde provienen, ha
envuelto cruzamientos entre ambos fenotipos, concluyendo asi que la
poblacién de llamas, Lama glama, Ch'aku y Ccara ubicadas en el Banco de
Germoplasma del INIA, simboliza patrimonio natural, econémico, cultural e
histdrico del Peru(15).

Variabilidad genética poblacional de alpacas Vicugna pacos determinada
por marcadores microsatélites en el centro piloto Munay Pagocha y del fundo
Itita, Puno-Peru, mostrando que el total de la poblacién present6 un alto nivel
de variabilidad alélica, y alelos exclusivos entre poblaciones con frecuencias
menores al 1,5%, en los loci LCA37, LCA90, LCA5, VOLP92, YWLL36,
YWLL44 y YWLLO8. Los valores de Fis (0,016), y Fst (0,003) reflejaron bajo

niveles de endogamia. El rebafio del Fundo ltita presentd un mayor Ho (0,858)



respecto a la He (0,848), mientras que por el contrario el rebafio del Centro
Munay Pagocha presentd un menor valor del Ho (0,815) respecto al He
(0,848), con una tendencia al déficit de heterocigotos. Los 10 marcadores
presentaron una probabilidad de exclusion de parentesco adecuada, con un
valor superior al 99,9%, cuando se conoce el genotipo de ambos padres, y un
poder de discriminacién mayor a 0,90. Ademas, se alcanzé un valor PEC
(probabilidad de exclusion combinada) de 0,999 considerando solo los
marcadores YWLLO8, YWLL44, LCA37, YWLL36, LCAS8; siendo YWLLO8 el de
mayor valor (0,885). La prueba de filiaciéon permitié detectar mayores errores
de asignacion de maternidad (13,04%) y paternidad (30,4%) en el rebafio del
Fundo ltita, respecto al Munay Paqocha con errores de designacion de
maternidad de 7,69% y de paternidad de 17,95%, concluyendo que este centro
posee un mejor registro de empadres(16).

Evaluacion de la diversidad genética, relacion genética y cuello de botella
utilizando 20 microsatélites en 5 razas de cabras nativas de Turquia (Angora,
Kilis, Honamli, Hair and Norduz razas de cabra), reportando los siguientes
resultados: los 20 microsatélites analizados revela que el nimero promedio de
alelos por locus (15,65 alelos/locus) y el nivel de heterocigosidad (0,5192 —
0,9400) fueron bastante altos, el valor Fis general calculado para todas la
poblaciones fue 0,03656 + 0,033 el cual no fue significativo, todas la
poblaciones estaban en equilibrio Hardy-Weinberg. De acuerdo a los valores
de Fst se encontré para la diversidad genética entre Angora y otras razas
valores de nivel medio en cuanto a diversidad genética. Entre las otras razas la
diversidad fue baja el cual no fue estadisticamente significativa, todas las
pruebas realizadas indicaron que la raza Angora es diferente a las otras razas
de cabras, ademas el analisis mostro que las otras razas de cabras nativas no
podian distinguirse unas de otras(17).

Caracterizacién genética de la poblacion caprina Majorera de
Fuerteventura-Espaia, en la que se emplearon 22 microsatélites, de las cuales
20 resultaron polimérficas y dos monomérficos, donde se reporta 6,954 como

numero promedio de alelos, la heterocigosidad media esperada fue 0,590 y la



observada 0,544, llegando a la conclusion de que los marcadores utilizados
son bastante informativos y por tanto van a ser muy Utiles en la medicion de la
variabilidad genética(18).

Diversidad genética de la cabra criolla venezolana mediante analisis con
microsatélites, cuyo principal objetivo fue caracterizar la variabilidad genética
en la cabra Criolla de Venezuela a través del andlisis de un conjunto de
microsatélites, todo ello enmarcado como punto de inicio para la futura puesta
en marcha de un programa de conservacion genética de este germoplasma. El
conjunto de marcadores moleculares utilizados son los propuestos por la FAO
y la ISAG para estudios de biodiversidad. Los resultados muestran que existe
una alta variabilidad genética, con una heterocigosidad esperada de 0,65 y
numero medio de alelos de 6,2. La medida de diversidad genética reveld un
buen estatus de la biodiversidad en la cabra Criolla venezolana, lo cual permite
concluir que, el uso sistematico de los marcadores moleculares en este tipo de
estudio podria facilitar el entendimiento del manejo poblacional y constituira
una excelente estrategia para la conservacion de esta especie(19).

Se ha realizado diversos estudios en caracterizacion genética de ovinos a
nivel mundial, se realiz6 el trabajo titulado Caracterizacion genética de razas
ovinas Egipcias e lItalianas usando ADN mitocondrial, tendiendo por objetivo
caracterizacion genética y biodiversidad entre razas ovinos Egipcios e Italianos
usando mtADN, el cual mostré que la diversidad de haplotipos y el numero
promedio de diferencias por pares fueron de 0.97571 y 7.01484
respectivamente, también se observo distancias genéticas bajas entre Laticuda
y Muflon Italiano seguida de distancia entre Sarda y Muflon Italiano, también se
encontré distancias altas entre ovinos Barki y Sarda seguidos por Barki y
Laticuda, el analisis filogenético mostro la presencia de tres Haplotipos: HapA,
HapB y HapC, llegando a la conclusién de que las razas lItalianas son
claramente diferentes de las Egipcias(20).

Andlisis de la Diversidad Genética y diferencias entre poblaciones ovinas
en Jordan, En las que se muestran los siguientes resultados: el numero de

alelos por Locus (A) 12.67, la heterocigosidad esperada (He) 0.820, la



heterocigosidad observada (Ho) 0.684, la distancia genética sin duda revelo el
grado esperado de diferenciacién entre poblaciones las poblaciones
estudiadas, concluyendo que las posibles inferencias que existen se atribuyen
a la locacion geografica, las mutaciones y la seleccion que existe(21).

El uso de los marcadores microsatélites para el estudio de la diversidad
genética en ovino de Indonesia, en el cual se utiliz6 18 marcadores
microsatélite, reportando un numero promedio de alelos de 6,10 alelos de 5
poblaciones ovinas indonesias (ovino garut de doble propgosito, ovino garut de
aptitud carnica, ovino purbalingga, ovino batur y poblacion de ovino jember). El
promedio de heterocigosidad observada Ho y esperada He fue de 0,5749 y
0,6896 respectivamente, mientras que la diferencia genética de endogamia
entre la poblacion (Fis), dentro de la poblacidn (Fit) y la diferenciacion genética
promedio (Fst) fueron 0,1006, 0,1647 y 0,0712 respectivamente, la distancia
genética y el arbol filogenico muestra que la poblacién de ovinos de Indonesia
fue distinta del ovino garut, purbalingga, batur y ovino jember, concluyendo que
es necesario establecer estrategias de conservacion y programas de
mejoramiento en cada una de las poblaciones de ovinos en Indonesia(22).

Diversidad genética de ovinos en Colombia por medio de marcadores
microsatélites, tuvo por objetivo determinar la diversidad genética de 13 razas
ovinas presentes en Colombia, donde reportaron un promedio de 14,27 alelos
por locus, con un rango de heterocigosidad observada y esperada de 0,444 a
0,840y 0,672 a 0,857 respectivamente y un PIC promedio de 0,741, llegando a
la conclusion de que las ovejas colombianas presentaron una alta variabilidad
genética lo cual es muy importante para futuros programas de seleccién y
mejoramiento genético(6).

Desarrollo de un multiplex de microsatélites para diagnéstico de
paternidad en ovinos Corriedale de Uruguay, cuyo objetivo fue evaluar dicho
multiplex de acuerdo a variabilidad genética de las frecuencias alélicas para la
asignacion de progenitores mediante los valores de su Probabilidad de
Exclusion (PE), mostrando los siguientes resultados: Los STR presentaron una

variabilidad relativamente alta de acuerdo al indice de Heterocigosidad
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promedio (Ho=0,661), al numero de alelos observados (N=8,6) y al Contenido
de Informacion Polimérfica (PIC=0,614). Se observo en cuatro de los 10 STR
utilizados (FCB20, TGLA53, MCM527 y MCM130) una pérdida de equilibrio
Hardy-Weinberg debido a la disminucion significativa de heterocigotos, con la
consiguiente reduccién de variabilidad genética. Como consecuencia la
Probabilidad de Exclusion combinada en dicha poblacién present6 un valor de
0,960. Concluyendo que para mejorar la certeza en el diagndstico de
paternidad se podria incluir un mayor numero de STR en el multiplex, dada la
baja variabilidad genética presente en los padres(10).

El trabajo de investigacion: Caracterizacién molecular en ovinos (Ovis
aries) assaf, blackbelly y asblack utilizando marcadores microsatélites, cuyo
objetivo fue caracterizar a nivel molecular las poblaciones de ovinos Assaf,
Blackbelly y Asblack; determinando su variabilidad genética (intra-poblacional
e inter-poblacional) y, su estructura poblacional (inter-poblacional), utilizando
marcadores microsatélites, reportando los siguientes: En estos resultados se
demuestra que las poblaciones Assaf (Ho=0.645; He=0.661); Asblack
(Ho=0.640; He=0.681) y Blackbelly (Ho=0.636; He=0.672) tienen una alta
variabilidad; el nimero de alelos para el ovino Assaf (Na=5.35); Asblack
(Na=7.24) y Blackbelly (Na=5.47); el indice de fijacion (F=0.115), lo cual indica
que hay una moderada diferencia entre las poblaciones en estudio. Por otro
lado, los marcadores en estudio no presentaron equilibrio de Hardy-Weinberg
(HWE); ademas en las poblaciones estudiadas no se encontraron cuellos de
botella. A su vez el flujo genético que se encontrd fue de 0.03, lo que indica

que es un valor muy bajo, indicando una diferenciacion genética menor(23).
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2.2,

Bases Teoricas
Taxonomia del Ovino.

La clasificacion de los ovinos es de la siguiente manera(24):

Reino : Animal
Phylum : Cordados
SubPhylum : Vertebrados
Clase : Mamiferos
Subclase : Ungulados
Orden : Artiodactilos
Suborden : Rumiantes
Familia : Bovidae
Subfamilia : Ovinae
Género : Ovis
Especie : Ovis aries

El Ganado Ovino en el Peru

El Per( tiene una poblacién ovina de 9 523 198 cabezas(4), las que se
distribuyen en mayor porcentaje en la region Sierra, seguido de la costa y la selva.
Los principales productos que se obtienen son lana y carne. La produccion nacional
de lana alcanza los 10 946 Tm. y la de produccion de carne llega a 36 122 Tm.
anuales respectivamente(25).

La disminucién de los precio reales de lana y carne a nivel del productor, la
insuficiente asistencia técnica, la despoblacion del sector rural, el bajo nivel
tecnoldgico y el uso inadecuado de los recursos naturales (pastos y agua),son
problemas que muy a menudo de presentan, que a pesar de esto, la tendencia de la
poblacion, la produccién de la lana y carne es levemente creciente(25).

La crianza de ovinos se encuentra concentrada principalmente a nivel de
pequefios productores en sistemas extensivos, basados en la alimentacién con
pastos naturales en las zonas altoandinas, y con residuos de cosechas y malezas a
nivel de los valles costefios, interandinos y de las vertientes. A nivel de la crianza

familiar, predomina el ovino Criollo, con buena rusticidad pero bajos niveles
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productivos de lana y camne. El sobrepastoreo es un problema muy comun en estas
crianzas(26).

Sin embargo, existen un grupo de empresas campesinas que han logrado un
aceptable nivel tecnoldgico y rebafios de mayor tamafio que en las crianzas
familiares, que le permiten manejar una economia de escala. Asi tenemos a la SAIS
Pachacutec y la SAIS Tupac Amaru en la zona centro (26).

Ovinos y Razas en el Peru

La crianza ovina en el Peru tiene importancia economica, social y ecoldgica.
La importancia ecoldgica radica en que el 79.9% de la poblacién ovina se cria en la
sierra alimentandose con pastos naturales que crecen en campos no aptos para la
agricultura(27).

En el Peru, la ovinocultura tiene una importancia econémica sino es mayor
por lo menos igual que la bovinocultura. Los ovinos pueden pastorearse
conjuntamente con los vacunos sin que exista competencia por el alimento, debido
a la diferente forma de aprehension del pasto, los vacunos prefieren los pastos
altos, mientras que los ovinos los pastos bajos, lo que permite elevar la
productividad de la tierra hasta en un 25% sin afectar la condicién de las pasturas.
Los ovinos aprovechan eficientemente los subproductos de la agricultura (rastrojos
de cosecha) que en su mayoria son alimentos fibrosos que sélo los rumiantes,
como los ovinos, pueden convertir en carne, lana, pieles y leche para el uso del
hombre(27).

Ovino Criollo

Ovino formado de la descendencia de los ovinos traidos por los espafioles
durante el siglo XVI, se encuentra a nivel de los valles costefios, interandinos y la
vertiente oriental, asi como en las zonas altoandinas a nivel de crianzas familiares.
Su principal caracteristica es ser una raza de fenotipo muy variado, alta rusticidad y
mediana prolificidad.

Es de bajo nivel productivo de lana y carne. Se han reportado valores
promedio de peso de vellon de 1,5 kg. peso vivo de 27 kg. para ovejas y 35 kg. para
carneros. Actualmente se constituye la raza ovina de mayor poblacién en el
pais(25).
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Ovino Corriedale

Originario en Nueva Zelanda. Aptitud de doble propédsito para produccion de
lana y carne. Presenta una calidad de lana que varia de 24 a 31 micras de diametro
de fibra, considerada como lana de finura media, longitud de mecha de 8,8 a 15 cm,
buen grado de rizamiento, brillo y color.

El vellon varia entre 4 a 6,4 kg. Ademas posee una buena conformacion
muscular, fortaleza, rusticidad y pigmentacion negra a nivel de los ollares, labios y
pezufias. A edad adulta el carnero llega a pesar entre 79y 125 kg y la oveja entre
99 y 82 kg, dependiendo del sistema de alimentacion De acuerdo a sus
caracteristicas reproductivas puede ser considerada de prolificidad baja y poliestrica
estacional. Se encuentra muy difundida a nivel de las principales ganaderias ovinas
de los departamentos de Junin, Pasco y Puno(25).

Ovino Junin

Raza Peruana formada en el Departamento de Junin, a partir del afio 1955.
Aptitud de doble propésito, lana y carne, pero de vellén mas fino que el Corriedale.
Muestra gran adaptacion al pastoreo en las praderas nativas altoandinas.

Ademas presenta una buena precocidad, conformacion muscular, gran
alzada, fortaleza, pecho amplio y profundo que resaltan su habilidad carnicera.
Presenta una cabeza fuerte, cara limpia, extremidades largas y fuertes, pero
variado grado de pigmentacién en los ollares y pezufias. El 80% de los vellones
Junin varian en un rango de 23 a 25 micras de diametro de fibra, y el peso de vellon
varia entre 3 a 5,6 kg. A edad adulta los carneros alcanzan un peso vivo de 74 kg y
las ovejas de 45 kg, en condiciones de alimentacion con pastos naturales.
Actualmente el nlcleo genético de esta raza se encuentra en la SAIS Tupac Amaru
del Departamento de Junin(25).

Ovino Hampshire Down

Originaria de Inglaterra, perteneciente al grupo de razas de cara negra. Es
una raza especializada en la produccion de carne, pero las carcasas presentan un
alto contenido graso.

Por ello los carneros de esta raza son utilizados para la cruza industrial con

ovejas Corriedale y Junin, para la produccion de corderos en sistemas de
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alimentacion con pasto cultivado. Son animales muy pesados, los carneros
alcanzan entre 100 a 135 kg y las ovejas de 70 a 90 kg de peso corporal. Presentan
un alto indice de crecimiento, pero a la vez exigen buenas condiciones de
alimentacién como suplementacion con concentrados y alimentacion con pastos
cultivados para expresar su potencial carnicero. Se encuentra difundida a nivel de
las zonas altoandinas de los departamentos de Junin, Cerro de Pasco, Puno y en
los valles de los departamentos de Arequipa, Moquegua y Tacna(25).

Ovino Black Belly

Raza de ovino de pelo originaria de la isla de Barbados en América Central.
Se caracteriza por su buena prolificidad, poliestricidad anual y precocidad
reproductiva.

Sin embargo carece de aptitud lechera y conformacion carnica. Los carneros
presentan un peso vivo entre 50-55 kg y las ovejas entre 40 a 45 kg. Las ovejas son
multiparas presentando un 20% de partos simples, 40% de partos dobles y 30% de
partos triples. Se encuentra muy difundida a nivel de la Selva, Costa Norte y Centro
del Pert(25).

Ovino Assaf

Ovino originario de Israel, de aptitud carnica y produccion lechera. Presenta
caracteristicas de prolificidad media y poliestrica estacional. Fue introducida al Peru
con el fin de utilizarla en la formacién de la raza Assblack. Las ovejas presentan una
ubre con buen desarrollo, en la cual se produce de 3,1 a 3,3 litros/dia durante 120
dias. La leche contiene un alto porcentaje de grasa (5,7%) y sélidos totales (17,8%),
resultante en un alto rendimiento quesero. Se caracteriza por presentar una cabeza
de perfil convexo, orejas largas y colgantes, velldén grueso y color variado, una cola
gruesa en su base debido a que contiene una reserva de grasa. Presenta una
buena conformacion muscular, de cuerpo largo, ancho y profundo. Se pueden
ubicar ejemplares puros de Assaf en la Universidad Nacional Agraria La Molina y en
el rebafio de Rigoranch(25).

Ovino Asblack
Raza sintética en proceso de formacion en el Peru. El grado de sangre que

se busca estabilizar es el de 1/4 BBB y 3/4 ASSAF. Esta raza pretende reunir las
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caracteristicas de habilidad materna, produccion de leche y conformacién carnica
del Assaf con las de poliestricidad y prolificidad del BBB, resultando en un ovino
capaz de ser utilizado en la produccién intensiva de carne de cordero(25).
Caracterizacion de Recursos Zoogenéticos
La caracterizacion de los recursos zoogenéticos comprende todas las
actividades asociadas con la identificacién, descripcidn cuantitativa y cualitativa, y
documentacion de las poblaciones de la raza, asi como su habitad natural y los
sistemas de produccion a los que estan o no adaptados. El objetivo es obtener un
mejor conocimiento de los recursos zoogenéticos, de su uso actual y potencial
futuro en la alimentacion y la agricultura en entornos definidos, y su estado actual
como poblaciones de razas diferenciadas(1).
Herramientas de Caracterizacion
1. Encuestas
Se hacen encuestas para recoger de manera sistematica los datos
necesarios para identificar las poblaciones de una raza y describir sus
caracteristicas observables, distribucion geogréfica, usos y crianza en
general, asi como los entornos productivos. Las encuestas base se realizan
una vez, pero algunos elementos de la encuesta pueden repetirse si se
observan cambios significativos en el sector agropecuario. En las
encuestas sobre recursos zoogenéticos se estudian diez variables, que
incluyen informacién basica y avanzada de las poblaciones de razas, usos
principales de la raza, origen y desarrollo/evolucion de la raza,
caracteristicas morfolégicas tipicas, niveles medios de rendimiento,
caracteres especiales, y actividades de conservacién en marcha(1).
2. Seguimiento
Hay que documentar regularmente los cambios en tamafo y estructura
poblacional en todas las razas. Ello debe realizarse de manera anual o
bienal, dado que la aplicacién de las tecnologias modernas de
reproduccion, el comercio mundial, las exigencias del mercado, asi como
las politicas que favorecen a determinadas razas, pueden conducir a

cambios rapidos en el tamafio y estructura de las poblaciones de estas.
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El seguimiento debe realizarse al menos una vez por generacion de la
especie, sobre todo en las razas clasificadas como en riesgo o
potencialmente en riesgo. Ello requiere encuestas a intervalos de unos
ocho afios para caballos y asnos, cinco afios para ganado bovino, bufalos,
ovejas y cabras, tres afos para cerdos y dos afios para especies aviares.
Caracterizacion Genética Molecular

La caracterizacion genética molecular explora polimorfismos en
determinadas moléculas proteicas y en marcadores de ADN para medir la
variacion genética a nivel poblacional. Debido al bajo nivel de polimorfismo
observado en las proteinas, lo cual conduce a una aplicabilidad limitada en
los estudios de diversidad, son los marcadores de los polimorfismos a nivel
de ADN los escogidos para la caracterizacion genética molecular.

La caracterizacion genética molecular se realiza fundamentalmente para
explorar la diversidad genética dentro de una poblacién y entre distintas
poblaciones animales, y para determinar relaciones genéticas entre ellas.
Mas especificamente, los resultados de los estudios de laboratorio sirven
para:

e Determinar los parametros de diversidad dentro de una razay entre
razas.

e Identificar las localizaciones geograficas de determinadas
poblaciones y/o mezclas entre poblaciones de origenes genéticos
distintos.

e Proporcionar informacion sobre relaciones evolutivas (arboles
filogenéticos) y determinar centros de origen y rutas migratorias.

e Iniciar actividades de cartografia génica, incluyendo la identificacion
de portadores de genes conocidos.

e Identificar relaciones de parentesco y genéticos dentro de las
poblaciones.

e Apoyar la mejora genética de las poblaciones de animales
mediante el uso de los marcadores.

e (Calcular el tamafio efectivo de la poblacion (Ne).
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Marcadores Moleculares para Estudios de Diversidad Genética

La diversidad entre organismos es consecuencia de las diferencias en las
secuencias de ADN y de los efectos ambientales. La variacién genética es notable,
y cada individuo de una especie, a excepcion de los gemelos monocigéticos, posee
una secuencia de ADN unica. Las variaciones en el ADN son mutaciones
resultantes de la sustitucion de un solo nucledtido (polimorfismos de un solo
nucledtido - SNP), insercion o delecion de fragmentos de ADN de diversas
longitudes (desde uno a varios miles de nucleétidos), o duplicacion o inversién de
fragmentos de ADN. Las variaciones del ADN se clasifican como neutras, cuando
no originan cambios en los caracteres metabolicos o fenotipicos, y por consiguiente
no estan sometidas a seleccion positiva, negativa o de reequilibrio; en caso
contrario, se denominan funcionales. Las mutaciones en nucleétidos clave de una
secuencia codificadora pueden alterar la composicién de aminoacidos de una
proteina, y conducir a nuevas variantes funcionales. Dichas variantes pueden tener
una mayor o menor eficiencia metabélica comparadas con el tipo nativo original,
pueden perder completamente su funcionalidad, o incluso adquirir una funcion
nueva. Las mutaciones en las regiones reguladoras pueden afectar a los niveles y
las pautas de expresion génica; por ejemplo, activar o desactivas genes, o
sobreexpresar o infraexpresar proteinas en tejidos concretos en distintos estadios

del desarrollo o en distintos estados fisioldgicos.

Las técnicas moleculares mas importantes que se estan utilizando y
desarrollando actualmente para evaluar la diversidad genética y para estudiar la

variacién funcional son:

e RFLP
Los polimorfismos por restriccion de la longitud de los fragmentos (RFLP)
se identifican usando enzimas de restriccion que parten el ADN Unicamente
en puntos o sitios de restriccion precisos (p. ej., ECoRI corta en el sitio
definido por la secuencia palindrémica GAATTC). Actualmente, el uso mas

frecuente de los RFLP es en combinacion con la PCR (PCR-RFLP), para
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detectar alelos que difieren en secuencia en un sitio de restriccién concreto.
Primero se amplifica un fragmento de gen con la PCR, y luego se expone a
un enzima de restriccion especifico que corta solamente una de las formas
alélicas. Los amplicones digeridos suelen resolverse mediante
electroforesis.

SNP

Los SNP son variaciones en nucleétidos unicos que no cambian la longitud
total de la secuencia de ADN en la region. Existen SNP en todo el genoma.
Son muy abundantes en el genoma humano, a razén de un SNP por cada
1000 pares de bases. La mayoria de SNP se localizan en las regiones no
codificantes, y no tienen un impacto directo en el fenotipo de un individuo.
No obstante, algunos introducen mutaciones en secuencias expresadas o
en regiones que influyen en la expresion génica (promotores,
potenciadores), y pueden inducir cambios en la estructura o regulacion de
las proteinas. Dichos SNP tienen el potencial de detectar la variacion
genética funcional.

AFLP

Los polimorfismos por ampliacién de la longitud del fragmento (AFPL) son
una técnica de identificacion del ADN que detecta fragmentos de restriccion
de ADN mediante amplificacién con PCR.

Microsatélites

Actualmente, los microsatélites son marcadores mas populares en los
estudios de caracterizacion genética del ganado. Su alta tasa de mutacién y
naturaleza codominante permiten la estimacion de la diversidad genética
dentro y entre razas, asi como la mezcla genética entre razas incluso si

estan estrechamente emparentadas.
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Microsatélites.

Los microsatélites o secuencias simples repetidas (SSR) son regiones de
secuencias pequefas dos a 10 pares de bases.,(28).

Los microsatélites de ADN nuclear han sido detectados en mdltiples grupos de
plantas y animales, y han sido utilizados fundamentalmente para estudios de variacion
genética intra e interespecifica, anélisis de linajes y de sistemas reproductivos(29).

Cuando se encuentran fuera de regiones codificantes, los microsatélites suelen
considerarse como regiones génicas sin funcién alguna. Sin embargo, se ha propuesto
que en ciertos genes las regiones repetidas del extremo 5’ no transcrito tienen una funcién
reguladora y actuan como regiones de unién para factores de transcripcion. También se
ha propuesto que los microsatélites son regiones con alta frecuencia de recombinacion. El
elevado polimorfismo de los microsatélites se atribuye a dos mecanismos de mutacion: el
deslizamiento en el apareamiento de las hebras de ADN (slippage misspairing) y el
entrecruzamiento desigual (unequal crossing over)(30).

Los microsatélites han tomado ventaja sobre los otros marcadores genéticos,
debido a que: i) tienen el mas alto grado de polimorfismo; ii) segregan de manera
mendeliana y son codominantes; iii) la presencia de un solo locus genético por
microsatélite hace que la lectura de las bandas sea clara y fécil de interpretar y iv) son
selectivamente. Ademas, para trabajar con STR es necesario conocer la secuencia de la
region a analizar para contar con cebadores especificos que amplifiquen la region
repetitiva (el microsatélite) responsable de la variacion observada, que ademas es
homdloga para diferentes especies o incluso géneros. Los microsatélites son especificos
para ciertos grupos de especies y homologos entre si, 1o que permite hacer estudios
comparativos entre especies 0 géneros de un mismo grupo(29).

Tipos de Microsatélites.

De acuerdo con Alcantara(29), menciona que son secuencias de ADN formadas de 1
a 4 pares de bases, por ejemplo mononucledtidos (TT)n, dinucleétidos (AT)s, ©
tetranucledtidos (AAGG)n., ademas de su definicion en funcion de la cantidad de

nucledtidos que se repiten, también se les puede clasificar en:
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a) Microsatélites perfectos o puros: repeticiones en un numero minimo de unidades
sin interrupcion y sin repeticiones adyacentes (CACACACACACACACACACA) 6
(CA)10031).
b) Microsatélites compuestos: dos 0 mas repeticiones con un ndmero minimo de
unidades repetidas ininterrumpidas (CACACACAGAGAGAGA) 6 (CA)4(GA)4(31).
c) Microsatélites interrumpidos: repeticiones ininterrumpidas con un ndmero
minimo de repeticiones y separadas por un maximo de cuatro pares de bases
(CACACACACATTTCACACACA) 6 (CA)STTT(CA)4(31).
Medicion de la Variabilidad Genética
Existe una gran diversidad de estadisticas para cuantificar la variabilidad genética y
resumir la informacion a términos mas manejables. Los estadisticos mas empleados son:
numero medio de alelos por locus, la heterocigosidad esperada (He) y observada (Ho),
equilibrio Hardy-Weinberg (H-W), indice de contenido de polimérfico (PIC), presencia de
alelos nulos(32).

e Numero Medio de Alelos

Esta estadistica indica el numero medio de alelos que presenta un locus en
una poblacion. Sin embargo, dicha medida depende mucho del numero de
individuos analizados, ya que cuando el numero es grande, mayor es la
probabilidad de detectar alelos suplementarios. No obstante, este estadistico es util

para estudiar la existencia de variabilidad criptica en los loci(32).

e Frecuencia alélica
Es la proporcion que se observa de un alelo especifico respecto al conjunto
de los que pueden ocupar un locus determinado en la poblacion.
P(A) = [2(AA) + (Aa)]/2x
Siendo “AA” numero de genotipos homocigotos con ese alelo; “Aa” numero

de genotipos heterocigotos con ese alelo y “x” es el nimero total de individuos en la
muestra(32).
¢ Numero de alelos efectivos
Se define como la probabilidad de que dos alelos de un locus elegido al azar

en la poblacién sean idénticos por descendencia(33), es decir, es la proporcion de
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alelos que tienen una mayor probabilidad de transmitirse a la siguiente generacion.
Esta probabilidad es igual al inverso de la frecuencia esperada de individuos
homocigotos en la poblacion y se calcula mediante la expresion:

| A »l

L Z piz ¥ r— He

Dénde: pi = frecuencia del i-esimo alelo en un locus

Ne

He= heterocigosidad esperada en un locus

Alelos Nulos

Se habla de alelos nulos cuando estos no pueden ser amplificados por PCR,
debido principalmente a una mutacion en el punto de hibridacion del iniciador. Uno
de los alelos no amplifica y por lo tanto el individuo es catalogado como homocigoto
para el otro alelo(34). La existencia de alelos nulos es especialmente dificil de
detectar cuando su frecuencia en la poblacién es baja y cuando no se dispone de
informacion genealogica fiable. Su determinacion seria posible si se presentara en
homocigosis, ya que no obtendriamos producto amplificado de un determinado
individuo para ese locus.

En los casos de verificacion de paternidades, podemos sospechar la
presencia de alelos nulos en un marcador cuando todos los demas marcadores
apuntan a un progenitor y sin embargo, es homocigoto para ese marcador
excluyente, siendo el descendiente homocigoto para ese marcador para uno de los
alelos parentales. Un alelo nulo podria llevarnos a interpretaciones erroneas y
excluir a estos animales como posibles progenitores en un analisis de paternidad,
ademas de sesgar las estimaciones de las frecuencias alélicas en las poblaciones.
Otra manera para detectar la presencia de alelos nulos seria a partir del calculo del
déficit de heterocigotos para el equilibrio Hardy-Weinberg(35).

Para solucionar el problema de los alelos nulos se pueden disefiar cebadores
alternativos fuera del punto de mutaciéon y volver a analizar los individuos
clasificados como homocigotos. Asimismo, esto se puede evitar no utilizando
marcadores que han sido reportados como portadores de alelos nulos en ciertas
poblaciones o razas, ya que pueden darnos problemas de esta indole(34, 36).
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o Heterocigosidad (H).

Representa una mejor medida de la variacion genética, ya que es precisa y
no arbitraria. La heterocigosidad la podemos estudiar como Ho y He(32).

La Ho se define como la frecuencia relativa de individuos heterocigotos observados
en la muestra para cualquiera de los loci y se calcula por computo directo. Mientras
que la Hg, desde el punto de vista matematico, es la probabilidad de que dos alelos
tomados al azar de la poblacion sean diferentes(37). En una poblacién en equilibrio
H-W, la frecuencia de los heterocigotos viene dada por la ecuacion 2 pq.

El célculo de la He en la poblacion puede realizarse a través de: He = 1 - S pi?
siendo p2 = (homocigosidad) o también su equivalente: He = S pi (1 - pi) siendo este
término también conocido como diversidad génica de Nei(38).

La He es un buen estimador de la variabilidad, dado que se aplica a cualquier
especie, independientemente de su estructura reproductiva o genética, pudiéndose
por tanto realizar comparaciones entre ellas(39).

o Equilibrio Hardy-Weinberg (H-W)

La ley de Hardy-Weinberg(40, 41), representa a una poblacion grande de
individuos diploides, con reproduccion sexual aleatoria, sin seleccion, mutacion y
migracion, las frecuencias génicas y genotipicas permanecen constantes de
generacion en generacion y, ademas, existe una relacion simple entre ambas. Asi,
una poblacion con frecuencias génicas y genotipicas constantes, se dice que esta
en equilibrio H-W.

Cuando la poblacion se desvia de manera significativa de estas proporciones
se habla de desequilibrio H-W, y se puede medir mediante el indice de fijacion F de
Wright(42), el cual se expresa para un locus cualquiera como:

F = (He —Ho) / (He);

Siendo He y Ho la heterocigosidad esperada y observada para ese locus,
respectivamente. Cuando el indice de fijacion F es igual a cero se indica que la
poblacién esta en equilibrio; mientras que, si F es diferente de cero, ya sea en
forma positiva o0 negativa, indicaria que existe un déficit o exceso de heterocigotos,

respectivamente.
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e indice de Contenido Polimérfico (PIC)

El PIC es similar al valor de heterocigosidad y oscila entre 0 y 1. Este indice
evalua la informatividad de un marcador en la poblacién de acuerdo a las
frecuencias de los alelos. Para su calculo se multiplica la probabilidad de cada
posible cruzamiento (estimado a partir de las frecuencias alélicas) por la
probabilidad que sean informativos, es decir, que se pueda identificar al progenitor

del que procede el alelo(43).

nn-1n
PIC =1~ («p?) - « « 2 pi2p?
i=1 i=1 j=i-1

Donde pi ...pn son las frecuencias de los n alelos.

Analisis de indice de Endogamia y la Estructura Genética Poblacional.

Existe una serie de estadisticos para determinar el indice de endogamia y la
estructura de las poblaciones que se estan estudiando, como para establecer las
relaciones genéticas entre las mismas. Estos estadisticos son: Estadisticos F de
Wright(42) y su analogo R de Slatkin(44), el analisis de varianza molecular o AMOVA,
matrices de distancia, y modelos basados en técnicas bayesianas(45).

o Estadisticos F

Para los estudios de la estructura de la poblacion los analisis de la F-
estadistica han mostrado ser una herramienta Util para dilucidar los patrones y
extraer la variacién genética residente entre y dentro de las poblaciones. Segun
estos estadisticos, la variabilidad de una poblacién global puede ser subdivida entre
sus subpoblaciones(46).

Wrigth(42) definié tres F-estadisticas: Fis, Fir y Fst, como correlaciones entre
unidades gaméticas en la poblacion a diferentes niveles. Los estadisticos Fis y Fir
explican las correlaciones entre dos unidades gaméticas tomadas al azar de una
subpoblacion y del total de la poblacién como un todo respectivamente; y nos indica
el exceso o déficit de heterocigotos presentes; mientras que el Fst es la correlacion
entre dos gametos tomados al azar de cada una de las subpoblaciones y mide el
grado de diferenciacion genética entre dos subpoblaciones. Estos parametros se

relacionan a través de la siguiente expresion:
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(1-Fm)=(1-Fis) - (1-FsT) eevvvrreeiiinice (1)

Pudiéndose inclusive en algunos casos extender el andlisis a niveles
jerarquicos adicionales dentro de la poblacion, y en casos de analisis de variabilidad
genética intraracial, subdividiendo las razas en subpoblaciones, hasta dos niveles
jerarquicos, por lo que la ecuacion (1) extendida seria:

(1-Fr)=(1-Fis) - (1-Fsc) - (1-Fcr)
Donde Fsc y Fcr miden el grado de diferenciacion genética entre subpoblaciones
dentro de razas y dentro de las subpoblaciones, respectivamente(32).

El estadistico Fir es la correlacion relativa a la poblacion total o indice de

fijacion de los individuos respecto al total de la poblacién, o desviacién de las
frecuencias genotipicas observadas en la poblacion total respecto a las esperadas
considerando que existe equilibrio Hardy-Weinberg. Si la poblacién total se
encuentra en panmixia (individuos con igual probabilidad de cruzarse) el valor seria
0.
El estadistico Fis es la correlacion entre dos alelos, relativa a la subpoblacion o el
exceso o déficit de heterocigotos que podria ser entre individuos de la misma
subpoblacion y este parametro puede variar entre -1 a 1. Valores negativos de Fis
indican exceso de heterocigotos en la poblacion respecto a las proporciones
esperadas de equilibrio de Hardy Weinberg y valores positivos indican déficit de
heterocigotos.

El estadistico Fst es la correlacién entre dos alelos tomando al azar uno de
cada subpoblacion. Ha sido interpretado como el grado de diferenciacion genética o
flujo genético entre las poblaciones denomindndose, indice de diferenciacion
genética y su valor varia de 0 a 1 y a diferencia del Fis y el Fir, no puede ser un
valor negativo(47). Un valor de cero indica que las frecuencias alélicas son iguales
en las poblaciones analizadas y por el contrario, un valor de 1 demuestra que las
frecuencias alélicas estan fijadas y son diferentes en las poblaciones. Valores de
0,00 y 0,05 se consideran bajos, 0,05 y 0,15 indican diferenciacion genética
moderada y un rango de 0,15 y 0,25 sefialan que la diferenciacion es alta y valores

superiores a 0,25 la diferenciacion es muy alta(48).
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Cabe destacar que la idea inicial de Wright se aplicaba al anélisis de un solo locus y
un par de alelos neutrales y numero infinito de subpoblaciones aunque existe
controversia en la forma de calcularlos, de ahi que Weir y Cockerham(49) incluyen
los parametros F, tetha 6 y f que corresponden con los estadisticos F de Wright: F=
Fir, 0 =Fsty f=Fis.

Por otro lado, la diferenciacion genética se ve condicionada por la tasa de
migracion (Nm) de manera que cuando hay un mayor flujo genético entre dos
poblaciones, menor sera la diferenciacion entre ellas. Existe una relacién entre la
Fsty el Nm expresada mediante la ecuacion descrita por Wright(50).

De esta manera un flujo que supera el valor de 1 seria suficiente para que no se
considere como poblaciones diferentes, segun Wright y valores por encima de 2
serian suficientes para contrarrestar los efectos de la deriva. Si el valor de Nm es
muy bajo, predomina el efecto de la deriva y la mayoria de las poblaciones estaran
fijadas. Si Nm es grande, la deriva genética sera poco importante y contrarrestada
por la migracion; por tanto, las subpoblaciones tenderan a mantener las mismas
frecuencias génicas(51).

Estadistico R

Rst un anadlogo de Fst, brinda un enfoque para estimar niveles de
diferenciacion genética con datos de microsatélites.

Debido a que lo microsatélites esta basado en el SMS (Stepwise Mutation Model),
el cual permite estimar las relaciones entre individuos y su estructura poblacional.
Slatkin(44), ided una estadistica explicitamente basado en este modelo de

mutacidn, mostrd que la Rst se puede definir como sigue:

Donde Sy Sw son los promedios al cuadrado de la diferencia de los tamafios
de alelos entre los pares de alelos dentro de las poblaciones y entre los pares de

poblaciones(52).
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e AMOVA

El andlisis de varianza molecular (AMOVA) fue concebido inicialmente, como
una extension del analisis de frecuencias génicas(49, 53), particularmente en
sistemas haploides.

La entrada de datos en AMOVA, consiste en una matriz con pares de
distancias de tipo euclideanas entre multiples haplotipos y archivos que contienen
las frecuencias de esos haplotipos entre cada poblacién. Este mismo sistema puede
ser utilizado para organismos diploides. Bajo la particular definicion de distancias
entre haplotipos, el AMOVA también puede ser aplicado en datos de
microsatélites(54), para obtener un estadistico analogo al Rst de Slatkin(44). El
AMOVA, también provee el marco general para el anlisis de la estructura genética
de una poblacion, bajo el supuesto de que la evolucion de un polimorfismo se
encuentra dentro de la definicion de una distancia Euclidiana sin afectar la
estructura del analisis.

Puede existir diferenciacion genética, cuando hay un fraccionamiento de una
poblacion original en subpoblaciones aisladas. La heterocigosis de éstas
subpoblaciones, disminuye respecto a la poblacién inicial y con un tamafio menor y
la erosidn genética empujaria hacia una fijacion més rapida de alelos diferentes que
las que podrian ocurrir en una poblacién mas grande. Este pudo ser el caso de las
poblaciones criollas en América.

El AMOVA trata cualquier tipo de dato como un vector booleano pi, que es
una matriz 1 x n de 1’s y 0’s, siendo 1 presencia de marcador y 0 ausencia de
marcador(55). Se calculan las distancias Euclideanas entre todos los pares de
vectores sustrayendo los vectores booleanos de un alelo a otro de acuerdo a la
formula (pi-pk) y luego se construyen matrices y submatrices correspondientes a la
subdivision dentro de la poblacion. Estas matrices presentan un arreglo tal que la
submatriz de la diagonal de la matriz mayor son pares de individuos de la misma
poblacion mientras que aquellas fuera de la diagonal representan pares de
individuos de poblaciones diferentes. La suma de las diagonales de las matrices y
submatrices produce una suma de cuadrados de varios niveles jerarquicos de la

poblacion. Esta suma de cuadrados puede ser entonces analizada en un analisis de
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varianza anidado. Un ANOVA anidado difiere del ANOVA simple en que los datos
son arreglados jerérquicamente y los cuadrados medios son calculados,
agrupandolos en todos los niveles de la jerarquia. Esto permite a la prueba de
hipotesis, entre grupos y dentro de grupos diferenciar, los distintos niveles de las
jerarquias.

En el estudio de variabilidad entre genotipos, los estadisticos F se pueden
calcular segun Fcr, Fsty Fsc de la siguiente manera:

Fcr = o 2al o 2 permutaciones dentro de grupos.
Fsc= 02/ 02+ o 2 permutaciones entre poblaciones y dentro de grupos

Fst= 02a+ o2/ o2 permutaciones entre poblaciones y entre grupos.

Tabla 1: Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA)

Fuente de gl. Sumade Cuadrado Cuadrado
Variacion Cuadrados Medio Medio Esperado
Entre Grupos P-1 SSD(AP)  SSD(AP)/(P-1) 02N 0 2
Entre individuos ' 2N-P ~ SSD(WP) = SSD(WP)/2N-P o
dentro de Poblaciones
Total 2N-1 SSD(T)

g.l.=grados de libertad, P=nimero de grupos, N=cantidad de individuos, SSD=suma de cuadrados,
AP=entre grupos, WP=entre individuos dentro de grupos y T=total.

2.3. Hipodtesis
2.3.1. Hipétesis Especificas.

e Hui = Existe alta variabilidad genética en la poblacion de ovinos criollos de

Huancavelica.

e Hiz = Existe alto grado de endogamia en las poblaciones de ovinos criollos

de Huancavelica.

e His=Existe diferenciacién genética entre las subpoblaciones de

Huancavelica.
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2.4. \Variables de Estudio

Caracterizacion molecular

o Variabilidad genética

v

C N NN\ a8

v

Numero de alelos

Numero efectivo de alelos

Alelos privados

Frecuencia de alelos

Alelos Nulos

Heterocigosidades

Contenido de informacion polimorfica (PIC)

Equilibrio Hardy-Weinberg

e indice de endogamia

v

Estadistico Fir

e Estructura Poblacional

v
v

Estadisticos Fsty Rst
AMOVA
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3.1.

CAPITULO Ill: METODOLOGIA DE INVESTIGACION

Ambito de Estudio

La recoleccion de muestras se realiz6 en:
DEPARTAMENTO : Huancavelica
PROVINCIA : Huancavelica
DISTRITOS : Vilca, Yauli y Acoria

A
z—‘@»m
Y
=
Leyenda

® PUNTOS DE COLECTA
[ viLca

[ ] ACORIA

] yauLt

B HUANCAVELICA
] PROVINCIAS HUANCAVELICA
[ DEPARTAMENTO HUANCAVELICA
I PERU

Figura 1: Ubicacién de las localidades muestreadas en la provincia y departamento de
Huancavelica (2016). Mapa elaborado por software QGIS 2.1813.

Fase de analisis y recoleccion de datos se realizd en el laboratorio de Biologia
Molecular y Gendmica del Instituto Nacional de Innovacién Agraria (INIA).
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3.2,
3.3.
34.

3.5.

3.6.

Tipo de Investigacion: Basico
Nivel de Investigacion: Descriptivo
Método de Investigacion: Inductivo
Las ciencias se inician con observaciones individuales, a partir de las cuales se
plantean generalizaciones cuyo contenido rebasa el de los hechos observados en
un principio. Las generalizaciones permiten hacer predicciones cuya confirmacion
las refuerza, y cuyo fracaso debilita tales predicciones, y puede obligar a,
modificarlas o hasta rechazarlas. EI método inductivo acepta la existencia de una
realidad externa y postula la capacidad del ser humano para percibirla por medio de
sus sentidos y entenderla por medio de su inteligencia. Usaron este método
Aristoteles y sus comentaristas medievales, Francis Bacon, Galileo, Newton, Locke,
Hershel, Mill, los empiristas, los positivistas logicos, los operacionalistas y los
cientificos contemporaneos en general(56).
Disefo de Investigacion: No experimental.
M->0

Muestra-Observacién
Poblacion, Muestra, Muestreo
Poblacion: El departamento de Huancavelica cuenta con una poblacién de 584 031
cabezas de ovinos criollos. La provincia de Huancavelica cuenta con un aproximado
de 192 730 ovinos criollos(4). (Anexo 1).
Muestra: se colectaron muestras de 113 ovinos en total de 3 distritos de la
provincia de Huancavelica

Tabla 2: Numero de animales muestreados por
Distrito en la provincia de Huancavelica, Region
Huancavelica

DISTRITO N° DE ANIMALES
VILCA 51
YAULI 20
ACORIA 42

Segun Hale et al(57) y Danusevicius et al(58), la cantidad ideal de muestras por

poblacion para estudios genético poblacionales o para estimar los pardametros de
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variabilidad y estructura genética en animales y plantas varia entre 20 y 30 por

poblacion, condicién que cumplen los distritos de distritos de Vilca (n=51), Acoria
(n=42) y Yauli (n=20).

Muestreo: El tipo de muestreo fue al azar.

3.7. Técnicas e Instrumentos de Recoleccion de Datos

» Fase de campo:

Técnicas en campo

Extraccion de sangre mediante la técnica de puncién yugular:

Las venas yugulares recorren el largo del cuello de los animales a ambos
lados. Es un sitio de extraccion ideal para mamiferos (salvo casos
excepcionales como suidos, mamiferos marinos, etc.) y también para aves
grandes (patos) y medianas (perdices)(59).

Mamiferos: Haga presion sobre la parte inferior del cuello con el dedo pulgar
de una mano y palpe la vena. Mantener el cuello del animal extendido e
inmavil facilita las maniobras. Canalice la vena con la aguja y extraiga el
volumen de muestra deseado. Presione suavemente sobre la herida para

evitar el sangrado y posterior hematoma(59).

Instrumentos en campo

Tubos Falcon con anticoagulante
Aguja hipodérmica

Alcohol

Tintura de yodo

Algodon

Registros

> Fase de Laboratorio

Técnicas de laboratorio (Técnicas estandarizadas en el Laboratorio de Biologia

Molecular y Genémica del Instituto de Innovacién Agraria - INIA)

Extraccion de ADN (Sambrook y Russell)
Calidad y cuantificacién del ADN (Sambrook y Russell)
Amplificacion de secuencias especificas de ADN por PCR multiplex (Mullis)

Andlisis genético mediante electroforesis por capilares.
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Instrumentos de laboratorio
e Micropipeta
e Tubosde1.5y2mL.
e Equipo Epoch
e Camara electroforética horizontal
e Fotodocumentador
e Termociclador
e Analizador genético ABI 3130XL
3.8. Procedimiento de Recoleccion de Datos
Los procedimientos llevados a cabo para la recoleccion y anélisis de datos de las
poblaciones de ovinos estudiados empleando marcadores microsatélites, se
dividieron en dos fases: Fase de campo y Fase de Laboratorio.
3.8.1. Fase de Campo
La toma de muestras de sangre se realiz6 en los distritos de Vilca, Yauli y Acoria
de la provincia y departamento de Huancavelica.
El procedimiento consistio en los siguientes pasos.

e Se tomaron los datos respectivos de cada animal muestreado (Anexo 3),
que comprendieron: sexo (macho o hembra), color de capa, edad (afios),
codigo del animal, propietario del animal y coordenadas de colecta.

e Se sujet6 a cada individuo, se tomd una muestra de sangre periférica a
nivel del cuello (vena yugular) en tubos tipo falcon de 15ml. que contenian
500ul EDTA al 2% (Anexo 4)

e Las muestras de sangre (7ml) fueron guardadas a temperatura ambiente
(sin que se exponga a la luz solar directamente). A su llegada al laboratorio,
fueron almacenadas a 4°C hasta su procesamiento y su posterior
extraccion de ADN.
3.8.2. Fase de Laboratorio
Para el analisis de microsatélites especificos en esta especie. Se utilizaron 11

marcadores microsatélites (Tabla 3), reportados en articulos internacionales.
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Tabla 3: Lista de Marcadores Microsatélites empleados en el estudio

TIPO DE ~
PRIMER | CROMOSOMA | oo o SECUENCIA TAMANO | FLUOROFORO| FUENTE
BM1258 20 di Forward: GTATGTATTTTTCCCACCCTGC 98-130 NED Di Stacio,
Reverse: GAGTCAGACATGACTGAGCCTG L.(60)
BM1518 20 i Forward: AGCTGGGAATATAACCAAAGG - e Di Stacio,
Reverse: AGTGCTTTCAAGGTCCATGC L.(60)
CSRD247 " ki Forward: GGACTTGCCAGAACTCTGCAAT St HEX Alfonso ef al
Reverse: CACTGTGGTTTGTATTAGTCAGG (61)
HSC 20 di Forward: CTGCCAATGCAGAGACACAAGA 263-301 EAM Alfonso et al
Reverse: GTCTGTCTCCTGTCTTGTCATC (61)
INRAG3 ) - Forward: ATTTGCACAAGCTAAATCTAACC -~ il EAM De
Reverse: AAACCACAGAAATGCTTGGAAG Gortari(62)
MAF65 . B Forward: AAAGGCCAGAGTATGCAATTAGGAG .k EAM Alfonso ef al
Reverse: CCACTCCTCCTGAGAATATAACATG (61)
McM527 5 B Forward: GTCCATTGCCTCAAATCAATTC ot o1 NED Di Stacio,
Reverse: AAACCACTTGACTACTCCCCAA L.(60)
OarAE129 5 ! Forward: AATCCAGTGTGTGAAAGACTAATCCAG ) NED Di Stacio,
Reverse: GTAGATCAAGATATAGAATATTTTTCAACACC L.(60)
OarCP4s " k. Forward: CAGACACGGCTTAGCAACTAAACGC S HEX Alfonso ef al
Reverse: GTGGGGATGAATATTCCTTCATAAGG (61)
OarECB20 ) B Forward: GGAAAACCCCCATATATACCTATAC EAM Alfonso ef al
Reverse: AAATGTGTTTAAGATTCCATACATGTG (61)
— 9 i Forward: CCCTAGGAGCTTTCAATAAAGAATCGG {6190 HEX Buchanan,
Reverse: CGCTGCTGTCAACTGGGTCAGGG F.C.(63)

di= di nucleétido
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Procesamiento de las muestras

La extraccion de ADN de las 113 muestras sanguineas se realiz6 a partir de
glébulos blancos utilizando el protocolo de Sambrook y Rusell(64); modificado por el
Laboratorio de Biologia Molecular y Gendémica — INIA, como se detalla a
continuacion:

Obtencién de linfocitos:

Dia 1: Partiendo de sangre se realizaron seis o siete lavados sucesivos con la
solucion tampon salino TE 20:5 (Tris-HCL 10mM, EDTA 1mM, pH=8 y completar
con agua Mili Q), hasta obtener células blancas.

Extraccion de ADN:

Una vez obtenido las células blancas se adiciona tampdn salino TE 20:5 500 L, 75
WL de detergente (SDS 10%) y 15 pL de Proteinasa K.

Posteriormente, se procedio a la incubacion durante 3 horas a 56°C 1000 rpm. al
finalizar se agregd 500 uL de Acetato de K 3M (vortex), se refrigerd por 10 min a -
20°C para luego ser centrifugado por 15 minutos, 14000 rpm y 10°C, se separa el
sobrenadante en dos tubos de 2 ml, agregar 500 uL de una mezcla de solventes
organicos (cloroformo: alcohol isoamilico, 24:1) que sirvieron para separar el ADN
de las proteinas y otros solventes organicos, la mezcla se agit6 y centrifug6d durante
15 min, 14000 rpm y 10°C. De este modo, se formaron tres fases, la primera fase
contenida de ADN resuspendido, la cual se transfirié a otro tubo de 1.5 mly se le
agregd isopropanol hasta 1.5 ml e invirtio6 suavemente hasta visualizar pellet,
almacenar 30 minutos a -20°C, centrifugar 5 min, 14000 rpm y 10°C y se elimin6 el
sobrenadante por inversion, se agreg6é 300 pL de TE 20:5 y se almacend a 4°C
hasta el dia siguiente.

Dia 2: Se afiadié 200 uL de acetato de potasio 3M (vortex), cloroformo isoamilico
24:1 500 pL, mezcld y centrifugd 15 min, 14000 rpm a 10°C, se separ6 el
sobrenadante en dos tubos de 1.5 ml, luego se adicion6 800 uL de etanol absoluto,
e invirtid suavemente hasta visualizar pellets y refrigerar 20 min a -20°C, luego se
centrifugd por 5 min a 14000 rpm y 10°C, y se eliminé el sobrenadante por
inversion, para luego adicionar 200 uL de TE 20:5, se disolvi6 el pellet y se adiciond

8 uL de NaCl (cloruro de sodio) 5M, se mezcld suavemente y se adiciond 420 uL
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de etanol absoluto helado y se invirtid hasta visualizar pellets, se centrifugdé 5 min a
14000 rpm y 10°C, y se elimind el sobrenadante por inversion y adicionamos 400
ML de etanol al 70% helado, finger vortex hasta desprender el pellets y se centrifugé
5 min, 14000 rpm a 10°C, se elimino el sobrenadante por inversion y adicionamos
nuevamente 400 pL de etanol al 70% helado, repetimos el paso anterior hasta
eliminar el sobrenadante por inversion, afiadimos 400 uL etanol absoluto, finger
vortex, y se asignd TE 10:1 segun el tamafo de los pellets, se centrifugd y
eliminan6 el sobrenadante por inversién, luego se dejé secar a temperatura
ambiente o en el concentrador de ADN durante 7 min a 60°C, se verificé que el tubo
esté seco y se suspendio el ADN en TE 10:1 asignado previamente, y se almaceno
a-20°C (Anexo 5y Anexo 6).

Cuantificacion y Calidad de ADN

Después de la extraccion del ADN a partir de muestras de sangre, se procedio a
cuantificarlo por medio de un espectrofotdmetro de multiplacas (Epoch); el cual
proporciona la lectura de absorbancia a 260nm y 280nm; también determina la
relacién 260/280 (calidad del ADN) y la concentracion de ADN (ng/ul), para lo cual
se agregd 2 ul del ADN extraido y se coloca en una placa cuya capacidad es de 16
muestras, en la cual se empled el uso del tampén salino TE 10:1 como factor de
correccion con el fin de no sesgar el resultado final.

Luego de cuantificar el ADN, se procedi6 a visualizar la calidad del ADN, mediante
electroforesis horizontal. Para lo cual se prepard un gel de agarosa al 1% (0.5 gr de
agarosa, 50 ml de buffer TE 1X (Tris base, Acido bérico, EDTA 0.5M pH 8.0, Agua
mili Q)). 2 pl de ADN fueron mezcladas con 6 pl de buffer de corrida Sal B 2X
(Naranja G, Azul de Bromofenol, Xilencianol, Sucrosa y Gelred 2X), y fueron
cargados en el gel y dejados correr a 120 V. por 20 min (Anexo 7 y Anexo 8).
Amplificacion de Microsatélites por PCR Multiplex

La técnica en Cadena de Reaccion de la Polimerasa (PCR) fue utilizada para la
obtencion de fragmentos deseados(65).

Los cebadores fueron estandarizados y agrupados en el laboratorio de biologia
molecular y gendmica del Instituto Nacional de Innovacién Agraria (INIA), con la

finalidad de ser empleados en la técnica de PCR Multiplex, (multiplex 1: CSRD247,

36



3.9.

HSC, OarAE129, MAF65, OarCP0049, OarFCB304; multiplex 2: BM1818, INRA63,
BM1258, OarFCB20, McM527), estas se agruparon de acuerdo a su tamafio de
pares de bases y a su temperatura de anillamiento. Cada uno de los cebadores
fueron marcados con fluoréforos: azul (FAM), verde (HEX) y amarillo (NED). (Anexo
9, Anexo 10 y Anexo 11).

Analisis genético

Los productos generados por la PCR fueron separados mediante electroforesis
capilar utilizando el secuenciador ABI 3130XL. Para la identificacién de alelos se
empleo el marcador interno estandar de tamafio ROX y el programa GeneMapper.
Cada una de las muestras analizadas contenia 9,75 pL de Formamida, 0,25 pL de
y 1 yL de productos de PCR, posteriormente esta mezcla fue sometido a un
proceso de denaturacién a 95°C alrededor de tres minutos e inmediatamente se
produjo un choque termino a -20°C por alrededor de tres minutos, después fue
llevado al analizador genético. (Anexo 12).

Técnicas de Procesamiento y Analisis de Datos

Los fragmentos fueron analizados con el programa GeneMapper v 4.0, para la
asignacion del tamafio de alelos. El programa permitié la visualizacién de los
fragmentos en forma de picos las cuales se miden en URF (unidades de
fluorescencia), cada uno de los picos representa el tamafio de alelos expresado en
pares de bases (pb), los cuales son comparados con los picos de fluorescencia
generados por el estandar de tamafio ROX. La matriz generada fue exportada a
uno hoja de célculo para los siguientes analisis.

Variabilidad Genética

La evaluacion de la variabilidad genética a nivel molecular, es una herramienta para
la conservacion o mejoramiento genético de razas en distintas especies silvestres o
domésticos.

Para evaluar la variabilidad genética de las subpoblaciones y la poblacion total, se
estimo el numero de alelos, considerada como la cantidad de alelos diferentes
expresados en un locus, el numero de alelos depende mucho del tamafio
poblacional, asegurando encontrar mayor probabilidad de alelos raros y muy raros

en poblaciones grandes, este estadistico es Util para estudios de variabilidad en los
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loci(32). Los siguientes indicadores a evaluar fueron: el nimero efectivo de alelos,
quien representa la proporcion de alelos que tienen una mayor probabilidad de
transmitirse a una siguiente generacion, alelos privados, alelos que se encuentran
solo en algunas poblaciones y las frecuencias alélicas que fueron graficadas en
barras, todos estos estadisticos arriba mencionados fueron estimados utilizando el
software GenAlEx 6.5(66). La presencia de alelos nulos, producto de la mutacion de
heterocigotos a homocigotos, fue estimada mediante el programa MICRO-
CHECKER(67), el cual utilizd el método de simulacién de Cadena de Monte Carlo
Markov y cuatro algoritmos diferentes para identificacion de frecuencias alélicas
(Oosterhout, Chakraborty, Brookfield1 y Brookfield2), donde las frecuencias
superiores a 0,1 indicaron la presencia de alelos nulos. La Heterocigosidad
observada (Ho) y Heterocigosidad esperada (He), fue estimada mediante el
software GenAlEx 6.5(66). El indice de contenido polimorfico (PIC), fue estimada
mediante el uso del software CERVUS 3.0.7(68), Equilibrio Hardy-Weinberg (EHW)
calculada a partir del déficit y exceso de heterocigotos, con un P-valor>0,05 y
realizando la prueba de correccion Bonferroni para los 11 loci, se considerd como
hipotesis alterna al déficit y exceso de los heterocigotos para cada locus. para
estimarla se emple6 el software GENEPOP 4.6(69).

Estadisticos F para indice de endogamiay estructura Genética

Los estadisticos F de Wgriht se calcularon para medir el grado de endogamia
utilizando los programas GenAlEX 6(66), asi como también con el software
GENEPOP 4.6(69), y para estimar el estadistico Fst y Rst se emple6 el uso del
programa GenAlEX 6(66) con una permutacion de 9 999, al mismo tiempo se
determind el AMOVA para la poblacién total. Se evalud la estructura genética
poblacional mediante el empleo del software STRUCTURE 2.3 (70), al cual se le
asigno parametros de longitud de burn-in (10 000), nimero de MCMC repeticiones
antes de burn-in (100 000), se trabajé con una asignacion de agrupamientos entre
K=1y K=8 con tres interacciones, los resultados generados fueron exportados al
software en linea Structure Harvester 0.6(71) el cual mediante el método de Delta
K, se obtuvo el mejor valor de K, el que finalmente representara la estructura de la

poblacion.
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4.1.

CAPITULO IV: RESULTADOS

Presentacion de Resultados

4.1.1.Variabilidad Genética

¢ Numero de Alelos, Alelos Privados y Alelos Efectivos

El numero de alelos encontrados y el nimero de alelos efectivos (Ne) es como
sigue: Vilca, el locus que mayor variabilidad alélica present6 fue OarCP49 = 19
alelos y con un Ne = 10,55, seguido del BM1818 = 14 alelos y Ne = 8,74, el locus
que menor cantidad de alelos presentd fue el OarAE129 = 2 alelos con un Ne =
2,73, en promedio el distrito de Vilca presenté 10,73+1,27 alelos por locus, y
5,72+0,76 numero de alelos efectivos por locus, para el distrito de Yauli, el locus
que mayor variabilidad alélica presentd fue el BM1818 = 12 alelos con un Ne =
7,48, seguido del OarCP49 = 11 y Ne = 6,11, el locus que menor variabilidad
alélica presentd fue el OarAE129 = 2 con un Ne = 1,47, en promedio el distrito de
Yauli presentd 7,73+0,84 alelos por locus, y un 4,53£0,54 alelos efectivos por
locus, para el distrito de Acoria el locus que mayor variabilidad alélica presento fue
el locus OarCP49 = 15 alelos con un Ne = 8,54, seguido del locos BM1818 = 14
alelos con un Ne = 8,65, el locus que menor variabilidad alélica presenté fue el
OarAE129 = 5 con un Ne = 2,11, juntamente con el locus BM1258 = 5 alelos con
un Ne = 2,68, el promedio el distrito de Acoria present6 9,73+1,10 alelos por locus
con un Ne = 5,41+£0,73, para toda la poblacion en total el locus que mayor
variabilidad alélica presentd fue el OarCP49 = 19 con un Ne = 9,91, seguido por el
locus OarFCB304 = 16 alelos con un Ne = 3,91, el locus que menor cantidad de
variabilidad alélica presentd fue el OarAE129 = 6 alelos con un Ne = 2,27, en
promedio, el total de la poblacién presenta 12,45+1,25 alelos por locus con un Ne
= 5,75+0,76 alelos efectivos. También se reporta la presencia de alelos privados
en los tres distritos, para Vilca el locus que mayor cantidad de alelos privados
presentd fue el OarFCB304 = 4, el locus que no presentd alelos privados fue
McM527 = 0 alelos, en Yauli solo el locus BM1258 = 2 present6 alelos privados,
en Acoria el locus que mayor cantidad de alelos privados presentd fue el

OarFCB304 = 4, los loci que no presentaron ningun alelo privado fueron: Bm1258,
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CSRD247, McM527, OarCP49 y OarFCB20, todos estos datos se pueden
observar en la tabla 4, también se presenta la lista de alelos privados los cuales

se muestran en la tabla 5.

Tabla 4: Numero de Alelos, Alelos Privados y Numero Efectivo de Alelos por Locus

VILCA YAULI ACORIA TOTAL

Locus Na NaP Ne | Na NaP Ne | Na NaP Ne Na Ne
BM1258 7 4 8126f| 7 2 328 | 5 04 2168 9 3,26
BM1818 14 15%% 8741 128 ;0 +#7.48% 14 118,65 15 9,24
CSRD247 12 3 455 8 0 4911 7 0 3,76 12 4,59
HSC 1 1 s 7,95=—10m_ "0 7 6,56 | 137-*3y 7,20 15 7,85
INRAG3 13 3 614 | 8 O% 31751 2 & 6162 15 5,93
MAF65 7 1 380 | 6 0 343 | 7 2 3,61 9 3,84
McM527 7 0 487 | 6 0 548 | 7 o 14,70 7 5,20
OarAE129 4 1" G273 A2 Ol 147 {45 2 |2, 6 2,27
OarCP49 19 Jm W10i55 | "1™ Rpws=giEidll 15 & f | 3,54 19 9,91
OarFCB20 13 2 680 9 0 447 |11 0 7,79 14 7,28
OarFCB304 11 4 356 | 6 0 342|112 4 385 16 3,91

Total 118 20 6296| 85 2 4978|107 14 5951 | 137 63,28

Media 10,73 1,82 572 |7,73 0,18 4,53 |9,73 127 541 | 1245 575

ES 127 0,38 0,76 /0,84 0,18 054 |110 043 0,73 | 125 0,76

Na=Numero de alelos, NaP=Numero de alelos Privados Ne=NUmero de alelos Efectivos ES=Error
Estandar
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Tabla 5: Lista de los alelos privados

Subp Locus \ Alelo (pb)
BM1258 125
BM1818 284
CSRD247 211, 219, 243
HSC 293
Vilea INRAG3 178, 182, 186
MAF65 133
OarAE129 151
OarCP49 75,107, 131
OarFCB20 115, 117
OarFCB304 151, 167, 169, 183
Yauli |BM1258 109, 133
BM1818 254
HSC 279, 289, 295
oo INRAG3 184, 192
MAF65 119, 123
OarAE129 165, 167
OarFCB304 149, 161,171,179

Subp=Sub poblacion, pb=pares de base

Frecuencia Alélica
Locus BM1258

De los 9 alelos presentes, los mas frecuentes en la poblacion total fueron los de 107
pb y 123 pb, y los menos frecuentes fueron los alelos de 111 pb y 119 pb, el alelo de
127 pb solo lo comparten los distritos de Vilca y Acoria, mientras el alelo de 131 pb
solo es compartido entre los distritos de Vilca y Yauli, también se reportan alelos
presentes en un solo distrito como el caso del alelos de 125 pb presentes en Vilca y
el alelo de 109 pb y 133 pb presentes unicamente en el distrito de Yauli, para
Huancavelica los alelos de 107 pb y 123 pb son los que mayor frecuencia presentan,
y los alelos de 109 pb y 133 pb son los que menor frecuencia presentan en toda la
poblacién, las frecuencias de todos los alelos se puede observar en la tabla 6 y figura

2 para alelos por distrito, y en la tabla 6 y figura 3 para los alelos a nivel de toda la

poblacion de Huancavelica.
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Tabla 6: Frecuencia alélica por subpoblacion y poblacion total para
el locus BM1258

BM1258
Alelo (pb) Vilca Yauli Acoria Total
N 43 17 39 99
107| 0,372 0,500 0,564 0,470
109 | 0,000 0,029 0,000 0,005
111| 0,058 0,059 0,077 0,066
119| 0,047 0,147 0,077 0,076
123| 0,395 0,147 0,179 0,268
125| 0,070 0,000 0,000 0,030
127| 0,035 0,000 0,103 0,056
i 31 490,028 0,059 0,000 0,020
133| 0,000 0,059 0,000 0,010

pb=pares de base, N=nlimero de individuos

Frecuencia alélica para BM1258

© 0,600 -

'g 0,400

o 0,200 H Vilca

2 0,000

s Yauli
BM1258 Acoria

Locus

Figura 2: Frecuencia alélica para el locus BM1258 a nivel de cada subpoblacion

Frecuencia alélica para BM1258

0,600 -

S 0,400 -
g 0,200 -
2 0,000 - - . _
= 107 ‘ 109 ‘ 111 ‘ 119 ‘ 123 | 125 | 127 | 131 | 133 =~ WHuancavelica
BM1258 ‘
Locus

Figura 3: Frecuencia alélica para el locus BM1258 a nivel del total de la poblacion
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Locus BM1818

De los 15 alelos presentes, los alelos de 256 pb y 266 pb son los de mayor
frecuencia, y los alelos de 262 pb y 276 pb son los de menor frecuencia en los tres
distritos, por otro lado el alelo de 260 pb solo esta presente en los distritos de Vilca y
Acoria, también se reportan la presencia de alelos unicos para cada distrito, como el
alelo de 254 pb que unicamente se presenta en Acoria, y el alelo de 284 que solo se
manifiesta en Vilca, en la tabla 7 se puede observar las frecuencias de todos los
alelos presentes en los tres distritos, asi como también se puede observar en la figura
4, para la poblacion de Huancavelica podemos ver que los alelos de 256 pb y 266 pb
son los que mayor frecuencia y los alelos de 254 pb y 284 pb son los que en menor
frecuencia se presentan, en la tabla 7, se pueden observar las frecuencias de todos

los alelos presentes en Huancavelica, asi como también en la figura 5.

Tabla 7: Frecuencia alélica por subpoblacién y poblacién total para
el locus BM1818

BM1818
Alelo (pb) Vilca Yauli Acoria Huancavelica
N 51 20 42 113
254 | 0,000 0,000 0,012 0,004
256 | 0,186 0,250 0,226 0,212
258 | 0,010 0,050 0,048 0,031
260 | 0,147 0,000 0,119 0,111
262 | 0,010 0,025 0,060 0,031
264 | 0,108 0,025 0,071 0,080
266 | 0,147 0 75 0,119 0,142
268 | 0,049 0,025 0,095 0,062
272| 0,049 0,050 0,024 0,040
274 | 0,069 0,075 0,036 0,058
276 | 0,020 0,100 0,012 0,031
278 | 0,098 0,050 0,012 0,058
280 | 0,039 0,075 0,083 0,062
282 | 0,059 0,100 0,083 0,075
284 | 0,010 0,000 0,000 0,004

pb=pares de base, N=nimero de individuos
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Frecuencia alélica para BM1818
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Figura 4: Frecuencia alélica para el locus BM1818 a nivel de cada subpoblacion
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Figura 5: Frecuencia alélica para el locus BM1818 a nivel del total de la poblacion

Locus CSRD247

De los 12 alelos presentes, los alelos de 225 pb y 229 pb, son los de mayor
frecuencia, y los alelos de 217pb y 231 pb son los que menor frecuencia presentan
en los tres distritos, también se reporta que los alelos de 227 pb y 235 pb estan
presentes en los distritos de Vilca y Yauli, y el alelo de 239 pb esta presente en los
distritos de Vilca y Acoria, y los alelos de 211 pb, 219 pb y 243 pb Unicamente se
encuentran en el distrito de Vilca, en la tabla 8, se puede observar las frecuencia de
cada uno de los alelos presentes en cada uno de los distritos, asi como también en la
figura 6, en Huancavelica el alelo de 229 pb y 225 pb son los que mayor frecuencia
presentan, los alelos de 211 pb, 243 pb y 219 pb son los que menor frecuencia
presentan, en la tabla 8 se muestra las frecuencias de todos los alelos presentes en

Huancavelica, asi como también en la figura 7.
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Tabla 8: Frecuencia alélica por subpoblacion y poblacién total para

el locus CSRD247

CSRD247

Alelo (pb) Vilca Yauli Acoria Total
N 51 20 42 113
211| 0,010 0,000 0,000 0,004
217 | 0,157 0,075 0,048 0,102
219| 0,010 0,000 0,000 0,004
225| 0,196 0,125 0,202 0,186
227| 0,020 0,025 0,000 0,013
229 | 0,373 0,300 0,429 0,381
231| 0,108 0,100 0,119 0,111
233 | 0,069 0,025 0,024 0,044
235| 0,010 0,075 0,000 0,018
239 | 0,020 0,000 0,024 0,018
241 | 0,020 0,275 0,155 0,115
243 | 0,010 0,000 0,000 0,004

pb=pares de base, N=nimero de individuos

Frecuencia
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Figura 6: Frecuencia alélica para el locus CSRD247 a nivel de cada subpoblacion
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Figura 7: Frecuencia alélica para el locus CSRD247 a nivel del total de la poblacion
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Locus HSC

Se encontraron 15 alelos, de ellos, los alelos de 269 pb y 273 pb son los que mayor
frecuencia alélica presentan, y los alelos de 263 pb y 285 pb, son lo que menor
frecuencia presentan en los tres distritos, el alelo de 267 pb esta presente en los
distritos de Vilca y Yauli, y el alelo de 281 pb en Vilca y Acoria, el alelo de 293 pb
Unicamente se encuentra en Vilca y los alelos de 279 pb, 289 pb y 295 pb se
encuentran en el distrito de Acoria, en la tabla 9 y la figura 8 se puede observar las
frecuencia de los alelos presentes en los distritos de Vilca, Yauli y Acoria, para la
poblacion de Huancavelica los alelos de 269 pb y 273 pb son los que mayor
frecuencia presentan y los alelos de 279 pb, 289 pb y 295 pb, son los que menor
frecuencia presentan, en la tabla 9 y la figura 9 se puede observar las frecuencia de

todos los alelos presentes en la poblacion de Huancavelica.

Tabla 9: Frecuencia alélica por subpoblacién y poblacién total para

el locus HSC
HSC

Alelo (pb) Vilca Yauli Acoria Total
N 51 20 42 113
263 | 0,039 0,075 0,071 0,058
267 | 0,020 0,025 0,000 0,013
269 | 0,137 0,225 0,179 0,168
271| 0,167 0,075 0,179 0,155
273 | 0,137 0,225 0,179 0,168
275| 0,147 0,075 0,119 0,124
277| 0,088 0,150 0,024 0,075
279 | 0,000 0,000 0,012 0,004
281| 0,010 0,000 0,012 0,009
283 | 0,137 0,100 0,143 0,133
285| 0,098 0,025 0,048 0,066
289 | 0,000 0,000 0,012 0,004
291 | 0,000 0,025 0,012 0,009
293 | 0,020 0,000 0,000 0,009
295| 0,000 0,000 0,012 0,004

pb=pares de base, N=nimero de individuos
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Frecuencia alélica para HSC
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Figura 8: Frecuencia alélica para el locus HSC a nivel de cada subpoblacion
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Figura 9: Frecuencia alélica para el locus HSC a nivel del total de la poblacién

Locus INRA63

Se encontraron 15 alelo, los alelos de 158 pb y 164 pb son los de mayor frecuencia
alélica, y los alelos de 168 pb, 175 pb y 188 pb, son lo de menor frecuencia alélica en
los tres distritos, los distritos de Vilca y Acoria comparten los alelos de 162 pb y 166
pb, también se reportan alelos Unicos en Vilca de 178 pb, 182 pb y 186 pb y Acoria
de 184 pb y 192 pb, en la tabla 10 y la figura 10 se muestran las frecuencia de todos
los alelos presentes en los tres distritos, para la poblacidén de Huancavelica, los alelos
de 158 pb y 164 pb son los que mayor frecuencia presentan y los alelos de 178 pb y
184 pb son los que menor frecuencia presentan, en la tabla 10 y la figura 11 se puede

observar las frecuencias de los alelos presentes en la poblacién de Huancavelica.
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Tabla 10: Frecuencia alélica por subpoblacion y poblacion total para

el locus INRAG3

INRA63
Alelo (pb) Vilca Yauli Acoria Total
N 51 20 42 113
158 | 0,265 0,225 0,250 0,252
160 | 0,020 0,050 0,012 0,022
162 | 0,049 0,000 0,107 0,062
164 | 0,255 0,500 0,214 0,283
166 | 0,078 0,000 0,071 0,062
168 | 0,029 0,050 0,060 0,044
172| 0,088 0,075 0,119 0,097
176 | 0,029 0,025 0,071 0,044
178| 0,020 0,000 0,000 0,009
182| 0,029 0,000 0,000 0,013
184 | 0,000 0,000 0,024 0,009
186 | 0,078 0,000 0,000 0,035
188 | 0,039 0,025 0,036 0,035
190 | 0,020 0,050 0,000 0,018
192 | 0,000 0,000 0,036 0,013

pb=pares de base, N=nlmero de individuos
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Figura 10: Frecuencia alélica para el locus INRA63 a nivel de cada subpoblacion
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Frecuencia alélica para INRA63
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Figura 11: Frecuencia alélica para el locus INRA63 a nivel del total de la poblacion

Locus MAF65

Presento 9 alelos, de los cuales los alelos de 125 pb y 129 pb son los de mayor
frecuencia alélica, y los alelos de 131 pb y 135 pb son lo de menor frecuencia alélica
en los tres distritos, el alelo de 139 pb tiene presencia en los distritos de Vilca 'y Yauli,
el alelo de 133 pb Unicamente esta presente en el distrito de Vilca, y los alelos de 119
pb y 123 pb se encuentran unicamente en el distrito de Acoria, en la tabla 11 y la
figura 12 se puede observar las frecuencia de todos los alelos presentes en los tres
distritos, para la poblacién de Huancavelica, los alelos de 125 pb y 127 pb son los
que se presentan en mayor frecuencia, y los alelos de 123 pb y 133 pb, son los que
se presentan en menor frecuencia, en la tabla 11y la figura 13 se puede observar las
frecuencia de todos los alelos presentes en la poblacion de Huancavelica.

Tabla 11: Frecuencia alélica por subpoblacion y poblacién total para
el locus MAF65

MAF65

Alelo (pb) Vilca Yauli Acoria Total
N 51 20 42 113
119 | 0,000 0,000 0,036 0,013
123 | 0,000 0,000 0,012 0,004
125 | 0,206 0,100 0,345 0,239
127 | 0,431 0,475 0,369 0,416
129 | 0,118 0,150 0,107 0,119
131| 0,039 0,025 0,060 0,044
133 | 0,010 0,000 0,000 0,004
135| 0,108 0,150 0,071 0,102
139 | 0,088 0,100 0,000 0,058

pb=pares de base, N=nimero de individuos
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Figura 12: Frecuencia alélica para el locus MAF65 a nivel de cada subpoblacién
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Figura 13: Frecuencia alélica para el locus MAFG5 a nivel del total de la poblacion

Locus McM527

Presento 7 alelos, alelos de 167 pb, 169 pb y 171 pb, son los de mayor frecuencia
alélica, y los alelos de 175 pb y 177 pb son los que menor frecuencia presentan en
los tres distritos, también se reporta que el alelo de 179 pb se encuentra en los
distritos de Vilca y Acoria, no existen alelos Unicos por distrito, en la tabla 12 y la
figura 14 se muestran las frecuencia de los alelos presentes en los distritos de Vilca,
Yauli y Acoria, para la poblacién de Huancavelica los alelos de 167 pb, 169 pby 171
pb, son los que mayor frecuencia de alelos presentan, y los alelos de 177 y 179 son
los que menor frecuencia de alelos presentan para la poblacion de Huancavelica, en
la tabla 12 y la figura 15 se puede observar las frecuencias de cada uno de los alelos

presentes en esta poblacion.

50



Tabla 12: Frecuencia alélica por subpoblacion y poblacion total para
el locus McM527

McM527

Alelo (pb) Vilca Yauli Acoria Total
N 51 20 42 113
167 | 0,118 0,175 0,262 0,181

169 | 0,304 0,225 0,310 0,292

171| 0,235 0,150 0,131 0,181

173| 0,176 0,150 0,155 0,164

175| 0,088 0,225 0,060 0,102

177| 0,069 0,075 0,048 0,062

179| 0,010 0,000 0,036 0,018

pb=pares de base, N=nimero de individuos
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Figura 14: Frecuencia alélica para el locus McM527 a nivel de cada subpoblacion
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Figura 15: Frecuencia alélica para el locus McM527 a nivel del total de la poblacion
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Locus OarAE129

Presento 6 alelos, el alelo de 149 pb es el que presenta mayor frecuencia y el alelos
de 147 pb es menos frecuente en los tres distritos, el alelos de 135 pb esta presente
en los distritos de Vilca y Acoria, el alelo de 151 pb se encuentra Unicamente en el
distrito de Vilca, y los alelos de 165 pb y 167 pb estan presentes en el distrito de
Acoria, en la tabla 13 y figura 16 se puede observar las frecuencia de los alelos
presentes en los distritos de Vilca, Yauli y Acoria, para la poblacién de Huancavelica,
los alelos de 147 pb y 149 pb son los méas frecuentes y los alelos de 165 pb y 167 pb,
son los menos frecuentes, en la tabla 13 y figura 17 se puede observar las frecuencia

de cada uno de los alelos presentes en la poblacion de Huancavelica.

Tabla 13: Frecuencia alélica por subpoblacion y poblacién total para
el locus OarAE129

OarAE129
Alelo (pb) Vilca Yauli Acoria Total
N 48 20 41 109
135| 0,156 0,000 0,049 0,087
147| 0,375 0,200 0,317 0,321
149 | 0,448 0,800 0,610 0,573
151 | 0,021 0,000 0,000 0,009
165| 0,000 0,000 0,012 0,005
167 | 0,000 0,000 0,012 0,005

pb=pares de base, N=nlimero de individuos
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Figura 16: Frecuencia alélica para el locus OarAE129 a nivel de cada subpoblacion
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Frecuencia alélica para OarAE129
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Figura 17: Frecuencia alélica para el locus OarAE129 a nivel del total de la poblacion

Locus OarCP49

Presento 19 alelos en toda la poblacién, la frecuencia alélica para el distrito de Vilca
oscila entre 0,01 para los alelos de 105 pb, 129 pb y 131 pb y 0,176 para los alelos
de 81 pb y 91 pb, Yauli entre 0,025 para los alelos de 79 pb, 85 pb, 87 pb 'y 109 pb, y
0,275 para el alelo de 101 pb, Acoria entre 0,012 para los alelos de 79 pb, 105 pb'y
119 pb, y 0,190 para los alelos de 81y 91 pb, en la tabla 14 y la figura 18 se muestra
las frecuencias de cada uno de los alelos presentes en cada distrito, en total para
Huancavelica el alelo que mayor frecuencia presenté fue de 81 pb con una frecuencia
de 0,186, y alelo que menor frecuencia presentd fue el de 131 pb, con una frecuencia
de 0,004, en la tabla 14 y la figura 19 se muestra las frecuencias de todos los alelos

presentes en Huancavelica.

Tabla 14: Frecuencia alélica por subpoblacion y poblacidn total para
el locus OarCP49

OarCP49

Alelo (pb) Vilca Yauli Acoria Total
N 51 20 42 113
75| 0,039 0,000 0,000 0,018

79| 0,029 0,025 0,060 0,040

81| 0,176 0,200 0,190 0,186

83| 0,059 0,050 0,107 0,075

85| 0,039 0,025 0,024 0,031

87| 0,029 0,025 0,119 0,062

89| 0,049 0,000 0,012 0,027

91| 0,176 0,150 0,190 0,177
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93

97
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pb=pares de base, N=nimero de individuos
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Figura 18: Frecuencia alélica para el locus OarCP49 a nivel de cada subpoblacion
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Figura 19: Frecuencia alélica para el locus OarCP49 a nivel del total de la poblacion

54




Locus OarFCB20

Present6 14 alelos en toda la poblacion, la frecuencia alélica para el distrito de Vilca
oscila entre 0,010 para el alelo de 121 pb y 0,275 para el alelo de 91 pb, Yauli entre
0, 025 para los alelos de 109 pb, 121pb y 123 pb, y 0,375 para alelo de 91 pb, Acoria
entre 0,024 para los alelos de 109 pb y 123 pb, y 0,179 para los alelos de 91pb, 93 pb
y 95 pb, en la tabla 15 y la figura 20 se muestra la frecuencia de todos los alelos
presentes en este locus en cada distrito, para Huancavelica el alelo que mayor
frecuencia presento fue el de 91 pb (0,275), y el alelo de 121 pb (0,009) fue el que
menor frecuencia presento, en la tabla 15 y la figura 21 se muestra la frecuencia de

todos los alelos presentes en Huancavelica.

Tabla 15: Frecuencia alélica por subpoblacion y poblacién total para
el locus OarFCB20

OarFCB20
Alelo (pb) Vilca Yauli Acoria Total
N 51 20 42 113
89| 0,049 0,000 0,071 0,049
91| 0,275 0,375 0,179 0,257
93| 0,078 0,050 0,179 0,111
95| 0,176 0,175 0,179 0,177
97| 0,039 0,000 0,071 0,044
101 | 0,049 0,200 0,107 0,097
103| 0,118 0,075 0,071 0,093
105| 0,029 0,000 0,060 0,035
109 | 0,020 0,025 0,024 0,022
115| 0,029 0,000 0,000 0,013
117| 0,108 0,000 0,000 0,049
119| 0,020 0,050 0,036 0,031
121| 0,010 0,025 0,000 0,009
123 | 0,000 0,025 0,024 0,013

pb=pares de base, N=nimero de individuos
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Frecuencia alélica para OarFCB20
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Figura 20: Frecuencia alélica para el locus OarFCB20 a nivel de cada subpoblacién
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Figura 21: Frecuencia alélica para el locus OarFCB20 a nivel del total de la poblacién

Locus OarFCB304

Presento 16 alelos a nivel poblacional, la frecuencia alélica para el distrito de Vilca
escila entre 0,010 para los alelos de 151 pb y 169 pb, y 0,412 para el alelo de 173 pb,
Yauli entre 0,025 para los alelos de 163 pby 175 pb, y 0,375 para el alelo de 173 pb,
Acoria entre 0,012 para los alelos de 149 pb, 179 pb y 189 pb, y 0,452 para el alelo
de 165 pb, en la tabla 16 y la figura 22 se muestra la frecuencia alélica de cada alelo
presente para este locus por distrito, para Huancavelica el alelo de 165 pb fue el que
mayor frecuencia alélica present6 0,372 y los alelos de 149 pb, 151 pb, 169 pby 179
pb son los que menor frecuencia presentaron 0,004, en la tabla 16 y la figura 23 se

muestra las frecuencias alélicas encontradas para este locus en Huancavelica.
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Tabla 16: Frecuencia alélica por subpoblacion y poblacion total para
el locus OarFCB304

OarFCB304

Alelo (pb) Vilca Yauli Acoria Total
N 51 20 42 113
149 | 0,000 0,000 0,012 0,004

151| 0,010 0,000 0,000 0,004

161| 0,000 0,000 0,024 0,009
163 | 0,059 0,025 0,048 0,049
165| 0,314 0,350 0,452 0,372
167 | 0,029 0,000 0,000 0,013
169 | 0,010 0,000 0,000 0,004

171| 0,000 0,000 0,024 0,009
173| 0,412 0,375 0,190 0,323
175| 0,000 0,025 0,036 0,018
179 | 0,000 0,000 0,012 0,004

181 | 0,020 0,150 0,048 0,053
183 | 0,020 0,000 0,000 0,009
185| 0,029 0,075 0,048 0,044
187| 0,078 0,000 0,095 0,071
189 | 0,020 0,000 0,012 0,013

pb=pares de base, N=nimero de individuos
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Figura 22: Frecuencia alélica para el locus OarFCB304 a nivel de cada subpoblacion
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Figura 23: Frecuencia alélica para el locus OarFCB304 a nivel del total de la poblacién

e Alelos Nulos

Del total de cebadores amplificados solo 9 de los 11 loci utilizados lograron amplificar
para todas las muestras en los tres distritos, el locus BM1258 amplific en Vilca 43 de
51 muestras, el cual representa un 84,3% de muestras amplificadas para este locus
en el distrito mencionado, Yauli 17 de 20 muestras, representando el 85% de
muestras amplificadas para este locus en el distrito mencionado, Acoria 39 de 42
muestras, representando el 92,9% de muestras amplificadas para este locus en el
distrito mencionado, en la poblacién total logré amplificar 99 de 113 muestras en total,
el cual representa el 87,6% de muestras amplificadas para el locus BM1258 en toda
la poblacion. Otro locus que no llego a amplificar para todas las muestras fue el
OarAE129, el cual amplificé para Vilca 48 de 51 muestras, el cual representa un
94,1% de muestras amplificadas para este locus en el distrito mencionado, Yauli
amplificd 20 de 20 muestras, el cual representa el 100% de muestras amplificadas
para este locus en el distrito mencionado, Acoria 41 de 42 muestras, el cual
representa un 97,6% de muestras amplificadas para este locus en el distrito
mencionado, para la poblacién en total este locus amplificd 109 de 113 muestras,
representando un 96,5% de muestras amplificadas en la poblacién total para el locus
OarAE129 (tabla 17).
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Tabla 17: Numero de loci amplificados

VILCA YAULI ACORIA TOTAL
Locus N \ % N \ % N \ % N \ %
BM1258 43 84,30% | 17 85% | 39 9290% | 99  87,60%
BM1818 51 100% | 20 100% | 42 100% | 113 100%
CSRD247 | 51 100% | 20 100% | 42 100% | 113 100%
HSC 51 100% | 20 100% | 42 100% | 113 100%
INRA63 51 100% | 20 100% | 42 100% | 113 100%
MAF65 51 100% | 20 100% | 42 100% | 113 100%
McM527 51 100% | 20 100% | 42 100% | 113 100%
OarAE129 | 48 94,10%| 20 100% | 41 97,60% | 109  96,50%
OarCP49 51 100% | 20 100% | 42 100% | 113 100%
OarFCB20 | 51 100% | 20 100% | 42 100% | 113 100%
OarFCB304| 51 100% | 20 100% | 42 100% | 113 100%

Se determiné la presencia de alelos nulos mediante cuatro métodos, para el cual se
consideré que existe presencia de alelos nulos si los datos arrojados superaban el
valor de 0,1.

En la tabla 18 se muestra que los loci BM1258, INRA63 y OarAE129 manifiestan
presencia de alelos nulos en el distrito de Vilca.

Tabla 18: Estimacion de alelos nulos para el distrito de Vilca

Locus Presencia Oosterhout  Chakraborty  Brookfield 1  Brookfield 2
BM1258 Si 0,2965 0,4608 0,2583 0,4662
BM1818 No 0,0259 0,0246 0,0225 0,0225
CSRD247 No -0,0259 0,027 -0,0243 0
HSC No 0,0402 0,0419 0,0375 0,0375
INRAG3 Si 0,0677 0,0715 0,0608 0,0608
MAF65 No 0,0165 0,0213 0,0177 0,0177
McM527 No -0,0047 -0,0058 -0,0051 0
OarAE129 Si 0,1449 0,1833 0,1202 0,2419
OarCP49 No -0,0075 -0,0089 -0,0086 0
OarFCB20 No 0,0334 0,0296 0,0265 0,0265
OarFCB304 No -0,0644 -0,0555 -0,0492 0
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En la tabla 19 se muestra que el locus BM1258 es el Unico locus que manifiesta

presencia de alelos nulos en el distrito de Yauli.

Tabla 19: Estimacion de alelos nulos para el distrito de Yauli

Locus Presencia Qosterhout Chakraborty  Brookfield 1~ Brookfield 2
BM1258 Si 0,3372 0,5952 0,3061 0,4934
BM1818 No 0,005 0,0095 0,0087 0,0087
CSRD247 No 0,0699 0,0643 0,0536 0,0536
HSC No 0,0547 0,061 0,0528 0,0528
INRAB3 No 0,0236 0,0262 0,0208 0,0208
MAF65 No -0,0154 -0,0283 -0,0241 0
McM527 No -0,0518 -0,048 -0,0454 0
OarAE129 No 0,0298 0,0323 0,0152 0,0152
OarCP49 No 0,026 0,0222 0,0197 0,0197
OarFCB20 No 0,0571 0,0517 0,0429 0,0429
OarFCB304 No 0,0022 0,0053 0,0044 0,0044

En la tabla 20 se muestra que el locus BM1258 y OarAE129 son los Unicos que

manifiestan presencia de alelos nulos en el distrito de Acoria.

Tabla 20: Estimacion de alelos nulos para el distrito de Acoria

Locus Presencia Oosterhout  Chakraborty  Brookfield 1 Brookfield 2
BM1258 Si 0,1529 0,2091 0,1333 0,2721
BM1818 No -0,0112 -0,0114 -0,0108 0
CSRD247 No -0,0964 -0,0775 -0,0711 0
HSC No 0,0152 0,0164 0,0149 0,0149
INRAG3 No 0,0406 0,0387 0,0342 0,0342
MAF65 No 0,0113 0,0061 0,0051 0,0051
McM527 No 0,0037 0,0011 0,001 0,001
OarAE129 Si 0,1646 0,2118 0,1203 0,1858
OarCP49 No -0,04 -0,0378 -0,0369 0
OarFCB20 No -0,0212 -0,0187 -0,0177 0
OarFCB304 No 0,06 0,0524 0,0423 0,0423
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En la tabla 21 se muestra que los loci, BM1258, HSC, INRA63 y OarAE129 son lo

que manifiestan presencia de alelos nulos en la poblacién total.

Tabla 21: Estimacion de alelos nulos para la poblacién total

Locus Presencia Oosterhout  Chakraborty  Brookfield 1 Brookfield 2
BM1258 Si 0,2595 0,3916 0,2304 0,4092
BM1818 No 0,0138 0,014 0,013 0,013
CSRD247 No -0,0225 -0,0201 0,018 0
HSC Si 0,0378 0,0401 0,036 0,036
INRAG3 Si 0,0607 0,0618 0,0529 0,0529
MAF65 No 0,0204 0,0158 0,0132 0,0132
McM527 No -0,0044 -0,0041 -0,0036 0
OarAE129 Si 0,1538 0,1967 0,1181 0,2055
OarCP49 No -0,0067 -0,0069 -0,0066 0
OarFCB20 No 0,0252 0,0235 0,0213 0,0213
OarFCB304 No 0,0066 0,0067 0,0057 0,0057
Heterocigosidad y PIC

El célculo de las frecuencias alélicas permiti6 determinar, la heterocigosidad
observada (Ho) y esperada (He) total y de cada distrito.

Para la poblacion del distrito de Vilca la Ho oscila entre 0,256 a 0,922, siendo el locus
BM1258 el extremo menor y el OarCP49 el extremo mayor, la He oscil6 entre 0,634 a
0,905 teniendo como extremo menor al OarAE129 y OarCP49 como el extremo
mayor, en promedio la poblacion del distrito del Vilca presentd un Ho = 0,721+0,06 y
He = 0,792+0,027, siendo asi la He ligeramente mayor a la Ho, (tabla 22).

La poblacion del distrito de Yauli presentd un Ho que oscila entre 0,176 a 0,9,
teniendo como extremo menor al locus BM1258 y mayor el locus McM527, la He
oscilé entre 0,320 a 8,66, teniendo al locus OarAE129 como extremo menor y al
BM1818 como extremo mayor, en promedio esta poblacién presentd un Ho =
0,661+0,067 y He = 0,732+0,046 (tabla 22).

En la poblacién de Acoria la Ho oscil6 entre 0,341 a 0,952, siendo el locus OarAE129

en extremo menor y el OarCP49 el extremo superior, la He oscild entre 0,525 a 0,884,
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siendo el OarAE129 el extremo menor y el BM1818 el extremo superior, en promedio
esta poblacion presentd un Ho = 0,741£0,060 y He = 0,771£0,035, (tabla 22)

La poblacion en total presentd un Ho que oscild entre 0,303 a 0,912, siendo el locus
BM1258 el extremo menor y el OarCP49 el extremo mayor, la He oscil6 entre 0,560 a
0,899, siendo el locus OarAE129 en extremo menor y el OarCP49 el extremo mayor,
en total la poblacion presenté un promedio para Ho = 0,718%0,059 y He =
0.790+0,031, (tabla 22).

El contenido de informacién polimérfica encontrado muestra que el locus OarAE129
es el que presenta menor contenido polimérfico con un PIC = 0,486 y el locus

OarCP49 el locus que mayor contenido polimérfico reporta con un PIC = 0,891, en

promedio la poblacion present6 un PIC = 0,7625+0.036 (tabla 22).

Tabla 22: Estimacion de heterocigosidad y PIC por locus en los distritos de Vilca,
Yauli, Acoria y total de la poblacion

Vilca Yauli Acoria Total
Locus PIC
Ho He Ho He Ho He Ho He

BM1258 0,256 0,693 0,176 0,69 0410 0,627 0,303 0,693 0,653
BM1818 0,843 0,886 0,850 0,866 0,905 0,884 0,867 0,892 0,883
CSRD247 |0,824 0,780 0,700 0,796 0,857 0,734 0814 0,782 0,757
HSC 0,804 0,874 0,750 0,848 0,833 0,861 0,805 0,873 0,859
INRAG3 0,725 0,837 0,650 0,685 0,786 0,849 0,735 0,831 0,813
MAF65 0,706 0,737 0,750 0,709 0,714 0,723 0,717 0,740 0,706
McM527 0,804 0,795 0,900 0,818 0,786 0,787 0,814 0,808 0,781
OarAE129 |0,438 0,634 0,300 0,320 0,341 0,525 0,376 0560 0,486
OarCP49 0,922 0,905 0,800 0,836 0952 0,883 0,912 0,899 0,891
OarFCB20 |0,804 0,853 0,700 0,776 0,905 0,872 0,823 0,863 0,849
OarFCB304 0,804 0,719 0,700 0,708 0,667 0,740 0,735 0,744 0,709

Media 0,721 0,792 0661 0,732 0,741 0,771 0,718 0,790 0,7625
SE 0,060 0,027 0,067 0,046 0,060 0,035 0,059 0,031 0,036

Ho=Heterocigosidad observada, He=Heterocigosidad esperada, PIC=Contenido de informacion
polimérfica SE=Error Estandar
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Equilibrio Hardy — Weinberg

El test de Equilibrio Hardy-Weinberg, en Vilca los loci BM1258, INRA63 y OarAE129
demostraron que no estan en equilibrio H-W por que presentan un déficit de
heterocigotos, de igual manera el locus OarFCB304 muestra que no esta en equilibrio
H-W por presentar un exceso de heterocigotos, para el distrito de Yauli los loci
BM1258 y HSC de encuentran en desequilibrio H-W al presentar un déficit de
heterocigotos, en el distrito de Acoria los loci BM1258 y OarAE129 se encuentran en
desequilibrio H-W por presentar un déficit de heterocigotos, para la poblacidn en total
los loci BM1258, HSC, INRA63 y OarAE129 se encuentran en desequilibrio H-W por
presentar un déficit de heterocigotos, los demas loci se encuentran en equilibrio HW
al no ser estadisticamente significativa y aceptarse la hipdtesis nula, el cual
considera que la poblacion se encuentra en equilibrio H-W, en la tabla 23 se muestra

la significancia para cada locus por distrito y total de la poblacién.
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Tabla 23: Equilibrio Hardy-Weinberg (EHW) evaluado mediante la prueba exacta para cada locus en las poblaciones de ovinos de los distritos de Vilca, Yauli y Acoria.
Bajo la hipotesis alterna (H1: Existe déficit de heterocigotos y exceso de hetrocigotos).

VILCA YAULI ACORIA TOTAL

Déficit de Exceso de Déficit de Exceso de Déficit de Exceso de Déficit de Exceso de

locus Heterocigotos  Heterocigotos | Heterocigotos Heterocigotos | Heterocigotos  Heterocigotos | Heterocigotos  Heterocigotos
P-val ES  P-val ES P-val ES P-val ES P-val ES P-val ES P-val ES P-val ES

BM1258 0 0 1 0 1) g 0 1 0 s 0 1 0 0 0 1 0
BM1818 0,3436 0,0299 06862 0,03 | 0,05 10,0229 0,8793 0,0221 | 0,6573 0,0351 10,3679 0,028 | 0,3599 0,0416 0,6361 0,0383
CSRD247 0,784 0,0437 0,1551 0,0268 | 0,2587 0,0171 0,7539 0,0112 | 0,953 0,0068 0,0509 0,007 | 0,9316 0,0131 0,0767 0,0163
HSC 0,0648 0,011 10,9316 0,0108 | 0,0341* 0,0074 0,9583 0,008 | 0,035 0,0259 0,9515 0,0104 |0,0095** 0,0037 0,9953 0,0022
INRAG3 0,0149* 0,0068 0,9905 0,0045 | 0,277 0,022 0,7642 0,0247 | 0,1834 0,0213 0,8051 0,0168 | 0,0235* 0,0073 0,9834 0,0066
MAF65 0,2203 10,0158 0,7704 0,0116 | 0,8058 0,0105 0,2725 0,0137 | 0,6487 0,0192 0,3388 0,0236 | 0,5552 0,0215 0,4847 0,0201
McM527 0,6076 0,0147 0,3917 0,014 | 0,789 0,0066 0,2588 0,0078 | 0,582 0,0133 0,424 00162 | 0,7767 0,0133 0,224 0,0101
OarAE129 0 0 1 0 0,5805 0,002 0,8686 0,0023 |0,0016** 0,0007 0,9997 0,0002 | 0*** 0 1 0
OarCP49 0,7286 0,0386 0,2943 0,0517 | 0,3943 0,0343 0,6961 0,0319| 0,9315 0,0159 0,0724 0,015 | 0913 0,02 0,0875 0,0199
OarFCB20 | 0,3131 0,0302 0,6892 0,029 | 0,249 0,0162 0,8239 0,0197 | 0,4914 0,0217 0,4907 0,0231 | 0,2856 0,0244 10,6916 0,0334
OarFCB304 | 09338 0,0247 0,0431* 0,0158 | 0,3321 0,0174 0,7405 0,0103 | 0,2379 0,0292 0,7658 0,032 | 0,5607 0,0338 0,3746 0,029

P-val=Valor de Significancia, * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001, SE=Error Estandar
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4.1.2. Andlisis de indice de Endogamia, AMOVA y Estructura Poblacional

indice de Endogamia

En el distrito de Vilca, los loci BM1258 y OarAE129 presentaron valores de 0,6379 y
0,3193 para el estadistico Fis, los cuales indican que existe un déficit de
heterocigotos, y el locus OarFCB304 mostro un Fis=-0,1078, lo cual indica que hay
un exceso de heterocigotos, en promedio el distrito de Vilca mostrd un
Fis=0,1095+0,063, el cual indica que el grado de endogamia en esta poblacion es

baja.

Para el distrito de Yauli, el locus BM1258 mostro un Fis=0,7594, el cual indica que
existe déficit de heterocigotos, y el locus McM527 fue el que presento el menor
valor de Fis=-0.0755, indicando que existe exceso de heterocigotos para este locus,
en promedio Yauli mostro un Fis=0,125+0,067, indicando un grado de endogamia
moderado.

De igual manera para el distrito de Acoria el locus que mayor Fis presenté fue el
BM1258 con un valor de 0,3573 y el locus que menor valor presento fue el
CSRD247 mostrando un valor de -0,156, en promedio el distrito de Acoria presentd
un Fis=0,067+0,049 mostrando un bajo grado de endogamia.

Para la poblacion en general se report6 valores de Fir, siendo el locus BM1258 el
de mayor Fir, con un valor de 0,597 y el locus que menor Fir mostré fue el
CSRD247=-0,006, el promedio para la poblacién de encontré un Fir=0,111+£0,056,
indicando que existe moderado grado de endogamia en el total de la poblacion
(tabla 24).
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Tabla 24: Valores de Fis y Fit por distrito y total
Fis Fir
VILCA YAULI ACORIA TOTAL

Locus

BM1258 0,6379 0,7594 0,3573 0,597
BM1818 0,0578 10,0444  -0,011 0,028
CSRD247 -0,0456 0,1461 -0,1563  -0,006
HSC 0,0903 0,1403 0,0443 0,087
INRA63 0,1431 0,0766 0,0864 0,114
MAF65 0,0516 -0,0326 0,0242 0,021
McM527 -0,0017 -0,0755 0,0142  -0,021
OarAE129 0,3193 0,088 0,3604 0,313
OarCP49  -0,0082 0,0689 -0,0667 0,003
OarFCB20 0,0673 0,1236  -0,026 0,059
OarFCB304 -0,1078 0,0362 0,115 0,024
MEDIA 0,095 0,125 0,067 0,111
ES 0,063 0,067 0,049 0,056
ES=Error Estandar

e AMOVA
En la prueba de AMOVA utilizando el modelo de mutacion de alelos infinitos (IAM)
se obtuvo el valor de Fst=0,016, lo cual indica que existe variacién molecular entre
subpoblaciones cerca del 2%, entre individuos dentro de poblaciones = 10% vy la

variacion molecular entre individuos = 88% (tabla 25 y figura 24).

Tabla 25: Analisis de Varianza Molecular utilizando el modelo de mutacion de sitios infinitos
(Infinite allele Model |AM)

Grados
Fuentes de Variacion de Suma de Cuadr_ado Con_lp. de %vari.  Fsr
] Cuadrados Medio Varianza
Libertad
Entre Poblaciones 2 19,783 9,891 0,072 2% 0,016
Entre individuos dentro 597 735 4798 0436  10%
de Poblaciones
Entre individuos 113 443,500 3,925 3,925 88%
Total 225 991,018 4,433 100%
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Figura 24: Varianza molecular para el modelo de mutacion simple

En la prueba de AMOVA utilizando el modelo de mutacion gradual o por pasos

(stepwise mutation model) se obtuvo el estadistico Rst = 0,00, el cual indica que la

variacion molecular entre subpoblaciones es 0%, indicando que las supoblaciones

presentan la misma composicion a nivel molecular, la variacion entre individuos

dentro de poblaciones = 77% y la variacion genética entre individuos = 23% (tabla

26 y figura 25).

Tabla 26: Analisis de Varianza Molecular utilizando el modelo Mutacion por Pasos

(Stepwise mutation model SMM)

Grados
Fuentes de Variacion de Cuadrfado Comp. de %vari. Rsr
L Medio Varianza
Libertad
Entre Poblaciones 2 4479,810 0,000 0% 0,000

Entre individuos dentro 110
de Poblaciones

Entre individuos 113

5017,477  2187,579 7%
642,319 642,319 23%

Total 225

2829,808  100%
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Figura 25: Varianza molecular para el modelo mutacién por pasos

Estructura Poblacional

En el analisis con el programa STRUCTURE, el niumero de poblaciones asumidas (K)
vario entre 1y 8 con tres interacciones, para encontrar el verdadero valor de K, se
utilizé el programa en linea STRUCTURE HARVESTER, el cual indic6 que el valor de
K ideal es tres Tabla 27, Figura 26, en la figura 27 se observa la composicion
molecular de cada uno de los distritos, en el distrito de Vilca se puede observar que la
mayor cantidad de individuos comparten los mismos alelos, el cual es muy diferente
del distrito de Acoria, por otro lado el distrito de Yauli indica que sus individuos

comparten alelos idénticos con las poblaciones del distrito de Vilca y Acoria.
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DeltaK = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))
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Figura 26: Curva de Delta de K

Tabla 27: Mejor valor para Delta de K
Stdev
Reps Mean LnP(K) LnP(K) Ln'(K) |Ln"(K)| DeltaK

3 -4.788,50000 0,20000 - - -
-4.773,23333  11,12400  15,26667 15,43333 1,38739
-4.773,40000  4,80000 -0,16667  323,20000 67,33333
-5.096,76667 53,590562 -323,36667  323,83333  6,04274
-5.096,30000 109,99359  0,46667  227,86667  2,07164
-5.323,70000 52,43825 -227,40000 340,70000  6,49717
-5.210,40000 282,76971 113,30000 218,86667  0,77401

K
1
2
3
4
5
6
i/
8 -5.315,96667 534,91854 -105,56667 - -

W W W W W w w

0.80
0.60
0.40
0.20

0.00

Figura 27: Estructura poblacional de los distritos de Huancavelica
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4..2. Discusion
Parametros de Variabilidad Genética
e Numero de alelos

Para las subpoblaciones de Vilca, Yauli y Acoria el locus OarCP49 fue el que
mayor variabilidad alélica presentd con valores de 19, 11 y 15 alelos
respectivamente seguido por el locus OarFCB304, 11, 6 y 12 alelos
respectivamente, y el locus OarAE129 fue el que menor cantidad de alelos
presento, 4, 2 y 5 alelos respectivamente, se observan ligeras diferencias entre
las subpoblaciones, debido muy probablemente al numero de animales
empleados en el estudio, se observa mayor numero de alelos para
subpoblaciones con mayor tamafio muestral, Vilca (n=51), Yauli (n=20) y Acoria
(n=42), sin embargo los loci BM1258, BM1818, MAF65 y McM527 reportaron
valores similares en todas las subpoblaciones y el locus HSC reporté mayor
numero de alelos para la subpoblacion de Acoria, indicando que el tamafio
muestral probablemente no tenga efecto sobre el nimero de alelos, y que en el
caso del locus OarAE129 presenta los valores minimos muy probable debido a
la fijacion de estos alelos en las subpoblaciones, la fijacion de alelos se da
debido a la deriva genética produciendo pérdida de alelos de una generacion a
otra, en consecuencia la fijacion de otros.

En la poblacion total, los loci OarCP49, OarFCB304 y BM1818 presentaron 19,
16 y 15 alelos respectivamente, demostrando que estos loci presentan alta
variabilidad alélica, Flores y Sovero(72) reportan a estos mismos loci como los
mas polimérficos con valores de 24,16 y 17 respectivamente, valores que son
ligeramente diferente a los nuestros, considerando la diferencia que existe del
tamafo muestral (n=600) para poblaciones de ovinos criollos de la region Pasco,
de la misma manera en poblaciones de ovinos de raza Assaf, Asblack y
Blackbelly, Morén(23), reporta estos mismos loci con 14, 10 y 17 alelos
respectivamente, existe diferencias en el numero de alelos debido muy
probablemente a que estas son poblaciones de razas y no criollas, ya que el
tamafio muestral (n=103) de esta poblacion es similar al nuestro (n=113), en
poblaciones donde se ha empleado el locus OarCP49, ha demostrado tener alta
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variabilidad alélica, tal como demuestra los reportes para poblaciones de ovinos
de la raza Aranesa en Espafia(73), ovinos pantanefios(74) y ovinos de razas
sicilianas(75), al igual que el locus BM1818 para poblaciones de ovinos de raza
Corriedale en Uruguay(10), ovinos del Norte de Espafia (Castellana, Churra,
Black-faced Latxa, Blonde-faced Latxa, Rubia del Molar y Xalda)(76), y el locus
OarFCB304 de igual manera para poblaciones de ovinos de Indonesia(22) y
ovinos Pantanefios(74), valores que aunque no sean los mismos a los nuestros,
indican que son los loci de mayor variabilidad alélica en cada uno de las
poblaciones mencionados, por lo que se recomienda seguir empleandolos en
estudios genético poblacionales en ovinos, en el otro extremo se encuentra el
locus OarAE129 quien fue el que menor variabilidad alélica presenté con 6
alelos, asi como para las poblaciones de ovinos criollos de Pasco(72), ovinos de
raza Assaf, Blackbelly y Asblack(23) y para los ovinos Pantanefios(74), por lo
que se recomienda realizar programas de conservacién a fin de no seguir
perdiendo la variabilidad alélica para este locus.

En toda la poblacidn se encontr6 137 alelos, valores que no son tan distantes de
los reportados por Flores y Sovero(72), 152 alelos para la poblacién de ovinos
criollos de la region Pasco, pero que indican que existe mayor variabilidad alélica
para los ovinos criollos de Pasco respecto a los ovinos criollos de Huancavelica,
considerando que se ha empleado el mismo panel de marcadores microsatélites
en ambas poblaciones, de la misma manera se reportd valores de 91, 123 y 93
alelos para los ovinos de la raza Assaf, Asblack y Blackbelly(23), valores que
son diferentes a los nuestros, probablemente debido a que se emple6 el uso de
un panel de 17 marcadores microsatélite para esta poblacion, ademas de
considerar que son poblaciones de razas, donde los alelos presentes son
producto de la constante seleccion y cruzamientos que han sufrido estos ovinos
generacion tras generacion a fin de fijar caracteristicas unicas en cada una de
ellas y como consecuencia también fijar alelos especificos para cada raza, en
Uruguay para la poblacion de ovinos de raza Corriedale se reportaron 86 alelos
en total(10), resultado que estd por debajo de los que reportamos,

probablemente debido a que el estudio se condujo en poblacion de ovinos de
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raza, y ademés considerando que estos estaban emparentados a fin de
diagnosticar paternidad de estos ovinos. La poblacion de ovinos criollos de
Huancavelica presentd una variabilidad alélica alta en comparacién con
poblaciones de ovinos de razas, el cual es justificado debido a que estas
poblaciones no estan sometidas a un programa de mejoramiento genético.
Numero efectivo de alelos

En todas las subpoblaciones el locus que mayor nimero efectivo de alelos (Ne)
presento fue el OarCP49 = 10,55, 6,11 y 8,54 numero efectivo de alelos para los
distritos de Vilca, Yauli y Acoria respectivamente, y el locus que menor nimero
efectivo de alelos present6 fue el OarAE129 = 2,73, 1,47 y 2,11 para los distritos
de Vilca, Yauli y Acoria respectivamente, estas presentan pequefas diferencias,
que son proporcionales al numero de alelos encontrados para cada locus en los
diferentes subpoblaciones, indicando que a mayor cantidad numero de alelos
encontrados, mayor seré el numero efectivo de alelos, entre las subpoblaciones
el distrito de Vilca presento mayor numero efectivo de alelos=62,96, le sigue
Acoria=59,51 y Yauli=49,78, valores que son proporcionales al nimero de alelos
en cada subpoblacion, para la poblacién en total el locus OarCP49 fue el que
mayor numero efectivo de alelos presentd con 9,91, valor que es similar al que
reportd Carrion(77), 10,04 numero efectivo de alelos, reportados en poblaciones
de ovinos Pirenaicas orientales en Espania, el locus OarAE129 presento 2,27
numero efectivo de alelos, siendo el mas en bajo en toda la poblacién,
resultados que son similares a los ovinos de Indonesia, donde se reporté valores
de 3,2 numero efectivo de alelos para el locus OarAE129, en promedio la
poblacion presento 5,75 numero efectivo de alelos por locus, valores que son
superiores reportados en la poblacién de ovinos de indonesia(22), donde se
encontré un promedio de 3,7 numero efectivo de alelos, diferencia que muy
probable sea a razon de la cantidad de locus utilizados, ya que en este estudio
se empled 17 loci, asi como también al promedio de alelos encontrados en la
poblacion=10,6 el cual fue menor a los encontrados en nuestra poblacion que
fue 12,45 alelos por locus, en Colombia(6), reportaron 4,676 alelos efectivos,
resultado que es ligeramente diferente del nuestro.
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e Frecuencia alélica
La frecuencia alélica estd relacionada directamente con el numero de alelos
presentes, asi pues se observa al locus OarCP49, quien presento la mayor
cantidad de alelos en cada subpoblacion, en consecuencias presento mayor
variabilidad alélica, con frecuencias alélicas que no superaron el valor de 0,176
para el alelo de 81 pb en Vilca, 0,275 para el alelo de 101 pb en Yauli y 0,190
para el alelo de 81 pb en Acoria, a diferencia del locus OarAE129 quien
presentd menor nuimero de alelos y por ende menor variabilidad alélica, las
frecuencias de sus alelos fueron superiores, en Vilca la mayor frecuencia fue
0,448 para el alelo de 149 pb, Yauli 0,8 para el alelo 149 pb y Acoria 0,610 para
el alelo 149, se observa que las frecuencias de estos son altos, a diferencias de
los loci con mayor variabilidad alélica, sin embargo podemos decir que todos los
loci son polimérficos debido a que la frecuencias de todos los alelos presentes
fue menor a 0,999.
e Alelos privados

El locus OarFCB304, fue el que presentdé mayor cantidad de alelos privados en
cada subpoblacion, presentando 4 alelos privados para el distrito de Vilca y otros
4 para el distrito de Acoria, no presentando ninguno para el distrito de Yauli, y el
locus McM527 fue el que no present6é ningun alelo privado en ninguna de las
subpoblaciones, el distrito de Vilca presentd en total 20 alelos privados, Yauli = 2
alelos y Acoria = 14 alelos privados, esta diferencia contribuye a la variabilidad
alélica, por lo general las frecuencias de estos alelos son bajos(57), se sabe que
los microsatélites tienen una alta tasa de mutacion que varia entre 103 a 10-
4(78), por lo que se presume que su origen se da producto de la mutacion
donde, segun el modelo de mutacién por pasos (stepwise mutation) puede
producirse un cambio en la cantidad de nucleotidos ya sea por perdida o
ganancia de nucledtidos(46, 78), la frecuencia alélica de los alelos privados
generalmente no superaron los 0,05 y algunos los 0,01, por lo que segun
Hale(57), podrian clasificarse en alelos raros (frecuencia <0,05) y alelos muy

raros (frecuencia<0,01), los cuales deberian considerarse al momento de
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plantear programas de conservacidn y mejoramiento genético, a fin de conservar
estos alelos en las futuras generaciones.

La presencia de alelos nulos de los loci BM1258, HSC, INRAG3 y OarAE129 en
la poblacién total se deberia principalmente a la mutacion en el punto de
hibridacion del iniciador a la cadena de ADN molde, aumentando las frecuencias
de homocigotos(34-36), provocando un déficit de heterocigotos como
consecuencia un desequilibrio de Equilibrio H-W(46).

Los loci BM1258 y OarAE129 no lograron amplificar en su totalidad, debido
probablemente a que el ADN extraido estuvo fragmentado en las regiones de
anillamiento o hibridacién de los cebadores(79, 80), siendo este también un
indicador de la presencia de alelos nulos(81), asi mismo se ha reportado que
estos loci estan asociados al conteo de células somaéticas en vacunos
productores de leche(82-87), probablemente debido a la asociacion que existe
entre estos loci y el conteo de células somaticas, estas no habrian
amplificado(88, 89).

Heterocigosidad

Los niveles de heterocigosidad observada para los loci BM1258 y OarAE129,
fueron los valores mas bajos, Vilca=0,258 y 0,438, Yauli=0,176 y 0,3 y
Acoria=0,410 y 0,341, comparado con el locus OarCP49 que mostré valores de:
Vilca=0,922, Yauli=0,8 y Acoria=0,952, los cuales estan entre los valores mas
altos en cada subpoblacion, sélo los loci BM1258 y OarAE129 mostraron valores
de heterocigosidad observada inferiores a 0,5, el cual se podria atribuirse al
reducido nimero de alelos presentes y a la presencia de alelos nulos, en
promedio Vilca mostrd6 un Ho=0,721, Yauli Ho=0,661 y Acoria Ho=0,741,
indicando que existe ligeramente mayor frecuencia de individuos heterocigotos
observados que homocigotos en cada subpoblacion.

En toda la poblacién de la misma manera los loci BM1258 y OarAE129 fueron
los que mostraron los valores mas bajos de 0,303 y 0,376 respectivamente,
Flores y Sovero(72), reportaron valores de 0,504 y 0,508 para los mismos loci en
poblaciones de ovinos criollos de la regién Paso, valores que son superiores a

los nuestros, indicdndonos que en nuestra poblacién hay un déficit de
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heterocigotos para estos loci, Morén(23) por otro lado reporta valores de 0,43 y
0,363 para los mismos loci, en poblaciones de ovinos de la raza Blackbelly,
Assaf y Asblack en la region Lima, valores que casi se acercan a los nuestros,
considerando que son poblaciones de razas, donde los niveles de
heterocigosidad son bajas producto de la seleccion y cruzamientos en esta
poblacion.

La poblacion mostrd 0,719 de heterocigosidad observada, valor que es similar a
lo que mostré los ovinos criollos de Paco con 0,739(72), y a las poblaciones de
ovinos en Jordan donde se report6 un valor de 0,734 para Ho(21), por otro lado
también se encontro poblaciones con valores ligeramente bajos al nuestro como
en: ovinos de raza Aranesa=0,648 de Espafa(73), 0,683 para los ovinos de
Colombia(6) y 0,62 para los ovinos Pantanefios(74), el cual es justificado, debido
a que estos estudios se condujeron sobre poblaciones de razas; las poblaciones
de ovinos criollos presentan mayor heterocigosidad observada que las
poblaciones de ovinos de raza, considerando que las poblaciones de razas han
pasado por un programa de mejoramiento genético, contrario a lo que pasa con
las poblaciones de ovinos criollos.

En cuanto a la heterocigosidad esperada, el locus OarAE129 mostré valores de
0,634, 0,320 y 0,525 para los distrito de Vilca, Yauli y Acoria respectivamente,
siendo en Yauli donde se muestra el menor valor para este locus y por ende una
baja variabilidad por el exceso de homocigotos esperados para este locus,
indicando también que este locus no es muy Util para analisis de parentesco en
el distrito de Yauli, por presentar valor inferior a 0,5, contrario a lo que muestra el
locus OarCP49, que muestra valores de 0,905, 0,836 y 0,883 para los distritos
de Vilca, Yauli y Acoria respectivamente, presentando estos alta variabilidad por
la cantidad esperada de heterocigotos. En promedio se muestra valores de
0,792, 0,732 y 0,771 para los distritos de Vilca, Yauli y Acoria, valores que no
presentan diferencias entre si.

para toda la poblacion el locus OarAE129 mostré el valor mas bajo con 0,560 de
heterocigosidad esperada, valor similar a 0,549, que fue reportado para los

ovinos de raza Blackbelly, Assaf y Asblack de la regién Lima(23), y diferente de
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los reportados para los ovinos criollos de la region Pasco 0,626(72), factores
como el numero de alelos y la presencia de alelos nulos, hacen que exista
diferencia entre estas poblaciones criollas, por otro lado el locus OarCP49 fue el
que mayor valor reporto en toda la poblacion He=0,899, valor similar a los
reportados en los ovinos criollos de Pasco He=0,883, y similar a los ovinos de
raza Blackbelly, Assaf y Asblack de la region Lima He=0,813, ninguno de los loci
empleados reportd valores inferiores a 0,5 a nivel poblacional, demostrando que
son utiles para el analisis de parentesco a nivel poblacional.

En promedio la poblacién mostré un He=0,790, valor similar al de los ovinos
criollos de Pasco He=0,796(72), ovinos de Colombia He=0,770(6), ovinos
Pantanefios He=0,71(74), ovinos de raza Aranesa He=0,740(73) y a los ovinos
de Jordan He=0,734(21), la heterocigosidad representa una mejor medida de la
variacion genetica, ya que estos valores son precisos, esta medida indica que
existe variabilidad genética en nuestra poblacion.

indice de contenido polimérfico (PIC)

Botstein et al(43) menciona que: PIC>0,5 altamente informativo, 0,5>PIC>0,25,
medianamente informativo y PIC<0,25 ligeramente informativo, considerando
esta premisa podemos ver en nuestros resultados que solo el locus OarAE129
tiene un PIC=0,486 el cual es medianamente informativo, valor que esta por
debajo de lo reportado para la poblacion de ovinos Hamdani PIC=0,562 en la
region Kurdistan de Iraq(90), y aun mas por debajo de lo reportado para ovinos
Pantanefios PIC=0,72, en Espafia(74), demostrando de esta manera que este
locus no brindo mucha informacién para nuestra poblacion, pero si para otras
poblaciones de ovinos, por lo que se recomienda seguir empleando en otras
poblaciones, ya que todas las poblaciones reciben un manejo y comportamiento
diferente, por otro lado el locus OarCP49 presentd PIC=0,891 valor que fue
superior a lo reportado para ovinos Pantanefios PIC=0,76 en Espafia, indicando
que fue el mas informativo para nuestra poblacién, es muy importante conocer el
grado de informacion que brindan cada uno de los loci, a fin de verificar la
veracidad de la informacion obtenida, asi como para decidir su empleo en

futuras investigaciones relacionadas con estos loci.
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En promedio se encontré un PIC=0,7625 para todos los loci empleados en el
estudio de toda la poblacion, este valor fue similar a lo reportado para ovinos
Hamdani PIC=0,744(90), ovino Pantanefio PIC=0,71(74) y ovinos de Colombia
PIC=0,741(6), indicando que en panel empleado resultdé ser altamente
informativo para nuestra poblacion, por lo que se recomienda seguir
empleandolos en investigaciones futuras.

Equilibrio Hardy-Weinberg

El equilibrio Hardy-Weinberg (EHW) se estimé mediante déficit y exceso de
heterocigotos, mostrando en el distrito Vilca a los loci BM1258, INRAG3 y
OarAE129, quienes no se encuentran en EHW por déficit de heterocigotos, y al
locus OarFCB304 por exceso de heterocigotos, en el distrito de Yauli se
encontr6 a los loci BM1258 y HSC en desequilibrio H-W por déficit de
heterocigotos, no habiendo exceso de heterocigotos para ningun locus, en el
distrito de Acoria se encontrd a los loci BM1258 y OarAE129 en desequilibrio H-
W por déficit de heterocigotos, no habiendo ninguno por exceso de
heterocigotos, se observa que el locus BM1258 presento desequilibrio H-W para
toda las subpoblaciones, por el déficit de heterocigotos, debido a la presencia de
alelos nulos o procesos de endogamia para este locus en todas las
subpoblaciones, por otro lado el exceso de heterocigotos presentado por el locus
OasFCB304 en el distrito de Vilca, podria evidenciar la alta tasa de mutacion
que hay, segun el modelo de mutacion por pasos se generan nuevos alelos, el
cual pudo haber aumentado la heterocigosidad para este locus.

En la poblacién en general, los loci resultaron estar en equilibrio H-W por no
presentar exceso de heterocigotos, sin embargo los loci BM1258, HSC, INRA63
y OarAE129 resultaron estar en desequilibrio H-W por presentar un déficit de
heterocigotos, por lo tanto se asume que existe presencia de alelos nulos, asi
como posibles procesos de endogamia, los cuales contribuyen al déficit de
heterocigotos. mutacion en la poblacion, esto para los loci que muestran
desequilibrio H-W, sin embargo el 64% de los loci muestran que existe equilibrio
HW, mostrandonos ausencia de migracion, mutacion o deriva genética para

estos locus.
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Parametros de Endogamia, AMOVA y Estructura Genética
« indice de endogamia

Los valores de coeficiente de endogamia, muestra valores para el locus BM1258
0,6379, 0,7594 vy 0,3573 para los distritos de Vilca, Acoria y Yauli
respectivamente, valores que son altos debido a la presencia de alelos nulos y
procesos de endogamia para este locus, generando déficit de heterocigotos, los
cuales fueron observados en el test de equilibrio H-W, por el contrario el locus
OarFCB304 mostro valores de -0,1078, 0,0362 y 0,1115 para los distritos de
Vilca, Yauli y Acoria respectivamente, mostrando en Vilca que no existe
endogamia debido al exceso de heterocigotos, el cual es corroborado en el test
de equilibrio H-W. El distrito de Vilca mostro Fis=0.1095, Yauli Fis=0,125 y Acoria
Fis=0,067, mostrando un indice de endogamia medio en los tres distritos, el
proceso de endogamia se da por los cruzamientos emparentados, por lo que se
asume que existe cruzamientos de este tipo en las subpoblaciones, aunque
estas no sean frecuentes, ya que los cruzamientos no son dirigidos, aunque se
deberia considerar un numero reducido de reproductores machos en cada
rebafio, motivo por el cual se estaria originando un indice de endogamia entre
bajo y medio en los diferentes subpoblaciones, valores similares se reportaron
para: los ovinos de Jordan, con un Fis=0,078(21), ovinos Pantanefios
Fis=0,12(74), ovinos de Colombia Fis=0,094(6) y ovinos de raza Blackbelly,
Assaf y Asblack de la region Lima, donde se reporté Fis=0,07686(23), siendo
este un indice de endogamia medio.

Para toda la poblacién se estimé el estadistico Fir, donde se encontrd que el
locus BM1258 fue el que mayor indice reporto Fir=0,597 seguido por el locus
OarAE129 Fir=0,313, siendo estos lo mas altos para toda la poblacion y
reportando un indice de endogamia muy alto en toda la poblacién, y los loci que
reportaron valores negativos fueron CSRD247 Fir=-0,006 y MCM527 Fir=-0,021,
en promedio la poblacion reportd Fir=0,111, siendo este un indice de endogamia
moderado para toda la poblacion, indicando que existe conexidn genética entre

las subpoblaciones.
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e AMOVAy Estructura Genética
La prueba de AMOVA mostré que existe una diferenciacion de 2% entre las
poblaciones, con un Fst=0,016, este fue calculado asumiendo que en la
poblacion existe un modelo de mutacion de alelos infinitos en el cual se asume
que cada mutacién crea un alelo nuevo, esto fue propuesto por Wrigth(42),
resultado que es diferente cuando se asume que existe un modelo de mutacion
por paso (Stepwise mutation model), donde se asume que la mutacion se da por
insercion o delecion de una repeticion, esto implica que dos alelos que difieren
en una sola repeticion estan mas relacionados, mediante el uso de este modelo
se estima el estadistico Rst propuesto por Slatkin(44) que el analogo del
estadistico Fst en el cual segun nuestros resultados muestra 0% de
diferenciacion entre las poblaciones, por lo tanto se asume que las poblaciones
son iguales, reportando Rst=0,00, entonces, se observa que existe diferencia en
el resultado final segin al modelo de mutacion propuesto, pero este ultimo
segun Slatkin es ideal para trabajar con marcadores microsatélites debido al tipo
de mutacion que presentan los marcadores microsatélites, sin embargo aun
tomando en cuenta los valores de Fst se observa que la diferenciacion entre
subpoblaciones es baja, probablemente debido a la migracién que sufren estos
animales a través de la comercializacion entre productores, generando asi un
flujo genético entre las subpoblaciones y reduciendo la diferenciacion entre
estas, muchos autores estimaron la diferenciacion genética entre poblaciones
utilizando el estadistico propuesto por Wrigth(42), para la poblacion de ovinos de
la raza Blackbelly, Assaf y Blackbelly se reportd un Fsr=0,11 indicando que
existe una diferenciacion de aproximadamente el 11%(23), un valor superior al
nuestro, debido muy probablemente porque en este estudio de trata de razas
diferentes, en Colombia reportaron un Fst=0,039 mostrando un grado de
diferenciacion aproximada del 3.9%, es ligeramente diferente al nuestro,
tomando en cuenta que en este estudio trabajaron con 13 razas diferentes de

ovinos(6).
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CONCLUSIONES

La poblacién de ovinos de la provincia de Huancavelica present6 una considerable
cantidad de alelos, asi como una heterocigosidad del 79%, también se considera
que la poblacion se encuentra en equilibrio Hardy-Weinberg excepto para loci
BM1258, HCS, INRAG3 y OarAE129, también se muestra un grado de
diferenciacion entre individuos del 88%, considerando estos datos se puede concluir
que existe una alta variabilidad genética en la provincia de Huancavelica,
aceptandose de esta manera la hipétesis propuesta en el presente estudio.

Se encontr6 un indice de endogamia de 0,111 siendo este un indice de endogamia
moderado en toda la poblacion de la provincia de Huancavelica, con lo que se
concluye que existe indice de endogamia medio, mas no es alto como se propuso
en la hipotesis.

Tomando en cuenta el modelo de mutacion indicado para los microsatélites se
puede afirmar que no existe diferenciacion genética entre las subpoblaciones de

ovinos criollos de Huancavelica, por lo que se rechaza la hipdtesis propuesta.
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RECOMENDACIONES

Se ha encontrado una variabilidad genética alta en la poblaciéon de ovinos de
Huancavelica, por lo cual se recomienda plantear programas de conservacion a
fin de no perder esta variabilidad existente, asimismo se recomienda plantear
programas de mejoramiento genético tomando en cuenta la conservacién de la
variabilidad genética.

Implementar un programa adecuado para ovinos criollos en el cual se pueda
controlar el indice de endogamia.

Seguir caracterizando molecularmente mas poblaciones de ovinos criollos, a fin
de poder disefiar programas de conservacion y mejoramiento genético acordes a
la realidad de cada poblacion.

Los marcadores microsatélites empleados resultaron ser altamente informativos
por lo que se recomienda seguir empleandolos en este tipo de estudios, asimismo
incluir algunos mas que ayuden a mejorar los resultados de estudios genéticos

poblacionales.
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ANEXO 1: Poblacion de ovinos en Huancavelica

Cuadro 1: Poblacion de ovinos en la Regién de Huancavelica

ACOBAMBILLA 58.000 | CUENCA 7.430
LIRCAY 48.175 | STO DOM. CAPILLAS 7.315
VILCA 46.055 | LOCROJA 6.985
YAULI 45.645 | NAHUINPUQUIO 6.935
PILPICHACA 43.140 | PACHAMARCA 6.730
HUANCAVELICA 38.780 | CHINCHIHUASI 6.725
ASCENCION 29.555 | HUAMATAMBO 6.640
CHUPAMARCA 22.650 | CCOCHACCASA 6.600
ACORIA 21.455 | MOLLEPAMPA 6.545
COLCABAMBA 21.140 | CONAICA 6.390
SANTA ANA 19.535 | ROSARIO 6.325
MANTA 19.515 | POMACCOCHA 6.265
SANTIAGO DE CHOCORVOS 19.295 | DANIEL HERNANDEZ 6.160
NUEVO OCCORO 17.835 | HUACHOCOLPA 6.060
AURAHUA 16.335 | ACOBAMBA 5.850
CONGALLA 16.260 | HUANDO 5.625
CASTROVIRREYNA 15.835 | HUAYACUNDO ARMA 5.390
MOYA 15.800 | CORDOVA 5.265
LARAMARCA 15.305 | TANTARA 5.185
S. ANT. DE CUSICANCHA 15.175 | JULCAMARCA 9.125
0COYO 15.045 | PILCHACA 9.075
PAUCARA 14.675| QUITO ARMA 4.965
ARMA 14.615 | SAN ISIDRO DE H. 4.820
ANCHONGA 14.510 | ANDABAMBA 4.535
PALCA 13.985 | SALCAHUASI 4.495
PAUCARBAMBA 13.890 | AYAVI 4.445
QUERCO 13.750 | AHUAYCHA 4.318
S.F. DE SANGAYAICO 13.165 | CAJA ESPIRITU 4.235
SANTIAGO DE QUIRAHUARA 12.905 | PAMPAS 4.070
PAZOS 12.755 | CALLANMARCA 3.795
CAPILLAS NORTE 12.430 | HUACHOCOLPA 3.755
HUARIBAMBA 12.417 | TICRAPO 3.755
ANTA 12.240 | S.A DE ANTAPARCO 3.750
SURCUBAMBA 11.850 | MARCAS 3.690
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TINTAY PUNCU 11.670 | EL CARMEN 3.370
HUACHOS 11.525 | SAN JUAN DE CASTROV. 3.340
CHINCHO 9.475| COCAS 3.100
ANCO 9.280 | S. CLARA DE COSME 2.854
LARIA 9.260 | S. PEDRO DE CORIS 2.635
SALCABAMBA 9.244 | QUISHUAR 1.715
ACRAQUIA 8.665 | S. MARCOS DE ROCHACC 1.630
HUAYLLAHUARA 8.635 | LA MERCED DE CCASIR 1.175
SECCLLA 8.208 | HUAYLLAY GRANDE 1.155
ACOSTAMBO 8.130 | S. MIGUEL DE MAYOCC 592
HUANCA-HUANCA 7.645 | MARISCAL CACERES 475
TAMBO 7.500 | SANTO TOMAS DE PATA 335
HUAYTARA 7.480 | IZCUCHACA 310
CHURCAMPA 7.463

Fuente: Direccion Regional Agraria 2014

92




ANEXO 2: Encuesta realizada a los criadores de ovinos criollos

ENCUESTA OVINOS CRIOLLOS

Propietario: Fecha: [/ |
Edad: _ Sexoi F (1 ) M( )
Region: Provincia: Distrito: Locaclidad:

A. INFORMACIONES GENERALES

1. ¢Qué animales cria conjuntamente con los ovinos?

( )Cabras ( )Bovinos ( )Porcinos ( )Camélidos ( ) Otros

2.  Numero actual de ovinos a. Hembras : b. Machos

3. Identificacién de animales Si( ) No( ) Especificar (arete, otros):

4. ¢ Cudles son los sistemas de produccion observada?
() Extensiva () Semi extensiva () Mixta

5. Tipo de Alimentacién a) Balanceado b) Pastos Naturales c) Pastos cultivados

d) otros

6. Capacitacion recibidas: Si( ) No( ) Frecuencia................

Tema:

7. Vacunaciones: Si( ) No( ) Frecuencia: 1vezalafio( ) 2vezalafo ( )

8. Problemas sanitarios mas comunes:

9. Cruzamientos: Alazar () Dirigido( )
10. Presencia de reproductores: : N°( )Hembras ( ) Machos

B. DESCRIPCION
1. Algunas caracteristicas particulares:

C. APTITUDES
Indicar los usos principales de esta poblacion:
() Autoconsumo ( ) Reproductores ( ) Carne ( )Leche ( ) Investigacion

( ) Otros

Produccioén por animal: Lana (........... libras por Velldn) Camne (............ kg/animal)
Frecuencia de esquila de animales por afio ( ), Edad promedio al sacrificio en afios ( )
3. Lugar de venta: () Mercado ( ) Chacra ( ) Distribuidor

Costo venta Carne S/. frecuencia de venta:

Costo venta Lana S/. frecuencia de venta:
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ANEXO 3: Ficha de campo utilizada para el recojo de informacion

FICHA CAMPO OVINOS CRIOLLOS

RESPONSABLES FECHA
COMUNIDAD DISTRITO PROVINCIA DEPARTAMENTO

N° MUCE()S[')FRA Ciﬁﬂgb ARETE RTi?lSZJREC/)/ S(E)x COLOR |EDAD | PROPIETARIO FOI\I;O F>UDNETO CSE’E%ELE@%S ALTURA | OBSERVACIONES

LABORATORIO OTROS COLECTA

:

2

3

4

5

6

7

8

9

10
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ANEXO 4: llustracién de toma de muestras

Equipo responsable de muestreo de ovinos criollos de izquierda a derecha: Prodcutor de ovinos criollos,
Blga. Wendy (consultora del Proyecto PI_094), Ing Eudosio (lider del proyecto PI_094), MV. Mario
(especialista en ovinos INIA-Santa Ana), Alan (tesista proyecto PI_094), Jhon (responsable de transporte).
B). Rebafio de ovinos criollos distrito de Vilca C). Sujecién de ovinos criollos D). Toma de muestra
sanguinea a nivel de la yugular.
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ANEXO 5: Protocolo de extraccion de ADN genémico a partir de células blancas

PROTOCOLO DE EXTRACCION DE ADN GENOMICO A PARTIR DE LINFOCITOS

Dia 1:
1. Adicionar TE 20:5 500 pL, 75 pL de detergente (SDS 10%) y 15 yL de Proteinasa K e incubar 3 horas a 56°C
1000 rpm.
2. Agregar 500 pL de Acetato de K 3M (vortex).
3. Refrigerar por 10 min a -20°C y centrifugar por 15 minutos, 14000 rpmy 10°C.
4. Separa el sobrenadante en dos tubos de 2 ml.
5. Agregar 500 uL de cloroformo: alcohol isoamilico, 24:1, vortex.
6. Centrifugar 15 min, 14000 rpmy 10°C. y separar en tubos de 1.5 ml.
7. Agregar isopropanol hasta 1.5 ml e invertir suavemente hasta visualizar pellet y refrigerar 30 minutos a -20°C
8. Centrifugar 5 min, 14000 rpmy 10°C y eliminar el sobrenadante por inversion.
9. Agregar 300 yL de TE 20:5 y almacenar a 4°C hasta el dia siguiente.
Dia 2:
10. Afadir 200 uL de acetato de potasio 3M (vortex),
11. Afiadir 500 L cloroformo isoamilico 24:1, y centrifugar 15 min, 14000 rpm a 10°C.
12. Separar el sobrenadante en dos tubos de 1.5 ml.
13. Adicionar 800 pL de etanol absoluto, e invertir suavemente hasta visualizar pellets, y refrigerar 20 min a -20°C.
14. Centrifugar por 5 min a 14000 rpmy 10°C, y se eliminar el sobrenadante por inversion
15. Adicionar 200 pL de TE 20:5 finger vortex.
16. Afadir 8 pL de NaCl (cloruro de sodio) 5M finger vortex.
17. Afadir 420 pL de etanol absoluto helado e invertir hasta visualizar pellets.
18. Centrifugar 5 min a 14000 rpm y 10°C, y eliminar el sobrenadante por inversion.
19. Adicionamos 400 uL de etanol al 70% helado, finger vortex hasta desprender el pellets.
20. Centrifugar 5 min, 14000 rpm a 10°C, y eliminar el sobrenadante por inversion
21. Repetir los pasos 19y 20
22. Afadir 400 pL etanol absoluto, finger vortex, y asignar TE 10:1 segun el tamafio de los pellets.
23. Centrifugar y eliminar el sobrenadante por inversion.
24. Dejar secar a temperatura ambiente o en el concentrador de ADN durante 7 min a 60°C.
25. Verificar que el tubo esté seco y resuspender el ADN en TE 10:1 asignado
26. Almacenar a -20°C.
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ANEXO 6: llustracion de extraccion de ADN a partir de Sangre

A). muestra de sangre de ovinos criollos. B). muestra de sangre en ovinos criollos transvasado a
tubos de 2ml. C). conjunto de muestras transvasadas a tubos de 2ml, después de adicionar TE20:5
para la extraccion de linfocitos. D). proceso de extraccion de ADN gendmico a partir de linfocitos. E)

Centrifugado de muestras. F). pellets de ADN genomico obtenidas a partir de linfocitos.
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ANEXO 7: llustracion de determinacion de la calidad de ADN extraido

A). Preparacion de gel de agarosa 1% con Gel Red 2X. B). Visualizacion de calidad de ADN en gel
de agarosa 1% Gel Red 2X.

ANEXO 8: Gel de agarosa 1%, ADN total ovinos criollos

IpA-1752A 1753A G754R ADN STOCK OVINOS CRIOLLOS (12/01/17)
! 17528 17538 17548 11;5;\ 17588 1756A 1756B 1757A 17578 iym %ii 1759A 17598 1760A 1760B 1761A 17618

-=EE L NI ENE N IR SN

. o o 1766A 1767A T60A g OO 7TOA
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i
B
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ANEXO 9: llustracion de PCR multiplex

A). Preparacion de mix de PCR multiplex. B). Amplificacion de fragmentos.

ANEXO 10: Cuadro de protocolos y programas de amplificacion de fragmentos mediante
PCR multiplex

Cuadro 10.1: Protocolo Multiplex 1 (CSRD247, HSC, OarAE129,

MAF65, OarCP0049, OarFCB304)

Con. Stock Conc. Final

H20 MQ
BUFFER 5 X 1 X
dNTPs 2,5 mM 0,3 mM
MgClI2 25 mM a mM
PRIMER F: CSRD247 20 uM 0,2 uM
PRIMER R: CSRD247 20 uM 0,2 UM
PRIMER F: OarAE129, 20 MM 0,13 MM
HSC, OarFCB304
PRIMER R: OarAE129, 20 UM 0,13 uM
HSC, OarFCB304
PRIMER F: MAF65 20 UM 0,12 uM
PRIMER R: MAF65 20 uM 0,12 uM
PRIMER F: OarCP0049 20 uM 0,1 UM
PRIMER R: 20 UM 0,1 UM
OarCP0049
TAQ 5 U 0,5 U
DNA 5 ng/uL
Volumen total 10 ]
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Cuadro 10.2: Programa De
Amplificacion Multiplex 1

95° 5 1 CICLO
95° 45"

60° i 25 CICLOS
7 ik

72° 15' 1 CICLO
4° FOR EVER

Cuadro 10.3: Protocolo Multiplex 2 (BM1818, INRA63, BM1258,

OarFCB20, McM527)

Con. Stock Conc. Final
H20 MQ
BUFFER 5 X 1 X
dNTPs A mM 0,2 mM
MgCI2 25 mM 2,5 mM
PRIMER F: BM1818 20 UM 0,3 UM
PRIMER R: BM1818 20 UM 0,3 UM
PRIMER F: INRA063 20 UM 0,15 UM
PRIMER R: INRA063 20 uM 0,15 UM
PRIMER F: McM527, OarFCB20 20 UM 0,1 uM
PRIMER R: McM527, OarFCB20 20 UM 0,1 UM
PRIMER F: BM1258 20 MM 0,085 UM
PRIMER R: BM1258 20 MM 0,085 UM
TAQ 5 U 04 U
DNA 15 ng/uL
Volumen total 10 ul

Cuadro 10.4: Programa De
Amplificacién Multiplex 2

95° 5' 1 CICLO
95° 45"

56° 1' 25 CICLOS
72° 1'

72° 15’ 1 CICLO
4° FOR EVER
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ANEXO 11: Gel de agarosa 2%, visualizacion de productos de PCR multiplex
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ANEXO 12: Electroferogramas de microsatélites A) 6-FAM, B) HEX y C) NED
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