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RESUMEN

Se evalué la diversidad genética en las poblaciones de Lama glama (llama) en las Regiones de
Puno y Cuzco, para conocer la variabilidad genética contenida en el Banco de Germoplasma de
la Estacion Experimental (E. E.) Quimsachata — Puno, del Instituto Nacional de Innovacion
Agraria (INIA) creada hace 25 afios por el gobierno peruano, para consolidar los planes de
manejo y conservacién. La extraccion del material genético se realizdé a partir de muestras de
foliculos pilosos en animales pertenecientes a los pequefios y medianos productores de llamas
de las provincias de Melgar, El Collao, Chicuito y Lampa en la Region Puno; asimismo,
Quispicanchi, Canchis y Espinar en la Regién Cuzco. Se analizé el dominio hipervariable | de la
region control del ADN mitocondrial de 282 individuos por PCR. Los productos de la
amplificaciébn fueron secuenciados y analizados a nivel intraespecifico, poblacional y
filogenético.

Se identificaron 29 haplotipos a partir de las secuencias analizadas. Las poblaciones
presentaron alta diversidad genética y haplotipica, y sus distancias genéticas pequefas. El
andlisis de la red de haplotipos mostré que las poblaciones de llamas comparten linajes
maternos con guancos, vicufias y alpacas. Es una poblacién con historia demografica estable,
producto de su origen multiple de las diversas subespecies de camélidos. Y en la E. E.
Quimsachata se conservan los linajes maternos mas frecuentes, ampliamente distribuidos y los
compartidos con guanacos, vicuflas y alpacas. Los analisis de estructuracién poblacional
revelaron que no existe estructuracion geografica y no hay correlacién geogréafica con la
composicion genética. Ademas, a nivel de variedad se hace evidente la ausencia de
estructuracion genética, y el fuerte efecto de hibridacion. Sin embargo, la gran diversidad
genética contenida en las Regiones de Puno y Cuzo, y los catorce nuevos linajes maternos
encontrados, convierte estas regiones en lugares potenciales para la conservacion y disefio de

futuros planes de manejo genético para la especie.



ABSTRACT
We assessed genetic diversity in populations of Lama glama (llama) in the regions of Puno
and Cuzco, for genetic variability contained in the Germplasm Bank Experimental Station (EE)
Quimsachata - Puno, the National Institute of Agricultural Innovation (INIA) created 25 years
ago by the Peruvian government to consolidate the management and conservation plans. The
extraction of the genetic material was made from samples of hair follicles in animals of small
and medium producers from provinces Melgar, El Collao, and Lampa, Chicuito in Puno region,
also Quispicanchi, Canchis and Espinar the Cuzco region. The hypervariable domain | of
the Control region of mtDNA of 282 individuals was analyzed by PCR. The amplification

products were sequenced and analyzed intraspecific, population and phylogenetic level.

29 haplotypes were identified from the sequences analyzed. The populations showed high
genetic and haplotype diversity, genetic distances between populations are small. The
network analysis of haplotypes showed that populations of llamas have maternal lineages
share guancos, vicufia and alpaca. It is a population with stable demographic history, product
of its multiple origins of the various subspecies of camelids. And the most frequent, widely
distributed and share of guancos, vicufias and alpacas are preserved in E.E. Quimsachata.
The population structure analysis revealed that there is no geographical structuring and
geographic correlation with pool genetic. Furthermore, level of variety of llama the absence of
genetic structuring is evident, and the strong effect of hybridization. However, the high genetic
diversity contained in the regions of Puno and Cuzco and the new maternal lineages found
converts to areas at potential sites for conservation and design of genetic management plans

for the species in the future.
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1. INTRODUCCION

La llama es el camélido actual mas grande de Sudamérica, que fue domesticados hace 5.000 —
6.000 afios (Wheeler 1995, Kadwell et al. 2001), por los cazadores y recolectores. La llama se
asemeja a su ancestro el guanaco, en la gran mayoria de los aspectos de morfologia,
comportamiento y adaptaciones a climas extremos (Wheeler 1995). Existen dos variedades de
llamas mas frecuentes en los rebafios de los criadores, Chaku y Ccara, conocidas también
como lanuda y pelada respectivamente; mientras que la Chaku tiene mayor cobertura de fibra,
la Ccara tiene una apariencia de mayor fortaleza corporal. En muchos lugares de los Andes,
carentes de vias de comunicacion, la llama sigue prestando valiosos servicios como animal de
carga ya que estd adaptada a vivir en altura y zonas de escasos recursos naturales,
proporcionando productos de alta calidad como la carne y la fibra, y subproductos como pieles

y cuero que tienen multiples usos industriales, artesanales (Pinto et al. 2010).

Segun la FAO (Fernandez-Baca 2005), el Peru tiene el privilegio de ocupar el segundo lugar,
en el mundo, en tenencia de llamas, después de Bolivia. Sin embargo, la seleccién que se
practica en llamas con miras a mejoramiento genético, es muy limitada; la razén es la poca
disponibilidad de reemplazos debido al bajo porcentaje de vientres, madres en edad
reproductiva en los rebafos, baja tasa de natalidad y alta mortalidad de crias. Todo ello no
permite hacer una adecuada renovacion de los rebafios y ejercer una presion de seleccién; por
otro lado, la tendencia a mantener a los machos castrados como productores de fibra por toda
su vida (10 a 12 afos), impide imprimir un ritmo dinamico al proceso productivo mediante la

renovacion de animales.

Por lo tanto, en 1987 se propicid crear en Perd, mediante una iniciativa nacional, el Banco de
Germoplasma de alpacas y llamas con el apoyo técnico y financiero del Proyecto Alpacas

(PAL) - Convenio de Cooperacion Técnica del Gobierno Suizo (COTESU-INIA) frente a los



graves problemas en la produccion de fibra fina y la pérdida de la diversidad tanto fenotipica
como genética en llamas y alpacas; el Banco de Germoplasma fue establecido en la Estacion
Experimental lllpa: Departamento de Puno (Anexo: QUIMSACHATA) (Huanca et al. 2007). En
Puno existe la mayor poblacién de llamas, estimado en 1°462,730 (Llacsa et al. 2007). Sin
embargo, en el ultimo reporte realizado por Censo Nacional Agropecuario (2012), Puno cuenta

con 746,269 llamas, lo cual significa un descenso poblacional de llamas para la regién de Puno.

En el Perd existen escasos estudios en genética de poblaciones usando marcadores
moleculares; se ha demostrado la gran importancia de esta area relacionada a esclarecer los
procesos de domesticacién y manejo sostenible de los recursos Zoogenéticos (Bruford et al.
2003). Por lo tanto, existe un gran vacio del conocimiento de la variabilidad genética, la historia

evolutiva y estructura poblacional de las llamas en Peru.

Por tal motivo, el presente estudio evalué las poblaciones de Quispicanchi, Canchis y Espinar
en la Region Cuzco; Melgar, Lampa, El Collao y Chucuito en la Regién Puno, usando como
herramienta molecular el dominio hipervariable | de la regién control del ADN mitocondrial,
usado ampliamente en estudios similares (Frankham et al. 2002; Barreta et al. 2012). A partir
de este andlisis genético poblacional, se busco evaluar la diversidad genética de poblaciones
en llamas de Puno y Cuzco, evaluando la diversidad nucleotidica, haplotipica, generar redes
haplotipicas que permitieran inferir el flujo genético de los linajes maternos, asi como patrones
geograficos de diversidad y evolucion. La informacion generada es importante si se pretende
consolidar planes de manejo y primordialmente la conservacion del acervo genético de esta
especie (Bustamante et al. 2006), en el Banco de Germoplasma E. E. Quimsachata del INIA.
De tal manera que la informacién generada por este trabajo sirve de referente a escala local,

regional y nacional.



2. MARCO TEORICO

2.1. Origen, Evolucién y Domesticacion de los Camélidos

Los camélidos de Sudamérica son clasificados, junto a los camellos del viejo mundo, en el
orden Artiodactyla, suborden Tylopoda y familia Camelidae. La familia Camelidae Gray 1821,
en su historia evolutiva temprana adquirié largos cuellos y labios, ausencia de cuernos o astas.
Aunque algunos camélidos del Mioceno presentan denticibn completa, en la actualidad
camellos y llamas han perdido el primer y segundo incisivo de la mandibula superior, ademas
de uno o mas premolares; presentan caninos verdaderos separados de los premolares por un
diastema, tanto en la mandibula superior e inferior, la anatomia de las extremidades traseras
les permite doblar sus patas bajo su cuerpo, ademas de la presencia de una almohadilla digital
en lugar de un casco. Los hallazgos de fésiles sugieren que la familia Camelidae se origin6 en
América del Norte aproximadamente en el Eoceno, hace 40-45 millones de afios (Honey et al.

1998; Wheeler 1991; Harris et al 2010; Wheeler 2012).

La subfamilia Camelinae Gray 1821 (figura 1) apareci6 al iniciar el Mioceno tardio en América
del Norte, y divergié en las tribus Camelini (con la férmula dentaria 1/3, 1/1, 3/2, 3/3) y Lamini
(con la férmula dentaria 1/3, 1/1, 2/1, 3/3) (Harrison 1979). Segun registro fosil y analisis
moleculares del ADN mitocondrial, la divergencia tuvo lugar hace 11 millones de afios (Honey
et al. 1998; Stanley et al. 1994; Peng Chui et al. 2007). La tribu Lamini se subdivide en:
Subtribu Camelopina Harrinson 1979, cuyos representantes son el género Alforjas (Harrinson
1979) y Camelops (Leidy 1854) que se extinguieron. Y la Subtribu Lamina, cuyos
representantes son de los géneros Pleiolama (Meachen 2003), Hemiauchenia (Gervais y
Ameghino 1880), Paleolama (Gervais, 1867), Lama (Cuvier 1800) y Vicugna (Miller 1924). De
los cuales, los estudios confirman que los géneros Lama y Vicugna divergieron hace 2-3

millones de afios en América del Norte y son géneros validos (Webb 1974; Wheeler 2006).



Camelops Alforjas Vicugna Lama Palaeolama Hemiauchenia
Hesperocamelus

Aepycamelus
Procamelus

o

%4 “"~~u.. Blancocamelus

Figura 1. Una moderna filogenia de Camelinae. Las sinapomorfias estan numeradas con slash:

1 LAMINI: arcos nasales.

2 11-2 perdidos; P2/p2 perdidos; estilo antero externo sobre los molares inferiores.

3 PequefiosP1/pl; p3 pequefios 0 ausentes; cavidad lacrimal reducida; rostrum corto.
4 HEMIAUCHENIA: metapodios y cuellos extremadamente elongados.

Fuente Julie Ann 2003 adaptado de Honey et al. 1998

En definitiva, ocurrieron cuatro mayores episodios en la diversificacion de los camélidos en
Norte América. El primer episodio ocurrid en el Eoceno tardio hasta mediados del Oligoceno
medio y consisti6 en la aparicion de Poebrotherium y Paratylopus. La segunda radiacion se
origind en el Oligoceno tardio hasta el Mioceno temprano con la radiacion de Stenomylines
(Blickomylus, Rakomylus). Estas especies se extinguieron en el Mioceno medio. La tercera
radiacion se dio en el mismo lapso de tiempo de la segunda radiacion, y consistié de
“‘camélidos enormes”; esta radiacion dio mas del doble del numero de géneros de camélidos.

La cuarta radiacion de camélidos ocurrié en el temprano y medio Mioceno, donde se produjeron



los Camelinae (Lamini y Camelini) incluyendo todos los extintos y modernos Laminis

Americanos (Honey et al. 1998).

Los camélidos de Norte América realizaron su Ultima migracion hacia Sudamérica en el
Pleistoceno temprano para dar lugar a la tribu Lamini (Webb 1974), ya que en el Pleistoceno
tardio se extinguieron de Norte América junto con la megafauna endémica (Honey et al. 1998;

Julie 2003).

Wheeler (1982) describe la morfologia dental de las cuatro especies existentes de la tribu
Lamini: llama, alpaca, vicufia y guanaco poseen seis incisivos perecederos y seis incisivos
permanentes localizados al frente de la mandibula inferior. Estos dientes tienen superficie
afilada para cortar plantas contra una almohadilla en la encia, localizada al frente de la
mandibula superior. Los incisivos perecederos son pequefios en tamafio, pero idénticos en
forma a los permanentes los cuales los remplazan. En la llama y el guanaco son de forma
espatulada, con esmalte cubriendo toda la superficie de la corona y con una muy clara
diferencia de la raiz. En la vicufia sin embargo, los incisivos son no espatulados, y solo
presentan esmalte en la parte labial del diente. Los incisivos de la alpaca son de forma
intermedia: no espatulados, pero son mas rectangulares en la seccion transversal y presentan
la misma distribucion del esmalte que la vicufia, ademas desarrollan la estructura de la raiz
como en la llama y guanaco con la edad. De esta manera se logra agrupar a las especies
silvestres con sus derivados domésticos. Ademas, andlisis de parsimonia de la secuencia
completa del citocromo b, define al genotipo de la llama emparentada con el guanco y a la
alpaca emparentada con la vicufia (Stanley et al. 1994), de la misma manera Marin et al.
(2007a) analizaron el patron de Bandas G de los cromosomas, las secuencias de dos genes
citocromo b y la region hipervariable | de la region control del ADN mitocondrial, y agrup6

nuevamente a guancos con llamas y vicufias con alpacas (figura 2).
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Figura 2. Relaciones filogenéticas de Camelidae basadas en andlisis de parsimonia del gen citocromo
b, los nimeros indican la longitud de la rama y todos los nodos obtuvieron en 100% de bootstrap.
Fuente Stanley et al. 1994.

El guanaco pertenece al género Lama, presenta cuatro subespecies que han sido descritas
bajo caracteristicas externas, patrones de coloracion y distribucién geografica (Wheeler 1995),
aunque los analisis recientes del citocromo b y la regién control del ADN mitocondrial
representativos para las cuatro subespecies propuestas (Marin et al. 2007b), separa en el norte
a L.g. cacsilensis de los restantes guanacos (L. g. guianicoe). Y las poblaciones del sur (L. g.
guanicoe y L. g. huanacus) son caracterizados por presentar una reducida variabilidad
genética, lo que sugiere que ellos han sufrido un severo cuello de botella o eventos de extincion
con una posterior recolonizaciébn en el pasado. En contraste, las poblaciones de L. g.
cacsilensis presentan altos niveles de diversidad genética, lo que sugiere largos periodos de
estabilidad que pudo permitir la acumulacion de los relativos niveles de diversidad genética. En
consecuencia, los nuevos estudios usando ADN proponen la existencia de solo dos formas:

Lama guanicoe cacsilensis (forma del norte, 8° — 20° S) y Lama guanicoe guanicoe (forma del



sur, al sur de 21° S) (Gonzéles et al. 2006; Marin et al. 2013). Ademas, se ha propuesto a
Lama guanicoe cacsilensis como el ancestro mas probable de las llamas para el Perq,

baséndose en recientes estudios genéticos (Wheeler 2006).

Los Camélidos Sudamericanos del género Lama y Vicugna fueron domesticados hace 5.000 —
6.000 afos (Wheeler 1995), por los cazadores y recolectores, pero al mismo tiempo, la
domesticacion de camélidos cambié las bases de la sociedad cazadora. Esto se debe a que la
domesticacién no es un unico evento instantdneo en el cual un animal silvestre es transformado
de repente a un derivado doméstico, mas bien es un proceso acumulativo marcado por
cambios en ambos lados de la relaci6n mutualista, como mande la necesidad de las

poblaciones comparieras, con el tiempo se va incrementando su interdependencia.

Existen al menos tres variedades (figura 3): Ccara, Chaku y suri (Wheeler 2012). La mayoria de
las llamas en Peru, Bolivia y el norte de Chile son la variedad Ccara caracterizadas por el
crecimiento de poca fibra en el cuerpo, fibra muy corta en el rostro y las piernas. En el sur,
especialmente en Argentina donde se han descrito sietes tipos de fibra (Frank y Wehbe 1994),
la variedad Chaku es la mas comun y presenta gran densidad de fibra en el cuerpo que se
extiende entre las orejas, pero es ausente en las piernas. La llama variedad suri es
caracterizada por presentar fibras largas y rectas, organizadas en ondas que caen a cada lado
del cuerpo; en el caso de las llamas suri, ellas representan un pequefio porcentaje de la
poblacion de llamas, pero existen desde tiempos pre Incas (Wheeler et al. 1995 y Wheeler

2012).



Llama variedad Ccara

Llama variedad Suri

Figura 3. Imagenes de las tres variedades de llamas existentes en la Regién Puno.



2.2.  Importancia Productiva y Datos de Produccion

Los camélidos fueron integrados a la comunidad humana en el transcurso del proceso de
domesticacion, intercediendo como simbolo econdmico y social desde los primeros cazadores.
En el imperio Inca (1470-1532) la distribucion de la llama alcanzé su mayor expansion, como
animal de carga acompafiando a la armada imperial hacia el sur de Colombia y al centro de
Chile, segun los reportes, pero éstos no mencionan la produccion de fina fibra en llamas; esto
posiblemente como error general de los escritores espafoles, quienes no distinguian entre
llamas y alpacas, ya que prestaban mayor interés a los animales de carga para poder
transportar el oro (Wheeler 1995). También, a partir de 1532 con la colonizacién espafiola y la
introduccion de ganado foraneo, los rebafios nativos (llama y alpaca) fueron diezmados y
desplazados a la puna de gran altura (3.800-5.000 m de altitud), donde los animales europeos
no prosperaban; asimismo, se perdi6 toda clase de registros existentes asociados a la crianza
de llamas y alpacas (Wheeler 1995). Ademas, segun Renieri et al. (2009), la evolucidn post-
domesticacion de la llama y alpaca, con la llegada de los espafioles al continente americano,

puede ser esquematizada en tres grandes periodos:

e La fase de pre-conquista, de la domesticacion a la llegada de los
conquistadores.

e Lagran crisis de la conquista, que dur6 pocos decenios, pero fue de impacto
devastador.

e Eldesarrollo sucesivo a la conquista, de la reanudacién de los camélidos

domésticos hasta el momento actual.

Por tales motivos, la cria de llamas y alpacas forma parte del acervo cultural heredado por los
primeros hombres cazadores de Sudamérica y por las culturas emergentes a partir de ellos,

entre las mas importantes la cultura Inca. Sin embargo, la cria de camélidos en nuestros dias



esta dirigida por técnicas de manejo que conservan parte de la tradicion cultural de la zona y
tienen un alto componente de técnicas europeas. La seleccion dentro de los rebafios se realiza
en base a rasgos fenotipicos y, si bien los pastores tradicionalmente admiten la existencia de
hibridos entre llamas y alpacas, no siempre es posible reconocer estos animales basandose

solo en su fenotipo (Kadwell et al. 2001).

Segun FAO (Fernandez-Baca 2005) en Perud, Bolivia, Argentina y Chile la importancia
productiva de los camélidos sudamericanos domésticos, presenta dos &reas de gran
importancia: Primero la produccion de fibra (figura 4). Actualmente, la produccion de fibra fina
de alpaca presenta 22 um de diametro y en las llamas peruanas actuales el diAmetro promedio
del vellén varia desde 27.0 + 15.6 um para las Ccaras y 35.3 + 17.8 um para las Chaku (Vidal
1967). El deterioro de la calidad de fibra de las actuales llamas y alpacas andinas se puede
explicar como producto de la hibridacion entre ambas, hecho probablemente ocurrido durante
el caos y la destruccién que acompafié a la conquista espafiola (Wheeler 1995). En tal sentido,
la fibra de la llama generalmente es gruesa y peluda, y el consenso de opinién en Perl es que
la llama ahora y nunca sera criada para la produccion de fibra. Sin embargo, el andlisis de la
fibra de llamas en dos regiones productoras de Argentina, muestra que algunas llamas poseen
fibra suficientemente fina en diametro (menor a 23 pum si se excluyen los pelos) y permitir que
sus vellones sean vendidos de calidad premium en el mundo textil (Frank et al. 2006).
Segundo, la produccidon de carne de camélidos domésticos juega un rol importante en la
sociedad Andina, es una importante fuente de alimento y proteinas para los pobladores andinos
(Wheeler 1993), y también este producto es requerido por consumidores de Norte América y/o
Europa, debido al valor nutricional de esta carne, caracterizado por tener bajas
concentraciones de grasa y colesterol (Pérez et al. 2000; Cristifanelli et al. 2004). El
rendimiento de la carcasa de llama es del 58% (Zea et al. 2007), frente al 53% de la alpaca

(Calder6n y Fernandez-Baca 1972).
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Figura 4. Efecto del didmetro de la fibra sobre el precio (1999-2004) en llamas. Fuente Frank et al. 2006.

Ademas, la llama demuestra tener un plus potencial como fuente de carne en la regién alto
andina, por tener adaptabilidad y ser mas eficientes que los ovinos, vacunos y la alpaca en el
aprovechamiento de los pastos fibrosos de baja calidad nutritiva; por tener un rango ecoldgico
amplio entre altitudes que van desde 2000 a 5000 msnm, y en ambientes predominantemente

aridos (Garcia et al. 2002).

Mamami-Linares y Cayo (2011) caracterizaron el charqui de llama como:

¢ Un nivel alto de proteina y baja actividad de agua.

e Grasa con un cociente de acidos grasos poliinsaturados/saturados y nivel de CLA
similar a la carne de alpacas y bovinos criados en sistemas de pastoreo.

e Cocientes de &cidos grasos n-6/n-3 favorables y niveles de acidos grasos deseables
superior al encontrado en otras carnes de rumiantes.

¢ Nivel de sodio mas bajo que el charqui de alpaca pero relativamente mas alto que el de
bovino.

e Caracteristicas tecnol6gicas coincidentes con valores reportados para charqui de alpaca

y bovino.
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e Se reporta que el contenido de hierro en carne de llamas es mayor que en la carne

bovina.

Por consiguiente, en el Perl en los ultimos afios se vienen realizando estudios para determinar
las variables de produccion en carne de llama (tabla 1), podemos mencionar a Zea et al. (2007)
quien sugiere que el area de la grupa y volumen del muslo pueden ser usados como
indicadores genéticos para la seleccién temprana de crias de llama para produccion de carne

por mantener una correlacion alta y significativa con el peso corporal y el perimetro toracico.

Tabla 1. Caracteristicas de las carcasas de alpacas y llamas. Fuente Cristofanelli et al. 2005

Carcass characteristcs (£8.E.) of the alpaca and llama carcasses

Alpaca (r=40) Llama (n=20)

Live weight at slanghter (kg)  46.1a + 2.23 63.2b +£2.92
Carcass length (cm) 7l.la+ 1.9 130.4b £ 2.7
Warm carcass weight (kg) 24.4a £+ 1.53 31.2b £ 1.93
Warm dressing (%) 53.0a + 0.84 49.3b + 1.06
Muscle area' (cm?) 33.8a+29 41.3b £+ 34
Leg (%) 34.4a + 1.1 35.7b + 1.7
Shoulder (%) 237a £+ 13 202b 4+ 1.8
Thorax (%) 17.7a £ 1.6 18.5b + 2.1
Chops (%) 16.8a £+ 2.2 17.6b £ 2.9
Neck (%) 6.8a + 0.14 776+ 1.1
Tail (%) 0.25a + 0.01 0.46a £+ 0.02

Means within a row not followed by the same letter (a, b) differ
(P<0.05).

1 Area of muscle Longissimus Thoracis et Lumborum, measured
at the 12th rib.

Ademas, las llamas pueden prestar servicios para el consumo local (Fernandez-Baca 2005) en
produccion de leche, cuero, estiércol, como animales de carga o0 como animales de guardia
para los rebafios de ovejas (esto ultimo desarrollado en los Estados Unidos segun Franklin et
al. 2012). Como reportaron Reik y Gerken (2006), los constituyentes de la leche en las llamas

durante la lactaciéon son similares al de los rumiantes domésticos, aunque diferentes en sus

valores.
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Debido a esto, se requiere disponer de indicadores fenotipicos corporales y genéticos que
expresen la realidad en las poblaciones de camélidos en Per, una vez que sean identificados,

entonces utilizar para desarrollar nucleos de rebafios de llamas para la produccion.
2.3. Distribucion Geografica, Habitad y Censos Poblacionales

Las mayores poblaciones de llamas viven en el Altiplano (Fernandez-Baca 2005), que es una
meseta de 153.000 Km? comprendida entre los ramales Occidental y Oriental de la Cordillera

de los Andes. La altitud fluctiia entre los 3.600 a 5.300 m sobre el nivel del mar.

Las llamas se han adaptado muy rapidamente a vivir bajo condiciones de estrés hidrico y falta
de oxigeno (Wheeler 1982), son resistentes a las heladas caracteristicas del altiplano vy, al
igual que el guanaco, se alimentan del Stipa ichu muy caracteristica y alimento mas importante
del altiplano (Huanca et al. 2007). Por otro lado, las poblaciones de llamas actualmente estan
decreciendo, lo confirma el dltimo censo Nacional Agrario realizado (INElI 2012). Los
departamentos con mayor tenencia de camélidos son Puno y Cuzco (Fernandez-Baca 2005).

Para mayor detalle de los datos poblacionales observar la figura 5.
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Departamentos con
Llamas en Peru

Puno

Cuzco

Junin
Arequipa
Ayacucho
Apurimac
Huancavelica

Lima

539 786
178 040
111 909
96 963
57 003
49 655
130 068
23190

Figura 5. El area sombreada con linea punteada negra muestra la expansion de las llamas (L.
glama) antes de la conquista. El area roja es la distribucion actual de llamas. Los puntos negros
indican hallazgo fosil en el Pleistoceno y el Holoceno temprano. Y las cifras son censos
poblacionales de llamas hasta el afio 2005 segin FAO. Modificado Fuente Wheeler et al. 1995 y

Fernandez-Baca 2005.

2000
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2.4. Importancia de Conservacion para el mejoramiento genético

Segun Henson (1992), los objetivos de conservacion de los Recursos Genéticos Animales
incluyen lo econdmico, lo social, cultural, el ambiente, la reduccién de riesgos, la investigacion
y la formacion. Estos objetivos han sido resumidos como sigue por Henson (1992): La
diversidad debe ser mantenida por su potencial economico, permitiendo  responder
rapidamente a los cambios de condiciones del mercado, las preferencias de los consumidores
o las condiciones del ambiente. También, tiene un rol social y cultural importante. Ademas, la
diversidad animal es parte integrante de un agroecosistema; la pérdida de esta diversidad haria
pesar un mayor riesgo sobre el sistema de produccién, reducida la capacidad de responder a
los cambios, contribuiria a degradar el ambiente en cuestiébn y podria ain conducir a su
destrucciéon. Por consiguiente, la diversidad de los animales domésticos es un seguro
importante para poder responder a las posibles necesidades futuras, desconocidas
actualmente, se reduce el riesgo e incrementa la seguridad alimentaria, depender s6lo de
algunas variedades o razas es arriesgado: la concentraciébn sobre un pequefio nimero de
razas resulta en la pérdida de genes o de combinacion de genes, sin interés actualmente,
pero que podrian serlo en el futuro. Razas distantes genéticamente son necesarias en la
investigacion sobre la resistencia y la susceptibilidad a las enfermedades, ayudando a
comprender mejor los mecanismos subyacentes, y para el desarrollo de tratamientos mas
eficaces o para el control de las enfermedades. La actividad de la conservacion sirve a la
formacion de los que toman parte en la misma, lo que provoca una toma de conciencia,
conocimiento y reduccion del riesgo. La conservacion in situ, como el caso de la E.E.
Quimsachata, permite a la poblacion animal y al ambiente evolucionar juntos e implica la
conservacion de los animales en el ambiente bajo el cual se han desarrollado o en el

agrosistema donde se estan produciendo. En un enfoque mas amplio, la conservacion in situ

15



también incluye el manejo del ecosistema para la sustentabilidad del alimento (citado en

Segura-Correa y Montes-Pérez 2001).

Al presente no existe un programa de mejoramiento genético exclusivo en Sudamérica o Perq,
para la produccion de carne de llama, mejora en fibra 'y ndcleos de reproductores que facilite la
seleccion de estos animales (Zea et al. 2007). Bruford et al. (2003) describen los procesos,
efectos, consecuencias y posibles soluciones de conservacién en los camélidos domésticos,
proponiendo los test moleculares para identificar los nucleos fundadores (tabla 2). Por lo tanto,
La prueba de ADN debe llevarse a cabo para identificar cual de los animales de lana fina en
llamas criadas son verdaderamente “puros”, y aquellos que han sido identificadas como raza
“pura” se pueden entonces utilizar para desarrollar nicleos de rebafios que tengan el caracter

de velldn fino (Coates y Ayerza 2004).

Tabla 2. Se describe el proceso de la erosion genética en los camélidos domésticos. Fuente
Bruford, presentada en el VI Congreso Mundial de Camélidos (comunicacion personal).

Aumento o descenso
de la diversidad
genética

Posibles

. Soluciones
consecuencias

Proceso Efecto Geneético

Pérdida de decrece si no se

Intensificacion

Linea reproductiva /
tecnologia de
reproduccion asistida
(en algunos casos)

Hibridizacion entre
camélidos domésticos

Hibridizacion con
camélidos silvestres

adaptaciones al
ambiente natural

Perdida del tamafio
poblacional efectivo
de los machos

Posible caida del
cruzamiento, el
aumento de la
varianza rasgo

Posible caida del
cruzamiento, el
aumento de la
varianza rasgo

manejan buenos
registros

decrece

Incremento inicial pero
incierto a medio termino

Incremento inicial pero
incierto a medio termino

Pérdida de
adaptaciones locales

Predominancia de
pocos genotipos,

pérdida de flexibilidad al

cambio ambiental

abrupta e impredesible
modificacion fenotipica

Camelidos silvestres:
perdida del Ne.

Cameélidos domeésticos:

necesario para
seleccion intensiva

Exelentes registros, para el manejo
genetico y mantener el Ne

Manejo cuidadoso en la
conservacion del material genetico
— gen- drop analysis

Test molecular para identificar los
nucleos fundadores

Establecer altos razas de
caracteristicas genéticas en
poblaciones "puras" para su
posterior seleccién cuidadosa
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2.5. Marcadores Moleculares

2.5.1. El ADN mitocondrial

La mayoria de organismos eucariotas llevan la informacion hereditaria en el nucleo, plastidio o
mitocondria, esta Ultima se acepta generalmente que desciende de procariotas de vida libre
(Margulis y Sagan 2001). También conocemos que el ADN nuclear se hereda de manera
mendeliana y expresa codominancia alélica (Litt y Luty 1989), y el DNA mitocondrial se
hereda Unicamente de la madre en la mayoria de las especies reportadas (Frankham et al.

2002).

En las células de los mamiferos, cada mitocondria alberga en promedio de 2 a 10 copias de
ADN mitocondrial, el cual es circular de doble cadena (Robin y Wong 1988, Tomado de Lee y
Wei 2005). Un ADN mitocondrial tipico codifica 13 subunidades de proteinas de la fosforilacién
oxidativa, 2 rARNs del ribosoma mitocondrial, y 22 tARNs necesarios para la traslacion de
proteinas codificadas por el ADN mitocondrial (Boore 1999). Asimismo, el ADN mitocondrial
generalmente presenta una simple y larga regiéon no codificante, la cual se conoce en algunos
animales que controla elementos para la replicacion y transcripcion (Shadel y Clayton 1997). El
ADN mitocondrial humano es mas susceptible al dafio por oxidacion que el ADN nuclear y
consecuentemente su tasa de mutacion es mayor (Richter et al. 1988; Ames et al.1993). De tal
manera, que la tasa de mutacion estimada en la region codificante del ADN mitocondrial es de
2-4% por millon de afios (Cann et al. 1987; Stoneking et al. 1990). Asimismo, ha sido
recientemente demostrado que la region D-loop o segmento no codificante del ADN
mitocondrial, es altamente susceptible al ataque por compuestos electrofilicos que infligieron
con mayor dafio oxidativo, cuando se compararon con otras regiones del ADN mitocondrial
(Mambo et al. 2003). En consecuencia, se han reconocido regiones “hot spots” cuyas tasas de

mutacion son 4 6 5 veces mayor que el promedio (Pakendorf y Stoneking 2005).
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2.5.2. Aplicaciones del ADN mitocondrial

La genética de poblaciones es el principal componente de la genética de la conservacién, esta
Ultima se ocupa de los efectos de la pérdida de diversidad genética, cambios recientes en la
estructuracion genética y de la supervivencia a largo plazo de las poblaciones de especies
amenazadas (Wan et al. 2004). En la mayoria de los casos, se requiere marcadores
moleculares sensibles para poder obtener abundante y apropiada data de poblaciones
pequefias para estudiar su diversidad genética, haplotipica y la distribucion de los haplotipos
en las poblaciones (Frankham et al. 2002). Por tal motivo, los genetistas se enfocan en la
evolucién neutral, loci no codificantes y genomas de organelos; las tasas de evolucion del
genoma nuclear, mitocondrial y cloroplastidial no son iguales, lo cual afecta a su uso relativo
(figura 6). Ademas, el ADN mitocondrial en animales tiene una tasa de evolucién que es de
cinco a diez veces mas rapido que el genoma nuclear, convirtiendo al ADN mitocondrial en el
ideal para estudiar la divergencia entre poblaciones domésticas y silvestres, que presenten
tiempos cortos de domesticacion (por ejemplo <10 000 afios) (Zeder et al. 2006). También, el
ADNmt presenta regiones variables (por ejemplo la regiéon control) que son tipicamente
flanqueadas por sitios conservados (por ejemplo ADN ribosomal), para los cuales se pueden
disefiar primers. Ademas, es una herramienta barata y permite obtener una vision inicial de la
estructura genética de especies no caracterizadas, y representa un método facil de obtener
informacion sobre la especie en estudio (Galtier et al. 2009). El Unico problema técnico
asociado a la amplificacién de los genes mitocondriales son los numts, regiones del ADNmt
insertados en el ndcleo en algunas especies (Bensasson et al. 2001). En el mundo se
desarrollan programas de conservacion animal de los recursos Zoogenéticos, podemos
mencionar el programa de conservacion en Catalunya de Espafia, donde se analiz6 el ADNmt
de trece subpoblaciones de ovejas de raza Xisqueta;, se encontr6 que la raza presenta

reducido tamafio poblacional, pero conserva altos niveles de variabilidad genética ( T =
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0.01165 + 0.00056, h = 0.998 % 0.003). Por otro lado, no se detectaron evidencias de
estructuracion poblacional, o que sugiere en cierto modo hay, o antiguamente hubo, un activo
intercambio de individuos reproductores o que la raza se fundé a partir de un Gnico pool
genético (Jordana et al. 2007). Asi, en Asia y Europa, se analizdé la misma regién del ADN
mitocondrial, encontrandose que la diversidad haplotipica en jabalies silvestres es 0.912 +
0.027 y cerdos domésticos es 0.886 £+ 0.008, la estructuracion filogeografica es muy fuerte con
respecto a los jabalies silvestres y permitié evidenciar la ruptura filogeogréfica entre Asia y

Europa (Van Asch et al. 2011).

g Box I Box II Box I

Smgle-copy
nuclear DNA
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nuclear DNA
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Figura 6. Diferentes variaciones genéticas registradas en ventanas de tiempo diferentes. Box | muestra la
variacion genética historica correspondiente al tiempo de especiacion. Box Il reporta eventos recientes y
corresponde al tiempo de diferenciacion en unidades de significancia evolutiva. Box Ill corresponde a
patrones genéticos contemporaneos y corresponde al tiempo definiendo unidades de manejo, unidades de
accion y “net family”. Fuente Wan et al. 2004.
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2.6. Estudios Genético Poblacionales en Camélidos Sudamericanos.

En los ultimos treinta afios en Sur América se viene desarrollando estudios ambiciosos a nivel
zooarqueoldgico, ecologico y molecular (Wheeler 1995; Kadwell et al. 2001; Maté et al. 2004;
Bustamante et al. 2006; Barreta et al. 2012), con el fin de dilucidar completamente el proceso
evolutivo e inferir el acervo genético de las poblaciones ancestrales de los camélidos
sudamericanos, debido al supuesto cuello de botella originado en la época de la pre conquista

planteado por Wheeler (2012).

Por este motivo se ha desarrollado diversos trabajos usando técnicas moleculares en todos los
camélidos sudamericanos (CS). Se iniciaron los estudios tomando pequefias poblaciones de
CS en Argentina y Perq, usando el gen mitocondrial del citocromo b, resultando insuficiente
para aclarar la ambigliedad existente entre las relaciones filogenéticas de los CS domesticados
con sus ancestros (Stanley et al. 1994). Posteriormente se amplié el rango de muestreo a
Argentina, Chile y Peru, aqui también usaron el gen mitocondrial del citocromo b y ademas se
sumoé el uso de 4 marcadores moleculares, a fin de elucidar las relaciones filogenéticas entre
los CS (Kadwell et al. 2001). Posteriormente, para aclarar completamente las relaciones
existentes, se analizaron los genomas completos del ADN mitocondrial, exceptuando la region
control (Peng et al. 2007). Asi, se reforzé completamente la hip6tesis encontrada estudiando la
evidencia zooarqueoldgica, en la cual la llama y alpaca descienden directamente del guanaco y

vicufa respectivamente (Stanley et al. 1994).

En Argentina se estudi6 la region control del ADN mitocondrial de los CS, procurando elegir
individuos que no estén emparentados. Se encontrd que la longitud de la region control fue de
1060 pb para todos los CS, se report6 la presencia de secuencias conservadas (CSB I-1ll) y la
secuencia extendida asociada a la terminacion | (ESAT I), asi también en el dominio 5" de la

regién control se ha detectado la presencia de un segmento hipervariable de 337 pb. Tal
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segmento variable es usado como marcador para los estudios en camélidos enfocados hacia
evolucion filogenética y diversidad genética de poblaciones (Marin et al. 2006). También puede
ayudar al disefio de estrategias de mejoramiento y las condiciones de manejo sostenible para

esta especie (Maté et al. 2004).

A nivel de Genética de poblaciones de CS se viene estudiando: En Chile, donde se ha
determinado la distancia genética, usando alozimas en 34 individuos, pertenecientes a las
poblaciones de V. v. mensalis y V. v. vicugna, de la Primera y Segunda region. Se detecto
polimorfismo y niveles de heterocigosidad que reflejan un alto grado de variabilidad genética

entre las poblaciones analizadas (Norabuena y Paredes 2003).

En Argentina se ha desarrollado dos estudios que involucran poblaciones de llamas, primero se
estudié la diversidad genética de una poblacién de llamas y dos poblaciones de guanaco
usando seis marcadores di nucleétidos para loci microsatélites de llama; aqui se reporta la
heterocigosidad media elevada para ambas especies y la diversidad genética es mayor en la
poblaciéon de guanacos con respecto a las poblaciones de llamas. Notablemente, se reporto el
hallazgo de alelos privados para todos los loci analizados en ambas especies, 25 fueron
registrados para guanacos y 16 para las llamas (Bustamante et al. 2002). Finalmente, se
estudi6 en Argentina tres poblaciones de llamas, las cuales hace diez afios fueron
subdivididas, y hasta la actualidad han ingresado nuevos individuos en mayor o menor
frecuencia. Aqui se estudidé 12 loci microsatélites, los analisis realizados mostraron un probable
exceso de homocigotos, sin embargo, se report6 la presencia de 44 alelos privados distribuidos
en las tres poblaciones estudiadas; esto permitira disefiar apareamientos dirigidos a mejorar la

diversidad genética (Bustamante et al. 2006).

En Bolivia, se ha realizado el primer reporte de diversidad genética en poblaciones de L. glama

(nimero de individuos muestreados 109), usando el dominio Hipervariable | de la region D-
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Loop y el gen citocromo b del ADN mitocondrial, para medir estado actual de su diversidad
genética en sus poblaciones y encontrar las relaciones filogenéticas con otras poblaciones de
CS (Barreta et al. 2012). Sus resultados mostraron que las poblaciones de llamas comparten
un pool genético ancestral de haplotipos con todas las subespecies de guanacos existentes,

distribuidas en Argentina, Chile, Peru y Bolivia.

En el Peru existen escasos estudios en genética de poblaciones usando marcadores
moleculares; se ha demostrado la gran importancia de esta area relacionada a esclarecer los
procesos de domesticacion y manejo sostenible del recurso (Bruford et al. 2003). En nuestro
pais se ha trabajado principalmente con poblaciones de guanacos, vicufias y alpacas (Wheeler
et al. 2001; Rodriguez et al. 2004). Ademas, existe un uUnico estudio para el Banco de
Germoplasma del INIA estacién llpa - Puno, donde se analiz6 10 marcadores de microsatélite,
para medir el grado de variabilidad genética y la estructura poblacional en las dos variedades
(alpaca Suri y Huacaya) de alpacas, reportandose que no existe diferencia significativa entre

estas dos poblaciones, segun el analisis de varianza molecular (La Manna et al. 2011).

Por lo tanto, existe un gran vacio en el conocimiento de la variabilidad genética y de la
estructura poblacional de las llama en Per(. En consecuencia se hace necesario su estudio,
para conocer el estado actual de variabilidad genética de la Estacion Experimental del INIA en

Quimsachata Puno.
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2.7.  Andlisis genético poblacional
Andlisis de Patrones Demograficos
2.7.1. Diversidad Nucleotidica

Es una medida apropiada de polimorfismo del ADN. Es el nimero promedio de diferencias

nucleotidicas por sitio entre dos secuencias o diversidad nucleotidica. Se define:

if

Donde x; es la frecuencia de los ith tipos de secuencias de ADN, y 1; es la proporcion de
diferencias nucleotidicas entre los ith y jth tipos de secuencia de ADN. En una poblacién donde
suceden cruces aleatoriamente, 1 es simple heterocigosidad para el nivel nucleotidico. Y puede

ser estimado por cualquiera de las dos formas siguientes:

0 por,

=
I

e
nC

i<j
donde, n, x; y n. son el numero de secuencias examinadas, la frecuencia de los ith tipos de

. , . -1
secuencias de ADN en la muestra, y el nimero total de secuencias comparadas [M

respectivamente. En la Gltima ecuacion, iy j se refieren a las ith y jth secuencias en lugar de a
los ith y jth tipos de secuencias. Si asumimos que T;’s son constantes, la varianza de la

diversidad nucleotidica obtenida por (Segun Nei 1987):
2
4 2
V(r) = ———=| (6 —4n) Z xi x|+ (n—2) Z Xj XjXp 0T + z X %70}

n(n—1) i<y i<j
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Esta es la varianza generada en el momento del muestreo de la frecuencia alélica y no esta

incluida la varianza esperada para errores estocasticos.
2.7.2. Numero de Haplotipos y Diversidad Haplotipica

Uno de los principales objetivos de los genetistas poblacionales es poder describir la cantidad
de variacion en las poblaciones y estudiar los mecanismos por los cuales se mantiene esa
variacion. Por lo tanto, una apropiada medida de la variacion genética es el promedio de

heterocigosidad o de diversidad genética.

Segun Nei (1973) diversidad genética es simplemente una medida de la variabilidad genética, y
puede ser usada para cualquier organismo, si es haploide, diploide, o poliploide. También
puede ser usada para cualquier tipo de sistema reproductivo. Pero aun asi tienen una buena

propiedad estadistica.

Nosotros denotamos por X;;la frecuencia poblacional del genotipo A;A;para un locus, y
asumimos que n individuos son muestreados aleatoriamente y sus genotipos son

determinados. Decimos que Xij es la frecuencia de A;A; en la muestra, ademas el estimado
(%;) de la frecuencia alélica x; (es la frecuencia poblacional de ith alelo para un locus) esta

dado por ).(i = Xii + Zli]XU/Z

Por lo tanto, un estimador imparcial para h (diversidad haplotipica) esta dado como sigue: para

n en organismos haploides, si es diploide se reemplaza n por 2n.

f=n(1 —inz)/(n ~1

Y su varianza esta dada por:

V. (h) = ﬁ{zm -2) [z x} — (z xl-z)z] + le-z - (z xiz)}.
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2.7.3. Mismatch Distribution y Fs de Fu

Para evaluar si existi6 una expansion demogréafica subita en las poblaciones se calcul6 la
distribucion de diferencias a pares de las secuencias (mismatch distribution) (Rogers &
Harpending, 1992), la formula fue planteada por Watterson (1975) en genes sin

recombinacion:

1 0\ ,
F?,—(m) (m) y (’6—0,1,2,...)

Fi es la probabilidad que un par de secuencias difieran por i sitios. Donde 8= 4Nu, u es la tasa

de mutacion por generacion, y 2N es el nUmero de genes en la poblacion.

El test Fs (Fu, 1997), sugiere estimar la probabilidad observada en un muestreo aleatorio con
un numero de alelos iguales o menores que el valor observado, segun los niveles de diversidad

y la suposicién que todos los alelos son selectivamente neutros.

~

S

+ Para Fs negativos, se evidencia un exceso en el nimero de alelos. Probablemente a

ocurrido expansion poblacional reciente.

» Para Fs positivos, es evidencia de deficiencia de alelos, probablemente un reciente

cuello de botella o seleccion.
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2.7.4. Redes haplotipicas

El método median joining (Bandelt et al. 1999), es usado para la construccién de redes
haplotipicas, a partir de datos de genéticos poblaciones con libre recombinacion, método que
combina las caracteristicas del algoritmo de Kruskal (1956) para hallar los minimum spanning
trees para un set de secuencias, el cual conecta todos los tipos de nodos sin crear algun ciclo
o inferir adicionales nodos (ancestros), tal que la longitud total sea la minima. EIl algoritmo de
basqueda heuristica empleado es el de maxima parsimonia de Farris (1970), el cual agrega
secuencialmente nuevos vértices llamados median vectors, con la excepcién de que el
algoritmo del median joining no resuelve los median vectors; los median vectors pueden ser
biol6gicamente interpretados como posibles secuencias no muestreadas o ancestrales, ya
extintas. El programa que desarrolla esta blsqueda estipula que los estados ambiguos son
infrecuentes y existe ausencia de recombinacién génica; estos requerimientos los cumple el
ADN mitocondrial, especialmente la regién control, asi como el cromosoma Y (Bandelt et al.

1995).

2.7.5. Estructuracién poblacional

Analisis de Varianza Molecular (AMOVA)

La variacién molecular en las poblaciones fue estudiada segun propone Excoffier et al. (1992);
la informaciéon haplotipica es incorporada dentro de un analisis de formato de varianza,
derivado de una matriz del cuadrado de las distancias entre todos los pares de haplotipos. A
partir de las distancias se producen estimadores de componentes de varianza (®st
estadisticos), que reflejan la correlacion de la diversidad haplotipica para diferentes niveles
jerérquicos de subdivision poblacional; la significancia de los componentes de varianza es

evaluada usando aproximacion por permutaciones.
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®ST = , ®CT = dSC =

Donde, ®st es la correlacion aleatoria de los haplotipos dentro de las poblaciones, ®cres la
correlacion aleatoria de los haplotipos dentro de un grupo de las poblaciones y ®sc es la
correlacion de la diversidad molecular aleatoria de los haplotipos dentro de las poblaciones,

relativa a la de pares aleatorios de haplotipos extraidas de la region.
Andlisis de coordenadas principales

Es una técnica numérica implementada por Pearson (1901) que permite correlacionar mejor los
patrones de variacion dentro de un set de datos multivariados, en este caso nos permite
encontrar la relacion de las distancias genéticas usando las varianzas (® estadisticos

poblacionales) entre las poblaciones.
Test de Mantel

Permite evaluar la estructuracién geografica de las distancias genéticas del grupo en estudio,
en nuestro caso los rebafios muestreados. Particularmente, el test de Mantel mide el grado de
correlacion existente entre dos matrices numéricas (Mantel 1967), en nuestro caso de las
distancias genéticas y las geograficas. Peakall y Smouse (2012), en nuestro caso usamos las

distancias de las varianzas lo cual esta incorporado en su software GenAlEx v6.5.
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3. Formulacién del problemay justificacién

3.1. Problema

En la actualidad la seleccion y conservacion que se practica en la Estacion Experimental llpa -
Quimsachata en Puno, con miras al mejoramiento genético en llamas es a nivel fenotipico en
las variedades Chaku y Ccara (Huanca et al. 2007), sin tener en consideracién la existencia de
la variedad llama Suri. Se debe a falta de informacidén genética a nivel basico (conocer la
variabilidad y diversidad genética poblacional) para poder plantear unidades de manejo,
programas de conservacion y manejo del recurso Zoogenético. Ademas, segun la FAO
(Fernandez-Baca 2005) la totalidad de las poblaciones de llamas se encuentran en manos de
los pequefios productores (comunidad, parcialidad y minifundio), quienes manejan a las llamas
y alpacas en un solo rebafio, sin separarlos por especie, variedad o sexo.

De acuerdo a esto, los analisis genéticos en la especie Lama glama con sus tres variedades
(Chaku, Ccara y suri) son una herramienta clave para determinar la variabilidad genética, la
diversidad haplotipica, los linajes maternos y ciertos eventos de la historia evolutiva de la
especie, y es gracias a este tipo de resultados que se pueden esbozar las lineas base de
programas de conservaciéon, manejo y programas de mejoramiento de caracteristicas
productivas en la especie.

Por otra parte, los eventos histéricos de la domesticacion en los camélidos sudamericanos, no
se encuentran completamente esclarecidos. Asi también, se sabe que en el imperio Incaico se
gozaba de caracteristicas fenotipicas muy finas a nivel de fibra (Wheeler et al. 1992). Ademas
se discute mucho el origen de la variedad llama Suri en llamas (Wheeler 2012). De acuerdo a
esto, los andlisis moleculares permitirdn construir un panorama mas objetivo de los procesos

de domesticacion y esclarecimiento del origen de las variedades.
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3.2. Preguntas de investigacion

e Existe variabilidad y diversidad genética en las poblaciones de llamas de Puno y
Cuzco?

e (Cuénta diversidad genética es albergada en el Banco de germoplasma in vivo de la
E.E. llpa — Quimsachata en Puno?

o ¢ Existe diversidad haplotipica entre las poblaciones de llamas de Puno y Cuzco?

e ¢ Existe estructuracion en las poblaciones de llamas en Puno y Cuzco?

o ¢ Existen haplotipos Unicos en las variedades Chaku, Ccara y Suri de llamas?

e ¢ Existen haplotipos Unicos en las poblaciones de llamas de Puno y Cuzco?

3.3. Hipotesis

Hipotesis Hy
e La diversidad genética en las poblaciones de llamas de las Regiones Puno y Cuzco es
similar a la reportada para Bolivia y esta representada en la Estacién Experimental

Quimsachata.

Hipotesis H,

e La diversidad genética en las poblaciones de llamas de las Regiones Puno y Cuzco es
menor a la reportada para Bolivia y no esta adecuadamente representada en la

Estacion Experimental Quimsachata.

29



3.4. Objetivos
Objetivo General
e Evaluar la diversidad genética de llamas Lama glama (Linnaeus, 1758) en poblaciones
de las Regiones de Puno y Cuzco empleando el dominio hipervariable | de la region
control del DNA mitocondrial con énfasis en la conservacion y manejo de la Estacién

Experimental Quimsachata.

Objetivos Especificos

e Determinar la diversidad genética en poblaciones de llamas de la Regiéon de Puno y
Cuzco.

e Calcular la diversidad haplotipica y nucleotidica de ADN mitocondrial en poblaciones de
llamas de Puno y Cuzco.

¢ Determinar los linajes maternos presentes en poblaciones de llamas de las Regiones de
Puno y Cuzco.

e Conocer la relacién de los linajes maternos presentes en las poblaciones de Puno y
Cuzco.

e Conocer cuan diferentes genéticamente son las poblaciones de las Regiones Puno y
Cuzco.

¢ Determinar la existencia de estructuracion genética en las poblaciones de llamas de las
Regiones de Puno y Cuzco.

e Conocer el estado genético actual del Banco de Germoplasma de llamas de la Estacion
Experimental Quimsachata del INIA.

¢ Plantear planes de manejo y conservacion para el Banco de Germoplasma de llamas de

la Estacion Experimental Quimsachata del INIA.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Fase de Campo

Del muestro:

El muestreo se realiz6 en ocho provincias correspondientes a tres Regiones del sur del Peru:
Quispicanchi, Canchis y Espinar en Cuzco y Melgar, Lampa, El Collao y Chucuito en Puno, del
15 al 28 de Agosto del 2012. Asimismo, se realiz6 un remuestre6 del Banco de ADN presente
en los laboratorios de biologia molecular y gendomica del INIA (Sede Central Lima),

representativo de la Estacion Experimental Quinsachata de Puno.

En el sucesivo trabajo se propone cuatro poblaciones para el analisis de los datos generados,
esto con el motivo de evaluar el estatus actual de la Estacion Experimental Quinsachata de
Puno, con respecto a la diversidad del Departamento de Puno y Cuzco. La primera poblacion
de estudio se llamé Quimsachata (representa a la E.E. Quimsachata - Puno); la segunda
poblacién se denomin6 Puno Sur (incluye a las provincias de El Collao y Chucuito de Puno; la
tercera poblacion es Puno Norte (incluye a las provincias de Melgar y Lampa) y finalmente la
cuarta poblacion fue Cuzco (provincias de Quispicanchis, Canchis y Espinar) (tabla 3 y figura
7). El rebafio 17 es considerado de Puno, aunque al momento de plotear en el mapa cayeron
en la regién Tacna, porque usamos la denominacion de los pobladores que los consideraban

como Puno.

Se colectd muestras de sangre en tarjetas FTA® (Whatman Bioscience) y foliculo piloso de 335
llamas para ambos casos, las cuales pertenecen a 32 rebafios, distribuidos en las dos
regiones, con énfasis en la Regiébn Puno. Se asegura que los animales sean hembras,
descendientes de diferentes madres y lo menos emparentados posibles, ya que el ADN

mitocondrial se hereda Unicamente de la madre en los mamiferos (Frankham 2002).
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Los puntos de muestreo se marcaron con GPS. Las localidades de muestro fueron ploteadas

en un mapa (figura 7) usando el software DIVA-GIS v5.1 (Hijmans et al., 2005b).

(NUMERO DE REBARNO
() Estacién Quimsachata

ALTITUD (msnm)

[ ] 1366-2730
[ ] 2731- 4094
[ ] 4095 - 5459
a

50

[=}
kilometers ™~ S

kilometers

Figura 7. Los puntos amarillos indican las zonas de muestro en las Regiones de Puno,
Cuzco. El punto verde limo indica la estacion Quimsachata E.E. llpa — Puno (Banco de
Germoplasma de Camélidos), las coordenadas exactas estan en la tabla 3.
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Tabla 3. Lista de especimenes de camélidos sudamericanos muestreados (Lama glama). Tipo
de muestra (P: pelo), localidad, Zona agroecoldgica (PS: puna seca, PH: puna humeda),
Region (P: puno y C: cuzco), coordenadas geogréaficas, nimero de rebafios colectados
(R) y nimero de muestras colectadas (N). * Ver figura 7 y pag. 31.

R Tipode Zona Ubicacion

muestra Localidad Agroecologica  Regién geografica Altitud N
1 P Condoriri, Condoriri PS P ég:i;g 3969 7
2 P Central Quequesama, Condoriri PS P ég:ggg 3980 10
3 p Lacotuyf\)/I ;:Shéjélr%az Silvinki, PS p égoﬁ CS) 3964 5
4 P Lacotuyo, Masocruz PS P égoggg 3977 7
5 P Chullpa - Lacotuyo, Masocruz PS P égoﬁg 3973 6
6 P Unidad ganadera Masocruz PS P égojgcs) 3981 8
7 P Isla Capachica, Masocruz PS P ég%:gcs) 3906 8
8 P Huancollo, Masocruz PS P égog’gg 4262 4
9 P Huancollo, Masocruz PS P égog’gg 4286 6
10 P Huancollo, Masocruz PS P égoggcs) 4327 3
11 P Huancollo, Masocruz PS P ég:ggg 4327 5
12 P Huancollo, Masocruz PS P ég:g’gg 4327 6
13 P Huanacamaya, Masocruz PS P ég:i’g (S) 4110 8
14 P Rosario Sacata, Masocruz PS P ég:g;‘ (S) 4546 5
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15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

Rosario Sacata, Masocruz

Llusta, Masocruz,

Llusta, Masocruz, (Tacna)*

Challapalca, Capaso

Rosario Alto Ancomarca, Capaso

Rosario Alto Ancomarca, Capaso

Parcialidad Quenta, Pisacoma

Parcialidad Quenta, Pisacoma

Llullucha, Quispicanchi

Huacatingo, Quispicanchi

Toxaccota, Marangani

Fundo Huatayhuasi, Santa Rosa

Machuas, Santa Rosa

Alto Yungarase, Condoroma

Alto Yungarase, Condoroma

Comunidad Pucari, Lampa
Parcialidad Suatia, Palca

Santa Lucia, Lampa

PS

PS

PS

PS

PS

PS

PS

PS

PH

PH

PH

PH

PH

PH

PH

PH

PH

PS -
Quimsachata

C/IP

C/P

16°43'S
69°57' O
16°54' S
69°42' O
17°18'S
69°44' O
17°13'S
69°47' O
17°19'S
69°38' O
17°10'S
69°38' O
16°53' S
69°19' O
16°53' S
69°18' O
13°39'S
71°26' O
13°43'S
71°26' O
14°16' S
70°57' O
14°35'S
70°50' O
14°29' S
70°56' O
15°22'S
71°00' O
15°21'S
70°59' O
15°25' S
70°33' 0
15°14' S
70°39' O
15°04' S
70°78' O

4628

3987

4269

4265

4264

4236

3914

3950

3844

4021

4496

3973

4917

4755

4716

4482

4376

4300

11

28

23

25

39
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De latoma de muestra

La extraccion de la sangre se realizé6 mediante el uso de jeringa hipodérmica de 1 ml, en la cual
se extrajo sangre de la vena yugal externa. La sangre extraida se colocé muy rapidamente en
una tarjeta FTA® (Whatman Bioscience), la cual estaba perfectamente etiquetada (Sexo,
variedad, lugar, fecha, edad). Se procur6 que la solucion (sangre) se encuentre
homogéneamente distribuida en la superficie de la tarjeta, exactamente en los espacios
indicados, sin permitir que se formen grumos de sangre coagulada, ya que esto impide tener
una buena purificacién posterior del ADN. Las tarjeras FTA® con la muestras se dejaron secar
por 10 minutos a condiciones ambientales, siempre cuidando de la sobrexposicién al viento,
lugares polvorientos o sobrexposicion al sol. Por dltimo, las tarjetas se forraron con papel
aluminio, encima se le adhirié un cddigo por individuo y agrup6 en un sobre de Manila diferente

por cada rebafio visitado. Las muestras se conservan almacenadas en un area a -23°C en el

Laboratorio de Biologia Molecular del INIA.

Para la extraccion del foliculo piloso, se tom6 un mechén de muestra de la base de la cola de
la llama, para lograr la extraccion del pelo con foliculo usando siempre guantes estériles. Las
muestras de pelo extraidas se guardaron en bolsas ziploc debidamente etiquetadas (cédigo de
la muestra y nimero de rebafio) a temperatura ambiente (sin que luz solar incida directamente),
hasta el retorno a Lima. En Lima las muestras fuerén almacenadas a temperatura ambiente y
posteriormente fueron procesadas en el Laboratorio de Biologia Molecular del INIA para

obtener el ADN.
De la coleccion de datos

Se confecciond una tabla de datos (Anexo 1) antes de iniciar el proceso exploratorio. Se tomo
los datos mas relevantes (sexo, raza, edad, arete, localidad, etc.) y se acompafio de un registro

fotografico por cada individuo.
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4.2. Fase de Laboratorio

De la Extraccion de ADN del Foliculo Piloso usando el método modificado fenol -

cloroformo

En el presente trabajo se optd por extraer el ADN de las llamas a partir del foliculo piloso,
mediante el protocolo alcohol - isoamilico, modificado y estandarizado, a partir del protocolo
de extraccion Fenol — Cloroformo (Sambrook et al. 1989), por el Laboratorio de Biologia
Molecular y Gendmica del INIA , por presentar mejor calidad de ADN.
Al iniciar el proceso de extraccion a partir de foliculo piloso, se debe tener los siguientes
equipos: el Thermoblock, centrifuga, el Vortex, micropipetas, Tips (10, 200 y 1000 ul), tubos
Eppendorf (1.5y 2 ml), papel toalla, pinza de punta fina, alcohol y mechero.
A continuacion se detalla paso a paso el protocolo de extraccién de ADN a partir de foliculo
piloso, el cual tiene una duracion de dos dias:
Método alcohol — isoamilico y cloroformo:
DIA1

1. Encender el termo bloque y regular a una temperatura de 55°C.

2. En un tubo de microcentrifuga (2.0 ml) adicionar aproximadamente 40 fibras con foliculo

piloso, cortando a una distancia de 5 a 10 mm, del foliculo.

3. Adicionar 750 ul de T.E. 20:5y 75 ul de SDS, homogenizar usando vortex.

4. Adicionar 20 ul de proteinaza K (20 ng/ul)

5. Adicionar 100 ul de DTT (1M)

6. Incubar a 55 °C x 3 horas

7. Después de las primeras 02 horas de incubacién adicionar 20 ul de DTT y dejar seguir

la incubacion.
8. Retirar los tubos del termobloque y enfriar (10 minutos aproximadamente).
9. Adicionar 500 ul de acetato de potasio 3M, mezclar

10. Refrigerar x 10’ a -20 °C.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

DIA 2:

20.

21.

22.

23.

Centrifugar a 14000 rpm x 10 minutos y recuperar el sobrenadante en un tubo de
microcentrifuga de 1.5 ml.

Centrifugar a 14000 rpm x 3 minutos y repartir el sobrenadante en dos tubos de
microcentrifuga de 2.0 ml que contengan 800 ul de isopropanol helado.

Homogenizar suavemente por inversion para la formacion del pelet de ADN vy refrigerar
x 30" a-20°C.

Centrifugar a 14000 rpm x 5 minutos y eliminar el sobrenadante.

Adicionar 200 ul de TE 20:5, 400 ul de Cloroformo alcohol isoamilico (24:1),
homogenizar con Vortex por 1 minuto.

Centrifugar a 14000 rpm x 10 minutos y recuperar el sobrenadante a otro tubo de
microcentrifuga de 1.5 ml.

Adicionar 400 ul de cloroformo alcohol isoamilico (24:1), Vortex 1.0 min.

Centrifugar x 7’ a 14000 RPM, trasvasar el sobrenadante a otro tubo de microcentrifuga
de 1.5 ml, que sera el tubo definitivo.

Adicionar 800 ul de etanol absoluto, invertir suavemente hasta visualizar el algodon de

ADN vy refrigerar a -20 °C durante 30" o hasta el siguiente dia.

Centrifugar X 5 a 14000rpm a 10 °C y eliminar el sobrenadante por inversion. Cuidando
de no votar el pellet.

Adicionar 200 ul de TE 20:5 y mezclar. Adicionar 8 ul NaCl 5M. Mezclar utilizando
Vortex.

Adicionar 800 ul de etanol absoluto helado, mezclar invirtiendo el tubo suavemente
hasta que se formen los pellets de ADN, dejar a -20°C x 10 minutos.

Centrifugar 5" a 14000rpm a 10 °C, eliminar el sobrenadante.
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24. Adicionar 400 ul de etanol al 70% (helado). Mezclar suavemente. Centrifugar 5 a
14000rpm a 10 °C, eliminar sobrenadante por inversion.

25. Adicionar 400 ul de etanol al 70% (helado). Mezclar suavemente. Centrifugar 5 a
14000rpm a 10 °C, eliminar sobrenadante por inversion.

26. Adicionar 300 ul de etanol al 70% (helado). Mezclar suavemente. Centrifugar 5 a
14000rpm a 10 °C, eliminar sobrenadante por inversion.

27. Adicionar 400 ul de etanol absoluto. Centrifugar 5° a 14000rpm a 10 °C, eliminar el
sobrenadante por inversion.

28. Adicionar 200 pl de etanol absoluto. Centrifugar 5° a 14000rpm a 10 °C, eliminar el
sobrenadante por inversion.

29. Dejar secar a temperatura ambiente por 1h.

30. Resuspender en buffer TE 10:1 (o en Agua libre de nucleasas), de acuerdo al tamafio
del pellet de ADN.

31.Almacenar a -20 °C hasta que se requiera.

De la amplificacion del dominio hipervariable | en la regién D-loop del ADN mitocondrial
Se utilizé para la obtencién de fragmentos deseados la técnica en Cadena de Reaccién de la
Polimerasa (PCR), la cual se basa en la replicaciéon de un(os) segmento(s) especifico(s) de

ADN con el uso de una enzima termo-estable (Mullis 1990).

Para el analisis especifico de la especie, se eligio6 el marcador reportado en articulos
internacionales (tabla 4), que amplifica el dominio hipervariable | de la region D-Loop del DNA
mitocondrial, fue elegido por poseer una alta tasa de mutacion confiriéendole importancia al

tratarse de un estudio en genética de poblaciones.
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Tabla 4. Primers empleados para el analisis

Rango de longitud Primer Forward Primer Reverse Autor
LThr ARTIO H15998
620 pb S5GGTCTTGTAAGC 5 CGCAGTCAAATC Marin 2004

CGA AAA AGGAT AAT TGAAGCTGGS

Se uso6 el protocolo de amplificacion estandarizado por Vallejo y Cerna INIA 2011 (Sin
publicar), para la amplificacion de la region control del dominio hipervariable 1. Las
concentraciones de ADN usadas para una 6ptima amplificacién fueron a 40 ng/ul. Los ciclos de
amplificacién fueron: Desnaturalizacién a 94°C por 45 segundos, hibridacién (annealing) de los
primers a 63°C por 45 segundos, y extensién a 72°C durante 60 segundos, finalmente una
extension final por 60 segundos. El proceso de amplificacion se repitié por 35 ciclos. Para el
control de la amplificacién se utilizé6 3ul de agua destilada en vez del ADN, manteniendo los

demas componentes.

El mix de PCR para cada muestra contenia: 2ul de Buffer Tris EDTA (10mM), 3ul de MgCl,
(100mM), 2ul dNTPs (100mM), 0.75pul LthArtio (forward) (5uM), 0.75ul H15998 (reverse) (5uM),
1lul de ADN a 40ng/ul, 15.3ul de agua ultrapura libre de nucleasas y 0.2ul de Taq HotStar

(Invitrogen), completando una reaccion total de 25ul.
Electroforesis:

Para poder observar el producto amplificado (figura 8) se utilizé camaras de
electroforesis pequefas para aproximadamente 12 muestras y con un tamafio del gel de 12cm
x 12cm. Se preparé geles de agarosa al 2% (agarosa, TBE y bromuro); para saber el tamafio

del amplicon, se coloc6 un Ladder de 100 pb.
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l 451 | 539 | |—a419—]

80 ng/ul 60 ng/ul 40 ng/ul 20 ng/ul 80 ng/ul 60 ng/ul 40 ng/ul 20 ng/ul 20 ng/ul 40 ng/ul H:0  ladder 100pb

Figura 8. Gel de agarosa al 2%. La numeracion 539 corresponde a muestras de ADN de llamas. La
numeracion A419 corresponde a muestra control de ADN de alpacas. El pocillo donde aparece el H>O
corresponde al control negativo. Se observa que al cambiar la concentracion de ADN contenido en las
muestras el tamafio del amplicon varia, de tal forma que se escogio la concentraciéon de 40ng/pl.

Parametros:

e El tiempo de corrida en los geles pequefios y grandes fue de aproximadamente

30 min a 100v.

e La cantidad de muestra que se siembra en cada pozo es de 5ul del producto de
PCR con 3ul de buffer de siembra que contiene xilen cianol, azul de bromo fenol,
sucrosa y formamida. Para la asignacién de los tamafios moleculares se utiliz el
ladder que va de 100pb en 100pb (Invitrogen), cuyo rango es de 100 pb hasta
10000 pb.

Del Secuenciamiento

Cuando se obtuvo las concentraciones apropiadas de ADN (40 ng/ul) se realiz6 la Reaccién en
cadena de la Polimerasa y su posterior evaluacion en geles de 38cm x 48cm (Camaras de
electroforesis Biorad). Estas muestras en las cuales se visualiz6 cantidad optima de

amplificado, fueron elegidas para la secuenciacion respectiva. Se armaron 3 placas con 20ul
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del producto amplificado por PCR para cada muestra, en total se enviaron 288 muestras a

MACROGEN USA (Maryland - USA), donde se realizé la purificacion del amplificado y las

reacciones del secuenciamiento fueron realizadas en un secuenciador automatico ABI 3730xl.

Ambas hebras fueron secuenciadas con los mismos primers de PCR.

4.3. Fase de Analisis Bioinformatico

Las secuencias obtenidas fueron evaluadas y editadas con el software SeqScape v2.5

(Applied Biosystem). Se obtuvo ambas hebras de ADN para cada individuo, una perteneciente

a la hebra molde (F) y otra a la complementaria (R). Se usé la secuencia completa de la

mitocondria (accesion AP003426 del NCBI) de llama como referencia para el ensamblaje de

las hebras complementarias, generandose un contig o secuencia consenso (figura 9).

Project View
Laver 1 ROz pgli|22l?i!3|?ﬁli1lﬁfil|ref|NFmD‘1lﬁ‘l1 2.‘1||i_amaglama:'nitochondrion,co:'npletel = | | | | | =
Summary ATCCCRCCACAACCEGEeGECATTAGTCC TYRRAY RRTE Y TCTAGTACTALAAGAYAATWYYATG
= 3 = o T T T T T T
Tndex 1 11 21 30 a0 50 &0
Feference ATCCCACCACAACCGGCGGCAT -AGTCCTTEAACALRTATTC TAGTACTAAAAGALALATATCATG
Peference-Ald I P P Q P I I - 3 L ) ) I L 7 L K E ) I "
P 1G-341
i ATCCCACCACAACCGGCGGLAT-AGTCC TTGAACC AR TAT TC TAGTACTALALAGALAATATCATG
P 16-342 peniRRRREnnnninn fnnninninnnnnnnninnniiinnnnnnnnannnnnnnintnl
ATCCCACCACAACCGGCGGCATTAGTCCTTGAAL TATTCTAGTACTAALARAAGARRBATAT CATEG
P LG-343 pRRRRRRERRNNn 00 DNRn npnmndinnnninnnnn.oninnnninnnnnnnnnnnninl
ATCCCACCACAACCGGCGGLCAT-AGTCC TTGAACAAT GO TCTAGTAC TALALAAGALAAALTATCATG
b Lo-344 snnlnnnniiddnNONRR N Rennninnnnnninnninnnnnnn s nlRRRRRNNONRNE
ATCCCACCACAACCGGCGGCATTAGTCCTTGAALL TATTCTAGTACTALARAGARRATATCATG
P LG-345 penRRRRRRRNREnnn fnnin spnnnRinnnnnnenlinnnneinninnnnnnnnnninl
ATCCCACCACAACCGGCGGLCAT-AGTCC TTGAAC AARTATTC TAGTACTAALAGAAAALTATCATG
P LG-348 ERRRRRRRRRNND 00 Dnnin sonnnRRRRRRRNNNn pnnnnniinnnnninnnnneinl
ATCCCACCACAACCGGCGGCAT-AGTCCTTCAATAATCTTC TAGTACTAAAAGAAAATATCATG
P LG-347 pnndanan RRRRERD on hn nnnnnnnnnn_nnnnnn sennnnnnnnnnnnnnnnnntnl
ATCCCACCACAACCGGCGGCAT-AGTCCTTCAATAATC TTC TAGTACTAAAAGAAAATATCATG
P Lo-348 pRnRRRRRRRRRRNnn Donnn sppnnnmnnnnninnnennnnnnnnnnnll tRnnnnnn
ATCCCGCCACAACCAGCGACAT-AGTCCTT ATAATACTCTAGTACTAALAGAGAATTTTATG

Figura 9. Secuencias alineadas del dominio hipervariable | de la regién control del ADNmt con la
secuencia de referencia (accesion AP003426 del NCBI). Programa SeqgScape v2.7 of Applied

Boisystems.
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Se analiz6 la taza de transversiones y transiciones nucleotidicas, a fin de evaluar el grado de
saturacion de la secuencia con el software DAMBE v5. La diversidad nucleotidica (1), la
diversidad haplotipica (h), los sitios polimorficos (S), el promedio de diferencia nucleotidica (k),
la Fs de Fu (cuya significancia estadistica fue evaluada por una simulacién de coalescencia
con 10000 permutaciones) y el mismatch distribution fueron estimados usando el software
DnaSP v5 (Librado y Rozas 2009). La distancia genética entre las poblaciones, grupos se
calcularon con el software MEGA v5 (Tamura et al. 2011). Ademas, el set de datos de los 29
haplotipos de llama obtenido en el presente estudio, asi como aquel en donde se consideran a
las secuencias obtenidas en el GenBank (llama, alpaca, vicuiia y guanaco, ver anexo 2) fueron
sometidos al programa JModelTest v.2 (Darriba et al. 2012), para seleccionar el mejor modelo
nucledtido al cual se ajustan los datos. Las relaciones evolutivas fueron evaluadas mediante el
método de Nighbor joining (NJ) para el set de datos de los 29 haplotipos y dos secuencias de
guanaco Yy vicufia, con el programa MEGA v5 (Tamura et al. 2011), usando el modelo de

sustitucidn nucleotidica de Jukes y Cantor (1969) propuesto por el JIModelTest.

Para representar las relaciones entre los haplotipos (H) y sus frecuencias (f) identificadas se
generan arboles no enraizados; este analisis permite observar visualmente patrones
demograéficos, flujo genético y posibles cuellos de botella en las poblaciones, se usé el software
NETWORK v4.6.1.1 (Bandelt et al. 1999). La diferenciacion genética entre poblaciones, grupos
y subgrupos fue determinada por el analisis de varianza molecular (AMOVA), para lo que se
asumié a priori, dado el objetivo de la tesis, los grupos: “Espinar, Canchis, Quispicanchi’,
“Chucuito y El Collao”, “Quimsachata” y “Lampa y Melgar”; se utiliz6 el software ARLEQUIN
v3.5. (Excoffier et al. 2007). El andlisis de coordenadas principales representa las relaciones
genéticas usando las distancias Phipr (Ppr), Obtenida a partir de la Vap (s la varianza entre las

poblaciones) y Vwp (varianza dentro de las poblaciones) (Peakall y Smouse 2012), en un

conjunto de individuos que pertenecen a las Regiones de Puno y Cuzco, se uso el software
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GenAlEx v6.5 (Peakall y Smouse 2012). El Test de Mantel se realizé con el software GenAlEx

v6.5 (Peakall y Smouse 2012).

Finalmente, a fin de conocer los linajes ancestrales presentes en las poblaciones de llamas de
las Regiones de Puno y Cuzco, y sus relaciones evolutivas se evaluaron las secuencias
obtenidas en el presente estudio con el total de secuencias del dominio hipervariable | de la
region control del ADN mitocondrial reportadas hasta la fecha para las cuatro especies de
camélidos sudamericanos, y que se encuentran depositadas en el GenBank (08 Illamas
chilenas, 182 de guanaco, 69 de vicuiia y 11 alpacas (anexo 2) vy los 29 haplotipos
encontrados para las Regiones de Puno y Cuzco. Las secuencias fueron alineadas con
ClustalX (Larkin et al. 2007). El numero de haplotipos fue obtenido con el software DnaSP v5
(Librado y Rozas 2009) y finalmente se construyd la red de haplotipos con el software
NETWORK v4.6.1.1 (Bandelt et al. 1999). Ademas, se obtuvo una filogenia usando el método
de inferencia bayesiana (Larget y Simon 1999) para el set completo de haplotipos Unicos de
guanacos, vicuias, alpacas, llamas y los 29 haplotipos de las regiones Puno y Cuzco,
juntamente con dos secuencias de camellos como grupo externo (GeneBank EF471320.1 y
EF471319.1); el andlisis se evalu6 con el programa Mr. Bayes v3.2 (Huelsenbeck and Ronquist
2001) con los parametros propuestos por el programa JModelTest v.2 (Darriba et al. 2012),
K80 + | +G, evaluando las topologias mediante el algoritmo Metropolis Coupled Monte Carlo
Markov Chain (MCMCMC), y usando 2 cadenas de Markov con 1 millébn de generaciones cada
una, cada generacion representa una hipo6tesis de relaciones filogenéticas entre los
organismos (i.e. arbol filogenético), a cada paso de la cadena el programa evalla la topologia
del arbol construido, por ello no se necesita realizar un analisis de bootstrap. Se eliminaron los
primeros 2500 arboles muestreados (burning), debido a que poseian bajos valores de
probabilidad posterior. El arbol consenso se observé con la aplicacion Fig Tree (Rambaut

2009).
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5. RESULTADOS

5.1. Anélisis y Descripcion de las secuencias

En total se consiguié la amplificacién de 282 secuencias de Lama glama de la Regién Puno y
Cuzco: 39 de Quimsachata (Banco nacional de Germoplasma de camélidos), 61 de Puno Norte
(Provincias de Melgar y Lampa), 139 de Puno Sur (Provincias de El Collao y Chucuito) y 43 de
Cuzco (Provincias de Quispicanchi, Canchis y Espinar). Las secuencias obtenidas del dominio
hipervariable | de la regidon control tienen de 514 a 515 nucleétidos, la composicién nucleotidica
promedio de las 282 secuencias analizadas es 27.7% (T), 26.6% (C), 27.9 %(A) y 17.8%(G).

Ademas, se obtuvo los porcentajes para GC (44.36%) y GT (45.49%).

Se hallé la relacién entre el nimero de transiciones y transversiones comparando las
secuencias obtenidas de a pares, empleando el modelo de sustitucion nucleotidica de Tamura
y Nei (1993) con un bootstrap de 10000, la tasa de sustitucion por sitio bajo el parametro
gamma (5 categorias, pardmetro 0.0500); todas las posiciones con gaps Yy los datos perdidos
fueron eliminados. Se encontré R = 15.52, ademas se realiz6 la gréafica correspondiente (Figura

10).
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Figura 10. Transiciones (S) y transversiones (v) comparadas contra las distancias a pares entre los
29 haplotipos del dominio Hipervariable | de la regiéon control de llamas (Lama glama) de las
Regiones de Puno y Cuzco. El modelo de distancia utilizado fue el de TN93 (Tamura y Nei 1993).
Programa DAMBE v5.
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En el grafico se observd que las transiciones y transversiones no presentan saturacion, por lo
tanto dichas secuencias son Optimas para la construccion de arboles filogenéticos, ademas las

distancias entre pares de secuencias son pequefias.

Las 282 secuencias de Lama glama analizadas en el presente estudio tienen 476 sitios
monomorficos (no informativos), un indel, 38 mutaciones totales, 37 sitios polimorficos, 1
singleton (secuencia con una mutacién Unica dentro de la poblacion) y finalmente 35 sitios

informativos de parsimonia (tabla 5).

Se tienen un indel, una insercién de timina (T) en la posicion 23. Los sitios informativos de
parsimonia se ubican en la posiciones: 6, 32, 35, 36, 55, 69, 73, 85, 126, 192, 218, 243 y 259
producto de transicién A — G; en las posiciones 15, 19, 31, 38 y 340 transicion de G — A; en
las posicioes 30, 34, 39, 60, 67, 219, 230 y 271 la transicion T — C; en las posiciones 61, 70,
212, 284, 339 y 349 la transicion C — T; en las posiciones 59 y 491 la transversién A — T; en

la posicion 231 la transversion A — C.

Ademds, un singleton en la posicion 175 y en la posicion 91 se evidencia la sustitucién
nucleotidicas C «—~+ G « T, que puede deberse a sucesivas transiciones o transversiones, sin

embargo esta secuencia se encuentran homogéneamente distribuida entre las poblaciones.

5.2. Determinacién de Haplotipos Mitocondriales

Los haplotipos (H) son secuencias Unicas que presentan un patron de composicion nucleotidica
similar dentro de una poblacién, y son la evidencia de los linajes maternos ancestrales. Por lo

tanto, es importante conocer su distribucion, frecuencia y evolucion.

En las 282 secuencias del dominio hipervariable | de la region control del ADNmt se
encontraron 29 haplotipos (tabla 5, figura 11). El haplotipo 3 (H_3) es el mas abundante, con

una frecuencia de 40 individuos distribuidos homogéneamente en la poblacién. Los haplotipos
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H_ 11 y H_ 29 presentaron solo una mutacién con respecto al haplotipo mas frecuente, con una
frecuencia de 13 y 1 respectivamente (este ultimo corresponde al singleton). El H_15 present6
23 mutaciones con respecto al haplotipo mas frecuente. Los H_7, H_10y delH_12 al H_29 son
haplotipos con frecuencias de 5 y 1 individuos en el total de las poblaciones analizadas. Los
H 1, H 2, delH 4al H 6 H8 H9yH_11 son los haplotipos méas frecuentes y de amplia

distribucion entre las poblaciones.

Tabla 5. Haplotipos (H) encontrados en las Regiones de Puno y Cuzco de llamas, del dominio
hipervarible | de la regién control del ADN mitocondrial. F = frecuencia del haplotipo en la
poblacién total. En la posicion 23 se aprecia el indel y la posicion 175 es un singleton.

Posicién 123533333 35566666778%9111222222221213353534
Absoluta 930124568959 0179035127911133 4578834429 F
B 52 2890139148091

H_1 AGG - TGATAAGTAATCTACAACATACATTAAATCCGCA 4D
H_2 A - C [ c . G C G 31
H_3 = C . L G 49
H_4 - . . A. . .G 26
H_5 .. . C . LA . .6 . .G . 20
H_b G AA - A .ACGET T G G T G G cC .G . T 21
H_7 .0 L A C .G 3
H_E .. T . CGG A . . .G . 26
H_9 G AA - A .ACGET T .G G T G c .G . T 12
H_10 - . G C 1
H_ 11 - C .. 13
H_12 = C - C GG C 2
H_ 13 T . CGGA G . .G 2
H_l4 . = C c . . C .G .. 5
H_15 G . A-CA CGTCT TGGT T CcCCcC .G . TATT 2
H_ 16 . « = C s C . . GG C .G 3
H_17 . S o .G 1
H_18 P T . S .G . 2
H 19 GAA- . A ACGT T G.G6 . T G G ccC.G. . T 1
H_20 GAA- . AG. ACGT T G G T G G C .G . T 3
H_ 11 R . T .G 1
H_22 .. .= C .. CB6 ... . .G . 2
H_23 GAA- .A. ... ACGT TCG G T . G C .G . T 1
H_14 P T C . G T . .G . 4
H_5 G.A-_.A. ... .ACGT - -T.6.6.T. . TG cc.G6¢cC .. T 1
H_26 GAA- _A. .. _ ACGT .T. G G . T. P cC .G . .. T 5
H_I7 GAA- _A. .. . ACGT T G.G6 . T. G . GC cC .6 . T . T 3
H_28 T e e .G 1
H_29 e 1
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En la figura 11, se indica la distribucion y frecuencia de los 29 haplotipos encontrados en las
siete poblaciones estudiadas. Los haplotipos del H_1 al H_ 5, H_ 8 y H_11 son frecuentes y
ampliamente distribuidos en las cuatro agrupaciones consideradas (Quimsachata, Puno Sur,

Puno Norte y Cuzco).

Distribucion de Haplotipos Mitocondriales (Regién Control HV-1)
de Llamas en la Regiéon Puno-Peru

Haplotipo
= Hap. 1
- Hap.
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m Hap.
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Figura 11. Distribucion de frecuencias haplotipicas del dominio hipervariable | de la region
control del ADNmt de llamas (Lama glama), por provincia muestreada de la Regién Puno,
Cuzco.
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Los haplotipos restringidos a cada grupo se indican a continuaciéon: Cuzco tiene los H 24y

H_25; Puno Norte tiene los H_7, H_26, H_27, H_28 y H_29; y finalmente la Puno Sur tiene a

losH 9,H 10,H 15, H 17, H 18, H 19, H 21, H 22y H 23. La poblaciéon de Puno Sur es la

gue evidencia gran cantidad de haplotipos Unicos.

También se evaluo las frecuencias de cada haplotipo dentro de las tres variedades de llamas

involucradas en el estudio (Figura 12). En este caso solo se evaluaron 268 secuencias, ya que

para las catorce restantes no se tenian registradas sus variedades correspondientes, todas las

muestras excluidas pertenecen a la poblacién de Quimsachata.

100%
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10%
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Frecuencias acumuladas de Haplotipos vs Variedades de llamas

Figura 12. Distribucion de frecuencias haplotipicas del dominio hipervariable | de la regién control
del ADNmt de Lama glama, segun la variedad de llama muestreada de la Regién Puno, Cuzco. El
color azul corresponde a la variedad Ccara, el verde a la variedad Chaku y el rojo a la variedad
Suri.
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Se puede apreciar la existencia de haplotipos restringidos a cada variedad de llama: Ccara

tiene a los H_10, H_14, H_15, H_16, 19, H_21, H_22, H_23, H_26, H_27 y H_29; el Chaku

tiene a H_17, H 24 y H_28; Suri presenta al H_25. Los haplotipos restantes se encuentran

distribuidos en diferentes frecuencias en todas las variedades de llamas.

5.3. Patrones Demogréficos

Para hallar los diferentes indices de diversidad genética se emplearon las 282 secuencias, para

el andlisis de L. glama de las regiones de Puno y Cuzco. El analisis se realiz6 en el software

DnaSP v5. La poblacion total presenta 29 haplotipos, con 37 sitios polimérficos y un singleton;

y ademas, la diversidad haplotipica y la nucleotidica son altas (0.90768 + 0.006 y 0.01472 +

0.00078 respectivamente) (tabla 6). También se realizé el mismatch distribution (figura 13), el

cual es una tabulacion del nimero de diferencias entre pares de secuencias de ADN en la

muestra (Schneider y Excoffier 1999).

o1

0.05%

1

B
B L e N e )

10 ' 20 30
Pairwize Differences

Exp

---c-- Obs

Figura 13. Mismatch Distribution de las 282 secuencias del dominio hipervariable | de la region
control del ADNmt de Lama glama, de las Regiones de Puno y Cuzco. En la horizontal se
muestran las diferencias a pares y en la vertical la frecuencia de aparicion de estas diferencias. La
line continua representa el modelo demogréafico de cuello de botella genético seguido por
crecimiento poblacional y expansién subita, lo cual no corresponde a los datos observados.
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La curva observada (obs) sigue una distribucion bimodal, y es diferente a la curva esperada
(Exp), el modelo demografico de cuello de botella genético seguido por crecimiento poblacional
y expansion subita. Se observan dos picos en la curva observada, el primer pico de 4 a 7 pares
de base de diferencia presentes en mayor frecuencia y el segundo pico de 16 a 19 pares de
base de diferencia presentes en menor frecuencia. Ademas, se utilizé el estadistico Fs de Fu
para obtener soporte para la hipotesis de expansién poblacional, el estadistico Fs = -0.206 (con

el valor p >0.05, valor no significativo).

Tabla 6. Resumen de los diferentes indices de diversidad encontrados en los cuatro grupos de L.
glama analizadas usando el dominio hipervariable | de la region control del ADNmt. N = nimero
poblacional, #Hap = nimero haplotipos diferentes en la poblacion.

Promedio
. . Diversidad Diversidad SB0S  ingion  "Omerioo de
Pobiacidn N #Haplolipos 0\ ivica (5D)  Nucleotidica Pi (5.0)  CIMOMICOS, - iale sites  1crencias
nueleatidicas
(K}
Qumsachala 39 g 083535 £0030 _ 0.01085£000185 24 3
Puno Norte 61 17 092514+0014 0016522000152 28 2
Puno Sur 129 2 089365+ 0013 0.01613 £0.00107 %5 :
Cuzeo 43 10 0.80147 +0.019  0.00876 £ 0.00125 % 3
TOTAL 282 20 090768+ 0006 0.01472 £ 0.00078 37 1 75400

Por otro lado, el andlisis por grupos encontramos (tabla 6): Quimsachata presenta diversidad
haplotipica y nucleotidica (0.83536 + 0.030 y 0.01085 + 0.00186 respectivamente) mas baja
con respecto al resto de grupos, tres singletons y ademas el menor ndmero de sitios
polimorficos. Los grupos de Puno Sur y Cuzco comparten similar diversidad haplotipica (0.89 +
0.013); sin embargo, Puno Sur presenta la mayor cantidad de haplotipos (22) vy sitios
polimérficos (35), ademas, su diversidad nucleotidica (0.01613 + 0.00107) supera a Cuzco
(0.00876 + 0.00125), el cual presenta la menor diversidad nucleotidica de los grupos

estudiados. Sin embargo, Cuzco tiene diez haplotipos, 13 singletons y 26 sitios polimorficos.
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Puno Norte tiene la mayor diversidad haplotipica (0.92514 % 0.014), similar diversidad
nucleotidica con Puno Sur (0.0165+ 0.00152), 28 sitios polimorficos y dos singletons. Es muy
probable que las medidas de diversidad haplotipica asi como la nucleotidica sean similares en

algunos casos debido al tamafio poblacional.

Para consolidar la informacién brindada por los indices de diversidad, se analiz6 la
diferenciacién genética existente entre las poblaciones calculando distancias genéticas con el
software MEGA v5. Los parametros para hallar la distancia fueron: La varianza se estimé
mediante el método de bootstrap con 10000 repeticiones, el modelo de sustitucién nucleotidica
empleado fue Tamura y Nei (1993), la tasa de cambio entre sitios se ajustd a la distribucion
Gamma. Y finalmente con los datos de las distancias se generaron los arboles mediante los

métodos de Neighbor Joining (NJ) y UPGMA.

Los arboles generados por NJ y UPGMA en base a las distancias genéticas, tienen la misma
topologia, pero las relaciones existentes entre las poblaciones no concuerdan con la cercania
geografica de las poblaciones (provincias) analizadas. En general los valores de distancia son
pequefios. El mayor valor encontrado es de 0.02073573, corresponde a la provincia de Lampa
con Chucuito, y el menor es 0.00712464, corresponde a Espinar con Quispicanchi. Se puede
observar dos grupos bien diferenciados (Region Cuzco y Region Puno). La Region Puno, esta
dividida como Puno Norte (Melgar y Lampa), Puno Sur (El Collao y Chucuito) y Quimsachata;
sin embargo, se observa que Melgar y Lampa presentan mayor diferenciacién genética

(0.02018133) siendo colindantes.

Ademas, la diferencia genética entre Quimsachata y Lampa es 0.01919616, aunque la E.E.

Quimsachata se encuentre dentro de la provincia de Lampa (figuras 14 a 17).
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Cuzco Quispicanchi

] Cuzco Espinar Cuzco

Cuzco Canchis

— Quimsachata

Puno Melgar

Puno El Collao

Puno

Puno Chucuito

Puno Lampa

T T T T 1
0.008 0.006 0.004 0.002 0.000

Figura 14. UPGMA usando las distancias genéticas por poblaciones (provincias), dentro de dos regiones,
obtenidas del dominio hipervariable | de la regién control del ADN mitocondrial.

Cuzco Quispicanchi
_!7 cuzco canchis - CUZCO

Cuzco Espinar

Quimsachata

Puno Melgar
Puno El Collao P
Puno Chucuito uno
Puno Lampa
B
0.002

Figura 15. Neighbor Joining usando las distancias genéticas entre provincias, obtenidas del dominio

hipervariable | de la region control del ADN mitocondrial.
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Quimsachata

Cuzco

Puno Sur

Puno Norte

0.002

Figura 16. Neighbor Joining usando las distancias genéticas entre los grupos designados a priori,

obtenidas del dominio hipervariable | de la region control del ADN mitocondrial.

Quimsachata

Cuzco

Puno Norte

Puno Sur

T T T 1
0.006 0.004 0.002 0.000

Figura 17. UPGMA usando las distancias genéticas entre grupos designados a priori, obtenidas

del dominio hipervariable | de la region control del ADN mitocondrial.

En el arbol podemos observar dos clados bien diferenciados y con un soporte de bootstrap de
99 para ambos casos (figura 18). El clado B esta conformado por los haplotipos: H_6, H_9,
H_15, H_19, H_20, H_23, H_27, H_25 y H_26, y haplotipos que en su gran mayoria se
presentan con frecuencias menores a 5 individuos en la poblacion analizada total, a excepcion

delH_ 6y H_9.

53



H 8 Q, Pn, Ps, C
H_13 Ps
H 5Q, Pn, Ps, C

25
63

Guanaco

H 4 Q, Pn, Ps, C
H_18 Ps

H 17 Ps
H_7Q, Pn

H_22 Ps

10 25t H_21Ps Clado A
74 H 2Q, Ps, Pn, C
36 L H_16 Pn, Ps
-—— H_14 Pn, Ps
3641 73_|— H_29 Pn
H_1Q, Pn, Ps, C
69 [ H_11 Pn, Ps, C
56 H_10 Ps

99
H 24 C
E H 3Q, Pn,Ps, C
86 H_12 Ps, C
L— H_28 Pn
58 H_15 Ps
Vicuna
% H 25C
= H o s Clado B
48 H_26 Pn
H_27 Pn
30
H 19 Pn
35 -
25 H 6 Q, Pn, Ps
35 H_20 Pn, Ps

0.005

Figura 18. Arbol filogenético usando Neighbor Joining de los 29 haplotipos pertenecientes al
dominio hipervariable | de la region control de ADNmt de las Regiones Puno y Cuzco. Los
numeros sobre las ramas indican el porcentaje de bootstrap. Se hace referencia a los grupos
estudiados Quimsachata (Q), Pn (Puno Norte), Ps (Puno Sur) y C (Cuzco) y se observan dos
clados bien soportados (Clado A= haplogrupo guanaco y Clado B= haplogrupo vicufia). Estan
incluidas dos secuencias del GenBank JX678590.1 (guanaco) y AY856341.1 (Vicugna) para

mayor detalle.
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Sin embargo el soporte de bootstrap de los nodos internos de este primer Clado no es
significante ya que son menores a 75% boostrap. El Clado A estd conformado por los
haplotipos: H 1,H 2, H 3,H 4,H 5,H 7, H 8, H 10, H 11, H 12, H_ 13, H_14, H_16, H_17,
H 18, H 21, H 22, H 24, H 28 y H_29; en este clado hay haplotipos con frecuencias muy
altas en las poblaciones. Se hace evidente que en un estudio de individuos cercanamente
relacionados, como es el caso, donde se evallan relaciones de secuencias dentro de una
misma especie, la construccion de arboles filogenéticos no es de gran ayuda, se precisa la

construccion de los redes haplotipicas (Bandelt et al. 1999).

5.4. Redes haplotipicas (Networks)

A nivel general, observamos claramente dos clisteres bien diferenciados y separados por 13
mutaciones (figura 19), donde se han generado median vectors (mv2 y mv5) para unir estos
dos clusteres. Ninguno de ellos presenta topologia en estrella indicadora de posibles cuellos de

botella y expansién subita reciente.

Primero, el cluster de la derecha (figura 19) estd compuesto por nueve haplotipos: EI H_6 (f =
21) presente en Quimsachata, Puno Norte y Puno Sur, H_9 (f=12), H_19(f=1)y H_23 (f=1)
estan presentes en Puno Sur, H_26 (f = 25), H_27 (f = 3) distribuido en Puno Norte y el H_20 (f
= 3) esta distribuido en Puno Sur y Puno Norte, son haplotipos cercanamente relacionados,
separados por solo una mutacién en la gran mayoria de los casos; también, el H_15 (f = 2) se
encuentra en Puno Sur y H_25 (f = 1) pertenece a Cuzco. Estos dos ultimos haplotipos
pertenecen a este primer cluster, sin embargo estan separados por 6 mutaciones en el caso
del H_25y en el caso del H_15 por quince pasos mutacionales, muy probablemente represente
un linaje muy antiguo. Ademas se generaron median vectors (mv3 y mv4) para unirlos H_15y

H_25 con el primer cluster.
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Figura 19. Median Joining Network de los 29 haplotipos pertenecientes a las Regiones de Puno y
Cuzco, del dominio hivervariable |1 de la region control del ADNmt. Los colores son las

agrupaciones de acuerdo a la ecorregion. El area de los circulos es proporcional a la frecuencia.

El cluster de la izquierda (figura 19) contiene los 20 haplotipos restantes, estos haplotipos estan
distribuidos en cuatro subgrupos bien diferenciados dentro del claster: ElI primer subgrupo
conformado por el H_3 (f = 49) distribuido en Quimsachata, Puno Norte, Puno Sur y Cuzco; el
H_28 (f = 1) pertenece a Puno Norte; el H_24 (f = 4) pertenece a Cuzco y H_12 (f = 2) esta
distribuido tanto en Puno Sur y Cuzco. El segundo subgrupo tiene a los H_4 (f = 26), H_8 (f =
26) y H_5 (f =20) distribuidos en Quimsachata, Puno Sur, Puno Norte y Cuzco; Los H_18 (f = 2)
y H_13 (f = 2) pertenecen a Puno Norte y el H_7 (f = 3) presente en Quimsachata y Puno Norte.
El tercer subgrupo el H_21 (f =1), H_22 (f =2) y H_17 (f =1) distribuidos solo en Puno Sur, los

H 14 (f = 5) y H_ 16 (f =3) se encuentran en Puno Sur y Norte, y el H_ 2 (f = 31) en

56



Quimsachata, Puno Norte, Puno Sur y Cuzco. Finalmente el cuarto subgrupo con los H_1 (f =
40) y H_11 (f = 13) distribuidos en Quimsachata (excepto H_11), Puno Sur, Puno Norte y

Cuzco; el H_29 (f = 1) presente en Puno Norte y el H_10 (f = 1) pertenece a Puno Sur.

Ahora, en el analisis por variedades (Figura 20), la variedad Chaku tiene a los H_17, H 28 y
H_24 anicos; la variedad Ccara presenta a los H_10, H_14, H_15, H_16, H_19, H_21, H_22,
H 23, H 26, H 27 y el H_29 (nicos; y finalmente la variedad llama Suri tiene al H_25 como
Unico. Los haplotipos restantes estdn compartidos en su gran mayoria por la variedad Chaku y
Ccara, a excepcion de los H 2, H 3, H 4 y H_8 por las tres variedades de llamas evaluadas.
Ademas, coincidentemente este ultimo grupo de haplotipos estan ampliamente distribuidos y se

encuentran con mayor frecuencia en la poblacion analizada.

1 Ccara
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Il Suri

40
20
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Figura 20. Median Joining Network de los 29 haplotipos pertenecientes a las Regiones de Puno y
Cuzco, del dominio hivervariable | de la regién control del ADNmt. Los colores representan las
variedades de llamas estudiadas. El &rea de los circulos es proporcional a la frecuencia.
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5.5. Andlisis de Coordenadas Principales

Las poblaciones de Melgar y El Collao son las mas similares en su composicion genética; la
poblacién de Quimsachata se encuentra en un punto medio entre las poblaciones de Espinar,
Canchis, Melgar y el Collao, aunque geogréficamente pertenece a Lampa. Por el lado de
Cuzco, las poblaciones de Quispicanchi y Canchis son mas similares en cuanto a su
composicion genética y la poblacion de Espinar es completamente diferente. Las poblaciones
de Lampa y Chucuito son diferentes en su composicion genética respecto a las poblaciones de
Cuzco; sin embargo, también son bastante diferentes de Quimsachata, El Collao y Melgar,

aunque se encuentre geograficamente colindante respecto a estas tres ultimas (figura 21).

Si observamos las figuras 14 y 15 nuevamente, veremos que el analisis de coordenadas
principales confirma la distribucion encontrada en los cladogramas construidos a partir de las

distancias genéticas usando los métodos de NJ y UPGMA.

Principal Coordinates (PCoA)

@ Espinar
o 9 Melga
. € Quimsachata ggEfCoIIao ¢ Lampa
S .
S @ Chucuito
@ Canchis
€ Quispicanchi

Coord. 1

Figura 21. Andlisis de Coordenadas Principales. Se evalué usando los parametros estadisticos
de las varianzas (Vap es la varianza entre las poblaciones y Vwp varianza dentro de las
poblaciones), estas varianzas son relacionadas bajo la distancia Phipr (Ppr). Las secuencias
corresponden al dominio hipervariable | de la regién control del ADNmt de las ocho poblaciones

pertenecientes a las Regiones de Puno y Cuzco.
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5.6. Analisis de Varianza Molecular

En el analisis se observd que la variacion se encuentra dentro de las poblaciones y, ademas,
un valor de significancia importante para este indice (p-valor < 0.05) (tabla 7) se obtuvo
asumiendo el agrupamiento: Quimsachata (poblacion E.E. Quimsachata Puno), Puno Sur
(Poblacion El Collao y Chucuito), Puno Norte (Poblacion Melgar y Lampa) y Cuzco (Poblacion

Quispicanchi, Canchis y Espinar).

Tabla 7. AMOVA fue estructurado con cuatro grupos conformados por las poblaciones en paréntesis:
Quimsachata (poblacion E.E. Quimsachata Puno), Puno Sur (Poblacién El Collao y Chucuito), Puno
Norte (Poblacién Melgar y Lampa) y Cuzco (Poblacién Quispicanchi, Canchis y Espinar), usando el
dominio hipervariable | de la regién control del ADN mitocondrial de las poblaciones de las Regiones
de Puno y Cuzco.

AMOVA
Fuente de grados Suma de Componentes Porcentaje
Variacion de libertad cuadrados de varianza de Variacion
Entre
Grupos 3 3.520 -0.00852 0.18
Entre
Poblaciones
Dentro de los
Grupos 5 5.332 0.03088 478
Dentro de las
Poblaciones 273 118.677 0.43471 95.03
Total 281 127.528 0.45708

Indicé de Fijacion

Ogc: 0.04793 (p —valor =0.00128)
Osr: 0.04969 (p —valor =0.00049)
®cr: 0.00185 (p-—valor =0.31275)

El andlisis revela que la estructuracién genética entre los grupos es muy baja (0.18%), y el nivel
de significancia de p es no significativo (p-value >0.05). Asimismo, la variaciébn tampoco se
ubica entre las poblaciones dentro de los grupos estudiados donde se observa un porcentaje

de variacion de 4.78%, el valor de significancia de este estadistico es significativo. Por altimo,
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se aprecia que el mayor porcentaje de variacidon (95.03%) se presenta entre individuos, v el

valor de significancia del estadistico es significativo (p-valor < 0.05).

Por otro lado, se realiz6 un AMOVA adicional para ver si existia estructuracion genética entre
las variedades de las llamas estudiadas (tabla 8). El andlisis muestra que la variacién se
encuentra dentro de los diversas variedades de llamas, con un valor de significancia (p-valor <

0.05). Se asumié el agrupamiento a priori por variedades: Ccara, Chaku y Suri.

Tabla 8. AMOVA fue estructurado con cinco grupos conformados por las variedades de llamas:
Ccara (Puno), Chaku (Puno), Ccara (Cuzco), Chaku (Cuzco) y Suri (Cuzco).

AMOVA
Fuente de Grados Suma de Componentes Porcentaje
Variacion de libertad cuadrados de varianza de Variacion
Entre
Grupos 2 15.787 .000503 1.80
Entre
Poblaciones
Dentro de los
Grupos 9 59.551 0.16258 2.90
Dentro de las
Poblaciones 256 974.613 3.80708 95.29
Total 267 1049.951 3.97469

Indicé de Fijacion

Osc: 0.04096 (p—valor =0.00851)
Gy 0.042117 (p —valor =0.01257)
Ocr: 0.00126 (p —valor =0.32594)

El analisis revela que no hay estructuracién genética entre las variedades (1.3%), y el nivel de
significancia de p es no significativo (p valor > 0.05). Asimismo, la variacion entre las

poblaciones de cada variedad (4.09%) es muy baja y el valor de significancia (p-valor > 0.05).
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Sin embargo, el 95.29% de la variacion se encuentra entre los individuos de cada variedad y el

valor de significancia de este estadistico es significativo (p-valor <0.05).
5.7. Test de Mantel

Mediante el test de Mantel se evidencia que las llamas aqui estudiadas no presentan una
estructuracion geogréfica, es decir, la correlacién entre las distancias genéticas y las distancias
geograficas de los rebafios en las Regiones de Puno y Cuzco, la linea de tendencia presenta

un R? no significante (R? < 0.5) (figura 22).

GGD vs PhiPTP (2)

1.200
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0.000
0.000 100.000 200.000 300.000 400.000 500.000

GGD

Figura 22. Test de Mantel. En el eje X se encuentran las distancias geograficas (GGD) y en el eje Y
las varianzas moleculares (PhiPTP) entre rebafios de las Regiones de Puno y Cuzco. En la figura se
observa la linea de tendencia y el ajunte del R?el cual es no significativo.
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5.8. Andlisis de los haplotipos de llama contra los de guanaco, vicufia y alpaca.

El total de 270 secuencias obtenidas del GenBank correspondiente a guanaco, vicufia, alpaca y
llamas (anexo 2), junto con los 29 haplotipos de llama obtenidos en el presente estudio,
colapsaron en 113 haplotipos. Varios de los haplotipos obtenidos en el presente estudio
resultaron ser idénticos a algunos haplotipos de los otros tres camélidos sudamericanos,

guanaco, vicufia y alpaca (figura 23 y figura 24).

Al comparar las secuencias se encontraron secuencias compartidas con los guanacos y otras
llamas (Haplogrupo Guanaco): Son el H_2 es compartido con otra L. glama de variedad Chaku
del norte de Chile; H_8 corresponde a L. glama de variedad Ccara del norte de Chile y dos L.
g. huanacus; el H_ 1 es compartido con dos L. glama de variedad Chaku; el H_ 13 es
compartido con trece L. guanicoe; el H_5 es compartido con cinco L. guanicoe; el H_28 se
comparte con dos L. g. huanacus; el H_11 se comparte con un L. g. huanacus; el H 4 es
compartido con L. g. cacsilensis. Ademas, existen haplotipos compartidoss con vicufias y
alpacas: El H_6 es compartido con seis L. pacos, seis V. v. vicugna y veinte V. v. mensalis; el
H_27 es compartido con un L. pacos; el H 26 lo comparten tres L. pacos y 3 V. v. mensalis; el
H_15 es compartido con V. v. vicugna; y el H_19 es compartido con dos V. v. mensalis. Sin
embargo tenemos linajes maternos Unicos que no habian sido reportadas en la base de datos
del GenBank con anterioridad; ellos son H 9, H 10, H 12, H 14, H 16, H 17, H_18, H_20,
H 21, H 22, H 23, H 24, H 25 y H_29 hallados en nuestro andlisis poblacional de las

Regiones Puno y Cuzco.
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Figura 23. Red de haplotipos mitocondriales. Se comparan los 29 haplotipos (H_ ) encontrados en
las Regiones Puno y Cuzco, con los haplotipos de Guanacos, Vicufias y Alpacas reportados hasta el
momento en el GenBank. Q = Estacion Experimental Quimsachata. H_3 es el mas frecuente en las
Regiones Puno y Cuzco. L. g. huanacus (L.g.h.), L. g. cacsilensis (L.g.c.) y L. g. guanice (L.g.g.).
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Figura 24. Filogenia construida usando Inferencia Bayesiana, en los nodos se indica la
probabilidad posterior. Se usé la region control del ADN mitocondrial de los 29 haplotipos
encontrados en las Regiones Puno y Cuzco (sefialados con la flecha), y los haplotipos unicos de
guanacos, vicuias, alpacas y llamas reportados hasta el momento en el GenBank a fin de
esclarecer las relaciones evolutivas de las llamas. Gc (L. g. cacsilensis), Gh (L. g. huanacus), Gg
(L. g. guanicoe), Gv (L. g.voglii)), Vm (V. v. mensalis), Vv (V. v. vicugna), Lp (L. pacos)y las
Hy Lg (L. glama). Los nimeros que acompafian a los acrénimos conrresponden al cédigo del
GenBank. El rectangulo naranja encierra al haplogrupo guanaco y el rectdngulo violeta
corresponde al haplogrupo vicufia.
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6. DISCUSION

6.1. Del Analisis Molecular

Para evaluar las diferencias genéticas a nivel poblacional de L. glama, en las Regiones Puno y
Cuzco, originados hace cinco mil afios por procesos complejos de domesticacion, se evalué el
dominio hipervariable | de la regién control del ADN mitocondrial, el cual, ha sido utilizado

exitosamente en estudios genético poblacionales de camélidos.

La composicién nucleotidica en las 282 secuencias fue de 27.7% (T), 26.6% (C), 27.9 %(A) y
17.8%(G), y concuerda con el patrén general del ADN mitocondrial region control de
mamiferos, donde (A+T) > (C+G) (Sbisa et al. 1997); Ademas, valores obtenidos en guanacos

de 27.6% (T), 26.5% (C), 28.0% (A) y 17.9% (G) (Marin et al. 2008), son muy similares.

La proporcion (ratio) promedio de ts/tv encontrado fue R = 15.52, mucho mas alto al reportado
en estudios previos en guanacos R = 2.5 — 7 (Di Rocco et al. 2010). Esto talvez sea
consecuencia del método de sustitucion nucleotidica utilizado, ya que las tasas de
substituciones nucleotidicas de transicion y transversion son muy altas en esta region, y varia
extensamente entre los diferentes sitios del dominio hipervariable I, y las observaciones
sugieren que el segmento 5” presenta un ratio de transicién / transversion mas elevada que el
segmento 3" (Tamura y Nei 1993); sin embargo, en las secuencias analizadas no existe

diferencia estadistica significante.

Di Rocco (et al. 2010) reportaron la existencia de numts, copias nucleares de origen
mitocondrial, en guanacos, cuyo patron de composicion nucleotidica es (C+G) >(A+T) y tasas
de sustitucion ts/tv muy bajas. Este hecho es de especial interés ante un estudio que analiza
diversidad genética y haplotipos mitocondriales, por influenciar directamente en
sobreestimados de la diversidad. Sin embargo, con las caracteristicas antes mencionadas,

gueda descartada en las 282 secuencias analizadas, la presencia de numts.
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Las 282 secuencias alineadas tienen una longitud de 515 nucleétidos, este numero no
concordaba con las secuencias de 514 nucledtidos reportados en el NCBI en los camélidos
sudamericanos. Esto se debié a dos hechos: primero por una insercién de T en la posicidon 23
en el 9.9% de las secuencias (presente en los H_1 y H_2); esta insercién fue descrita en
llamas (hasta el 30% de las llamas analizadas) y guanacos (Marin 2004; Marin et al. 2007a y
Barreta et al. 2012). Segundo, debido a una delecién en la posicion 329, y se debe a que el
alineamiento se realiz6 con la secuencia completa del ADN mitocondrial de llama, accesién
AP003426.1 del NCBI; sin embargo, esta delecion no ha sido registrada en ninguna otra

secuencia de camélido sudamericano analizado hasta la fecha.

En las 282 secuencias analizadas se encontr6 38 mutaciones, 37 sitios polimérficos (con 35
son sitios informativos de parsimonia) y 1 singleton. En secuencias de llamas Bolivianas (109
individuos) se encontraron 30 sitios polimorficos y 3 singletons (Barreta et al. 2012). En
secuencias de guanacos (176 individuos) fueron encontrados 38 sitios polimorficos, de los
cuales solo 8 son sitios informativos de parsimonia, y en vicufias (261 individuos) un total de 28

sitios polimérficos (Marin et al. 2007b; Marin et al. 2008).

Por lo tanto, las secuencias obtenidas de llamas de las Regiones Puno y Cuzco, con respecto a
las poblaciones de llamas Bolivianas, tienen mayor variacion nucleotidica. Por otro lado, el
polimorfismo en la posicion 23 fue propuesto como evidencia clara de mas de un centro de
domesticacion en llamas, y es reportado para el norte de Chile (Marin et al. 2007a, Marin et al.
2013), en tal sentido las Regiones Puno y Cuzco podrian haber sido otro potencial escenario de
tan importante hecho de domesticacion, generado aun por las tribus colectoras y cazadoras

distribuidas por el area.

Ademas, el grupo Puno Sur tiene 35 sitios polimérficos, Puno Norte 28 sitios polimorficos,

Cuzco 26 sitios polimorficos y finalmente Quimsachata 24 sitios polimérficos. Esto nos hace
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evidente la gran variacién nucleotidica contenida dentro de cada grupo, sin embargo Puno Sur

alberga mayor variacion.

6.2. Del namero de Haplotipos Mitocondriales

En Pert se han descrito 20 haplotipos para alpacas en poblaciones de Puno, Arequipa y
Cuzco (Melo et al. 2012), sin embargo, estos datos no han sido publicados a detalle. En el
primer estudio genético poblacional de llamas se encontraron 33 haplotipos para poblaciones
Bolivianas (Barreta et al. 2012), pero no se detalla el hallazgo de haplotipos nuevos. En
estudios relacionados donde se evalué el mismo segmento mitocondrial se han reportado: 77
haplotipos para revelar las relaciones filogenéticas entre las especies de camélidos, dentro de
ellos 6 haplotipos pertenecieron a llamas (Marin et al. 2007b); se describieron 38 haplotipos en
guanacos para estudios filogeogréficos, que abarcaron toda la distribucién de la especie (Marin
et al. 2008 y Marin et al. 2013); en vicuias se reportan tres haplotipos en poblaciones
bolivianas y 34 haplotipos en poblaciones de Chile, Argentina y Per( (Barreta et al. 2012 y
Marin et al. 2007a); y finalmente, se reportaron 2 haplotipos ancestrales pertenecientes a

vicufias del Pleistoceno encontrados al sureste de Chile (Weinstock et al. 2009).

En las 282 secuencias analizadas del dominio hipervariable | de la regién control del ADNmt
para L. glama, se encontraron 29 haplotipos. Por lo tanto los 29 haplotipos encontrados dan
sefales de la alta diversidad, y la importancia de plantear planes de manejo y conservacion en

las Regiones de Puno y Cuzco.

Ademas, respecto a la gran cantidad de haplotipos encontrados en Puno (# Hap = 19),
creemos que Quimsachata (# H = 8) debe jugar un rol mas protagonico si es que se intenta
conservar la mayor variacion genética dentro de la E.E. Quimsachata. Y ademas, seria de gran

utilidad movilizar animales representativos de otras regiones como es el caso de Cuzco.
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6.3. Delos Patrones Demograficos

En las 282 secuencias del dominio hipervariable 1 del ADN mitocondrial (poblaciéon total),
comparamos sus indices de diversidad entre los estudios reportados hasta la fecha en las
cuatro especies de camélidos sudamericanos (tabla 9). Primero: es evidente que la poblacion
analizada es representativa para la Zona Sur del Peru debido al gran niumero de individuos
analizados, ademas Puno tiene la mayor cantidad de llamas. Segundo: la cantidad de
haplotipos encontrados es alta. Tercero: los indices de diversidad nos indican que es una
poblacién estable. Cuarto: si comparamos la poblacién Pera (Puno y Cuzco) con la poblacion
Bolivia, en ambos casos se estudiaron L. glama, observamos en la poblacién Boliviana menor
namero de animales muestreados, y tiene mas haplotipos encontrados, mayor diversidad
haplotipica y nucleotidica respecto a la poblaciébn Peruana donde se ha analizado més del
doble de animales. Esto probablemente se debe a que la presién ejercida en los rebafios de
llamas, ocurrida en Peru durante la colonizacién espafiola y los siguientes afios, ha causado
una pérdida significativa en el nimero de poblaciones y consecuentemente en la diversidad
genética de la especie (Kadwell et al. 2001; Mengoni y Guillermo 2008). Ademas, Bolivia tiene
el mayor niumero de llamas en Sudamérica y estan sometidas a fuertes procesos de seleccion
artificial; y en el Peru las poblaciones de llamas han sufrido y sufren continuos procesos de
extincion, por el reemplazo de poblaciones de alpacas, las cuales son productivamente mas

rentables por la produccién de fibra.

Si comparamos las 282 secuencias de llamas con las poblaciones de guanacos, su ancestro
mas probable, encontramos que los guanacos presentan mayor niumero de haplotipos, pero
sus indices de diversidad nucleotidica son mucho menores al de las llamas; este patron es muy
comun entre especies domésticas y sus ancestros silvestres, cuando se analizan especies
sometidas bajo seleccion artificial (Bruford et al. 2003; Van Asch et al. 2011). Ademas,

sabemos que el 40% de llamas y el 80% de alpacas son hibridos resultados del cruce de las
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cuatro especies de camélidos sudamericanos (Wheeler 2012), muy probablemente debido al

mismo proceso de domesticacion o a los procesos de erosion genética que viene atravesando

la especie producto de la hibridizacion y mal manejo (ver tabla 2). Por lo tanto,

los analisis

sugieren que estamos frente a un importante acervo genético para Sudamérica y para el Peru.

Los datos demogréficos sugieren que la poblacidon analizada, permaneci6 estable en el tiempo

por largos periodos, muy posiblemente debido al tipo de manejo no direccionado que

emplean los campesinos y pequefios productores, ya que no existe un fenotipo claro para la

seleccibn, en algunos casos buscan seleccionar animales con gran resistencia y fortaleza.

Tabla 9. Se han recopilado los datos de numero poblacional (N), nimero de haplotipos (# Hap),

diversidad haplotipica (h),

diversidad nucleotidica (m),

sitios polimérficos (s) de estudios

poblacionales que han usado el dominio hipervariable | de la regién control del ADN mitocondrial
para las diferentes especies de camélidos sudamericanos. * Distribucion Per, Bolivia y norte de
Chile. ** Distribucion Chile Sur, Argentina. — Falta de datos.

Paoblacian N # Hap h T 5 Autor Especie
Per .
282 29 0.908 0.0147 37 Presente estudio Lama glama
{Puno y Cuzco)

Bolivia 109 33 0.938 0.0117 30 Barreta et al. 2012 Lama glama
Perty Chile 30 6 - - - Marin et al . 2007a Lama glama
Peri, Chile, . )

Argentina, Bolivia 176 38 0.89 0.0063 38 Marin et al . 2008 L. guanicoe spp .
MNoroeste* 17 0.87 0.0079 . .
sureste™ 306 20 023 0.0008 39 Marin et al. 2013 L. guanicoe spp .
Puno, Arequipa, 20 0944 00296 ) Melo et al. 2012 Vicugna pacos
Cuzco
Ch"e’lfgﬁ]em'”a 261 34 07663 00199 28 Marin et al_ 2007b V. vicugna spp.
Bolivia 35 3 0.211 0.0025 19 Barreta ef al . 2012 Vicugna v. mensalis

Este hecho se hace mucho mas claro en el mismatch distribution,

donde observamos una

distribucion bimodal de las diferencias de a pares con respecto a su frecuencia, los picos entre
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15 — 20 pares de secuencia, representan a las mutaciones mas ancestrales y un grupo de
secuencias muy reciente con diferencias muy pequefias pero presentes en mayor frecuencia,
en general aquellas poblaciones con una distribucion gaussiana de las diferencias por parejas
del mtDNA han experimentado un periodo de crecimiento demogréfico rapido a partir de una o
unas pocas variantes. Por el contrario, una distribucién asimétrica de las diferencias por parejas
es indicadora de una poblacién con una historia demogréafica estable (Rogers y Harpending
1992). Por otro lado, los valores obtenidos de la Fs de Fu son negativos y sin significancia
estadistica, pero igual estos valores negativos en la mayoria de los casos implican expansiéon

poblacional (Fu 1997).

La mayor diversidad nucleotidica, la mayor cantidad de sitios polimérficos, y la mayor cantidad
de diferencias a pares indican una poblacion méas estable (Frankham et al. 2002). Entonces, en
los grupos tenemos: Puno Sur tiene la mayor cantidad de haplotipos (# H = 22), pero su
diversidad haplotipica y nucleotidica no es la mayor. Por el contrario, Puno Norte presenta los
indices de diversidad haplotipica y nucleotidica mas altos, pero el nimero de haplotipos
presentes en la poblaciéon no es el mayor (# H = 17). Esta diferencia notable probablemente
se debe al tamafio poblacional muestreado para cada poblacion N= 139 y N= 61 (Puno Sur y
Puno Norte respectivamente). Adicionalmente, Puno Sur es una zona andina donde la calidad
de los pastos va de regular a mala (Bravo y Huanca 2012), y las comunidades de pastores de
llamas presentes en esta zona son de muy bajos recursos, no practican en ningin caso
mejoramiento o0 seleccidn alguna y adquieren sus animales del Norte de Puno. En Puno Norte
encontramos mejor calidad de pastos, y la presencia de bofedales; ademas, en estas zonas se
practica seleccion de reproductores, pero en gran mayoria se crian alpacas, no llamas. Cuzco
presenta la diversidad nucleotidica mas baja (0.00876), pero su diversidad haplotipica es
considerable (0.89147). Sin embargo, la poblacion de la E.E. Quimsachata es la que presenta

la diversidad haplotipica mas baja (0.83536) de los cuatro grupos asignados y su diversidad
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nucleotidica es bastante baja (0.01085), aun encontrdndose entre dos zonas donde la

diversidad haplotipica y nucleotidica son bastante altas.

Las distancias genéticas obtenidas entre las poblaciones son pequefias, y esta medida es la
diferenciaciéon genética entre las poblaciones (Nei 1987). Sin embargo, observamos a las
regiones de Cuzco y Puno bien diferenciadas una de la otra; las poblaciones de Cuzco
presentan poca diferenciacion genética entre ellas, y presentan poca diferencia genética con la
poblacion de la E.E. Quimsachata, la cual esta ubicada en Puno y geogréficamente se ubica en
Lampa. Por otro lado, las poblaciones de Puno no presentan diferenciacion genética
concordante con su cercania geografica. Melgar y El Collao tienen menor diferenciacion
genética; sin embargo, Lampa tiene mayor diferenciacion genética a Melgar, aunque
geograficamente sea colindante. Esto muy probablemente sea por la mayor cantidad de
alpacas que tienen los campesinos de Lampa, ademas predomina la crianza de vacunos y los
pocos rebafios de llamas son de nimero reducido; asimismo, la adquisicién de animales por los
campesinos debe ser aleatoria en la gran mayoria de los casos, ya que en las llamas no se
tiene muy claro el fenotipo ideal para su crianza. Esto estaria ocasionando que los

campesinos adquieran animales de diferentes productores y diferentes localidades.

Por otro lado, Chucuito presenta poca diferenciacion genética respecto al Collao, su
diferenciacién genética es mucho mayor con Melgar y extrafiamente presenta el menor valor al
compararse con Lampa (figura 14 y 15). Se podria explicar de la siguiente manera, ya que en
Chucuito existe pobreza elevada, los rebafios de llamas son de nimeros pequefios (entre 10 y
20 animales), existe poco intercambio de animales y sus rebafios en la gran mayoria de casos
son de animales viejos, criados en su mayoria por ser herencia familiar del poblador Punefio.
Esta misma tendencia se observa en los grupos que asumimos a priori (figura 16 y 17), pero

con la diferencia del NJ, donde Puno Norte es mas distante genéticamente al resto de los
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grupos, y usando el método de UPGMA, Puno Sur es el que tiene mayor distancia genética.

Esto se puede deber a la ambigledad que dan sus distancias genéticas muy similares.

Las distancias genéticas esquematizan poblaciones con poca diferencia genética; sin embargo,
se evidencia el gran intercambio de animales que ocurrid, en algin momento de la historia, y
los efectos posteriores de diferenciacion poblacional que estan surgiendo de manera paulatina
en cada rebafio, producto del aislamiento y ausencia de un verdadero plan de manejo para esta

especie.

Por altimo, en el arbol filogenético construido usando Neighbor Joining con el modelo de JC69,
para los 29 haplotipos junto con las secuencias de guanaco y vicufia, evidenciamos dos clados
bien diferenciados y estan soportados por un bootstrap de 99 porciento. Estos dos clados estan
asociados a los guancos (clado A) y las vicufias (clado B). Sin embargo, las distancias entre

los haplotipos entre los clados es pequefia lo que resulta en bootstrap débil.

6.4. De las Redes Haplotipicas

En la presente discusidbn asumimos a priori, para discutir las evidencias de las relaciones y
distribucion de los haplotipos por tratarse de especies domésticas: primero, no existen barreras
geograficas que limiten la distribucién de los haplotipos; segundo, todos los haplotipos tienen la
misma probabilidad de permanecer en la poblacién a través del tiempo, ya que no existe un tipo
de llama ideal a nivel productivo; tercero, las hembras son movilizadas con baja frecuencia. Y,
adicionalmente, los cluster hallados en la red haplotipica estdn formados por los mismos
haplotipos que forman los clados identificados por el arbol filogenético hallado por el método de

Neighbor Joining, por lo tanto se explicara usando el término clado A y clado B (figura 18 y 19).

En el clado A encontramos los haplotipos H_2, H_3, H_1, H_11, H_4, H 5y H_8, los cuales
estan ampliamente distribuidos y son los mas frecuentes en los cuatro grupos propuestos
(Quimsachata, Puno sur, Puno norte y Cuzco). Resulta interesante que todos ellos estan
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presentes en la E.E. Quimsachata, banco de germoplasma que ha sido creado hace 25 afios y
no se ha renovado el ndcleo fundador de esta poblacién desde su creacion (Huanca et al.
2007). Por lo tanto, estos haplotipos mas frecuentes son muy comunes y han permanecido bien

conservados a lo largo del tiempo en las poblaciones de llamas de las Regiones Puno y Cuzco.

LosH_7,H_14y H_16 son unicos de la Region Puno; el H_7 se origin6 muy probablemente del
H_4 por una mutacion en la posicion 7, muy probablemente su origen sea reciente; el H_16 se
ha originado del H_2, cuyo origen también es reciente. Por otro lado, el H_14, originé al H_2
presumiblemente un haplotipo mas antiguo y éste a su vez origin6 al H_16, en consecuencia el
H 14, H 2 y H 16 pertenecen a un mismo linaje materno; sin embargo, las frecuencias de los
tres haplotipos descritos es baja y estan presentes tanto en Puno Norte como en Puno Sur, a
excepcion del H_7 presente en Puno Norte. Los H_10, H_13, H_17, H_18, H_ 21 y H_22 son
Gnicos de Puno Sur, y son originados de diferentes linajes, a acepcién de los H 22 y H_17 que
se han originado del H_21 y representan a otro linaje, el cual también origino al H_14. Este
linaje materno tuvo origen muy probablemente al Sur de Puno, en las poblaciones del Collao en
la frontera con la regién de Tacna. El H_28 y H_29 son unicos de Puno Norte, pero el H_28 es
mediante el cual se unen ambos clados, es el haplotipo del cual se deriva el resto de haplotipos

gue encontramos en el clado A; el H_24 es Unico de Cuzco originado del H_28.

Un caso especial del Clado A es la existencia del H_12 distribuido en Cuzco y Puno Sur y de
muy baja frecuencia, ademas es derivado del H_3 ampliamente distribuido y muy frecuente.
Por lo tanto, existen tres posibilidades para esta distribucion: la primera es que pudo originarse
independientemente en cada zona por evolucién paralela; la segunda podria tratarse de un
haplotipo de amplia distribucion que ha sido eliminado casi completamente por los campesinos
y productores de Puno Norte; y finalmente podria ser el resultado del movimiento propio que

sufren las especies domésticas. Esta Ultima explicacion seria la hipétesis mas aceptada dentro
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de esta especie doméstica, ya que el comercio de animales en la gran mayoria de los casos

ocurre de Norte a Sur.

En el clado B, en su gran mayoria se encuentran haplotipos de baja frecuencia y distribucion
restringida como ya se ha mencionado con anterioridad. Las relaciones de parentesco entre los
haplotipos son concordantes, ya que el H_6 como antes mencionamos, es el mas ancestral por
ser el de mayor frecuencia y estar ampliamente distribuido, ademas también forma parte de la
E.E. Quimsachata. El H_25 se encuentra estrechamente relacionado a este clado, pero con
presencia en Cuzco; es evidente que las relaciones son producto de la formacion de dos
median vectors, probables haplotipos extintos 0 no encontrados en nuestra muestra, de tal
manera que su formacién es muy dificil de interpretar. Y ain mas dificil de interpretar es el

origen del H_15 distribuido en Puno Sur, para ser mas exactos en la poblacion del Collao.

Adicionalmente, se pretendié evaluar la distribucion de los haplotipos por variedades de llamas
(figura 20). Y se encontr6 que en su mayoria los haplotipos mas frecuentes y ampliamente
distribuidos estan presentes en las tres variedades de llamas sin importar el clado al que

pertenecen.

Es evidente, que ningln clado presenta topologia en estrella indicadora de posibles cuellos de
botella y expansion subita reciente, por lo que probablemente la poblacion ha permanecido
largos periodos con un tamafo poblacional relativamente grande, sin que la diversidad genética
se vea afectada por procesos estocasticos, y ademas el flujo genético artificial producto del
intercambio de animales por comercio e intercambio de reproductores es la principal causante
de esta estructura. Todo lo encontrado es concordante con los datos demograficos, que nos
indican poblaciones estables, principalmente las pertenecientes a la regiéon Puno. Sin embargo,

en el Banco de Germoplasma Quimsachata encontramos que se han logrado conservar los
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haplotipos mas importantes, ya que se encuentran ampliamente distribuidos y de frecuencias

elevadas en las poblaciones.

6.5. Del Analisis de Estructura Poblacional

El analisis de varianza molecular nos dice que la variacion genética de los grupos propuestos
se encuentra en un 95.03% dentro de cada poblacién, con un &st: 0.04969 muy bajo, con el
valor p significante; en otras palabras, no existe estructuracion geogréfica en las poblaciones
analizadas, y la diversidad se encuentra homogéneamente distribuida entre las poblaciones.
Para tener un mejor panorama sobre las distancias genéticas analizadas, se realiz6 el analisis
de coordenadas principales, usando las distancias de las varianzas moleculares entre
poblaciones. Encontramos que se repite lo antes descrito segin los datos demograficos.
Melgar y El Collao son genéticamente mas similares, aunque geograficamente no tengan
contacto y ecolégicamente sean muy diferentes; Chucuito y Lampa son dos poblaciones
independientes no muy relacionadas por sus distancias genéticas ni geograficas; las
poblaciones de Cuzco son muy diferentes a las de Puno. Y finalmente Quimsachata esta
formando un acervo genético ubicado en el centro de las poblaciones de Puno y Cuzco (figura
14, 15 y 21). Para reforzar lo antes mencionado, nos sirve el test de Mantel (figura 22), donde
se encontrd6 que la composicion genética de cada poblacion no guarda relacion con su
proximidad geogréfica.

Finalmente, el AMOVA agrupado por variedades de llamas (tabla 8), nos dice que no existe
estructuracion por variedades de llamas y la variaciébn genética se encuentra en un 95.29%
dentro de las poblaciones, con un ®s1: 0.04706 muy bajo, y el valor de p significativo. En otras
palabras, que las variedades de llamas son producto de cruces aleatorios y no existe
estructuracion genética. Deducimos que las poblaciones de Puno y Cuzco presentan
composicion genética parecida.
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6.6. Del andlisis de los haplotipos de llama contra los de guanaco, vicufia y alpaca.

La construccién de la red haplotipica y del arbol filogenético usando secuencias de las cuatro
especies existentes de camélidos reportadas hasta la fecha en el Centro Internacional de
Biotecnologia e Informética (NCBI) y los 29 haplotipos encontrados en el presente estudio,
revel6 la presencia de linajes maternos correspondientes al Haplogrupo Guanaco y al

Haplogrupo Vicufa (Stanley et al. 1994) en las llamas de Puno y Cuzco.

Dentro del haplogrupo guanaco, encontramos distribuidos veinte haplotipos de llamas de las
Regiones Puno y Cuzco, estos haplotipos no conservan el mismo patrén de topologia en
estrella observado en el haplogrupo guanaco, ya descrito por Marin et al. (2013). La topologia
en estrella es la firma de un modelo demografico histérico: cuello de botella genético seguido
por crecimiento y expansion subita (Bandelt et al. 1995; Bandelt et al. 1999; Marin et al. 2008).
Entonces la poblacién ancestral de guancos ha pasado cambios climaticos drasticos que
disminuyeron su numero efectivo de poblacién y consecuentemente su diversidad genética
(Gonzalez et al. 2006 y Marin et al. 2013). El mismo patron de topologia en estrella es

observado en los haplotipos vicuiias (Wheeler et al. 2006 y Barreta et al. 2012) (figura 23).

En relacion a las subespecies de guanaco descritas por sus caracteristicas morfolégicas
externas (Gonzalez et al. 2006), L. g. cacsilensis es la subespecie predominante en las Punas
Peruanas. La subespecie L. g. guanicoe se distribuye al sur de Chile y Argentina. Las otras
dos subespecies, L. g. huanacus se encuentra principalmente en Chile y ha sido reportada
también para Puno, y L. g. volglii, se encuentran en el norte de Argentina y sur de Bolivia. Sin
embargo, molecularmente todas ellas excepto L. g. cacsilensis son una unidad genética (Marin
et al. 2013). Entonces, como consecuencia, nuestros resultados estarian mostrando parte la
historia ancestral de los guancos ya que en su acervo se encuentran haplotipos de tres de las

subespecies, faltando la entidad que encuentra al norte de Argentina, L. g. volglii. Un caso
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similar fue observado para las llamas bolivianas las que fueron encontradas emparentadas con

L. g. cacsilensis, L. g. huanacusy L.g. volglii (Barreta et al. 2012).

Con este andlisis de haplotipos combinados podemos entender mejor lo arrojado por el
mismatch distribution de los haplotipos de llama obtenidos en el presente estudio que daba a
entender que provendria de una poblacién ancestral de tamafio estable. Mas bien, seria el
resultado del origen mixto de la llama, donde encontramos haplotipos que provienen de
diversas subespecies del guanaco y vicufia (figura 23 y 24), diferenciadas con apenas una o
dos mutaciones en los guancos, asi como los que proceden de vicufia, pero entre estos grupos

guanco y vicuiia hay distancias mayores (11 mutaciones).

Por lo tanto, este hecho nos permite evidenciar de que el proceso de domesticacion de las
llamas no fue un evento local ni Unico que ha ocurri6 en algun lugar privilegiado de
Sudamérica, es mas un evento muy dinamico, el cual suponemos que adn esta en marcha. En
tal sentido, existen importantes acervos genéticos que dieron origen a la aparicion de las llamas
en las regiones de Puno y Cuzco. Ello debe ser tomado en cuenta para la incorporacion de

nuevos planes de manejo en esta importante especie de la Puna Peruana.

Entre las localidades trabajadas se encuentra el area de conservacion in situ Quimsachata,
creada hace 25 afios, que viene conservando la misma proporcion de haplotipos que
encontramos en las poblaciones naturales de llamas, es decir principalmente los haplotipos del
tipo guanaco y en menor cantidad los del tipo vicufia. Sin embargo, no es claro el origen del
H_3 (tabla 5y figura 23), que es el haplotipo mas frecuente y ampliamente distribuido en las
llamas (este estudio); pudo haber surgido producto de la seleccion artificial en algdn momento
del proceso de domesticacién, por presentar caracteres adaptativos muy importantes para la

crianza de las llamas o ser la herencia de un linaje ya extinto.
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No hay que olvidar a los H 9, H 10, H 12, H 14, H 16, H_17, H 18, H 20, H_ 21, H_22,
H_23, H_24, H_25y H_29 que son menos frecuentes y de distribucion restringida, son linajes

haplotipicos nuevos en su mayoria son derivados de los haplotipos guanaco para las llamas.
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7. CONCLUSIONES

La diversidad genética y haplotipica de las poblaciones de llamas de las regiones de

Puno y Cuzco es alta.

Los linajes maternos que encontramos en las regiones Puno y Cuzco son linajes
maternos provenientes de guanacos y vicufias que son la evidencia del proceso de
domesticacion que dio origen a las llamas. Ademas encontramos catorce nuevos linajes
maternos para las llamas en estas regiones, los cuales se encuentran presentes en

menor frecuencia en las poblaciones.

Los linajes maternos que estan siendo conservados de manera in situ en la Estacion
Experimental de Quimsachata son linajes provenientes de guanacos y vicufias que se
encuentran ampliamente distribuidos y son muy frecuentes en las poblaciones de llamas

de las regiones de Puno y Cuzco.

La conservacion y los planes de manejo en las regiones de Puno y Cuzco debe ser
orientada de forma exclusiva para esta zona que alberga alta diversidad genética y
haplotipica con linajes maternos de importancia biolégica ya que en ellos se evidencian

los procesos histéricos que han dado forma a estas poblaciones.

Ademas, se evidencia una fuerte hibridizacion entre las tres variedades de llamas

estudiadas en todas las poblaciones de las regiones de Puno y Cuzco.
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8. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar estudios del cromosoma Y, a fin de ampliar y entender mejor la

informacion obtenida del ADN mitocondrial.

Son necesarios los muestreos en otros departamentos del Perd, y aplicar herramientas
moleculares similares para poder conocer el acervo genético y valorar mejor la produccion

de llamas en Peru.

Es recomendable usar otros marcadores moleculares como es el caso de microsatélites, ya
gue a partir del ADN mitocondrial solo conocemos una parte de la historia, los linajes

maternos.

En Quimsachata se viene conservando haplotipos que representan la mayor diversidad de
las llamas de la Regién Puno y Cuzco. No obstante, se recomienda introducir a la estacién

los nuevos linajes encontrados en el presente estudio.

Es necesario implementar registros genealdgicos orientados la seleccion de animales de
gran rendimiento, de tal manera que pueda ser complementario usar marcadores
moleculares involucrados con la produccion de fibra, de carne, de leche para poder realizar

verdadera seleccion artificial orientada a la produccion.
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10. ANEXOS

Anexo 1. Ficha de colecta de campo.

FICHA DE COLECTA DE LLAMAS (Lama glama)
Responsables: Adriana Vallejo T. y Orson Mestanza M. Fecha: /[ /
Departamento: PUNO

|.- DEL ANIMAL Color: | | Raza: [

Cédigo muestra: | | Sexo (Macho) (Hembra)

Arete: | | Clase: (Cria) (Tuis)  (Capo) (Padre) (Madre)

Fecha de Nac.: | | Observaciones: (Estado fisiolégico, denominacién comun, etc.)
Edad: |:| afios

Peso: |:|kg.

Defectos: |

IIl.- DEL PROPIETARIO

Nombre:

Localidad/Anexo/Comunidad:

Distrito:

Provincia:

Altitud: | |msnm Longitud: |:| Latitud: |:|

l1l. — CARACTERISTICAS DE FIBRA Y VELLON
Color de fibra: | | Suavidad: (Aspera) (Aterciopelada) (Suave)

Tipo de Mecha: (Piramidal) (Rectangular) (Trapezoidal)
Longitud de mecha: | hn. Brillo: (Brillante) (Mate)
Capa uniforme: (Blanca) (Negra) (Café) (Gris) (LF)

Capa compuesta: |

Registro Fotografico: | | codigo
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Anexo 2. Secuencias de haplotipos reportados en el GenBank hasta el 2013 de guanacos,

vicufias, alpacas y llamas. Fueron usadas en la construccion de los networks y los

haplotipos Unicos para el arbol de inferencia bayesiana.

Especie GenBank Referencia
Lama glama AY856136.1 - AY856144.1 Marin et al. 2004*
Lama pacos AY856145.1 - AY856156.1 Marin et al. 2004*
Lama guanicoe guanicoe AY535217.1 - AY535248.1 Marin et al. 2008
Lama guanicoe guanicoe AY856223.1 - AY856269.1 Marin et al. 2008
Lama guanicoe guanicoe AY856212.1 - AY856216.1 Marin et al. 2008
Lama guanicoe huanacus AY535185.1 - AY535216.1 Marin et al. 2008
Lama guanicoe huanacus AY856217.1 - AY856222.1 Marin et al. 2008
Lama guanicoe huanacus AY856181.1 - AY856211.1 Marin et al. 2008
Lama guanicoe voglii AY535181.1 - AY535184.1 Marin et al. 2008
Lama guanicoe voglii AY856173.1 - AY856180.1 Marin et al. 2008
Lama guanicoe cacsilensis AY535173.1 - AY535180.1 Marin et al. 2008
Lama guanicoe cacsilensis AY856157.1 - AY856172.1 Marin et al. 2008
Vicugna vicugna vicugna AY856339.1 - AYB856341.1 Marin et al. 2004*
Vicugna vicugna vicugna AY856304.1 - AY856323.1 Marin et al. 2004*
Vicugna vicugna mensalis AY856324.1 - AY856338.1 Marin et al. 2004*
Vicugna vicugna mensalis AY856270.1 - AY856303.1 Marin et al. 2004*

*En el GenBank corresponde a un articulo atn no publicado del 2004, pero el articulo donde se
hace referencia estas secuencias es Marin et al. (2006).
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