ANEXO 1

FORMATO PARA LA PRESENTACION DE PROYECTOS DE INVESTIGACION
CON EL FINANCIAMIENTO DEL FEDU

1. Titulo del proyecto

DETERM!NACION DE FILIACION CON MARCADORES
MICROSATELITES EN ALPACAS Y LLAMAS EN LA REGION

PUNO
2. Area de Investigacion
Area de investigacion Linea de Investigacion Disciplina OCDE
Genética 'y Mejoramiento Animal
3. Duracién del proyecto (meses)
| 12 meses
4. Tipo de proyecto
Individual O
Multidisciplinario O
Director de tesis pregrado @)
4. Datos de los integrantes del proyecto
Apellidos y Nombres Gallegos Acero Roberto Floro
Escuela Profesional Medicina Veterinaria y Zootecnia
Celular 971111748
Correo Electrénico rfgallegosacero@hotmail.com

|.  Titulo (El proyecto de tesis debe llevar un titulo que exprese en forma sintética su
contenido, haciendo referencia en lo posible, al resultado final que se pretende lograr.
Max. palabras 25)

Determinacién de Filiacion con Marcadores Microsatélites en Alpacas y Llamas de
la Region Puno.

Il.  Resumen del Proyecto de Tesis (Debe ser suficientemente informativo, presentando
-igual que un trabajo cientifico- una descripcion de los principales puntos que se
abordaran, objetivos, metodologia y resultados que se esperan)

Los camélidos sudamericanos domésticos representado por la alpaca y llama,

constituyen un recurso genético muy valioso para la region y el pais, particularmente la
alpaca presenta el 86 % de la poblacion mundial, el 55 % se encuentra en la regién Puno,
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productores, su crianza por encima de 4000m. genera recursos econdémicos por la
produccién de fibra de calidad especial en alpacas, produccién de carne ecolégica en
llamas. El manejo adecuado de los registros de produccidén en animales constituye un
factor importante para la Mejora Genética, relacionado con la filiacion de animales, que
es indispensable para verificar la inscripcion el libro de Registros Genealdgicos, cuando
se observan errores en la asignacién de paternidad, los programas de mejora genética
son seriamente amenazados. La determinacion de filiacidon constituye la piedra angular
para la elaboracién de registros genealdgicos en alpacas y llamas, la pérdida de
identificacidon durante el manejo incrementa el error en la asignacién de filiacidn, bajo
estas consideraciones se plantea el presente estudio.
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Ill. Palabras claves (Keywords) (Colocadas en orden de importancia. Max. palabras:
cinco)

\ Alpaca, Filiacion, Marcador Microsatélite

IV. Justificacién del proyecto (Describa el problema y su relevancia como objeto de
investigacion. Es importante una clara definicion y delimitaciéon del problema que
abordara la investigacion, ya que temas cuya definicién es difusa o amplisima son
dificiles de evaluar y desarrollar)

Nuestro pais es considerado como el centro originario de la domesticacién de los
camélidos sudamericanos, como la alpaca y la llama, presenta la mayor poblacion de
alpacas a nivel mundial con 86 %, seguido de Bolivia con apenas el 9 %, pero a nivel
nacional la mayor poblacién de alpacas se encuentra en la regidon Puno con 55 %, cuya
distribucién poblacional presenta una relacion directa con 2 zonas agroecoldgicas bien
definidas; La zona de la cordillera oriental denominado también como puna humeda,
gue presenta la mayor proporcién de alpacas, la otra zona es la cordillera occidental o
puna seca.

La determinacion de filiacidon constituye la piedra angular, para la elaboracién de los
Registros Genealdgicos en animales domésticos que incluye a las alpacas y llamas,
mediante pruebas de ADN que permiten disminuir el porcentaje de error, que se comete
en la asignacidn de padres y madres, sin estos datos de paternidad y maternidad no
tiene validez los registros de filiacion, en los ultimos afios las pruebas de paternidad se
han convertido en un campo importante para su investigacién, tanto en los animales
como en los humanos. Hay un gran nimero de técnicas para determinar la filiacion del
parentesco, mediante el uso de marcadores microsatélite que se vienen desarrollando
para las diferentes especies, desde caninos, bovinos, caprinos, porcinos, equinos,
camélidos, con elevada capacidad de discriminacion que esta expresado como
probabilidades de exclusion.
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La pérdida de identificacion en alpacas y llamas durante el proceso de manejo de
rebafios, durante el registro de progenitores y progenie altera la asignacion de la
filiacidn, siendo la identificacién de estas especies un factor de mucha importancia para
ejecutar un Programa de Mejora Genética, por esta problematica se ha planteado la
determinacién de la paternidad y maternidad en alpacas y llamas, mediante el uso de
marcadores genéticos y reconstruir la filiacion correcta en alpacas y llamas.

V. Antecedentes del proyecto (Incluya el estado actual del conocimiento en el &mbito
nacional e internacional. La revision bibliografica debe incluir en lo posible articulos
cientificos actuales, para evidenciar el conocimiento existente y el aporte de la Tesis
propuesta. Esto es importante para el futuro articulo que resultara como producto de este
trabajo)

Los marcadores genéticos microsatelitales, denominados como SSR (Simple sequence
repeats) o STR Short tdndem repeats, son secuencias repetidas en tdndem de 6 pares
de bases, que se encuentran distribuidos a lo largo de todo el genoma de eucariotas, la
variacion del nimero de repeticiones y el tamafio de los fragmentos constituye la base
del polimorfismo, en forma frecuente exhiben un gran nimero de alelos por locus y alto
grado de heterocigosidad. Las caracteristicas de los marcadores microsatélites son:
Tienen una herencia codominante, muestran elevado polimorfismo facil de detectar
mediante PCR, presentan una herencia mendeliana simple, estan distribuidos en forma
aleatoria en todo el genoma, son muy abundantes, se ha detectado microsatélites
dentro de regiones codificantes de algunos genes, (Freeland, 2005., Hamilton, 2009).

En 247 alpacas Huacaya de la region Pasco se realizé la verificacion de genealogia en 3
unidades de produccién, con la finalidad de validar el panel de microsatélites para las
pruebas de paternidad, estimacidon de la tasa de consanguinidad y asignacion de
paternidad, mediante el uso de 15 marcadores microsatélite de alpacas, las muestras se
han obtenido del foliculo piloso, el nimero total de alelos fue de 8 a 32 alelos por locus,
el contenido de informacién polimdrfica fue superior a 0.7 en todos los marcadores, los
valores estimados de probabilidad de discriminacion para 8 marcadores genéticos
fueron superiores a 0.84 y la probabilidad de exclusién conjunta fue superior a 99.9 %,
con un error de asignacién de paternidad del 55 %, (Mordn, 2016).

En la regidon Puno en 183 alpacas Huacaya de 2 unidades de produccién, se realizé un
estudio sobre la determinacién de pruebas de paternidad y parentesco, utilizando 10
marcadores microsatélite, donde el total de locus presenta una probabilidad de
exclusiéon superior a 99.9 %, cuando se determind el genotipo de ambos padres se
alcanzd un poder de discriminacién mayor a 0.90, la prueba de filiacion ha permitido
detectar mayores errores de asignacion de maternidad en 13.04 % y errores de
asignacion de paternidad con 30.4 % que corresponde al fundo Itita, mientras que en el
fundo Munay Pagocha se encontré menores errores de maternidad de 7.69 % vy para
paternidad con 17.95 %, (Yalta, 2014).

VI. Hipotesis del trabajo (Es el aporte proyectado de la investigacion en la solucion del
problema)
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El error de asignacion en la filiacion de paternidad y maternidad en alpacas y
llamas del anexo Quimsachata es diferentes para ambas especies.

Hipotesis especificas

a) La determinacion de parentesco por asignacidon de maternidad y paternidad
con informacién de animales genotipados es diferente en alpacas y llamas.
b) En la reconstruccion de genealogia a partir de los resultados de filiacidn, el
error de asignacién de paternidad es diferente que la asignacion de

maternidad.

VII. Objetivo general

Determinar la maternidad y paternidad de alpacas y llamas mediante marcadores
microsatélite en rebafios de la Region Puno.

VIII. Objetivos especificos

a) Determinar el parentesco paterno y materno en alpacas y llamas del anexo
Quimsachata del Instituto Nacional de Innovacién Agraria. Puno

b) Realizar la reconstruccién de genealogia en alpacas y llamas a partir de la
filiacion determinada, por medio de marcadores microsatélite en anexo
Quimsachata.

IX. Metodologia de investigacion (Describir el(los) método(s) cientifico(s) que se
empleara(n) para alcanzar los objetivos especificos, en forma coherente a la hipotesis
de la investigacion. Sustentar, con base bibliogréfica, la pertinencia del(los) método(s)
en términos de la representatividad de la muestra y de los resultados que se esperan
alcanzar. Incluir los andlisis estadisticos a utilizar)

a) La muestra de sangre se obtendra por puncion de la vena yugular, utilizando
los tubos Vacutainer con anticoagulante, las muestras tomadas de cada alpaca y
llama serna codificadas con numeros correlativos, para el andlisis en el laboratorio
de Genética Molecular de la Universidad Peruana Cayetano Heredia, Lima.

b) Para la obtencidn del buffy coat, se aislara las células blancas o leucocitos a
partir de la muestra de sangre entera mediante la centrifugacién a %,000 rpm
durante 10 minutos.

c) Extraccion del ADN gendmico, se realizard mediante el protocolo de
extraccion de ADN, utilizando el método o membrana de silica presente en el Kit de
extraccion de ADN gendmico de tejido GF-1, DNA extraction tissue kit (Vivantis-
GeneOn), siguiendo las indicaciones del fabricante y modificaciones previamente
estandarizadas para el tipo de calidad y muestra.
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d) Para la amplificacién del ADN microsatélite, se utilizardn 12 marcadores
microsatélite descritos para alpacas y llamas, se amplificaran en 2 reacciones de PCR
multiple en un termociclador.

e) Andlisis de Parentesco, la determinacion de parentesco en las muestras
tomadas de alpacas y llamas, se realizard por medio del céalculo del indice de
Paternidad (Pl), expresado como valores de LOD y valores Delta, mediante el
programa CERVUS versién 3.0 (Kalinowski, 2007).

f) Reconstruccion Genealdgica, para determinar el error de asignaciéon de
paternidad y maternidad, se realizard mediante el programa ENDOG versién 4.8, en
forma independiente para cada registro.

X. Referencias (Listar las citas bibliograficas con el estilo adecuado a su especialidad)
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XI.

resultados y la contribucién de los mismos)

Los resultados que se espera obtener en el presente estudio, presenta una gran
significacion y aporte fundamental para la identificacién de alpacas y llamas del anexo
Quimsachata que han extraviado sus correspondientes marcas realizado mediante los
aretes, que también es extensivo para oros centros de producciéon de camélidos
sudamericanos y otras especies de animales, asi mismo los marcadores microsatélite
facilitan la generacién de informacién, para la elaboracion y ejecucion de programas de
manejo genético y conservacion de diferentes especies de animales silvestre como el
vicufia, guanaco y especies domésticos como vacunos, ovinos porcinos y otros.

XIl. Impactos esperados

i. Impactos en Ciencia y Tecnologia

Constituird un aspecto muy importante y favorable para los estudiantes, principalmente
para los criadores de alpacas y llamas con la finalidad de identificar sus reproductores y
realizar la mejora genética de sus animales.

ii. Impactos econémicos

Constituye un aspecto importante para generar mayores ingresos econdémicos en beneficio
de los pequefios y medianos criadores de alpacas y llamas con la finalidad de reducir la
pobreza en la que actualmente viven.

iii. Impactos sociales

Constituye un aspecto importante, debido a que mejorara la situacién social de los criadores
de la especie animal.

iv. Impactos ambientales

No produce ningln impacto ambiental negativo en la poblacién de alpacas y llamas de la
region Puno.

XIll. Recursos necesarios (Infraestructura, equipos y principales tecnologias en uso
relacionadas con la temética del proyecto, sefiale medios y recursos para realizar el
proyecto)

Personal Ayudante, camara fotografica, materiales de escritorio, combustible, materiales de
laboratorio, vestuario.

XIV. Localizacion del proyecto (indicar donde se llevara a cabo el proyecto)

El estudio se realizard en el anexo Quimsachata de la Estacion Experimental lllpa del

Instituto Nacional de Innovacién Agraria-Puno, ubicado entre los distritos de
Cabanillas provincia de San Roman y distrito de Santa Lucia provincia de Lampa de
la regién Puno, situado a una altitud entre 4,200 a 4,700 m, presenta un clima que
pertenece a la zona agroecoldgica de puna seca o cordillera occidental.
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XV. Cronograma de actividades

HErveas E[F[M TAnm'astrJes JJA[S]O[N]D
Elaboracién del Proyecto X
Presentacion del Proyecto X
Coordinaciones X X X
Recoleccidn de datos XX X
Andlisis en Laboratorio X| X
Procesamiento de datos X| X
Informe de avances X X X
Redaccién del informe X| X
Presentacion del articulo X
XVI. Presupuesto
Descripcion Unidad de | Costo Unitario | Cantidad Costo total (S/.)

medida (S/.)
Personal Ayudante Persona 500.00 4 2000.00
Camara fotografica Unidad 500.00 1 500.00
Papel bond Millar 30.00 2 60.00
Cuadernos Unidad 5.00 4 20.00
Andlisis de laboratorio | Unidad 200.00 300 60000.00
Combustible Galon 20.00 200 4000.00
Impresion Global 20.00 10 200.00
Vestuario Global 400.00 4 1600.00
Viaticos Global 1000.00 4 4000.00
Total: S/. 72,380.00




