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DETERMINACION DE PARENTESCO EN ALPACAS (Vicugna pacos)
POR MEDIO DEL ANALISISDE ADN MICROSATELITE

Jorge Rodriguez B.t, Jane C. Wheeler!?, Ciara S. Dodd?, Michad W. Bruford®y
Raul Rosadio A.*#

Ten polymorphic microsatellitesfor alpacasand [lamaswere used to eval uate paternity
in47 apacas(18crias, 18 mothersand 11 fathers) registered at | VITA-Marangani Research
Station, Canchis Province (Cusco-Peru). Analysis was carried out using two
methodologies: Automatic Sequencer (ABI 377 DNA sequencers®) and silver staining
techniques. Microsatelliteswere amplifiedin three multiple and ten single PCR reactions.
The number of alelesvaried between 4 and 20. The allelic frequencies and the exclusion
probability were calculated using Cervus 2.0. All loci, except for two, were within the
range published elsewhere. The accumulated exclusion probability for the ten loci was
0.9999. For each multiplex reaction the accumul ated exclusion probability was more than
0.90. Both methodol ogiesyielded the same results. Theresults confirmed paternity in 18
cases of parent-cria pairs, however in 22% of cases (n=4) were identified alternative
parents than those indicated in farm records.
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REsUMEN

Diez microsatélites polimorficos paraa pacasy llamas fueron usados paraeval uar el
parentesco en 47 alpacas (18 crias, 18 madresy 11 padres) de la Estacion Experimental
IVITA-Marangani, provincia de Canchis (Cusco, Pert)). El andlisis sellev6 a cabo utili-
zando dos metodol ogias: secuenciador automatico (ABI 377 DNA sequencers®) y técni-
cadetincién con nitrato de plata. L os microsatélites fueron amplificados en tresreaccio-
nes de PCR multipley diez reacciones de PCR simple. El nimero dealelosvarié entre4y
20. Lasfrecuenciasalélicasy laprobabilidad de exclusi6n (PE) fueron calculadas utilizan-
do el software Cervus 2.0. Todoslos loci, aexcepcion de dos, se encontraron dentro de
losrangos encontrados en laliteratura. Laprobabilidad de exclusion acumuladaparalos
10 loci fue 0.9999. La probabilidad de exclusién acumulada para cada reaccion de PCR
multiple fue mayor a 0.90. Ambas metodol ogias obtuvieron los mismos resultados. Los
resultados confirmaron la paternidad en 18 casos; sin embargo en el 22% de los casos
(n=4) seidentificaron padres alternativos que no correspondieron alos padres registra-
dos.
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INTRODUCCION

Métodos precisos para identificacion y
verificacion de parentesco son de gran im-
portancia paralos criadores de animales do-
mésticos, asi como para € establecimiento
de registros y libros genealdgicos. Por mu-
chos afios, los métodos convencionales, tales
como la tipificacion de grupos sanguineos y
polimorfismos bioquimicos han sdo las Uni-
cas herramientas utilizadas para dicho fin.
Durante |a pasada década se han desarrolla-
do técnicas basadas en ADN y puestas en
préctica mediante la técnica de la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR). Entre
estas técnicas se encuentra e andlisis de
ADN microsatélite.

Los microsatélites, cominmente cono-
cidos como repeticiones cortas en serie
(STRs), son secuencias cortas (N0 mayores
de 6 pares de bases de largo) repetidas en
serie (Hancock, 1991) que pueden ser ampli-
ficados por latécnicade PCR y los distintos
alelos observados por medio de dectroforesis
en gel y posterior tefiido con nitrato de plata
0 por marcado con sustancias fluorescentes.

En paises como EE.UU, Canad4, Rei-
no Unidoy Australia, € ingreso de caméidos
alibros de registro se basa en € andisis de
ADN (microsatélites) paraidentificacion in-
dividual y de parentesco. En e Perq, a dife-
rencia de estos paises, se cuentacon un libro
de registro que acredita la descendencia de
los animales inscritos, por medio de técnicas
gue tienen un grado de certeza muy inferior
a las obtenidas por pruebas genéticas acep-
tadas en paises con mayor desarrollo tecno-
[6gico. Por lo tanto, se vuelve necesario con-
tar con una prueba de andisis de ADN de
ata confiabilidad, de costo moderado y que
pueda ser aplicado en forma masiva con la
tecnologia disponible en d pais.

M ATERIALES Y M ETODOS

Se colecté sangre de 47 alpacas
(Vicugna pacos) previamente identificadas
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(11 padres, 18 madres y 18 crias) en los re-
gistros de la Estacion Experimental del
IVITA-Marangani, para la prueba de deter-
minacion de parentesco. El Centro Experi-
mental se encuentraen € distrito de Maran-
gani, provincia de Canchis, departamento de
Cusco, y los andlisis seredlizaron en lasins-
talaciones de laUnidad de Virologiay Gené-
tica Molecular de la Facultad de Medicina
Veterinaria de la Universidad Naciona Ma
yor de San Marcos, Lima, y en laUnidad de
Biodiversdad y Procesos Ecoldgicos de la
Universidad de Cardiff, Gales, Reino Unido.

El ADN genomico fue extraido de la
sangre utilizando e ULTRACLEAN DNA
BloodSpin Kit® (Mo Bio Inc) de acuerdo a
las instrucciones del fabricante. La calidad
(tamafio del fragmento) y la cantidad (con-
centracion) del ADN fue determinada com-
parando diluciones seriadas de un marcador
de peso nolecda (DNA Hind 11I®,
AMRESCO auna concentracion de 50 ng/ul
en un gel de agarosad 0.8%.

Los diez loci microsatélite (LCA19,
LCA22, LCA5, LCA23, YWLLOS,
YWLL29, YWLL36, YWLLA40, YWLLA43,
YWLLA46) designados para llama (ama
glama) y apaca, descritos por Lang et al.
(1996) y Penedo et al. (1998) fueron amplifi-
cados por medio de latécnicadereaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) en un
termociclador modelo 9700 GeneAmp®
(Perkin Elmer) mediante dos métodos. El pri-
mero consistio en tres reacciones de PCR
multiple (amplificacion de més de un locus
por reaccion de PCR) y su andlisis mediante
un sistema automatizado (ABI 377 DNA
sequencers®); y @ segundo consistio en diez
reacciones de PCR de locus smple (amplifi-
cacion de un solo locus por reaccion de PCR)
y su andlisis mediante un sistemano automa-
tizado detincion con nitrato de plata (Bassam
et al., 1991).

La asignacion de paternidad fue dada
por exclusion, observando incompatibilidades
entre los tamafios de delos del padre, de la
madrey delas crias, paralo cual se estable-
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ci6 € poder de la prueba de parentesco por
medio de la probabilidad de exclusion indivi-
dua y acumulada descritas por Jamieson y
Taylor (1997). Parad andisis de la probabi-

lidad de excluson individua y acumulada, la
heterocigocidad observaday € contenido de
informacion polimérfica (PIC) se utilizé €
software Cervus 2.0 Parentage Analysis ©.

La determinacion de parentesco o pa-
ternidad por medio del andliss de micro-
satélites esta difundido en muchas de las es-
pecies domésticasy es utilizada con frecuen-
ciaen animaesslvestres. Los dlevadosindi-
ces de confiabilidad permiten el uso de
microsatélites en estudios de paternidad en
caninos con 92% de certeza (Moreraet al.,
1999; Padar et al., 2001), bovidos dométi-
cosy silvestres con porcentajes cercanos al
100% (Kankan y Fado, 1999; Mommens et
al., 1998), equinos con niveles cercanos a
100% (Binns et al., 2000) y en primates no
humanos con 99% de certeza (Constable et
al., 2001; Vigilantetal ., 2001). Smilares apli-
caciones se observan en camélidos, donde
Sasse et al. (2000) y Sam et al. (2001) de-
mostraron la factibilidad de redlizar pruebas
de paternidad en camellos (Camelus
dromedarius) y Skidmore et al. (1999) en
paternidad de hibridos de camello y guanaco.

La disponibilidad de informacion sobre
ADN microsatélite en camélidos sudameri-
canos permitio disefiar € presente estudio,
en e cua se eligieron diez microsatélites es-
pecificos y altamente polimorficos para
camélidos sudamericanos. En € estudio se
encontrd que los diez microsatélites analiza-
dos amplificaron y presentaron polimorfismo
en apacas, con un nimero de alelos que va
rio entre cuatro para el locus LCA22,
YWLL46y 20 para e locus YWLLO8, con
un promedio de 9.1 aelos por locus; resulta-
dossimilaresalos publicados por Lang et al.
(1996) y Penedo et al. (1998) aunque con
ligeras variaciones en el YWLLO8 vy €l
YWLL36, posiblemente debido d distinto ori-
gen de los animales.
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La probabilidad de exclusion halada
paracadaloci microsatdlitevarié entre 0.174
parael YWLL46y 0.844 parael YWLLOS,
mostrando diferencias considerables en los
microsatélites YWLL29, YWLLA4O0,
YWLL46, YWLLO8Y YWLL36 (diferencia
mayor o menor a 0.1) con respecto alo pu-
blicado por Lang et al. (1996) y Penedo et
al. (1998). La probabilidad de exclusién acu-
mulada paralos 10 microsatélites fue 0.9999.
Lastresreacciones PCR multiple obtuvieron
una elevada probabilidad de exclusién com-
binada (>0.90). Ademés, seidentificaron cua
tro microsatélites atamente informativos ba-
sados en su dta probabilidad de exclusion in-
dividual (YWLLO8, YWLL36, LCA23y
YWLL29). La probabilidad de excluson in-
dividual y acumulada para los diez loci
microsatélite asi como para las tres PCRs
multiples se muestran en € Cuadro 1.

Los andlisis de exclusion de paternidad
determinaron cuatro errores (22%) enlaasig-
nacion de paternidad de los 18 casos evalua
dos en base a los registros de la Estacion
Experimenta 1VITA-Marangani. Se encon-
tr6, ademés, un caso en € cua no se pudo
determinar € verdadero padre debido a su
ausencia en las muestras colectadas, 1o cual
demuestralaimportancia del uso de pruebas
moleculares en la determinacion de paren-
tesco.

Una limitante para el analisis de
microsatélites en e pais, es la dificultad de
uso de equipos de andlisis automatizados en
formarutinaria, 10s que se encuentran limita-
dos a pocas instituciones de investigacion
debido a su elevado costo. En € estudio se
utilizaron dos metodologias. un andiss auto-
matizado (secuenciador automético) y un
andlisis convenciona (tincion con nitrato de
plata) obteniéndose los mismos resultados, |o
cua hace posible utilizar un sstemade andli-
Sis convenciona en estudios de determina
cion de paternidad (Figs. 1y 2). Se debe preci-
sar que latécnicadetincion con nitrato de plata
tiene como limitante que analiza un solo
microsatdlite por reaccion de PCR, aargando
el tiempo ddl andis's; sn embargo, se obser-
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Figural. Lecturadelosloci LCA23,LCA22y YWLL36 de alpacas utilizando el software GeneScan 2.1

y Genotyper 2.5 (ABI PRISM)

(a) Lectura del locus LCA23 marcado con el colorante TET (verde). Los nimeros 28, 31y 32
corresponden a las muestras 1383 (Padre), 1408 (Madre) y 1435 (Cria). N6tese que la
cria (homocigoto para el alelo 148) comparte un alelo con el padre (148) y otro con la
madre (148).

(b) Lectura del locus LCA22 marcado con colorante FAM (azul).

(c) Lectura del locus YWLL36 marcado con el colorante HEX (amarillo). A la derecha se

observa el rango de intensidad de fluorescencia.
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Cuadro 1. Heterocigocidad observada (H,), contenido de informacion polimérfica (PIC) y
probabilidad de exclusion individua (PE) y acumulada (PEaQ) de microsatélites
utilizados para determinar parentesco y paternidad en alpacas

PCR Muiltiple Microsatélites Heo) PIC PE PEa
LCA 19 0.702 0.709 0.548 0.9191
M 1 YWLL 29 0.787 0.786 0.634
YWLL 40 0.660 0.604 0.408
YWLL 46 0.383 0.307 0.174
LCA 23 0.638 0.779 0.621 0.9286
M2 LCA 22 0.511 0.477 0.294
YWLL 36 0.894 0.852 0.733
YWLL 43 0.304 0.639 0.452 0.9637
M3 LCAS 0.809 0.744 0.575
YWLL 08 0.915 0.918 0.844
M1+M2+M3 10 Microsatélites 0.9998
MPM L1 LI L} L4 LS L& L7 LS MPM

Figura 2. Lectura del locus YWLL 08 de alpacas para la determinacion de parentesco utilizando la
técnica de tincién con nitrato de plata (Uso de PCR simple).
Lectura del locus YWLL 08 para la obtencion de patrones alélicos. MPM = Marcador de
Peso Molecular (Eco1471/Pvul) L1 = Blanco, L2 = Patrén alelos 134 y 166, L3 = Alegado
Padre 2, L4 =Blanco, L5 = Cria, L6= Madre, L7 = Verdadero Padrey L8 = Patrén alelo 138.
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vo lafactibilidad del uso de PCR muiltiple
(més de un microsatélite) en gelestefiidos
con nitrato de plata, paramicrosatélitescon
grandes diferencias de tamafio de sus
ddos, permitiendo disminuir € tiempo y
los costos de la prueba.

Este es el primer estudio a nivel
molecular disefiado en € pais para prue-
bas de parentesco en camélidos sudame-
ricanos, sendo posiblesu aplicaciénenlla
masy camélidos silvestres con |os marca
dores microsatélites utilizados.

CONCLUSIONES

?  Sedemostré lafactibilidad del uso de
ADN microsatélite (diez microsa-
télites) para la determinacion de pa
rentesco con unaelevada probabilidad
de exclusion (0.9999).

?  Con € uso de solo tres microsatélites
(YWLL43,LCA5y YWLLO08) enuna
reaccion de PCR mditiple es posible
determinar parentesco con una pro-
babilidad de exclusion aceptable
(0.9637).

? Es posible extrapolar los resultados
obtenidos mediante € uso de un equi-
po de secuenciamiento automatico
(ABI 377 DNA sequencers® Applied
Biosystems) con la metodologia de
tincion de plata, con la diferencia del
uso de un solo locus por reaccion de
PCR.
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