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Evaluacion de la hibridacion entre llamas y alpacas en poblaciones bolivianas con

el uso de marcadores del cromosoma “Y” y ADN mitocondrial

Resumen
La crianza de llamas y alpacas es una actividad econémica importante en el altiplano
boliviano. En varias regiones, existe crianza mixta con la presencia de rebafios de ambas
especies, donde los cruces interespecificos podrian afectar la produccion de fibra y
carne. Diversos estudios genéticos han demostrado la introgresion en las poblaciones y
genomas de alpacas, lo que ha hecho confusas las relaciones filogenéticas entre
camélidos sudamericanos domésticos, asi como su posible origen. La aplicacion de
marcadores moleculares ligados al sexo (mitocondriales y de cromosoma “Y”) permite
identificar la direccion de la hibridacion entre especies. El objetivo de este estudio fue
evaluar la hibridacion entre llamas y alpacas, inferida a través del uso de marcadores del
cromosoma “Y” (intrébn DBY) y mitocondriales (D-Loop) en tres regiones de crianza
mixta. Se identificaron tres haplotipos en el intron DBY y 28 en la region D-Loop. Se
encontrd un 4,3% de introgresion en llamas y 0,013% en alpacas con el marcador DBY,
58,88% de introgresion en alpacas y 4,48% en llamas con el marcador mitocondrial. En
cuanto a la direccion del flujo génico, este fue mayor entre llamas hembra y alpacas
macho. El patrén de asimetria del flujo paterno vs. materno, frecuentemente observado
en las poblaciones de alpacas de las tres zonas de estudio, podria estar relacionado al
manejo reproductivo de los machos de camélidos domésticos, a la hibridacion adaptativa
en alpacas o a otros efectos de la seleccion natural. El uso de un solo marcador del
cromosoma “Y” limita la interpretacion de los resultados a nivel filogenético, por lo que
nuevos estudios del genoma de camélidos permitirdn evaluar méas ampliamente este

fenOmeno.

Palabras clave: Hibridacion, introgresion, cromosoma “Y”’, marcador mitocondrial



Evaluation of the hybridization between lamas and alpacas in Bolivian populations
using “Y” chromosome and mitochondrial markers

Abstract

Traditional Ilama’s and alpaca’s husbandry is an important economic activity in the
Bolivian highlands. In several regions, there is mixed raising with the presence of herds
of both species, where interspecific crosses could affect the production of fiber and
meat. Genetic studies have shown the presence of introgression in the populations and
genomes of alpacas, which has confused the phylogenetic relationships and potential
origin of domestic South American camelids. The application of sex-linked markers
(mitochondrial and Y chromosome) allows to infer the direction of hybridization
between species. The objective of this study was to evaluate the hybridization between
llamas and alpacas, inferred through the use of markers of the "Y" chromosome (DBY
intron) and mitochondrial (D-Loop) in the regions of mixed raising. Three haplotypes
were identified in the DBY intron and 28 in the D-Loop region. With the DBY marker;
we found 4,3% of introgression in llamas and 0,013% in alpacas, whereas with the DNA
mitochondrial marker; 58,88% in alpacas and 4,48% in llamas. In regard to the
directionality of the genetic flow, this was higher between female llamas and male
alpacas. The asymmetric pattern of the paternal vs. maternal genetic flow, frequently
observed among the alpaca populations of the study regions, could be related to the
breeding management of camelids males, the adaptive hybridization in alpacas and other
effects of the natural selection. The use of a single marker of the “Y” chromosome limits
the interpretation of the results at the phylogenetic level, therefore, future genomics

studies of domestic camelids, will allow a better characterization of this phenomenon.

Key words: Hybridization, introgression, “Y”’ chromosome, mitochondrial DNA



1. Introduccion

Las llamas y alpacas son importantes econdmica y culturalmente en la zona
altoandina, proveen de recursos como fibra, carne, cuero y transporte; la mayoria de los
rebanos pertenecen a pequeios productores, que trabajan con insumos minimos, bajo
condiciones de crianza extensiva con acceso a pasturas naturales (Quispe et al., 2009;
FAO, 1996). En algunos casos los rebafios son mixtos, con llamas y alpacas, lo que
puede dar lugar a cruces no controlados que deriven en descendencia hibrida (Ifiguez &
Alem, 1996). Este proceso de hibridacion en alpacas puede afectar potencialmente la
calidad de la fibra (Wheeler et al., 2006). Mientras que, en las llamas, el peso de la
carcasa es considerablemente mayor al de las alpacas (Cristofanelli et al., 2004) y
aunque aun no se cuenta con un analisis sobre el efecto de la hibridacion en las

caracteristicas de la carne, este rasgo podria verse afectado.

Diferentes estudios genéticos han demostrado la existencia de hibridacion
bidireccional entre llamas y alpacas (Kadwell et al. 2001, Barreta et al., 2012, Echalar et
al., 2020; Marin et al., 2017). Se ha registrado que cerca del 80% de las alpacas tendrian
introgresion de ADN mitocondrial de llama, mientras que el 40% de las llamas
presentan evidencia de hibridacion con alpacas (Kadwell et al., 2001). Por lo que se ha
visto, la diferenciacion genética entre llamas y alpacas es menor a la encontrada entre
llamas-vicufias y alpacas-vicufias (diferenciacion medida con microsatélites
autosomicos) (Echalar et al., 2020). Asimismo, en el reciente estudio del genoma de
camélidos sudamericanos se ha encontrado que una proporcion equivalente al 36% del
genoma de las alpacas presentaria introgresion proveniente del genoma de llamas (Fan et

al., 2020).

La hibridacion entre estas especies esta favorecida por sus caracteristicas
reproductivas (Bravo, 1994; Smith et al., 1994) y similitudes genéticas (Larramendy et

al., 1983; Zapata, 1999). Los hibridos entre llamas y alpacas, denominados huarizos, son



fértiles y tienden a retrocruzar con cualquiera de los parentales (Wheeler et al., 2006). La
introduccién del material genético de los hibridos en las poblaciones de las diferentes

especies se define como introgresion (Dowling & Secor, 1997; Arnold, 2004).

En llamas y alpacas se han aplicado marcadores microsatélite autosomales y
secuencias mitocondriales para estudios de diversidad genética (Burger, 2016;
Larramendy et al., 1983; Vidal-Rioja et al., 1994; Wheeler, 1995; Barreta et al., 2013a).
La combinacion de andlisis de secuencias mitocondriales y del cromosoma “Y” permite
potencialmente analizar el origen de estas especies y su grado de mezcla (admixture)
(Marin et al., 2017). Las secuencias mitocondriales son utiles en estudios filogenéticos y
de diversidad genética de varias especies de mamiferos (Nabholz et al., 2008), y junto a
los marcadores del cromosoma “Y” permiten determinar la direccion de la hibridacion
entre especies y evaluar la introgresion (Wheeldon et al., 2013, Bunlungsup et al., 2017;

Yamanaka et al., 2019).

En base a estos antecedentes y con el objetivo de comprender mejor el fendomeno de
intercambio genético y relaciones filogenéticas entre llamas, alpacas y huarizos en
diferentes zonas de crianza de Bolivia, en el presente estudio se analizaron mediante
marcadores ligados al cromosoma “Y” (intron DBY) y mitocondrial (region D-Loop), la
direccion del flujo genético y la congruencia inferida a nivel de la herencia materna y

paterna.



2. Antecedentes

2.1. Camélidos sudamericanos
Los camélidos son mamiferos herbivoros pertenecientes al Orden Artiodactyla
(Bonavia, 2008). La familia Camelidae se divide en dos grupos, uno distribuido en Asia
y Africa y otro en Sudamérica (Jiménez et al., 2010). Los camélidos de Sudamérica
incluyen a las especies silvestres vicufia (Vicugna vicugna) y guanaco (Lama guanicoe)
y, a las especies domésticas llama (Lama glama) y alpaca (Vicugna pacos) (Jiménez et
al., 2010; Kadwell et al., 2001; Marin et al., 2007).

2.1.1. Distribucion y habitat
Los camélidos de Sudamérica habitan la puna y zona altoandina, desde el norte de
Pert, Bolivia y Chile, hasta el norte de Argentina (Quispe et al., 2009). En una rango
altitudinal de 3.800 a 4.500 m (Quispe et al., 2009). El Instituto Nacional de Estadistica
(INE) de Bolivia estima una poblacion de 2.600.907 llamas y 435.754 alpacas en todo el
pais para el afio 2019 (INE Bolivia, 2019).

En Bolivia, llamas y alpacas habitan zonas del altiplano sujetas a fluctuaciones
ambientales y vegetacion predominante de gramineas (Ifiguez & Alem, 1996; Quispe et
al., 2009). La llama habita varios niveles, regiones extremas y secas, con mayor
concentracion en el altiplano sur (Ifiiguez & Alem, 1996). Mientras que las alpacas
habitan zonas humedas, de mayor precipitacion y disponibilidad de recursos hidricos
(como los bofedales) (SERNAP-ANMI Apolobamba, 2006; Quispe et al., 2009). En
Bolivia las mayores poblaciones de llamas se distribuyen en los departamentos de Oruro
(1.062.062) Potosi (796.093) y La Paz (742.890) (INE Bolivia, 2019). Mientras que la
mayor poblacion de alpacas se encuentra en La Paz (306.426) y Oruro (124.149) (INE
Bolivia, 2019).



2.2. Biologia de alpacas y llamas
Algunas particularidades anatdmicas y fisioldgicas de los camélidos sudamericanos
estan relacionadas con la adaptacion a condiciones de escasez de oxigeno y forraje en las
altitudes en las que habitan (Jiménez et al., 2010). Se alimentan de pastos naturales no
siempre disponibles, por lo que se adaptan depositando capas de grasa subcutanea,
muscular y retroperitoneal. La eficiencia en extraer los nutrientes de los forrajes se basa

en la regurgitacion (Jiménez et al., 2010).

Las vicudas, llamas y alpacas suelen compartir regiones de pastoreo, en especial en
prados o bofedales (Bonacic & Australis, 2011). La llama puede adaptarse a una gran
diversidad de ambientes y tipos de vegetacion, ademas de tener tolerancia a la sequia
(Bonavia, 2008; de Lamo, 2011). La alpaca tiene una dieta selectiva y oportunista, con
preferencia por herbaceas. Ramonea cuando hay extrema necesidad y bebe agua

diariamente (Bonavia, 2008; de Lamo, 2011).

2.3. Reproduccion y estructura social
Guanacos y vicufias se estructuran en grupos familiares liderados por un macho
seguido de cinco a 15 hembras con sus crias y otros grupos sociales compuestos por
numerosos machos (Rey et al., 2009; Tomka, 1992). En las especies domésticas, el
manejo de las llamas y alpacas, comprende un macho reproductor dominante con sus
hembras y crias (Tomka, 1992). Sin embargo, esta estructura estd definida por las
practicas de manejo, ya que en algunos casos se aplica una separacion fisica de hembras

y machos hasta la época reproductiva (Espejo, 2011).

Los aparatos reproductivos en los camélidos sudamericanos son similares morfo-
anatomicamente, al igual que la edad de madurez sexual (Bravo, 1994). La época
reproductiva se inicia en diciembre y se extiende hasta marzo, coincidiendo con la época
himeda (Smith et al., 1994). Las hembras de guanacos y vicufias llegan a la edad

reproductiva a los dos afios, los machos a partir de los tres afios (de Lamo, 2011). La



gestacion dura alrededor de 330 y 350 dias; la cria permanece con la madre durante un

afio o hasta el nacimiento de la proxima cria (de Lamo, 2011).

Se determin6 que las llamas (en Bolivia) alcanzan la pubertad al afio a dos afios de
edad, con un periodo de gestacion de casi 12 meses (Cardozo, 1985; Tichit & Genin,
1997). El macho de la llama madura sexualmente a los 2,5 a 3 afios, sin embargo,
jovenes machos de hasta seis meses son capaces de copular (Johnson, 1989). Las
hembras de las alpacas alcanzan la madurez sexual cerca de los 12 meses de edad
(Sumar, 1996). Llamas y alpacas pueden quedar prefiadas una vez al afio, no obstante
algunos sistemas productivos esperan dos afios en alpacas y tres en llamas, para permitir
una mejor nutricion de las crias (Sumar, 1996). El tiempo de gestacion en ambas
especies es alrededor de hasta 350 dias (Smith et al., 1994; Cardozo 1985). En Bolivia la
tasa de mortalidad de llamas es de 4,82%, en alpacas de 3,93%, mientras que las tasas de

paricion alcanzan al 48,86% y 48,45% respectivamente (INE Bolivia, 2019).

2.4. Crianza y manejo
La alimentacion de los rebaiios depende exclusivamente del pastoreo de praderas
nativas, las cuales en ocasiones son sobre pastoreadas (Iiiguez & Alem, 1996). Sin
embargo, en algunas zonas existe un minimo componente de siembras para satisfacer la
demanda en base a cultivos andinos tolerantes a las caracteristicas climaticas (Ifiiguez &
Alem, 1996). La crianza de estas especies en zonas altoandinas presenta menor impacto

en la vegetacion y el suelo que el ganado introducido (White, 2010).

El manejo pastoril en el altiplano es muy heterogéneo debido a las limitaciones de los
productores de esta zona, quienes pueden tener rebafios mixtos de llamas, alpacas e
incluso ovejas (Tichit & Genin, 1997). Los rebafios de camélidos son variables en
estructura y tipo de animales, traduciéndose en una variabilidad en caracteres asociados
a la produccion de fibra y carne (Iiguez & Alem, 1996; Martinez, 1994). Sin embrago,

este tipo de manejo conlleva un mejor aprovechamiento de la diversidad de forraje



natural y se considera una estrategia para encarar riesgos ambientales (Tichit & Genin,

1997).

2.5. Interés productivo
Los camélidos sudamericanos son reconocidos como fuente de fibra para diferentes
aplicaciones (Raggi, 2005). De la alpaca y la llama se aprovecha también la carne y el

cuero, con diferentes usos industriales y artesanales (Quispe et al., 2009).

En el afio 2019 la produccion total de fibra de alpacas en Bolivia fue de 152 Tm,
mientras que de llamas fue de 700 Tm (INE Bolivia, 2019). Las caracteristicas mas
importantes de la fibra para su comercializacion son color, peso, longitud y rendimiento
(Mueller et al., 2010; Frank et al., 2006). El valor se incrementa si la fibra es poco

punzante, uniforme y de menor didmetro (Frank et al., 2006).

Se estima que la produccion de carne de llama en Bolivia en el afio 2019 ascendi6 a
las 13.409 Tm y la de alpaca a 1.583 Tm (INE Bolivia, 2019). La llama posee mayor
potencial para la produccion de carne debido al mayor peso de la carcasa y proporcion
de musculo respecto a la alpaca (Cristofanelli et al., 2005). La carne de llama se
caracteriza por un elevado nivel proteico, bajo nivel de colesterol y lipidos y una buena

relacion de acidos grasos (Mamani-Linares et al., 2014).

2.6. Evolucion de los camélidos
Los camélidos aparecieron en Norteamérica en el Eoceno medio superior, hace cinco
millones de afios (de Lamo, 2011; Saini & Cabezon, 1990). Producto del avance de los
glaciares, hace dos a tres millones de afios, los descendientes del Gigante camelus
migraron a Europa, Asia y Norte de Africa, mientras que los descendientes del
Macroauchenia se dirigieron hacia América del Sur (de Lamo, 2011; Saini & Cabezon,
1990).



El género ancestral de los presentes camélidos, Hemiauchenia, se diversifico en
Sudamérica durante el Pleistoceno, adquiriendo adaptaciones a zonas secas y altas
(White, 2010). Esta evolucion dio lugar a los géneros Lama y Vicugna (White, 2010). La
evidencia paleontoldgica y mitocondrial respalda que la separacion de estos géneros fue
hace dos millones de afios (Kadwell et al., 2001; Wheeler et al, 2006). En la historia de
los camélidos de Sudamérica existieron factores evolutivos relevantes como cuellos de
botella y procesos continuos de hibridacion hasta llegar a la actual formacion de las

cuatro especies (Wheeler, 1995).

2.6.1. Especiacion y domesticacion de llamas y alpacas
La domesticacion de camélidos en Sudamérica tuvo lugar mucho tiempo después de
la separacion de los géneros Lama y Vicugna (Jiménez et al., 2010). Los camélidos
fueron domesticados en periodos pre-hispanicos en diferentes regiones de los Andes
(Mengoni, 2008), con registros de las primeras llamas y alpacas de hace 6.000 a 5.500
afios (Wheeler et al, 1995).

El proceso de domesticacion involucré un cambio significativo en la historia
evolutiva; pasaron de una seleccion natural a un proceso de seleccion cultural,
generandose modificaciones en su comportamiento y morfologia (Gallardo &
Yacobaccio, 2005). Mientras que las especies silvestres (vicufas y guanacos) se
organizan en grupos familiares (Gallardo & Yacobaccio, 2005), las llamas y alpacas son
manejadas en muchos casos en rebafios con hembras y machos por separado para tener
un control sobre la tasa reproductiva (FAO, 1996). Por otra parte, un estudio en los
genes relacionados al color (MC1R y ASIP) demostraron diferenciacién (en sitios
polimérficos) entre especies silvestres y domésticas de camélidos sudamericanos (Marin

et al., 2018).

Se plantean diferentes teorias sobre el origen de la domesticacion de estas especies

(Wheeler, 1995). Por un lado, que tanto la alpaca y llama provendrian del guanaco



(Kent, 1982). Por otro lado, que la alpaca y la llama habrian derivado de la vicufia y
guanaco respectivamente, o que la alpaca se habria domesticado a partir de cruces entre
vicufias y llamas (Wheeler, 1995). Se postula que pudo haber diferentes centros de
domesticacion de las alpacas, sumado a eventos historicos tempranos de hibridacion que
derivaron en las actuales poblaciones (Diaz-Maroto et al., 2020). Estas poblaciones
presentan altos niveles de introgresion (de llamas) a nivel mitocondrial y nuclear
(Barreta et al., 2012; Barreta et al., 2013; Echalar et al., 2020), asi como en todo el
genoma (Fan et al., 2020).

La hipoétesis de que la llama es una forma domesticada del guanaco, y la alpaca
provendria de la vicufia se respaldo con datos sobre analisis de la dentadura de las cuatro
especies (Stanley et al, 1994; Wheeler, 1995), estudios citogenéticos (Zapata, 1999) y la
posterior aplicacion de estudios moleculares (Marin et al., 2007). Sin embargo, los
numerosos reportes sobre la hibridacion que han sufrido poblaciones de llamas y alpacas
hacen confusos los andlisis filogenéticos de los camélidos sudamericanos (Kadwell et al,

2001, Echalar et al., 2020, Barreta et al., 2012).

Las poblaciones de camélidos en Sudamérica se vieron afectadas por el desarrollo de
las sociedades andinas y la llegada de la colonia (Mengoni, 2008). La mayor
concentracion de llamas siempre ha estado en el altiplano, alrededor del lago Titicaca,
zona que se asume como su centro de domesticacion (Bonavia, 2008). Después de la
domesticacion, la llama fue trasladada a zonas de menor elevacion y al norte de Chile,
por lo que se mencionan domesticaciones paralelas en el norte de Chile y Argentina
(Bonavia, 2008). La elevada variabilidad genética (mitocondrial) en llama y alpaca
respecto a guanacos y vicufias apoyarian la hipdtesis de varios centros de domesticacion

en los Andes (Barreta et al., 2013a).
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2.7. Flujo génico e hibridacion

La hibridacion es el apareamiento entre individuos de poblaciones o especies
diferentes (genéticamente), mientras que la introduccion del material genético extrafio en
una poblacion o especie, como consecuencia de la hibridacion, podria definirse como un
proceso de introgresion (Dowling & Secor, 1997; Arnold, 2004). La hibridacién tiene un
rol importante en la evolucidén, puede significar una via para generar diversidad
bioldgica, introgresion de rasgos fenotipicos (introgresion adaptativa) y creacion de
nuevas especies a través de la especiacion hibrida (Seehausen, 2004; Twyford & Ennos,
2012; Taylor & Larson, 2019). Otro aspecto importante es la hibridacion antigua, que
puede ser detectada mediante las nuevas técnicas de secuenciacion y su aplicacion en
restos fosiles, lo que permite analizar el efecto de la hibridacion a largo plazo (Taylor &

Larson, 2019).

Cerca del 10% de las especies animales presentan indicios de hibridacion y potencial
introgresion; esto ocurre en especies aisladas reproductivamente de forma incompleta
donde es posible el flujo génico (Mallet, 2005). La identificacion de hibridos en las
poblaciones se puede dar a tres niveles, el morfologico (por rasgos fenotipicos), genético
por la suma de datos de marcadores moleculares y por incongruencias en la filogenia
(Rieseberg et al., 2000). El avance de las técnicas moleculares ha permitido profundizar

en estos analisis.

Los datos de secuenciacion de ADN y otros métodos demuestran invasiones en los
genomas de varias especies, lo que es importante para la biologia, especiacion,
biodiversidad y conservacion (Mallet, 2005). Algunas especies de mamiferos en las que
se determinaron eventos importantes de hibridacion fueron los roedores Mus musculus/
M. domesticus, especies de caribti Rangifer tarandus groenlandicus/ R. t. caribou, los
murciélagos Artibeus jamaicensis jamaicensis/ A. j. planirostris; cruces que dieron lugar
a la generacion de nuevas especies o subespecies hibridas (Shurtlif, 2013). La aplicacion

de la secuenciacion de Nueva Generacion (NGS) ayuda a comprender la procedencia de
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los hibridos y la frecuencia de introgresion (Twyford & Ennos, 2012). Mediante su
aplicacion se determind que hubo introgresion durante la domesticacion en cruces de
yak domesticado y salvaje, posterior a un cuello de botella (Ji et al., 2021). De la misma
manera con esta metodologia se determind presencia de introgresion entre ciervos
introducidos (Cervus nippon taiouanus) y nativos japoneses (C. n. centralis), lo que
supone un riesgo para la integridad genética de las poblaciones nativas (Matsumoto et

al., 2019).

2.7.1. Hibridacion e introgresion entre llamas y alpacas
En los camélidos pueden darse cruces entre las cuatro especies de Sudamérica,
produciendo descendencia hibrida fértil (Kadwell et al., 2001). Existe una barrera
reproductiva incompleta entre las especies de camélidos, ya que incluso pueden
generarse artificialmente hibridos entre dromedarios y guanacos (Skidmore et al., 1999).
Se ha observado que los organos reproductivos masculinos en la descendencia de los

cruces de camélidos sudamericanos no se ven afectados (Valenzuela-Estrada et al.,

2012).

Los hibridos entre llamas y alpacas se denominan huarizos (en el idioma aymara);
estos individuos fértiles tienden a retrocuzar con cualquiera de los parentales (Wheeler
et al., 2006). El analisis molecular aporta una aproximacion mas eficiente para detectar
introgresion en las poblaciones de estas especies (Wheeler, 2012). Es asi que, estudios
genéticos en llamas y alpacas muestran que su diversidad genética habria sido afectada
por procesos de hibridacién, con probable efecto similar a la deriva y a la seleccion

(Kadwell et al., 2001; Melo et al., 2011; Barreta et al., 2013; Barreta et al., 2012).

Mediante la aplicacion de secuenciacion de novo se detectd la evidencia de
hibridacién en todos los individuos de alpacas, ya que la mezcla se habria dado de forma
constante. Se encontré que cerca del 30% del genoma de las alpacas presenta mezcla,

siendo el mayor indice encontrado entre especies animales domésticas, mientras que el
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indice de mezcla en el genoma de llamas es cerca del 5%. A pesar de estas diferencias,
se considera que la hibridacion habria sido bidireccional (Fan et al., 2020). Un efecto
importante de la hibridacion es que podria llevar a la desaparicion del genoma original

de la alpaca (Wheeler, 2012)

En general, los individuos resultantes de la primera generacion de hibridacion tienen
caracteristicas distinguibles fenotipicamente (Wheeler, 2012). Los hibridos tienen
variaciones en la altura de la cruz y el largo de las orejas, que son mayores que en
alpacas y menores que en llamas (Espinoza, 2018). El peso promedio de las carcasas de
alpacas (46.1 kg) es menor al de llamas (63.2 kg) (Cristofanelli et al., 2004), por lo que
un cruce produciria menor peso de carcasa en llamas. La hibridacion también se hace
evidente en las caracteristicas de la fibra, un cruce entre alpaca macho con llama hembra
produce descendencia con fibra mdas fina (respecto a llamas), mientras que la
descendencia de un cruce inverso produciria fibra de mayor peso (respecto a alpacas)

(Wheeler et al., 20006).

2.8. Genética de los camélidos sudamericanos

2.8.1. Citogenética

Los camélidos cuentan con un nimero cromosdmico de 2n = 74, con amplia similitud
entre los camélidos sudamericanos en el patron de bandas, indice centromérico y
longitud relativa (Larramendy et al., 1983; Zapata, 1999). Las homologias entre especies
sugieren mayor cercania filogenética guanaco-llama y vicufia-alpaca (Larramendy et al.,
1983; Zapata, 1999). Mediante la técnica de bandeo GTC, se encontraron diferencias
entre llamas y alpacas en los cromosomas 1, 2, 11 y 27 (Romero, 2016). Existe una
marcada similitud morfométrica entre los segmentos de los cromosomas de guanacos y
llamas, mediante bandeo G (Larramendy et al. 1983). Marin et al. (2007) encontraron
diferencias en el bandeo G del cromosoma 1 de las cuatro especies sudamericanas, lo

que fue evidente en un hibrido guanaco/alpaca.
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2.8.2. Marcadores moleculares en estudios con camélidos

a) Marcadores tipo microsatélites

Se trata de secuencias cortas de ADN repetidas en tandem, de rapida evolucion por su
alta tasa de mutacion y presentes a lo largo del genoma (Ingram et al., 1998). Estos
marcadores moleculares son ampliamente aplicados en estudios de poblacion y
biodiversidad en plantas y animales (Ingram et al., 1998). El analisis de variablidad de
microsatélites en una poblacion ofrece datos sobre su diversidad, niveles de

consanguinidad y filogenia (Ashley & Dow, 1994).

Un importante avance en la genética de camélidos fue el disefio de 15 marcadores
microsatélite autosomales dinucleotidos para llamas y alpacas (Lang et al., 1996), y
otros 13 para alpacas (Obreque et al., 1999). En diferentes especies de camélidos se
utilizaron estos marcadores con diferentes objetivos, como estudios de diversidad
genética, estructura de poblaciones y filogenia (Bustamante et al., 2006; Bustamante et
al., 2002; Rodriguez et al., 2004; Agapito et al., 2008). Con las nuevas herramientas
bioinformaticas, Manee et al. (2019), identificaron microsatélites en camélidos del viejo
mundo y alpacas, describiendo 437.815 microsatélites de diferentes longitudes a lo largo
del genoma de la alpaca, muchos de los cuales compartidos con los otros camélidos, lo

que hace prometedora la aplicacion de estos microsatélites en camélidos sudamericanos.

En vicuias y guanacos, los microsatélites significaron una herramienta importante
para medir los niveles de estructuracién poblacional para el manejo y la conservacion de
sus poblaciones (Sarno et al., 2004; Mate et al., 2005; Anello et al., 2016; Gonzales et
al., 2014). En llamas y alpacas se aplicaron microsatélites para determinar la estructura
de poblaciones de diferentes zonas, andlisis de parentesco y su historia evolutiva

(Rodriguez et al., 2004; Bustamante et al, 2006; Kadwell et al., 2001).
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En Bolivia, se realizaron estudios con microsatélite autosomales para evaluar la
estructura y diversidad genética de diferentes poblaciones de llamas y alpacas (Barreta et
al., 2012; Barreta et al., 2013; Echalar et al., 2020). Ademas se detectd introgresion del
genoma de alpacas en el genoma de llamas y viceversa (Barreta et al., 2013a; Echalar et
al., 2020). Con la aplicacion de 15 marcadores microsatélites, Varas et al., (2020)
concluyeron que las llamas habrian derivado casi exclusivamente de la subespecie de
guanaco del norte (Lama guanicoe cacsilensis), mientras que la alpaca no proviene
unicamente de una subespecie de vicuila y ademds mantiene un flujo génico constante

con las llamas.

b) Marcadores tipo SNP

Un SNP o polimorfismo de simple nucleétido es la variacion en un sitio dentro una
secuencia de ADN, generalmente entre 300 a 1000 pb presente en diferentes zonas del
genoma (Aitken et al., 2004). Tienen menor tasa de mutacion que los microsatélites, por
lo que puede requerirse mayor nimero de SNPs que de microsatélites para obtener datos
estadisticamente significativos de los pardmetros de una poblacion (Brumfiel et al.,
2003). Pueden estar presentes en regiones codificantes y no codificantes, su frecuencia
esta relacionada principalmente con las tasas de mutacion/recombinacion y presion de

seleccion (Edwards et al., 2007).

Son marcadores aplicados en estudios de demografia y estructura poblacional,
clasificacion de individuos o grupos y mapeo genomico (Garvin et al., 2010). También
son utiles en deteccion de asociaciones de genes con fenotipo mediante el mapeo de
desequilibrio de ligamiento (Edwards et al., 2007). Si los SNP se encuentran en regiones
codificantes pueden ayudar a identificar loci que estan bajo seleccion, mientras que si se
encuentran en regiones no codificantes proporcionan informacién sobre diferentes

parametros evolutivos (Edwards et al., 2007).
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En camélidos sudamericanos, se han encontrado 48 SNP en intrones y exones de 22
genes relacionados a caracteristicas de la fibra (Suarez et al., 2019). También se han
identificado SNP en los genes MC1R y ASIP asociados a la coloracion del pelaje (Marin
et al.,, 2018). Posteriormente se desarrollaron microarrays de SNP para alpacas,
encontrando 76.508 SNP, de los cuales se validaron 290 que se encuentran en genes

candidatos a estar relacionads con la calidad de la fibra (Calderdn et al., 2021).

¢) Marcadores mitocondriales

El ADN mitocondrial de animales tiene una considerable variabilidad en tamafio y
organizacion (Moritz et al., 1987). Las caracteristicas mas importantes del ADN
mitocondrial son: la herencia materna, ausencia de recombinacion, regiones conservadas
0 menos conservadas y tasa de mutacion elevada (mayor a ADN nuclear) (Ladoukakis &
Zouros, 2017). Estas propiedades hacen de las secuencias mitocondriales una
herramienta ideal para estudios de poblaciones, construccion de filogenias y sistematica
(Moritz et al., 1987; Ladoukakis & Zouros, 2017). Permite realizar comparaciones entre
individuos de una poblacioén o entre especies relacionadas, rastreando cada linaje como
una historia evolutiva unica (Ladoukakis & Zouros, 2017). El analisis de secuencias
mitocondriales es muy util para la evaluacion de relaciones entre especies y poblaciones
que divergieron recientemente (5-10 millones de afios) (Brown et al., 1979), se pueden
cuantificar distancias genéticas entre organismos relacionados y obtener acercamientos

acerca de procesos de especiacion (Brown et al., 1979; Kocher et al., 1989).

En camélidos el ADN mitocontrial ha sido aplicado para estudios filogenéticos,
estudios de historia evolutiva y del proceso de domesticacion (Westbury et al., 2016; Cui
et al., 2007; Burger, 2016). Se examinaron las relaciones entre camélidos
sudamericanos, proponiendo la clasificacion de la alpaca dentro el género Vicugna con
el uso de marcadores mitocondriales y nucleares (Kadwell et al., 2001). El uso de estos
marcadores permiti6 determinar frecuentes procesos de hibridacion entre especies y

corroborar la relacion entre llamas y guanacos (Barreta et al., 2013a). Acerca del origen
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de la domesticacion de la llama, el estudio con ADN mitocondrial apoya la teoria de que
hubo mas de un centro de origen (Barreta et al., 2013a). Al realizar el analisis de ADN
mitocondrial de muestras antiguas y analisis osteométrico, se plantean las vias de
domesticacion de llamas y alpacas, con la hipotesis de que provienen de dos ancestros de
guanacos extintos, con eventos posteriores frecuentes de hibridacion en las poblaciones

de alpacas (Diaz-Maroto et al., 2021).

d) Marcadores del cromosoma “Y”’

Los marcadores moleculares ligados al cromosoma “Y” poseen una estricta herencia
paterna y no presentan heteroplasia ni recombinacion, con excepcion de la region
pseudoautosomal (Petit et al., 2002; Calafell & Larmuseau, 2017). Son haploides y con
diferentes tasas de mutacion segun el tipo de marcador, siendo mayor la tasa en
microsatélites que en SNP (Petit et al., 2002). La variabilidad genética en secuencias del
cromosoma “Y” es significativamente menor a la variabilidad de otras secuencias en

diferentes especies de mamiferos, lo que también se observa en el cromosoma W de las

aves (Hellborg & Ellegren, 2004).

Su uso ha sido ampliamente extendido en estudios sobre la historia evolutiva de los
humanos (Jobling & Tyler-Smith, 2003; Kivisild, 2017). Ayudan a determinar
mecanismos de seleccion sexual o apareamiento y proporcionan informacién sobre el
éxito reproductivo de los machos (Petit et al., 2002). Son utiles en estudios de
filogegrafia (Kivisild, 2017), genealogias, antropologia, forénsica, evolucion de
cromosomas sexuales y genética de poblaciones (Calafell & Larmuseau, 2017). Por
ejemplo, la aplicacion de marcadores microsatélite del cromosoma “Y” en ganado
criollo de Perti permitié identificar haplotipos de linea parental para determinar
diversidad genética y estructura poblacional, resultando ser similar a la encontrada en

poblaciones de ganado criollo de otros paises (Yalta-Macedo et al., 2021).
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Existe gran variedad de estudios basados en la aplicacion de marcadores del
cromosoma “Y” en diferentes especies de mamiferos, como caballos (Han et al., 2015;
Wallner et al., 2017), humanos (Jobling & Tyler-Smith, 2003), cabras (Pidancier et al. ,
2006), cerdos (Guirao-Rico et al., 2018) y ganado vacuno (Perez-Pardal et al., 2010;
Yamanaka et al.,, 2019) entre tantos otros. Se han descrito numerosos marcadores
moleculares asociados al cromosoma “Y”, en especial para humanos. Sin embargo se
hace complejo encontrar SNPs o microsatélites polimoérficos en poblaciones naturales de

otras especies (Petit et al., 2002).

Para camélidos se han descrito marcadores microsatélite del cromosoma “Y” para
camello bactriano (USPY) y dos genes con variacion en el nimero de copias (HSFY y
SRY) (Chen et al., 2018). Por otra parte, durante la construccion del genoma de
dromedarios (mediante el método de paneles hibridos) se realizd el screening de
marcadores moleculares, entre los cuales se encontraron dos dentro del cromosoma “Y”’,
TR4520 y TR5720 (Perelman et al., 2018). Para camélidos sudamericanos se
describieron tres marcadores tipo SNP de intrones asociados al cromosoma “Y”, uno de

ellos con polimorfismo entre las especies (Marin et al., 2017).

e) Aplicacion conjunta de marcadores mitocondriales y del cromosoma “Y”

Los datos aportados por secuencias de ADN mitocondrial solamente indican el origen
materno, mientras que la contribucion paterna es poco estudiada (Calafell & Larmuseau,
2017). La combinacién de ambos tipos de marcadores es 1util para determinar estrategias
de cruza en diferentes mamiferos, variacion genética patrilineal (Aliy-bek et al., 2018),
andlisis filogeografico (Tabata et al., 2019; Yamanaka et al., 2019), vias de hibridacién
entre especies o poblaciones (Wheeldon et al., 2013; Matsudaria et al., 2018) e historia

evolutiva de procesos de domesticacion (Marin et al., 2017; Pereira et al., 2009).

La combinacion de estos marcadores ligados al sexo se aplica para determinar la

direccion de la hibridacion entre especies mediante la deteccion de haplotipos
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mitocondriales y del cromosoma “Y” y su asignacion a la especie de procedencia (Vila
et al., 2003; Iacolina et al., 2010). De esta manera se determind la direccion de la
hibridacion entre diferentes especies de mamiferos como por ejemplo: lobos (hembra) y
perros (macho), (Vila et al., 2003; Iacolina et al., 2010), entre bisontes macho (Bison
bison) y ganado vacuno hembra (Bos taurus) (Ward et al,. 1999), entre turones europeos
macho (Mustela putorius) y visones europeos hembra (M. lutreola). Asimismo, en
camélidos sudamericanos, Marin et al., (2017) determinaron la presencia de introgresion
entre llamas y alpacas, analizando en conjunto haplotipos mitocondriales y del
cromosoma “Y”, determinando también la direccion de la hibridacién, que fue mayor

entre hembras llama y machos alpaca.
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2.9. Justificacion

En la zona alto andina de los paises sudamericanos, los camélidos han tenido una
importancia cultural y econdmica relevante, ya que miles de familias se dedican a la
actividad y a la producciéon de sus derivados (Quispe et al., 2009; FAO, 1996). En el
altiplano boliviano las llamas y la mayoria de las alpacas viven en rebanos manejados

por los productores (Ifiguez & Alem, 1996).

Se han generado variadas investigaciones sobre la clasificacion taxonémica de los
camélidos sudamericanos en base a estudios moleculares, los cuales han demostrado una
relacién genética estrecha entre alpaca, llama y vicuiia, lo que ha sugerido eventos de
hibridacién en su historia evolutiva, y la presencia de introgresion en las especies
domésticas (Kadwell et al., 2001; Barreta et al., 2013a). Los avances en la biologia
molecular han coadyuvado al desarrollo de estudios de poblaciones y de analisis
filogenéticos con el uso de marcadores paternales y maternales, como es el caso de
marcadores mitocondriales y del cromosoma “Y” respectivamente. Su aplicacion no es
solo util para el analisis filogenético, sino también para la evaluacion de niveles y
direccion de hibridacion e introgresion entre especies estrechamente relacionadas como
lo son la alpaca y la llama. Ya que estas especies cohabitan en sistemas mixtos de

crianza y comparten caracteristicas reproductivas.

En base a lo mencionado este trabajo busca aportar al conocimiento para una mejor
comprension de la introgresion entre las especies domésticas de camélidos
sudamericanos, en diferentes zonas de crianza del altiplano boliviano, mediante la
aplicacion de marcadores moleculares ligados al sexo, del cromosoma “Y” vy

mitocondriales.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo General
Evaluar la hibridaciéon entre llamas y alpacas con la aplicacion de marcadores
moleculares del cromosoma “Y” y del ADN mitocondrial en tres poblaciones del

altiplano boliviano (Ulla Ulla, Catacora y Curahuara de Carangas).

3.2. Objetivos especificos

e Seleccionar marcadores moleculares del cromosoma “Y” para identificar
haplotipos en poblaciones de llamas y alpacas de Bolivia y determinar la
presencia de hibridacién o introgresion entre las especies.

e Identificar haplotipos mitocondriales en poblaciones de llamas y alpacas
de Bolivia, para determinar presencia de hibridacién o introgresion entre
las especies.

e Evaluar la direccionalidad y simetria del flujo génico en las poblaciones
de llamas y alpacas a través del andlisis conjunto de haplotipos

mitocondriales y del cromosoma “Y”.
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4. Materiales y métodos

4.1. Area de estudio

Las muestras obtenidas para los analisis moleculares de poblaciones de llamas,

alpacas y huarizos provienen de tres areas de estudio: Ulla Ulla, Catacora y el Municipio

de Curahuara de Carangas (Figura 1). Se seleccionaron estas zonas de muestreo porque

son zonas de potencial hibridacion entre llamas y alpacas. En el caso de Curahuara de

Carangas, se habilitd un matadero municipal, del cual se pudo acceder a muestras de

sangre de los individuos sacrificados.

a)

b)

Ulla Ulla (altitud media de 4.300 m), forma parte del Area Natural de Manejo
Integrado (ANMI) Apolobamba, ubicada en la provincia Franz Tamayo, en
el departamento de La Paz, en el afio 2000 el area amplié su superficie a
483.743,8 km®, abarcando las provincias Franz Tamayo y Bautista Saavedra
(SERNAP - ANMI Apolobamba, 2006).

La zona presenta condiciones climdticas extremas por las temperaturas bajas y
precipitaciones escasas, generando un clima semiarido. La temperatura media
anual es de 4,5 °C (Max. 12 °C, Min. -6 °C), con una precipitacion anual de 508,9
mm, siendo los meses mds secos de junio a agosto y los mds humedos de
diciembre a febrero (SERNAP - ANMI Apolobamba, 2006). La region de Ulla
Ulla corresponde al tipo climatico de tundra, en la cual los camélidos se
distribuyen en su parte occidental, en zonas elevadas y en bofedales (SERNAP -

ANMI Apolobamba, 2006).

Catacora se encuentra en la provincia Jos¢ Manuel Pando del departamento de
La Paz a una altitud de 4.000 a 4.600 m; zona que se caracteriza por tener
extensas planicies, clima frio y seco, con una temperatura media anual de 5 °C, y
una precipitacion anual de 400 mm (GAMC, 2007). Las poblaciones de esta zona

se dedican a la agricultura y la mayor fuente de ingreso proviene de la ganaderia
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de camélidos (GAMC, 2007). Las familias productoras poseen en promedio

rebanos de 70 llamas y/o 220 alpacas (GAMC, 2007).

¢) El Municipio de Curahuara de Carangas se ubica en la Provincia Sajama del
Departamento de Oruro, dentro de su territorio se encuentra el Parque Nacional
Sajama, a una altitud promedio de 4.100 m, con pisos ecologicos de alta
montafia, ladera baja o piedemonte y plano de valle, con clima semiérido y frio y
una precipitacion anual de 327 mm; estd conformado por tres microrregiones
(Oriental, Central y Occidental), siendo la occidental la mas poblada de
camélidos domésticos, ya que posee praderas naturales y bofedales. La poblacion
de llamas y alpacas en este municipio, segun el Censo de 2002, fue de 59.286 y
44.556 respectivamente (GAMCC, 2007).

// :

,;ijoo‘gle Earth

Figura 1. Ubicacion geografica de las zonas de estudio.
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4.2. Toma de muestras

En la figura 2 se detallan los pasos que se siguieron en la aplicacion de los métodos.

Tabla 1. Listado y procedencia de individuos muestreados y secuencias.

Se detalla el numero total de individuos incluidos en el andlisis de las secuencias DBY y D-Loop. Se enlista a las
llamas, alpacas y huarizos correspondientes a las 3 zonas de estudio, los 4 controles (3 llamas y un huarizo), ademas

de muestras de vicufias y guanacos para realizar los analisis filogenético.

Zona de estudio Especie Sexo Nimero de muestras
Catacora Llama Hembra 10
Alpaca Hembra 10
Huarizo Hembra 10
Llama Macho 13
Alpaca Macho 13
Huarizo Macho 6
Ulla Ulla Llama Hembra 10
Alpaca Hembra 8
Huarizo Hembra 10
Llama Macho 3
Alpaca Macho 19
Huarizo Macho 3
Curahuara de Carangas Llama Hembra 18
Alpaca Hembra 15
Huarizo Hembra 7
Llama Macho 60
Alpaca Macho 60
Huarizo Macho 7
Muestras control | San Pedro de Totora Llama Macho 1
Choquecota Llama Macho 1
Uncia Llama Macho 1
Pucarani Huarizo Macho 1
Secuencias para Villazon Vicuiia Macho 6
analisis Salinas de Garci-Mendoza Vicufia Macho 1
filogenético Quijarro Vicufia Macho 6
Accesiones del .B.M.B Vicuiia Hembra 12
(diferentes zonas de Bolivia)
Accesiones del .B.M.B Guanacos Hembra 20
(Patagonia-Chile)
Accesiones de GenBank Guanacos Macho 29
Machos 224
Hembras 130
Total 354

25




Se tomaron muestras de fibra y sangre de alpacas, llamas y huarizos de las diferentes
zonas de estudio (Tablas 4 y 5). De Ulla Ulla y Catacora se tomaron mayormente
muestras de fibra de individuos provenientes de rebafios (denominados tamas) de
diferentes productores. Mientras que las muestras de Curahuara de Carangas en su
mayoria fueron de sangre obtenidas de individuos sacrificados en el Matadero
Municipal. Adicionalmente, a modo de control se incluyeron 4 muestras de machos de
ascendencia conocida, 3 llamas macho reproductores y un huarizo que proviene de un
cruce alpaca macho y llama hembra. Se trabajo con secuencias de 354 individuos, 130

hembras y 224 machos (Tabla 1).

4.3. Extraccion de ADN

Las muestras obtenidas fueron llevadas al Instituto de Biologia Molecular y
Biotecnologia (I.B.M.B.) para su correspondiente almacenaje y procesamiento. La
extraccion de ADN a partir de muestras de fibra se realizo mediante el protocolo de
extraccion con Chelex al 10% a partir de los bulbos de fibra (Woodward et al., 1994). Se
realizo la extraccion de ADN de muestras de sangre mediante la adaptacion del método
CTAB cloroformo descrito por Doyle & Doyle (1987). Ambos métodos fueron
adaptados y modificados en la Unidad de Biologia Evolutiva del .B.M.B.

4.4. Validacion de Marcadores Moleculares del Cromosoma “Y”
A través de la correspondiente revision bibliografica se identificaron marcadores
microsatélite y SNP (Polimorfismo de Simple Nucle6tido) del cromosoma “Y™ descritos
y utilizados en otras especies de mamiferos ungulados cercanos evolutivamente a los

camélidos sudamericanos (Tabla 2).
Para dichos marcadores se desarrollaron diferentes pruebas de la Reaccion en Cadena

de la Polimerasa (PCR), variando las condiciones a partir de las descritas por los autores,

como se detalla en la Tabla 3. Se realizaron las pruebas en extractos de ADN de fibra y
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sangre de un grupo de camélidos machos (llamas, alpacas, vicufias y huarizos) y se tomo

como control negativo a hembras de las mismas especies.

Tabla 2. Marcadores moleculares del cromosoma "Y" testeados.

Se detalla el tipo de marcador molecular y la especie para la que fue descrito.

Marcador Autor Especie Tipo de
molecular marcador
1 BM-861 Pérez-Pardal etal., 2010  Bos taurus Microsatélite
2 BYM-I Pérez-Pardal et al., 2010  Bos taurus Microsatélite
3 UMNO-103 Pérez-Pardal et al., 2010  Bos taurus Microsatélite
4 UTMO-307 Pérez-Pardal et al., 2010  Bos taurus Microsatélite
5 UTY-19 Pérez-Pardal etal., 2010  Bos taurus Microsatélite
6 ZFY-10 Pérez-Pardal etal., 2010  Bos taurus Microsatélite
7 INRA Pérez-Pardal et al., 2010  Bos taurus Microsatélite
8 ZF-2 Pidancier et al., 2006 Capra hircus Microsatélite
9 CAPY-1 Pidancier et al., 2006 Capra hircus Microsatélite
10 Y-1 Kikkawa et al., 2003 Bos taurus Microsatélite
11 DBYI12JC Marin et al., 2017 Camélidos SNP
sudamericanos
12 SryKl1,SryK2  Marinetal., 2017 Camélidos SNP
sudamericanos
13 Sry K3, Sry K4 Marin et al., 2017 Camélidos SNP
sudamericanos
14 ZF1 Marin et al., 2017 Camélidos Microsatélite
sudamericanos
15 TR4520 Perelman et al., 2018 Camelus dromedarius Secuencia
16 TR5720 Perelman et al., 2018 Camelus dromedarius Secuencia
17 Eca.YHI12 Wallner et al., 2004 Equinos Microsatélite
18 Eca.YAI6 Wallner et al., 2004 Equinos Microsatélite
19 Eca.YP9 Wallner et al., 2004 Equinos Microsatélite
20 Eca.YM2 Wallner et al., 2004 Equinos Microsatélite
21 Eca.YEI Wallner et al., 2004 Equinos Microsatélite
22 Eca.YJ10 Wallner et al., 2004 Equinos Microsatélite
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Tabla 3. Condiciones de PCR aplicadas a los marcadores moleculares del cromosoma "Y”.
Se realizaron variaciones en la temperatura de alineamiento y el nUmero de ciclos.

Fase 1 Fase 2 Fase 3
Desnaturalizacion Alineamiento Polimerizaciéon | Ciclos
Marcador °C | Min °C s °C S °C s °C | Min
BM-861 95 3 95 30 | 60/53/55 | 30 72 30 30 | 72 30
BYM-1 95 3 95 30 | 58/52/50 | 30 72 30 30 | 72 30
UMNO-103 95 3 95 30 58/50 | 30 72 30 30 | 72 30
UMNO-307 95 3 95 30 | 58/55/50/ | 30 72 30 30 | 72 30
48
UTY-19 95 3 95 30 | 54/52/50 | 30 72 30 40 | 72 30
ZFY-10 95 3 95 30 55/50 | 30 72 30 30 | 72 30
INRA-189 95 3 95 30 | 53/52/55 | 30 72 30 30 | 72 30
Y-1 95 3 95 30 | 50/52/55 | 30 72 | 120 30 | 72 30
DBY12JC 95 10 95 45 60/57 | 45 72 45 35|72 5
SRY1-SRY2 95 10 95 45 57/60/55 | 45 72 45 35|72 5
SRY3-SRY4 95 10 95 45 57/60/55 | 45 72 45 35|72 5
ZFY-1 95 10 95 45 60/55/50 | 45 72 45 35|72 5
ZF-2 95 3 95 30 64/60 | 40 72 | 120 45 | 72 30
CAPY-1 95 3 95 30 60 | 40 72 40 | 45/30 | 72 30
Eca.YH12 95 10 95 35 62/58/50 | 40 72 90 35|72 30
95 10 95 45 55/50 | 45 72 45 35|72 5
Eca.YA16 95 10 95 35| 62/58/50/ | 40 72 90 3572 30
45
Eca.YP9 95 10 95 35 54/50/45 | 40 72 90 35|72 30
Eca.YM2 95 10 95 35 54/50/45 | 40 72 90 35|72 30
Eca.YE1 95 10 95 35| 62/54/58/ | 40 72 90 35172 30
50
Eca.YJ10 95 10 95 35 62/58 | 40 72 90 35172 30
95 10 95 45 55/50 | 45 72 45 35172 5
TR4520 95 5 95 30 | 58/55/50 | 60 72 60 35172 10
95 10 95 45 58/50 | 45 72 45 35172 5
TR5720 95 5 95 30 | 58/55/50 | 60 72 60 35172 10
95 10 95 45 58/50 | 45 72 45 35172 5

De esta forma se seleccioné el marcador molecular que generd productos de
amplificacion a partir de extractos de ADN de fibra y sangre, seleccionando aquel que

fue especifico para machos de camélidos y ausente en las hembras.

4.5. Amplificacion del marcador del intron DBY del cromosoma “Y”
Se estandarizo el protocolo de PCR para el marcador del intron DBY a partir de las
pruebas realizadas que se detallan en la Tabla 3. Se amplific6 un fragmento de entre 400

y 500 pb del intron DBY. La reaccion de PCR se llevo a cabo con una fase inicial de 95
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°C por 10 min seguida por 35 ciclos de amplificaciéon (95 °C 45 s, 60 °C 45 s, 72 °C 45

s) y una fase final de elongacion de 72 °C por 5 min.

Se realiz6 la PCR con los extractos de los camélidos machos incluidos en el estudio,
de los cuales se obtuvieron las secuencias del fragmento amplificado, que sumadas a las
secuencias adicionales para el andlisis filogenético, corresponden a 202 individuos que

se enlistan en la siguiente tabla:

Tabla 4. Muestras de individuos macho con secuencia del intrén DBY.
Se detalla el nUmero de individuos macho incluidos en el analisis de las secuencias DBY. Las llamas, alpacas y
huarizos correspondientes a las 3 zonas de estudio, los 4 controles (3 llamas y un huarizo), ademas de muestras de
vicufias y guanacos para realizar los analisis filogenéticos. Las secuencias de guanacos corresponden a accesiones
disponibles en GenBank.

Procedencia Especie Numero de individuos
Llama 8
Catacora Alpaca 7
Huarizo 3
Llama 2
Ulla Ulla Alpaca 16
Huarizo 2
Llama 58
Curahuara de Carangas Alpaca 51
Huarizo 7
San Pedro de Totora Llama 1
Muestras Choquecota Llama 1
control Uncia Llama 1
Pucarani Huarizo 1
. Salinas de Garci-Mendoza | Vicufia 1
E;:;ZE;?;S Villazén Vicufa 7
filogenético QulJar'ro Vicuia 7
Accesiones de GenBank Guanacos | 29*
Total 202

* Accesiones KY420225 — KY420254

4.6. Amplificacion de la region control de ADN mitocondrial (D-Loop)
Se realiz6 la PCR para amplificar un fragmento de 500-520 pb de la region control de
ADN mitocondrial con los marcadores Lthr y HLOOP550G. La reaccion de PCR se

llevd a cabo con un fase inicial de 95 °C por 1 min seguida por 35 ciclos de
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amplificacion (95 °C 30 s, 60 °C 60 s, 72 °C 60 s) y una fase final de elongacion de 72
°C por 10 min.

Se realiz6 la PCR para los extractos de los camélidos machos y hembras incluidos en
el estudio, de los cuales se obtuvieron secuencias de 314 individuos que se detallan en la

siguiente tabla:

Tabla 5. Muestras de individuos macho y hembra con secuencia de la region D-Loop.
Se muestra la procedencia de los individuos hembras y machos y el nimero de secuencias de guanacos y vicufias

incluidas en el andlisis.

Procedencia Especie Sexo Numero de
individuos
Llama Hembra 10
Alpaca Hembra | 8
Catacora Huarizo Hembra 10
Llama Macho 12
Alpaca Macho 8
Huarizo Macho 6
Llama Hembra 10
Alpaca Hembra | 7
Ulla Ulla Huarizo Hembra 10
Llama Macho 3
Alpaca Macho 17
Huarizo Macho 2
Llama Hembra 17
Alpaca Hembra 13
Huarizo Hembra | 7
Curahuara de Carangas Llama Macho 57
Alpaca Macho 61
Huarizo Macho 7
Pucarani Huarizo Macho 1
Muestras San Pedro de Totora Llama Macho 1
Control Choquecota Llama Macho 1
Uncia Llama Macho 1
Villazon Vicufa Macho 6
Quijarro Vicuia Macho 6
Secuencias Salinas de Garci-Mendoza Vicufia Macho 1
para analisis Accesiones del I.B.M.B | Vicufa Hembra | 12
filogenético (diferentes zonas de Bolivia)
Accesiones del I.B.M.B Guanacos | Hembra | 20
(Patagonia-Chile)
Total 314
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4.7. Electroforesis en gel de agarosa
Las corridas electroforéticas de los productos amplificados se realizaron en geles de
agarosa al 2%, utilizando una cdmara de electroforesis horizontal durante 45 minutos a

100 V.

4.8. Secuenciacion de fragmentos de amplificacion
Los primers (cebadores) utilizados para las amplificaciones y secuenciacion se
detallan en la Tabla 6. Los productos de amplificacion del intron DBY de cromosoma
“Y” y D-Loop de ADN mitocondrial fueron enviados para su secuenciacion a la empresa

Macrogen-Korea para la obtencion de los electroferogramas de cada fragmento.

Tabla 6. Primers utilizados para PCR y posterior secuenciacion.
Secuencia de los cebadores de las regiones mitocondrial y del cromosoma “Y”.

Locus Primer Secuencia (5° — 3°)
D-Loop Lthr ARTIO GGTCTTGTAAGCCGAAAAAGGA
HLOOP550G ATGGACTGAATAGCACCTTATG
H362 GGTTTCACGCGGCATGGTGATT
DBY DBY12JC (F) TCCTGTATACCATAGCATTATAGG
DBY12JC (R) TAAGACCTTGTAATTAACCTGTGG

Se evalud la calidad de las secuencias y electroferogramas para proceder al anélisis

bioinformatico.

4.9. Analisis de datos
Una vez obtenidas las secuencias de ADN mitocondrial y cromosoma “Y” se
procedid al andlisis de datos. Adicionalmente se incluyeron secuencias de especimenes
de guanacos del gen DBY disponibles en GenBank. También se incluyeron secuencias
de la region control D-Loop de ADN mitocondrial, de guanacos provenientes de
estudios previos realizados en la Unidad de Biologia Evolutiva del .B.M.B. (Tablas 4 y
5).
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Las secuencias fueron evaluadas y alineadas utilizando el software SeqScape v2.5
(REF) con el que se realizo el empalme y la edicion. El nimero de sitios polimorficos,
diversidad de haplotipos y diversidad nucleotidica fueron estimados con el software
DNASP v5. Se construy6 un arbol filogenético usando los métodos de Neighbor Joining
(NJ), Bayesian (MB) y Maximum likelihood (ML) con el software MEGA X. Para
identificar la relacion entre haplotipos se utiliz6 el software NETWORK 5.0 y TCS 1.21.
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5. Resultados y Discusion

5.1. Seleccion de marcadores del cromosoma “Y”

Se testearon 22 marcadores moleculares SNP y microsatélites del cromosoma “Y”
descritos para otras especies de ungulados. Ocho de ellos descritos para ganado vacuno
(Bos taurus) (Pérez-Pardal et al., 2009; Kikkawa et al., 2003), dos para cabras (Capras
hircus) (Pidancier et al., 2006), seis en equinos (género Equus) (Wallner et al., 2004),
dos en dromedarios (Camelus dromedarius) (Perelman et al., 2018) y tres descritos para

camélidos sudamericanos (Marin et al., 2017) (Tabla 2).

Realizando variaciones en el proceso de la PCR para cada uno de los marcadores,
tanto en temperatura de alineamiento y niimero de ciclos, se obtuvieron los resultados
que se detallan en el ANEXO 1. Veintiuno de los marcadores fueron descartados, ya que
no generaron la respuesta esperada. Muchos amplificaron fragmentos igualmente en
hembras o generaron fragmentos inespecificos de diferentes tamafios demostrando no

ser especificos para machos, ni aplicables a las especies de estudio.

Otros autores realizan el mismo proceso de busqueda para lograr identificar
marcadores aplicables a una especie determinada. Por ejemplo, Han et al. (2015)
testearon 33 marcadores del cromosoma “Y” para caballos, de los cuales se obtuvieron
sitios polimorficos tan solo en tres de ellos, entre los cuales dos ya habian sido
previamente descritos para la especie por Wallner et al. (2013). En un estudio realizado
en camellos bactrianos (Chen et al., 2018), cercanos evolutivamente a los camélidos
sudamericanos, realizaron pruebas con 39 marcadores microsatélites bovinos, entre ellos
cuatro que también se probaron en la presente investigacion (BM861, UMNO130,
UMNO0307 e INRA189), sin obtener amplificacion especifica para machos de camellos
bactrianos, lo que, asumen, se debe a la distancia evolutiva entre las especies (entre 55 a
60 millones de anos). Erler et al. (2004) probaron marcadores microsatélites de humanos

en otros primates, el éxito de amplificacion especifica masculina en estas especies estaba

33



correlacionado negativamente con el tiempo de divergencia del linaje humano,
demostrando la especificidad requerida para amplificar marcadores del cromosoma “Y”,
reduciendo la probabilidad de encontrar secuencias compartidas entre especies

evolutivamente lejanas.

A través del proceso descrito se seleccion6 al marcador molecular tipo SNP del intron
DBY (DBY12JC), que presentd amplificacion en todos los individuos machos de
camélidos sudamericanos analizados. Siendo especifico para el cromosoma “Y”, ya que
no produjo amplificacion en hembras. Estos datos confirman lo observado previamente
por Marin et al. (2017) donde el marcador para el fragmento del intron DBY fue el que
generd fragmentos amplificados en todos los individuos machos del estudio, sin

fragmentos inespecificos y ausente en hembras, ademas de presentar polimorfismo.

El procedimiento de PCR se estandarizo bajo el programa descrito en la seccion de
métodos, que comprende el paso de desnaturalizacion a 95°C por 10 min, seguido de 35
ciclos de amplificacion (95 °C 45 s, 60 °C 45 s, 72 °C 45 s) y una fase final de
elongacion de 72 °C por 5 min. Con este marcador se evaluaron a todos los individuos
del estudio tanto por especie como por poblacion. El tamaiio del fragmento de
amplificacion fue cercano a 500 pb (Figura 3). Las secuencias posteriormente alineadas

y editas presentaron un tamafio de 376 pb.

- . ey -—_—-—-

LI Alp Alp PM Hua Hua Vic Vic H PM

LI: llama, Alp: alpaca, Hua: huarizo, Vic: vicufia, H: hembra, PM: marcador de peso molecular

Figura 3. Productos de amplificacion de PCR del intrén DBY
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5.2. Analisis de secuencias del intron DBY del cromosoma “Y”

En las secuencias evaluadas se encontraron tres haplotipos del fragmento del intron
DBY (376 pb), los cuales presentan cinco sitios polimorficos (Tabla 7). Los haplotipos
encontrados fueron denominados: HYGI1, HYG2 y HYV. El haplotipo HYGI
corresponde al haplotipo de la especie Lama guanicoe, el HYG2 a Lama glama y HYV
al género Vicugna (que incluye a vicufas y alpacas). Marin et al. (2017) por su parte,
encontraron cinco haplotipos del intron DBY en una secuencia mas larga de 684 pb con

siete sitios polimorficos.

Tabla 7. Sitios polimérficos de los haplotipos DBY.
Se muestra la posicidon del SNP en la secuencia de 376 pb.

Haplotipo Posicién del SNP
42 178 244 275 333
HYG1 G A A A A
HYG2 G A A A G
HYV C G G G G

El haplotipo HYV incluye a todas las vicuias y a la mayoria de las alpacas (73 de
74), ademas de seis huarizos y tres llamas. Por otra parte, el haplotipo HYG1 involucra
solo a individuos de guanaco, mientras que el haplotipo HYG2 incluye a la mayoria de
los individuos machos de llama (68 de 71), siete huarizos y una alpaca (Tabla 8).
Aquellos individuos que presentan introgresion, es decir, las 3 llamas y la alpaca
provienen de la region de Curahuara de Carangas. En la red de haplotipos de la Figura 4
se ilustra la distribucion de los individuos de las diferentes especies, como también en el

arbol filogenético del ANEXO 2.

Tabla 8. Distribucion de haplotipos DBY en los grupos de estudio.
Para la asignacién de haplotipos se incluyeron las secuencias de guanacos provenientes de GenBank.

. Fenotipo
Haplotipo = —
Guanaco Llama Huarizo Alpaca Vicuiia
HYG1 29 0 0 0 0
HYG2 0 68 7 1 0
HYV 0 3 6 73 15
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El nimero de individuos que presenta introgresion con el marcador del cromosoma
“Y” de la otra especie es de 4,3% en llamas y 0,013% en alpacas. Estos datos contrastan
con los encontrados por Marin et al. (2017) con el mismo marcador molecular, donde se
hall6 un 0,07% de introgresion en llamas y 0,03 % en alpacas. Estas diferencias pueden
deberse al muestreo, a efectos de manejo por los productores en las diferentes regiones o
a diferentes patrones de introgresion. Sin embargo, en general se observa que estos
porcentajes de introgresion son mucho menores a los encontrados en el genoma
mitocondrial, ya que Barreta et al. (2013a) encontraron hasta 63% de introgresion en

alpacas y 9% de introgresion en llamas.

® Guanaco
m Llama

| Huarizo
®m Alpaca

m Vicuna

Figura 4. Red de haplotipos obtenida con la secuencia del intrén DBY. Red de haplotipos en representacidn tipo
Neighbor-Joining construida en base a los tres haplotipos identificados incluyendo 202 secuencias del intrén DBY
(376 pb). La escala representa la distancia genética. El area del circulo es aproximadamente proporcional a la
frecuencia.

Como se observa en la Tabla 8, el haplotipo de llamas HY G2 no presenta secuencias
de guanacos, mientras que el haplotipo HYV si es compartido entre vicufias y alpacas.
Esto reflejaria para este marcador, un menor tiempo de divergencia entre vicufias y
alpacas. Apoyando a los resultados obtenidos por Marin et al. (2017) con la aplicacion

de este marcador del cromosoma “Y”, que encuentra igualmente una clara separacion
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entre los haplotipos de llamas-guanacos y alpacas-vicunas. Esto se contrasta con los
datos obtenidos con marcadores autosémicos y mitocondriales, ya que, de acuerdo a los
mismos, las llamas y alpacas presentarian mayor cercania entre si demostrando eventos

de hibridacion entre estas especies (Echalar et al., 2020; Barreta et al., 2013a).

El nimero de haplotipos encontrados fue reducido y especifico a las especies. Las
caracteristicas del cromosoma “Y”: haploide, no recombinante (con excepcion de la
region pseudo-autosomal), con mutaciones preservadas y alto desequilibrio de
ligamento, reflejan también el fuerte impacto de la deriva génica, el comportamiento
reproductivo de algunas especies, o el manejo reproductivo de los machos por los
criadores, que reduce el tamafio efectivo de la poblacion lo que puede explicar la baja
diversidad haplotipica y ausencia de polimorfismo intraespecifico (Aliy-bek et al.,

2018; Jobling & Tyler-Smith, 2003; Wallner et al., 2004).

Ciertas regiones del cromosoma “Y” (como SRY) estdn poco conservadas entre
especies de mamiferos, aunque otros genes (que podrian tener un rol regulatorio) estan
altamente conservados (Waters et al., 2007). En especies del género Equus, Wallner et
al. (2004) encontraron bajo numero de haplotipos de diferentes marcadores
microsatélites del cromosoma “Y”, algunos especie-especificos y otros compartidos
entre especies cercanas. En comparacion al genoma autosémico, que varia en cada
meiosis y la similitud entre individuos emparentados disminuye exponencialmente,
mientras que en el cromosoma “Y” las variaciones estan estrictamente relacionadas a la
tasa de mutacion (Calafell & Larmuseau, 2017) y principalmente al efecto de la deriva

genética (Waters et al., 2007).

5.2.1. Diversidad haplotipica y nucleotidica de la secuencia DBY
La diversidad haplotipica (h) y nucleotidica (z) encontrada para la secuencia del
cromosoma “Y” analizada fue baja (Tabla 9). Los valores encontrados estan

influenciados por el efecto de los haplotipos de huarizos, en los cuales siete individuos
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tienen el haplotipo HYG2 y seis el HYV, por lo que se encuentra una mayor diversidad
haplotipica en este grupo; lo mismo ocurre en llamas y alpacas donde individuos con
introgresion presentan diferente haplotipo al de la especie, generando mayor diversidad
haplotipica. Sin este efecto, los valores de diversidad haplotipica y nucleotidica son
reducidos. Similares resultados se encontraron en el estudio realizado en caballos con
bajas tasas de diversidad haplotipica (entre 0 y 0,5) y diversidad nucleotidica (0 a
0,00056) (Han et al., 2015). Para cerdos (Sus cofra) la tasa de mutacion estimada en el
cromosoma “Y” fue menor a la tasa encontrada en autosomas (1,15 ¢’y 2.5 ¢
*mutaciones / pb x afio, respectivamente), lo que atribuyen se deberia al efecto de la

seleccion en el cromosoma “Y” (Guirao-Rico et al., 2018).

Tabla 9.Valores de diversidad haplotipica y nucleotidica de DBY por especie.
Calculos realizados en DNASP v5 con 202 secuencias del intrén DBY (376 pb).

Diversidad Diversidad

Haplotipica (h) Nucleotidica ()
Guanacos 0 0
Llamas 0,082 0,001
Huarizos 0,538 0,006
Alpacas 0,027 0,0002
Vicuiias 0 0

La limitacion del uso de un solo marcador del cromosoma “Y” podria explicar la baja
diversidad, pero también influye la deriva genética y/o la seleccion. En el genoma del
cromosoma “Y” existe alto desequilibrio de ligamento, por lo que la seleccion natural no
actua sobre un solo gen (Waters et al., 2007). Por otra parte, el impacto de la deriva en el
tamafio efectivo poblacional se refuerza ademas por el manejo reproductivo que aplican
los criadores de camélidos donde generalmente un solo macho reproductor se aparea con
las hembras en edad reproductiva de la tama (rebafio), durante dos a tres generaciones en
promedio. Por ejemplo, en poblaciones de ganado vacuno criollo de Pert encontraron
una baja diversidad genética y estructura poblacional (en haplotipos del cromosoma
“Y”), lo que demuestra el efecto generado por la deriva génica y el manejo reproductivo

con el uso de sementales (Yalta-Macedo et al., 2021).
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En la Figura 5 se compara la relacion filogenética encontrada entre las especies de
camélidos con el uso de diferentes marcadores moleculares (microsatélites autosomales
y marcador DBY). Es evidente que el efecto de la introgresion sobre el genoma nuclear
autosomal coloca a llamas y alpacas mdas cercanas evolutivamente (Echalar, 2015)
contrario a lo encontrado con los haplotipos DBY del cromosoma “Y”, donde llamas y
alpacas son mas distantes, lo que estaria relacionado con la direccion de la hibridacion,
que en el caso de las especies domésticas estd influenciada por la seleccion realizada por

los productores sobre los machos reproductores.

= m Guanaco

hLI

e hAlpaca
hVicuﬁa

—

s

Alpaca
Llama
Yicuna
—
0.05

Figura 5. Comparacion de arbol filogenético para las especies de camélidos suadamericanos.
En la parte superior el arbol obtenido con secuencias del intron DBY, en la parte inferior el arbol obtenido por
Echalar (2015) con 17 maracadores microsatélites autosomales.

Al tratarse de un solo marcador del cromosoma “Y” existe una limitacién importante
en el momento de esclarecer las relaciones filogenéticas entre las especies. Sin embargo,
nuevos estudios realizados en las diferentes especies de camélidos han encontrado
nuevos marcadores moleculares del cromosoma “Y” (Chen et al., 2018; Felkel et al.,

2019) que podrian ser potencialmente utilizados para apoyar o contrastar los resultados
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encontrados con el marcador del intrén DBY. Por ejemplo, Felkel et al. (2019)
encontraron dos haplogrupos del cromosoma “Y” entre camellos domésticos y

bactrianos y se estim6 un tiempo de divergencia de cerca de 26,999 afios.

5.1. Analisis de secuencias de la region control de ADN mitocondrial

La alineacion y andlisis de secuencias se realizaron con un fragmento de 451 pb de la
region control de ADN mitocondrial (D-Loop), incluyendo secuencias de guanacos con
las que se contaba previamente. Se incluyeron un total de 314 individuos (Tabla 4), tanto

hembras como machos y secuencias de guanacos y vicuias.

En total se identificaron 28 haplotipos y 23 sitios polimoérficos (Tabla 10). Los
haplotipos se distribuyen en dos haplogrupos: el haplogrupo HG engloba a los
haplotipos del género Lama (guanacos y llamas), y el haplogrupo HV incluye haplotipos

del género Vicugna (alpacas y vicufas).

El nimero de haplotipos encontrado, 28 (N= 314, 451 pb), se correlaciona con la tasa
de mutaciones de esta region encontrada en diferentes especies de mamiferos (Moritz et
al., 1987), la cual es mayor que la del genoma nuclear (Bromham, 2011). En otros
estudios realizados en las cuatro especies de camélidos sudamericanos también se
encontrd6 un elevado nimero de haplotipos: Barreta et al. (2013a) encontraron 44
haplotipos con 33 sitios polimoérficos (N=197, 513 pb), Mate et al. (2004) identificaron
20 haplotipos con 10 sitios polimorficos (N=20, 337 pb) y Marin et al. (2017)
encontraron 81 haplotipos con 64 sitios polimodrficos (N=185, 600 pb).
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Tabla 10. Sitios polimoérficos de los haplotipos de la regién control de ADN mitocondrial.
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En el arbol filogenético (Figura 6) y la red de haplotipos (Figura 7) se muestra la

distribucion de haplotipos por especie, agrupados en los dos haplogrupos mitocondriales

mencionados. El HV del género Vicugna esta formado por los haplotipos H6, H8, H10,
HI12, H13 y del H16 al H25. El haplogrupo HG del género Lama incluye a los

haplotipos H1 al H5, H9, H11, H14, H15, H26, H27 Y H28.
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Las llamas se encuentran principalmente distribuidas en los haplotipos del
haplogrupo HG, incluyendo una llama de Curahuara de Carangas que muestra el

haplotipo H14 donde se encuentran los guanacos.

Las alpacas estan representadas en proporciones similares en ambos haplogrupos. Se
tienen seis haplotipos exclusivos de alpacas en el haplogrupo HV, estos son el H17,
H18, H19, H20, H21, y H22 (Figura 7). Los haplotipos que pertenecen al haplogrupo
HG compartidos por llamas y alpacas contienen similares proporciones de ambas
especies (H1, H2, H4, HS5, H7, H9, H11 y H15). Las llamas que presentan haplotipo de
alpaca son mayormente provenientes de Catacora (seis individuos) y una de Ulla Ulla.
Mientras que el numero de alpacas que presentan haplotipos de llama (64 individuos,
provenientes de las tres regiones en similares proporciones) es mayor a aquellas que

presenta haplotipos de alpacas (50 individuos).

La composicion de los haplotipos del haplogrupo HV incluye a llamas que estan
representadas en menor proporcion que alpacas o vicuias y se encuentran en tres
haplotipos (H6, H10 y H16). La mayor presencia de individuos de alpacas en HG,
respecto a individuos llamas en HV demuestra mayor presencia de hibridacién e

introgresion en la poblacion de alpaca (arbol filogenético de la Figura 6).

Por otra parte, los huarizos se encuentran distribuidos en ambos haplogrupos. Se
presentan 33 huarizos en los nueve haplotipos de HG y diez huarizos en cuatro de los
nueve haplotipos de HV, lo que podria explicar eventos de hibridacion en ambas
direcciones, pero mayor en la direccion de llamas hembras y machos alpacas. En la

Tabla 11 se detalla el nimero de haplotipos por especie.
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Figura 6. Arbdl filogenético haplotipos mitocodriales.
Arbol Neighbor-Joining construido en base a los 28 haplotipos identificados usando 314 secuencias de la regién D-
Loop mitocondrial (451 pb).

43



‘BloUaNJ3J4 | e [euoldsodoud
91uswepewixoide sd 0|n2J1D [9p eaJe |3 "ed119uas elpuelsip e| eyuasaldal ejedass el *(qd TGy) |elipuodoyw doo-q uoisad
B| 9p SEIdUaNILS HTE opuesn sopedijizuapl sodinojdey gz so| e aseq ua opinJisuod duluior-soqydiaN sodinojdey ap pay
‘|lelapuod0yiw NQV 2p |043u0d uoi8al e| ap sodijojdeH ap pay £ eansi4

EUNJA ®
eaed)y m
ozLURNH M

ewe m

oIeUEND m

ILH

44



Tabla 11. Numero de individuos por haplotipo de ADN mitocondrial por especie.
Al finalizar se registra el nimero de haplotipos Unicos por especie.

Haplogrupo | Haplotipo | Alpacas | Huarizos | Llamas | Guanacos | Vicuiias
(115) (43) (112) (20) (25)
HG Hap 1 13 8 20 0 0
HG Hap 2 24 11 35 0 0
HG Hap 3 0 2 0 0 0
HG Hap 4 1 2 2 0 0
HG Hap 5 7 3 16 0 0
HV Hap 6 24 5 6 0 14
HG Hap 7 1 2 4 0 0
HV Hap 8 0 1 0 0 0
HG Hap 9 11 4 13 0 0
HV Hap 10 12 2 1 0 0
HG Hap 11 7 1 12 0 0
HV Hap 12 2 1 0 0 0
HV Hap 13 0 1 0 0 0
HG Hap 14 0 0 1 12 0
HG Hap 15 1 0 1 0 0
HV Hap 16 0 0 1 0 4
HV Hap 17 4 0 0 0 0
HV Hap 18 3 0 0 0 0
HV Hap 19 1 0 0 0 0
HV Hap 20 1 0 0 0 0
HV Hap 21 2 0 0 0 0
HV Hap 22 1 0 0 0 0
HV Hap 23 0 0 0 0 1
HV Hap 24 0 0 0 0 1
HV Hap 25 0 0 0 0 5
HG Hap 26 0 0 0 1 0
HG Hap 27 0 0 0 6 0
HG Hap 28 0 0 0 1 0
Haplotipos | 6 3 0 3 3
unicos

La distribucién de los individuos en los haplotipos mitocondriales demuestra una
mayor introgresion entre llamas y alpacas, ya que junto a las vicufias comparten
haplotipos (Barreta et al., 2013a). La informacion generada por el ADN mitocondrial
demuestra que llamas y alpacas comparten hasta un 80% de similitudes (Kadwell et al.;
2001). En el presente estudio se encontrd que el 4,48% de las llamas y el 58,88% de las
alpacas presentan introgresion de la otra especie en su genoma mitocondrial. Marin et al.

(2017) demuestran hasta el 67% de alpacas y el 25% de llamas con introgresion en el

45



genoma mitocondrial, similar a lo encontrado por Barreta et al. (2013a) con mayor
porcentaje de introgresion en el genoma mitocondrial de alpacas (51% en la secuencia

D-Loop y 63% en la secuencia MT-CYB).

5.1.1. Diversidad nucleotidica y haplotipica de la region control de ADN
mitocondrial

La diversidad haplotipica (h) y nucleotidica (x) encontrada para la secuencia de la
region control del ADN mitocondrial analizada se detalla en la Tabla 12. La mayor
diversidad reportada se da en llamas, huarizos y alpacas en relacion a las vicufias. La
mayor diversidad encontrada en huarizos se explicaria por el hecho de tratarse de
individuos hibridos, por lo que este grupo presenta haplotipos de ambas especies con
mayor diversidad haplotipica. Por otra parte, la diversidad genética de vicufias y
guanacos se habria reducido histéricamente a causa de las disminuciones de su tamafio
efectivo poblacional, por cuellos de botella a lo largo de su historia evolutiva (Diaz-

Maroto et al., 2020; Casey et al., 2018).

Tabla 12. Diversidad haplotipica y nucleotidica de la regién control de ADN mitocondrial, por especie.
Célculos realizados en DNASP v5 con 314 secuencias de la regidon D-Loop mitocondrial (451 pb).

Diversidad Diversidad

Haplotipica (h) nucleotidica ()
Guanacos 0,574 0,0026
Llamas 0,828 0,0048
Huarizos 0,883 0,0082
Alpacas 0,877 0,0095
Vicuiias 0,643 0,0097

Contrario a lo encontrado con el marcador del cromosoma “Y”, se hall6 mayor
variabilidad con el marcador mitocondrial, similar a lo descrito por Marin et al. (2017)
con los mismos marcadores ligados al sexo, quienes obtuvieron 81 haplotipos del
marcador mitocondrial (N=185, 300 pb), significando una mayor variabilidad que en las

secuencias del fragmento del intrén DBY.
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Se muestra el nimero de individuos llamas, alpacas y huarizos con cada uno de los haplotipos. El nimero de

Tabla 13. Distribucion de haplotipos mitocondriales en las poblaciones.

individuos provenientes de Curahuara de Carangas es mayor al de otras zonas (N=161). Al finalizar |a tabla se registra
el nimero de haplotipos Unicos en las poblaciones.

Haplogrupo Haplotipo Catacora (54) | Curahuara (161) | Ulla Ulla (49)
HG Hl 11 23 3
HG H2 19 42 8
HG H3 1 0 1
HG H4 2 2 1
HG HS5 5 21 0
HV H6 10 19 6
HG H7 1 6 0
HV H8 1 0 0
HG H9 2 17 8
HV H10 0 10 5
HG Hl11 2 9 9
HV HI12 0 0 3
HV H13 0 0 1
HG H14 0 1 0
HG HI15 0 2 0
HV Hl16 0 1 0
HV H17 0 4 0
HV H18 0 3 0
HV H19 0 1 0
HV H20 0 0 1
HV H21 0 0 2
HV H22 0 0 1
Haplotipos 1 6 5
unicos

En la tabla 13 se detalla la distribucion de haplotipos en las poblaciones de estudio,

encontrando mayor niamero de haplotipos unicos en Curahuara y Ulla Ulla, respecto a

Catacora donde se encontraron dos haplotipos unicos. Los cinco haplotipos unicos de

Ulla Ulla y el de Catacora pertenecen al haplogrupo HV, mientras que en Curahuara de

Carangas 4 son del haplogrupo HV y dos del haplogrupo HG. Lo que demuestra mayor

diversidad en la zona de Curahuara seguida de Ulla Ulla y Catacora.
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5.1.2. Distribucion geografica de haplotipos mitocondriales

A partir de las secuencias de la region control de ADN mitocondrial de llamas,
alpacas y huarizos se establecio la distribucion geografica de los haplotipos en las zonas
de estudio (Figura 8). Se observo que existe mayor proporcion de haplotipos de llamas
en todas las regiones, excepto en Catacora. Asimismo, se registra mayor numero de
haplotipos de alpacas en Ulla Ulla y mayor numero de haplotipos de llamas en

Curahuara de Carangas.

También se desarrolld un mapa de distribucion geografica de los haplotipos por
especie (llamas, alpacas y huarizos) (Figura 8). En la Figura 8 (a) se grafica la
distribucion de los haplotipos en las poblaciones cuantificando los individuos de los 3
grupos (llamas, alpacas y huarizos). En la Figura 8 (b) se observa la introgresion en
llamas de las diferentes zonas (en tonos azules), presentado mayor introgresion la
poblacion de llamas de Catacora con un 22,72%. En la Figura 8 (c) se observa mayor
introgresion de haplotipos de llamas en las poblaciones de alpacas (en tonos rojos), en
Catacora el 45,48% (con seis haplotipos) y en Curahuara el 46,83% (con cuatro

haplotipos).

Existe introgresion en el genoma mitocondrial en las tres regiones de estudio, sobre
todo en las poblaciones de alpacas, lo que indica que podria tratarse de eventos
histéricos de hibridacion e introgresion previos, que se dieron durante el proceso de
domesticacion y en la historia evolutiva temprana de las alpacas, como lo descrito por
Diaz-Maroto et al. (2020). El menor porcentaje de introgresion en Alpacas de Ulla Ulla
podria relacionarse con el manejo que se realiza en esta zona enfocado a la produccion

de fibra de alpacas, donde la poblacion de llamas seria minoritaria (INE Bolivia, 2019).
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Figura 8. Distribucion geografica de los haplotipos mitocondriales en cada uno de los grupos de estudio.
Se grafican las proporciones de los haplotipos mitocondriales para cada grupo y zona. Las coloraciones rojizas
corresponden a haplotipos de llama y las azules a haplotipos de alpacas. El tamafio de las graficas es
proporcional al nimero de individuos con cada haplotipo.
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5.2. Hibridacion e introgresion entre llamas y alpacas con haplotipos
mitocondriales y del cromosoma “Y”

Para determinar la direccion y la congruencia de la hibridacion a nivel mitocondrial y
del cromosoma “Y”, se contrastaron los resultados de herencia paterna de las secuencias
del intron DBY del cromosoma “Y”, con haplotipos de herencia materna de ADN
mitocondrial. Con la combinacion de estos haplotipos se determind la procedencia de

cada individuo macho de llama, alpaca y huarizo.

Se registraron cuatro posibles combinaciones de haplotipos, que corresponderian a la
ascendencia materna y paterna de cada individuo:

- Mitocondrial llama - Cromosoma “Y” llama (L-L)

- Mitocondrial llama - Cromosoma “Y” alpaca (L-A)

- Mitocondrial alpaca — Cromosoma “Y” llama (A-L)

- Mitocondrial alpaca — Cromosoma “Y” alpaca (A-A)

Los resultados obtenidos demuestran que las llamas en su mayoria (59 de 67)
proceden de un cruce L-L, a excepcion de ocho que provienen de cruces A-L o L-A.
Mientras que las alpacas tienen menos del 50% de procedencia de cruce A-A, siendo
mayoritario el cruce L-A (37 de 68) (Figura 9), es decir que presentan elevada

introgresion en el genoma materno.

Por otra parte, los individuos identificados fenotipicamente como huarizos no
presentan en todos los casos una procedencia de cruce entre especies, esto reflejaria la
elevada introgresion de ADN mitocondrial de llamas en las poblaciones de alpacas, ya
que se observa una proporcion considerable de cruce L-L y L-A, que suman un 75% de
los huarizos. Asimismo, los huarizos identificados fenotipicamente, no representan el
total de los individuos hibridos en las poblaciones, ya que el 11,94% de las llamas y el

55,88% de las alpacas presentan hibridacion. Con la aplicacion de los mismos
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marcadores ligados al sexo Marin et al. (2017) reportaron un 24,5% de hibridos en

llamas y un 69,7% en alpacas.

Llamas (N=67) Alpacas (N=68)

Haplotipo mitocondrial Haplotipo Y Haplotipo Mitocondrial Haplotipo Y

o
o o

44,12%
Huarizos (N=12)
Haplotipo Mitocondrial Haplotipo Y

-
¥ h
A
L4 o

16,7%

8,3%

Figura 9. Porcentaje de las combinaciones de haplotipos mitocondrial (D-Loop) y del cromosoma “Y” (DBY) en las
poblaciones de machos de llamas, huarizos y alpacas.
Proporcién de individuos puros (haplotipos "Y" y mitocondrial de la especie identificada por el fenotipo) e hibridos
con introgresion materna (haplotipo mitocondrial de la otra especie) y paterna (haplotipo Y de la otra especie).
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La presencia de haplotipos compartidos entre llamas y alpacas demuestra la
hibridacién frecuente en la historia de sus poblaciones. Se ha reportado previamente la
presencia de haplotipos mitocondriales compartidos entre llamas, alpacas y vicuiias
(Barreta et al., 2013a) y un nimero considerable de alpacas con haplotipos del género
Lama (Stanley et al., 1994; Kadwell et al., 2001). Asimismo, se encontr6 introgresion
del genoma de alpacas en el genoma de llamas y viceversa con el uso de marcadores

microsatélites (autosémicos) (Echalar et al., 2020).

En las Tablas 14 y 15 se detalla la distribucion de llamas, alpacas y huarizos por
poblacion y especie en cada uno de los cruces detallado anteriormente. En la poblacion
de Catacora se registra la mayor frecuencia de cruces entre especies, seguido de Ulla
Ulla, ambas poblaciones presentan mayor proporcion del cruce L-A, hembra llama-

macho alpaca (Tabla 14).

Tabla 14. Combinacion de haplotipo “Y” y mitocondrial por poblacién.
Se detalla el numero de individuos macho y el porcentaje asignado a cada cruce por poblacién.

Cruce
L-A A-L L-L A-A
Ulla Ulla 35.29%(6) | 5.88% (1) 5.88% (1) 52.94% (9)
Catacora 42.86% (6) | 21.43% (3) 35.71% (5) 0.00%
Curahuara | 28.32% (32) | 1.77% (2) | 49.56% (56) | 20.35% (23)

En las tres poblaciones de alpacas predomina el cruce L-A, en Catacora se presenta el
mayor nivel de introgresion de genoma de llama por el lado materno (100%, 4
individuos). Las llamas de Catacora y Ulla Ulla presentan una proporcion similar en los
cruces A-L y L-L, mientras que las llamas de Curahuara son mayormente puras, es decir

poseen el genotipo L-L (Tabla 15).
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Tabla 15. Proporciones de la combinacion de haplotipos “Y” y mitocondrial por poblacién y especie.

Se detalla el nimero de individuos macho y el porcentaje asignado a cada cruce por poblacion y especie.

Cruce
L-A A-L L-L A-A
Ulla Ulla Alpaca 42.86% (6) 0.00% 0.00% 57.14% (8)
Huarizo 0.00% 0.00% 0.00% | 100.00% (1)
Llama 0.00% | 50.00% (1) 50.00% (1) 0.00%
Catacora Alpaca 100.00% (4) 0.00% 0.00% 0.00%
Huarizo 66.67% (2) 0.00% 33.33% (1) 0.00%
Llama 0.00% | 42.86% (3) 57.14% (4) 0.00%
Curahuara | Alpaca 54.17% (26) 0.00% 0.00% | 45.83% (22)
Huarizo 14.29% (1) | 14.29% (1) 57.14% (4) 14.29% (1)
Llama 5.45% (3) 1.82% (1) 92.73% (51) 0.00%

El manejo que se da por parte de los productores en cada una de las zonas difiere, en
Curahuara de Carangas el manejo y seleccion esta enfocado a la produccion de carne de
llama, por lo que la introgresion en poblaciones de la especie es reducida, mientras que
las alpacas presentan altos niveles de introgresion, esto podria deberse a que machos con
caracteristicas no deseables en produccion de fibra de alpacas son descartados para su
faenado, por lo que estan altamente representados en la muestra proveniente del
matadero. Sin embargo, a pesar de que en Ulla Ulla y Catacora el enfoque es seleccionar
a alpacas con mejores caracteristicas de fibra, la presencia de introgresion es elevada.
Durante 7000 afios de domesticacion llamas y alpacas han estado bajo diferentes
procesos de seleccion natural y manejo, aunque se hace evidente la necesidad de
mantener la pureza y diversidad de estas especies para evitar la pérdida o debilitamiento

de caracteristicas productivas (Varas et al., 2020).

Los datos obtenidos con marcadores nucleares autosomicos y mitocondriales sugieren
una cercania genética entre llamas y alpacas (Echalar et al., 2020; Barreta et al., 2013a),
contrario a lo obtenido con datos del cromosoma “Y” (Marin et al., 2017). Respecto a la
evidencia del flujo genético entre estas especies, Echalar et al. (2020) sugieren que esto

ocurre por la introgresion entre las especies ya que ain no se encuentran totalmente
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separadas evolutivamente. Estos eventos de hibridacion podrian tener diferentes
consecuencias evolutivas, generando especies fusionadas, introgresion en todo el
genoma, radiacion adaptativa por las nuevas variaciones genéticas, generar nuevas
especies hibridas o la perdida de la especie original (Chan et al., 2019; Seehausen,

2004).

El hecho de encontrar bajos niveles de diversidad e introgresion con el marcador del
cromosoma “Y” en comparacion a lo encontrado con el marcador mitocondrial también
se podria explicar por un sesgo en el éxito reproductivo de los machos (Kayser et al.,
2003), dado el comportamiento reproductivo de los camélidos, en el que pocos machos
engendran la mayor parte de la descendencia. Mallet (2005) hace referencia a la regla de
Handel (1922) sobre el efecto de la introgresion en el sexo heterogamético, que sufre
mayor probabilidad de incompatibilidad de los hibridos. En mamiferos se daria en los
machos que a diferencia de especies con heterogamia en hembras, se exhibe una elevada

introgresion mitocondrial.

La aplicacion de marcadores ligados al sexo permite identificar la direccion de la
hibridacion e introgresion entre especies cercanas. En este estudio se pudo determinar
que la direccion de la hibridacion de llamas y alpacas es entre hembras llamas y machos
alpacas. La direccion de la hibridacion hace referencia a los comportamientos
reproductivos de las especies. Por ejemplo, entre perros y lobos o perros y coyotes la
direccion de la hibridacion es entre machos perros y hembras de las especies salvajes, 1o
que refleja el comportamiento de perros ferales (Godinho et al., 2011; Wheeldon et al.,

2013).

En los animales domésticos el manejo y seleccion artificial influye en los patrones de
hibridacion. En el caso de llamas y alpacas la seleccion de los machos reproductores
dada por los productores estd enfocada a escoger aquellos machos con las mejores

caracteristicas fenotipicas de la especie. La presencia de introgresion en especies
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domesticas podria ser consecuencia de las practicas de manejo como ocurre en ganado
vacuno (Mauki & Adeola, 2021) al igual que en los camélidos. En ganado nigeriano,
estudiado también con marcadores ligados al sexo, se observo una elevada diversidad
genética, tanto materna como paterna, y una estructura filogeografica no definida

(Mauki & Adeola, 2021).

Los hallazgos encontrados con la aplicacion del marcador del cromosoma “Y”
contribuirian a la teoria de la domesticacion independiente de llamas y alpacas (Marin et
al., 2017), que previamente asignaba a las alpacas en el género Vicugna (Casey et al.,
2018; Marin et al.,, 2017). Sin embargo, esto contradice a los hallazgos con los
marcadores mitocondriales (Barreta et al., 2013a), marcadores microsatélites
autosomicos (Echalar et al., 2020) y la introgresion reportada en todo el genoma (Fan et
al., 2020), que demuestran una elevada introgresion en las alpacas de diferentes
poblaciones lo que refleja eventos historicos de hibridacion y hace confusa la filogenia
de la especie. De forma similar, se ha descrito en ganado vacuno y otras especies del
género Bos que el establecimiento de las relaciones filogenéticas también es complejo
debido a la elevada introgresion, la cual ademés podria representar una hibridacion

adaptativa durante el proceso de domesticacion (Wu et al., 2018).
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6. Conclusiones

A partir del testeo de marcadores moleculares del cromosoma “Y”, se
seleccion6 al marcador tipo SNP (DBY) aplicable a las especies de estudio, el
cual fue descrito para camellos sudamericanos (Marin et al.,, 2017). Se
descartaron 21 marcadores descritos para otras especies de ungulados,
incluyendo marcadores para dromedarios, esto se deberia a las caracteristicas

evolutivas del cromosoma “Y” y a la distancia evolutiva entre las especies.

Se identificaron tres haplotipos de la secuencia del intrén DBY (376pb)
especificas para las especies, HYG 1 (guanacos), HYG 2 (llamas) y HYV

(compartido entre vicufias y alpacas).

El nimero de haplotipos (tres), diversidad haplotipica (h = 0,610) y diversidad
nucleotidica (m = 0,006) encontrada en la secuencia del fragmento del intron

DBY cromosoma “Y” fue menor a la encontrada en la secuencia mitocondrial.

Las poblaciones de alpacas de Catacora y Curahuara de Carangas presentan

mayor introgresion mitocondrial que la region de Ulla Ulla.

A través de la identificacion de haplotipos del cromosoma “Y” y del ADN
mitocondrial se pudo determinar la direccion de la hibridacion entre llamas y
alpacas de las poblaciones de estudio, la cual se da mayormente entre hembras
de llamas y machos de alpacas (L-A), encontrando mayor proporcion de

individuos de alpacas con este genotipo (54,41%).

Los individuos identificados fenotipicamente como huarizos presentaron
mayor porcentaje de genotipo L-L, es decir ascendencia materna y paterna de
llama, esto podria deberse a la elevada introgresion de ADN mitocondrial de

llamas en alpacas.
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Los patrones de introgresion encontrados al realizar la comparacion entre los
marcadores moleculares ligados al sexo demuestran asimetria, encontrandose
una introgresion evidentemente mayor en direccion materna (marcador

mitocondrial).

Los datos generados en los haplotipos del marcador del cromosoma “Y” y de
ADN mitocondrial son discordantes en el momento de establecer la relacion
filogenética entre los camélidos sudamericanos. Los haplotipos
mitocondriales son compartidos entre llamas y alpacas por lo que demuestran
y una alta cercania evolutiva entre estas especies, mientras que los datos
generados con el marcador DBY separan a los géneros Lama (llamas-

guanacos) y Vicugna (vicufas-alpacas).

7. Limitaciones del estudio y recomendaciones

Entre las limitaciones del estudio se puede citar el sesgo de los resultados
obtenidos con un solo marcador del cromosoma “Y”. Seria muy recomendable
incrementar el numero de marcadores, sobre todo a la luz de los nuevos
avances en la secuenciacion del genoma de los camélidos (Fan et al., 2020) y
la descripcion de marcadores microsatélites del cromosoma “Y” para camellos

bactrianos (Chen et al., 2018; Felkel et al., 2019).

El niimero de huarizos macho (identificados fenotipicamente) evaluados fue
reducido, al igual que el numero de llamas y alpacas de dos de las regiones
(Catacora y Ulla Ulla). Esto influy6é en el momento de determinar la estructura
poblacional, por lo que, en futuros estudios, seria necesario incrementar el

tamafio muestral para determinar la relacion entre las poblaciones y grupos.
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La diferencia encontrada entre los marcadores mitocondrial y del cromosoma
“Y” en relacion a los niveles introgresion, se podria explicar por la
heterogamia en los machos XY que jugaria un rol en la fertilidad. Este aspecto
debe ser sumado a la seleccion artificial llevada a cabo por los productores
locales sobre los machos reproductores, ademas de la posible existencia de
una ventaja por la hibridacion adaptativa en las alpacas en determinadas

regiones de su genoma.

Para poder determinar las causas de la direccionalidad de los patrones de
introgresion, en el futuro se recomienda evaluar la eficacia de la descendencia
hibrida en ambas direcciones, identificar efectos de la seleccion natural sobre

estos individuos macho y posibles efectos sobre la fertilidad.

Con la aplicacién de las nuevas tecnologias de secuenciacion NGS se hara
posible evaluar en detalle los patrones de introgresion en llamas y alpacas, asi

como también realizar una evaluacion a nivel geografico y por sexo.

Es posible que existan factores adaptativos que influyeron en la historia
evolutiva de las alpacas, por lo que seria necesario identificar regiones
genOémicas nucleares y mitocondriales que se encuentren sometidas a

seleccion.
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ANEXOS

Anexo 1. Descripcion de resultados de amplificacion de marcadores moleculares del cromosoma "Y”.
Se detalla los resultados obtenidos en muestras de camélidos con las diferentes variaciones en las condiciones de

PCR.

Marcador molecular

Especie de procedencia

Resultado en camélidos

BM-861, BYM-1, UMNO-103,
UTY-19, ZFY-10, INRA-189

Bos taurus

No generaron  productos de
amplificacion.

UTMO-307 Bos taurus Generd fragmentos de amplificacion
en machos y hembras.

Y-1 Bos taurus No se logréo estandarizacion con
muestras de Bos taurus. Sin
amplificacién en camélidos.

ZF-2 y CAPY-1 Capras hircus Productos de amplificacion

ambiguos, con varias  bandas
inespecificas en hembras y machos.

Sry K1-Sry K2, Sry K3-Sry K4 y
ZF1

Camélidos
sudamericanos

Amplificacién en algunos machos.

DBY12)C

Amplificacion en todos los machos y
en ninguna hembra. Sin bandas
inespecificas.

Eca.YH12, Eca.YA16, Eca.YP9,
Eca.YM2, Eca.YE1l y Eca.YJ10

Equinos

No lograron amplificar el tamafio de
fragmento esperado, también
presentes en hembras.

TR4520 Camelus dromedarius Varios fragmentos de diferentes
tamafios al esperado, en hembras 'y
machos.

TR5720 Camelus dromedarius Fragmentos de menor tamafio al

esperado, en hembras y machos.
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ANEXO 2. Arbol filogenético basado haplotipos del intrén DBY.
Arbol Neighbor-Joining construido en base a los 3 haplotipos usando 202 secuencias (de individuos macho) del
intron DBY del cromosoma “Y” (371 pb).
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