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RESUMEN

Para seleccionar cuyes reproductores por caracteres morfolégicos y
variabilidad genética; se efectué un analisis fenotipico detallado y se
secuencio el gen mitocondrial citocromo b de 21 ejemplares de las lineas
mejoradas Inti, Perd y Andina del criadero del IASA, y un ejemplar adicional
de la linea Inka del mismo criadero. El andlisis fenotipico cualitativo califico
positivamente a todos los ejemplares de las distintas lineas. La variable
sintética genero tres grupos de individuos segun el puntaje adquirido por los
mismos, en cada variable fenotipica cualitativa y cuantitativa. EI mejor grupo
lo conformaron un cuy de la linea Andina, dos de la linea Perd, y cuatro de la

linea Inti.

La metodologia para la caracterizacion molecular y el analisis filogenético del
gen mitocondrial citocromo b incluyé a secuencias depositadas en el
GenBank de ejemplares Cavia porcellus de paises vecinos y de otros
géneros asociados a esta especie. Los ejemplares de la Hda. El Prado,
alcanzaron un promedio de 1101,5 nt o el 98,27% del gen completo (1120,8
nt). Se obtuvo un 98,08% de pares idénticos y 1,92% de variables por
transicion y transversion. El 85,50% de sitios analizados fueron conservados
y el 14,50 % fueron variables, de los cuales el 55,48% fueron parsimoniosos
informativos. Los ejemplares mas diversos fueron 12 e 15, de la linea Inti. El
ejemplar 15 fue el mas variable genéticamente de entre la poblacion
muestreada y obtuvo un buen puntaje en la caracterizacion fenotipica. El
arbol de distancias genéticas para la inferencia filogenética fue bastante
robusto y determind una similitud del 100% para individuos de la especie C.

porcellus bajo una frecuencia de analisis de 1000 réplicas.

PALABRAS CLAVE: Cavia porcellus, citocromo b, ADN mitocondrial,

andlisis filogénico, seleccién, variabilidad, distancias genéticas.



ABSTRACT

To select stud guinea pigs using morphological features and genetic
variability, a detailed phenotypic analysis was done also the mitochondrial
gen cytochrome b of twenty one specimens corresponding to the breeding
lines Inti, Peru and Andean and an extra specimen of the line Inka, all of
them from the lasa “El Prado” hatchery, were sequenced. The qualitative
phenotypic analysis graded positively all the specimens of the different lines.
Three specimens groups were generated by the synthetic variable according
to score achieved by them for each qualitative and qualitative phenotypic
variable. The best group was integrated by: one guinea pig from the Andean
line, two from the Peru line and four from the Inti line.

The methodology for the molecular characterization and the phylogenetic
analysis of the mitochondrial gen cytochrome b includes sequences
deposited in GenBank of Cavia porcellus specimens from neighbor countries
to Ecuador and other genus associated to this specie.The specimens from
the “El Prado” hatchery reach a mean of 1101.5 nt or the 98.27% of the
entire gen (1120.8 nt). A 98.08% of identical pairs were obtained and 1.92%
of variables by transition and transversion. The 85.50% of analyzed locations
were conserved and the 14.50% were variables, of them, the 55.48% were
informative parsimonious. The more diverse specimens were 12 and 15 of the
Inti line. The specimen I5 was the most genetically varying among the
sampled population and obtained a good score in the phenotypic
characterization. The tree of genetic distances for the phylogenetic inference
was quite robust and determined a 100% similitude for the samples of the

Cavia Porcellus specie under a frequency analysis of 1000 replicas.

KEYWORDS: Cavia porcellus, cytochrome b, mitochondrial DNA

phylogenetic analysis, selection, variability, genetic distances
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INTRODUCCION

1.1 ANTECEDENTES

A través del tiempo el cuy (Cavia porcellus) ha tomado gran
importancia a nivel mundial. Se lo ha empleado principalmente en la
alimentacion y en rituales religiosos en paises como Peru, Ecuador,
Colombia y Bolivia, de donde es originario (Chauca 1999), y con otros usos
en diversos paises, por lo que esta especie se encuentra ampliamente

distribuida a nivel mundial.

La poblacién de cuyes en la region andina es de alrededor de 35 millones de
individuos, siendo Peru el pais que registra el mayor nivel de consumo y de
produccion anual, valorada en 16.500 TM de carne (Chauca 1999). En el
Ecuador la poblacion de cuyes registrada para el afio 2000 por el Ill Censo
Agropecuario, superd los 5 millones de cabezas, ademas se calcula que
aproximadamente 13 millones de cabezas son consumidas anualmente en el
pais correspondientes a 25.590 TM permitiendo un consumo per capita de
1,41 Kg al mes o 16,90 Kg anuales, que dan un promedio de 8 cuyes por

persona al afio en las zonas rurales (Robayo 2008).

En su afan por satisfacer la creciente demanda de carne de cuy en los
altimos afios, a lo largo de la sierra ecuatoriana, se han instalado grandes y

medianos criaderos; la mayoria de estos han asumido un sistema de crianza



y manejo semi-tecnificado en el que todavia se observan animales del tipo
criollo donde los cruces indiscriminados con animales mejorados han
logrado satisfacer un pequefio porcentaje de la demanda pero han
provocado cierta deficiencia en la expresion de caracteres productivos

(Vasconez y Vasconez 2003).

En el criadero de cuyes de la Carrera de Ciencias Agropecuarias, al igual
gue en la mayoria de centros productivos del pais, los cruces se han guiado
siempre por lineas, y en épocas de escases de reproductores, se ha cruzado
en forma aleatoria sin tomar en cuenta registros ni caracteristicas
morfologicas de relevancia para el productor (Falconi Patricia; comunicacion

personal).

A pesar de que inicialmente se habia trabajado con estandares morfolégicos
para la aplicacion de técnicas de selecciéon, cruzamientos, consanguinidad y
manejo del medio ambiente para potencializar parametros genéticos,
fenotipicos y econémicos (Chauca 1999), basarse en este tipo de caracteres
no ha dado muy buenos resultados en programas de mejoramiento genético
y productivo (Guzman 2000). Por lo que en la ultima década del siglo XX, se
ha realizado muchas investigaciones relacionadas con los parametros
productivos de las especies domeésticas y su relacion con la expresion de los

genes.

Casos como el peso vivo y el rendimiento a la canal en especies dedicadas

a la produccion de carne como los cuyes, han sido evaluados a través de



registros sobre el desempefio del animal y de los progenitores, permitiendo
seleccionar animales con las mejores caracteristicas productivas (Solarte y

Rosero 2008).

Razon por la cual, en los ultimos afios se ha decidido aplicar otro tipo de
metodologias como el uso de marcadores moleculares con el fin de alcanzar
mayor eficiencia en los programas de seleccion. Con base en la genémica,
ha sido posible identificar en el genoma de cualquier especie, secuencias de
ADN relacionadas con caracteres productivos, reproductivos y de salud,;
mecanismo que ayudaran al progreso genético de las especies y a

maximizar la productividad animal (Solarte y Rosero 2008).

La aplicacion de marcadores moleculares para estimar la variabilidad
genética entre y dentro de poblaciones es una técnica eficaz. En el caso de
Cavia porcellus, no existen reportes referentes al uso de estas técnicas a
nivel nacional. En su mayoria los estudios que emplean marcadores
moleculares han sido aplicados a especies vegetales y pocos han estudiado
partes puntuales del genoma, como es el caso del citocromo b, en especies

animales.

El presente estudio filogenético permitié determinar el origen de las tres
lineas de cuyes mayoritariamente explotadas a nivel nacional, Perd, Andina
e Inti; y asociar sus caracteristicas morfolégicas con patrones genotipicos,
de tal forma que los animales de mejores caracteristicas seran empleados

como base para un futuro programa de Mejoramiento Genético para el



Proyecto de Produccién de cuyes de la Carrera de Ciencias Agropecuarias —
IASA. De igual forma esta investigacion ayudd a identificar el nivel de
endogamia presente en cada linea con el fin de reducir la consanguinidad en

futuros cruzamientos.

Se espera que la técnica aplicada para esta investigacion sea difundida y
aplicada en diferentes criaderos a nivel nacional de tal manera que sirva de
ejemplo para fomentar la crianza tecnificada de cuyes, mejorar la calidad del
producto y contribuir a la seguridad alimentaria especialmente de las familias

gue se benefician econdémicamente de la crianza de esta especie.

Asi también se espera que este proyecto contribuya para la conservacion de
los recursos genéticos y para el mejoramiento de las poblaciones de cuyes

en el pais.



1.2 OBJETIVOS

1.2.1 General

Establecer relaciones morfolégicas y moleculares en las lineas de
cuyes Peru, Andina e Inti que sirvan como base para un futuro programa de
mejoramiento genético en el Proyecto de Especies Menores de la Carrera de

Ingenieria Agropecuaria.

1.2.2 Especificos

¢ Identificar caracteres morfologicos, especificos para cada linea, que

permitan la seleccion de especimenes para mejoramiento genético.

e Caracterizar molecularmente tres lineas de cuyes mejorados a
través del gen mitocondrial para citocromo b y estimar posibles
relaciones con especies silvestres que se encuentran registradas en

el GenBank.

o Establecer el grado de asociacion o de variabilidad genética de las
lineas de produccion con el fin de conocer el nivel de endogamia

dentro de cada linea.



REVISION DE LITERATURA

2.1 GENERALIDADES SOBRE EL CUY (CAVIA PORCELLUS)

Diversos historiadores sefialan que el cuy (Cavia porcellus) es
originario de Sudamérica y que antes de la llegada de los espafioles este

mamifero roedor ya habia sido domesticado (Solarte et al. 2007).

2.1.1 Origen y Distribucion

El cuy, cobayo, curi o conejillo de indias es originario de la zona andina
de los paises de Bolivia, Ecuador, Colombia y Pera. Se encuentra distribuido
a lo largo de la cordillera de los Andes en los paises de Venezuela,
Colombia, Ecuador, Peru, Bolivia, noreste de Argentina y el norte de Chile,

bajo los 4500 msnm hasta las costas y la regién oriental (Chauca 1997).

El habitat del cuy silvestre es mas extenso, va desde América Central hasta
el sur de Brasil, Uruguay y Paraguay. En Argentina se han encontrado tres
especies. La especie Cavia aperea tschudii se distribuye entre Argentina,
Peru y Bolivia. La especie Cavia aperea aperea va desde el sur de Brasil
hasta el noreste de Argentina, y la especie doméstica Cavia porcellus, se
distribuye en Guayana, Venezuela, Perd, Ecuador, Bolivia y Colombia

(Chauca 1999; figura 2.1).
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Leyenda

1a. Cavia aperea aperea

1b. Cavia aperea rosida

1c. Cavia aperea hypoleuca
1d. Cavia aperea pamparum
le. Cavia aperea sodalis

1f. Cavia aperea osgoodi

1g. Cavia aperea tschudii
1h. Cavia aperea festina

1i. Cavia aperea guianae

1j. Cavia aperea anoalaimae
2. Cavia fungida

3. Cavia stolida

Figura. 2.1. Distribucién del genero Cavia en América del Sur (Huckinghaus 1961,

citado por Chauca, 2007).

2.1.2 Descripcion Taxondmicay Morfolégica

En la escala zooldgica el cuy doméstico se ubica en la siguiente

clasificacion (tabla 2.1):




Tabla. 2.1. Clasificacion zooldgica del cuy doméstico.

REINO Animal
CLASE Mammalia
SUBCLASE Placentalia
ORDEN Rodentia
SUBORDEN | Hystricomorpha
FAMILIA Cavidae
GENERO Cavia
ESPECIE Cavia porcellus

Fuente: Chauca, 1997; Esquivel, 1994.

El cuy doméstico, Cavia porcellus presenta un cuerpo de forma alargada y
cubierto de pelos desde el nacimiento. Presenta una cabeza relativamente
grande en relacion al cuerpo, de forma conica y de longitud variable de
acuerdo al tipo de animal con orejas caidas por lo general, o paradas cuando
son mas pequefias, estan bastante irrigadas pero carecen de pelo. Los 0jos
son redondos de color negro o rojo. El hocico es coénico, con fosas nasales y
ollares pequeiios, el labio superior partido, labio inferior entero, sus incisivos
son alargados con curvatura hacia dentro, crecen continuamente y no
poseen caninos pero si amplios molares. Presentan la siguiente férmula

dentaria:

| (1/1), C (0/0), PM (1/1), M (3/3) = Total 20

El cuello es grueso, musculoso, bien implantado al cuerpo, formado de siete
vértebras, el atlas y el axis estan bien desarrollados. El tronco tiene forma
cilindrica y esta formado por 13 vértebras dorsales. Las primeras diez se
unen a un par de costillas, las mimas que a su vez se sujetan al esternon,

las 3 ultimas son flotantes (Chauca 1997).



El abdomen es la parte de mayor volumen y capacidad del animal, que tiene
como base anatomica a 7 vértebras lumbares. Las extremidades son cortas,
las anteriores un poco mas que las posteriores. Ambos miembros terminan
en dedos provistos de ufias. El numero de dedos varia desde 3 para los
miembros posteriores y 4 para los anteriores. Siempre el numero de dedos

en las manos es igual o mayor que en las patas (Chauca 1997).

2.1.3 Caracteres morfolégicos de cada linea

Segun Guzman (2000); los cuyes tipo C, 1.1, 1.2 y 1.3, caracterizan

morfolégicamente a las lineas Andina, Inti y Peru, respectivamente.

2.1.3.1 Descripcion fenotipica de la linea Andina

Cuy clasificado como de pelaje simple o tipo 1, de pelo delgado, color
blanco, cuyo valor en la tabla de colores le corresponde al 0 (White).
Presenta ojos color negro, carece de dedos supernumerarios (Guzman
2000), por lo general tienen cabeza mediana y en su mayoria no presentan

remolino en la cabeza (Chauca, et al 2005; tabla 2.2).

2.1.3.2 Descripcion fenotipica de la linea Inti

Cuy de color simple, bayo, o bayo con blanco; ubicado en la tabla de
colores como 121D, 139 y 36 (Pale pinkish buff, true cinnamond y amber).
Corpulento, con aptitudes para carne, presencia de dedos extras, o0jos
siempre de color negro. Pelo grueso y piel sin pigmentacién (Chauca, et al

2005; Guzman 2000; tabla 2.3).
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Tabla. 2.2. Medidas morfométricas correspondientes a cuyes de la linea Andina,

tomadas a los 3 meses de edad.

LINEA ANDINA

LARGO TOTAL 289,0 mm

LARGO DEL CUERPO 281,0 mm

LARGO RUDIMENTO CAUDAL 8,0 mm

LARGO OREJA 33,7 mm
LARGO PATA 50,0 mm
LARGO CABEZA 62,5 mm
ANCHO CABEZA 26,0 mm
PESO 600 g

Fuente: Guzman, 2000.

Tabla. 2.3. Medidas morfométricas correspondientes a cuyes de la linea Inti, tomadas

alos 3 meses de edad.

LINEA INTI

LARGO TOTAL 270,0 mm

LARGO DEL CUERPO 263,8 mm

LARGO RUDIMENTO CAUDAL 6,2 mm

LARGO OREJA 34,0 mm
LARGO PATA 45,0 mm
LARGO CABEZA 62,5 mm
ANCHO CABEZA 29,0 mm
PESO 600 g

Fuente: Guzman, 2000.

2.1.3.3 Descripcion fenotipica de la linea Peru

Es un cuy de pelaje simple conocido como alazan o rojizo cuya
numeracion en la tabla de colores corresponde a 240 y 340 (Kingfisher

rufous y robin rufous), presenta pelo grueso, cuerpo brevilineo, compacto,
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apto y preferido para la produccion. Es de ojos negros, tranquilo, y presenta

dedos extras en sus extremidades posteriores (Guzman 2000; tabla 2.4).

Tabla. 2.4. Medidas morfométricas correspondientes a cuyes de la linea Perd,

tomadas a los 3 meses de edad (Guzman 2000).

LINEA PERU

LARGO TOTAL 270,0 mm

LARGO DEL CUERPO 263,4 mm

LARGO RUDIMENTO CAUDAL 6,6 mm

LARGO OREJA 32,0 mm
LARGO PATA 46,5 mm
LARGO CABEZA 64,0 mm
ANCHO CABEZA 30,0 mm
PESO 600 g

Fuente: Guzman, 2000.

2.1.4 Efectos de la Consanguinidad en Cuyes

Una practica de mejoramiento incontrolado, no planificada de manera
integral puede terminar en el uso indiscriminado de reproductores
provocando de manera inevitable el incremento de la consanguinidad y
pérdida o disminucién en la expresiébn de los indices productivos y
reproductivos (Mantilla 2009), consecuentemente la generacion de abortos y
una mayor susceptibilidad al contagio de enfermedades (Falconi Patricia;
comunicacién personal), asi como también la degeneracion de la especie
reflejada en anomalias de caracter fenotipico como enanismo o polidactilia,

caracteristicas que reducen la calidad del animal productor de carne.
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2.1.5 Genética del Cuy (Cavia porcellus L.)

En el Ecuador, como en otros paises Andinos; se conocen
basicamente dos genotipos de cuyes, el criollo y el mejorado. El cuy criollo
se caracteriza por su rusticidad y tamafio pequefio pero que al ser cruzado
con cuyes mejorados puede optimizar su rendimiento productivo. El cuy
mejorado es el resultado de un proceso de seleccion del cuy criollo por lo
gue ha ganado precocidad y adaptacion a sistemas de produccion intensivos

(Chauca, 1997).

Segun algunos andlisis citogenéticos se demuestra que el Género Cavia se
caracteriza por un namero diploide de 64 cromosomas (2n=64) asociados en

4 grupos segun su forma y tamafio (Guzman 2000).

2.2 TECNICAS MOLECULARES PARA LA CARACTERIZACION

GENOTIPICA

Los diferentes estudios han determinado que para entender las
funciones metabdlicas es necesario amplificar pequefias regiones del ADN y
del ARN, o detectar la presencia de ARNm, lo que permitira detectar la
expresion de diferentes genes que cumplen funciones especificas en

procesos fisicos y biolégicos (Eguiarte, et al. Comps. 2007).

2.2.1 Extraccion de ADN

Para la extraccion de los acidos nucleicos es necesario separarlos de

las células que los contengan a traves de distintos pasos.
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Lisis. Consiste en liberar al ADN del interior de la célula utilizando
diversos buffers. Los kits comerciales emplean diferentes agentes quimicos
para este proceso, algunos de los cuales son detergentes, otras son las
moléculas quelatantes, que desestabilizan la membrana celular e inhiben la
presencia de ADNasas a través de la eliminacion de cationes dentro de la
solucion. También es necesaria la aplicacion de encimas como la Proteinasa
K, Proteasa OB 0 RNasa A para la degradacion de proteinas y enzimas, y un

agente que estabilice el pH de la solucién (Eguiarte, et al. Comps. 2007).

Las sales cumplen la funcion de evitar la degradacién de los &cidos
nucleicos mediante la formacion de una capa ionica suave que protege al
ADN durante la lisis. Durante este proceso es necesario incubar las
muestras a temperaturas entre 50 y 70 °C con agitaciones frecuentes, de tal
manera que se promueva la ruptura de los lipidos de la membrana celular
facilitando la liberacion del ADN de la estructura celular (Eguiarte, et al.

Comps. 2007).

Eliminacién de proteinas. Se logra con la aplicacion de alcoholes
como fenol, etanol absoluto e incluso cloroformo; se homogeniza la mezcla y
se centrifuga para poder colectar el sobrenadante clarificado libre de
proteinas, de esta manera se limpia la muestra del exceso de lipidos

(Eguiarte, et al. Comps. 2007).

Lavado. Se realiza varios lavados con sales y buffers reconstituidos

con etanol, lo que obliga al ADN que esta cargado negativamente a obtener
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una capa ionica positiva que facilite su precipitacion. Al efectuar el ultimo
lavado se eliminan el exceso de sales que recubren el ADN y las soluciones

acuosas que quedaron de los otros buffers (Eguiarte, et al. Comps. 2007).

Secado. Por medio de centrifugacion se consigue eliminar las sales
restantes y el exceso de alcohol que se consigue con cada lavado (Eguiarte,

et al 200 Eguiarte, et al. Comps. 20077).

Recoleccién de ADN. Finalmente se somete la muestra a
centrifugacion con un buffer eluente que ayuda a recoger los acidos

nucleicos.

2.2.2 PCR (Reaccidtn en Cadena de la Polimerasa)

La técnica PCR o Reaccién en Cadena de la Polimerasa (Polymerase
Chain Reaction), detecta pequefios fragmentos de ADN y multiplica
geométricamente regiones especificas de ADN blanco a través de ciclos

sucesivos de sintesis (Rosales 2002).

La sintesis de ADN en una reaccion PCR requiere varios componentes que
permitan simular dicho proceso que originalmente sucede en la célula
(Rosales 2002). Los componentes de reaccion de la PCR son el ADN
“blanco” que contiene la fraccion en estudio, la taq polimerasa proveniente
de la bacteria Thermus aquaticus, los oligonucleétidos llamados también

primers, cebadores o iniciadores, los dinucle6tidos o dNTPs, y algunos
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agentes quimicos que ayuden a mantener las condiciones necesarias para la

reaccion como el Buffer 10X y el MgCl, (Eguiarte, et al. Comps. 2007).

La técnica PCR tiene algunas variaciones segun el tipo de investigacion que
se realice, algunas de estas técnicas son los RAPDs, AFLPs, ISSRs, ITSs,
etc. Por ejemplo; si se conoce el fragmento especifico que se desea
estudiar, como el gen 16S; la técnica consistira en utilizar primers para esa
secuencia y se amplificaran anicamente los fragmentos conocidos. Con esta
técnica es posible detectar cambios de una sola base dentro de la secuencia

(Eguiarte, et al. Comps. 2007).

En el genoma hay algunas zonas hipervariables que pueden amplificarse
con esta técnica, como los llamados microsatélites, que son los sitios donde
se inicia la sintesis de ADN dentro de los cromosomas. Esta técnica se
utiliza ademas para determinar polimorfismos gendmicos que pueden

observarse facilmente en un gel de agarosa (Eguiarte, et al 2007).

Para la amplificacion de las secuenciasa través de la técnica PCR es
necesario seguir un proceso térmico que consiste en tres etapas, las mismas

que se llevan a cabo dentro de un termociclador.

Desnaturalizacion. Consiste en la disociacion de la doble hebra de
ADN a través del incremento de temperatura que puede subir hasta alcanzar

los 90 a 95°C (Rosales 2002; figura 2.2).
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Alineamiento o hibridacion de cebadores. La temperatura del
termociclador baja rapidamente oscilando entre los 30 y 60 °C, dependiendo
del tamafio y la secuencia del primer. A esta temperatura se forman y se
rompen los puentes de hidrogeno del ADN y de los primers hasta que estos
queden alineados en una region de doble cadena (Eguiarte, et al. Comps.
2007, Rosales 2002). A continuacion la polimerasa se une a esta region y
empieza a copiar bases en el sentido 5" - 3" permitiendo estabilizar la unién

entre los puentes del primer con el ADN y las nuevas bases (figura 2.2).

Extension. La temperatura sube hasta alcanzar los 72 °C provocando
la actividad maxima de la polimerasa al incorporar mas nucleotidos
sintetizados de acuerdo a la secuencia presente en el ADN blanco (Eguiarte,

et al. Comps. 2007; Rosales 2002; figura 2.2).

Finalmente, el resultado de la PCR corresponde a una copia de hebra doble
del ADN blanco, cada copia puede ser amplificada millones de veces.
Posteriormente los productos de la PCR son visualizados por medio de una
electroforesis para determinar si el ADN blanco fue amplificado (Rosales

2002).

Es importante considerar que antes de iniciar los ciclos del proceso térmico
se debe precalentar las muestras por varios minutos a 95 °C para favorecer
el inicio de la desnaturalizacion, y al finalizar los ciclos se debe mantener al

menos unos 30 segundos a 75 °C para permitir que la polimerasa sintetice
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aguellos fragmentos que quedaron incompletos (Eguiarte, et al. Comps.

2007).

by 3
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Figura. 2.2. Reaccion en Cadena de la Polimerasa® (Rosales 2002).

2.2.3 Electroforesis en gel de agarosa

La electroforesis es una técnica que ayuda a visualizar los fragmentos

obtenidos en la PCR separandolos de acuerdo al tamafio y al peso de los

! 1) Desnaturalizacién. 2) Alineamiento. 3) Extensién de la hebra de ADN. 4) Dobles hebras de ADN
amplificadas
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mismos. La agarosa, al igual que la poliacrilamida, constituyen un medio
poroso por el cual los fragmentos de ADN pasan atraidos por la corriente
eléctrica, desde el polo negativo debido a la presencia de grupos fosfato (P"),

al polo positivo (Eguiarte, et al. Comps. 2007).

Los fragmentos pequefios pasan mas rapido que los fragmentos grandes,
los cuales se van atrapando entre los poros del gel, de tal manera que si hay
varios fragmentos del mismo tamafio se agrupardn en un solo lugar

formando lo que se conocen como bandas (Eguiarte, et al. Comps. 2007).

Los geles de acrilamida estan constituidos por moléculas mas uniformes
dando lugar a poros mas homogéneos, por lo que son recomendados para la
visualizacion de fragmentos muy pequefios. Los geles de agarosa forman
redes menos homogéneas pero permiten la visualizacion de moléculas de

ADN en bandas separadas (Eguiarte, et al. Comps. 2007).

Para realizar la electroforesis en gel de agarosa se requiere de una fuente
de poder y una camara electroforética en la que se debe aplicar el buffer de
corrida que puede ser un TBE (Tris Boratos EDTA) o un TAE (Tris Acetatos
EDTA), cuya funcion es la de facilitar la migracion de los fragmentos de ADN

a través del gel (Eguiarte, et al. Comps. 2007).

La tincion del gel de agarosa se realiza con bromuro de etidio, una molécula
que brilla con luz UV y se intercala con las bases de ADN para facilitar su

visualizacion. La tincion del gel puede hacerse colocando el bromuro de
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etidio directamente en el buffer con agarosa antes de su gelificacion o
después de la corrida sumergiendo el gel en una solucién de bromuro de

etidio.

En el primer caso se agregan 0,5 pg de bomuro de etidio por mL de gel, y en
el segundo, la solucibn de bromuro de etidio debe contener la misma
concentracion por mL del buffer que se empleara para sumergir el gel
durante 30 a 40 minutos. La visualizacion se realiza con un transiluminador

con luz UV y una camara fotogréafica (Eguiarte, et al. Comps. 2007).

2.2.4 Secuenciacion

La secuenciacion es una técnica que puede ser ejecutada de diferentes
maneras, cuyo objetivo es el de analizar detalladamente un fragmento de
acidos nucléicos que permita establecer diferencias y similitudes entre

individuos (Eguiarte, et al. Comps. 2007).

Existen tres técnicas para la secuenciacion, la enzimatica, la quimica y la
automatica. La técnica enzimatica de Fred Sanger sugiere la sintesis in vitro
del ADN analizado con la ayuda de una polimerasa y una réplica del ADN
gue iniciara la secuencia. La clave para este método esta en la adicién de
trifosfato de dideoxirribonucledsido (ddATP, ddCTP, ddTTP, ddGTP), el cual
carece del radical 3 — OH de tal manera que al entrar en la cadena se
bloguea la adicién de otro nucledtido. Los fragmentos sintetizados llegan a
formar una escalera de nucleétidos que pueden ser detectados por

electroforesis (Eguiarte, et al. Comps. 2007).
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La técnica quimica desarrollada por Alan Maxan y Walter Gilbert hace uso
de agentes quimicos que rompen el ADN especificamente en cada base
tratando de reducir al maximo cualquier dafio que se pueda producir a la
cadena. Finalmente las bases pueden ser observadas por electroforesis y

tinturadas con radiactividad (Eguiarte, et al. Comps. 2007).

La secuenciacion automatica (figura 2.3) parte de la reaccién enzimatica
pero emplea una emision fluorescente que detecta las bases mediante un
laser, las sefiales son transmitidas a un software el cual interpreta y codifica

cada nucledtido (Eguiarte, et al. Comps. 2007).

AAACAACTTCOGTAAGT ATA

Figura. 2.3. Parte de una secuencia de ADN producida por un secuenciador

automatizado.

2.3 HERRAMIENTAS PARA LA EVALUACION DE LA VARIABILIDAD

GENETICA

En todas las poblaciones, los organismos presentan pequefas
variaciones en su genoma que pueden estar ocultas o manifestarse en su
fenotipo. Este tipo de variaciones son empleadas por los investigadores para

estudios de relaciones filogenéticas dada la presencia de genes, como los
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ribosomales y mitocondriales que proveen informacién sobre variabilidad

(Eguiarte, et al. Comps. 2007, Vargas 2005).

La variabilidad genética o polimorfismo se debe a que cada individuo
es afectado en forma diferente en su interaccion con el medio ambiente y
sufre pequefias alteraciones o mutaciones en los componentes basicos del
ADN. Dichos cambios se dan por sustituciones, inserciones o eliminaciones
de nucledtidos en la cadena de ADN, ademas de otros procesos mas

complejos como la inversion y el rearreglo de segmentos (Vargas 2005).

El ndmero y grado de cambios en la secuencia del ADN definen la
variabilidad genética dentro de las especies y permiten identificar a los
organismos de una poblacién especifica, de distintas localidades o a

especies semejantes (Vargas 2005).

2.3.1 Marcadores Moleculares

Vargas (2005), define a los marcadores moleculares como regiones del
ADN que presentan variaciébn en su secuencia sin que, necesariamente, se

aprecien cambios sustanciales en las funciones del organismo.

El uso de marcadores moleculares es una herramienta que permite asociar
el origen del animal con sus caracteristicas y comportamiento, certificar el
establecimiento de una nueva linea, raza, cepa o variedad, y localizar o

aislar genes de interés (Eguiarte, et al. Comps. 2007, Vargas 2005).
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Los marcadores moleculares pueden aplicarse a partir de los primeros
estadios de vida de cualquier especie, lo que reduce el tiempo en la
generacion de resultados para un programa de mejoramiento genético. Por
ello son consideradas como herramientas Gtiles en dichos programas ya
que, son capaces de predecir la presencia de los caracteres deseados en el

animal, aiin cuando no puedan observarse facilmente (Vargas 2005).

La deteccion de marcadores moleculares puede realizarse sobre cualquier
tipo de tejido animal y los datos obtenidos proveen informacion altamente
confiable y atil para el estudio de genomas, caracteristicas del ADN,
transmision de caracteres, distancias filogenéticas, etc. (Solarte y Rosero

2008).

El nivel de informacién, la facilidad y el costo de los marcadores depende del
tipo de marcador que se desea utilizar pero en general, los marcadores se
diferencian por su capacidad de detectar polimorfismos en loci Unicos o
multiples, por lo que son de tipo dominante o co-dominante (Eguiarte, et al.
Comps. 2007). Se dice que proveen mayor informacion aguellos marcadores
gue tienen mas alelos y poseen un tipo de herencia codominante, auque eso
depende Unicamente del alcance de la investigacion (Solarte y Rosero

2008).

2.3.2 ADN Mitocondrial (ADNmt)

El ADNmt es una molécula circular de doble cadena, una mas pesada

que la otra debido a la presencia desequilibrada de bases nitrogenadas. Este
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ADN contiene informacion para la sintesis de una gran cantidad de
componentes mitocondriales como ARNt, ARNr, polipéptidos que
constituyen las enzimas citocromo-oxidasas, NADH-deshidrogenasa,
ATPasas y otros, que se codifican en el nucleo pero luego se integran a las

mitocondrias.

Algunos de estos componentes son: ADN-polimerasa, necesaria para la
replicacion del ADNmt; ARN-polimerasa que interviene en la transcripcion;
proteinas ribosomales, para la formacion de los ribosomas mitocondriales, y
algunas otras subunidades peptidicas para la integracion de las enzimas

citocromo-oxidasas, NADH-deshidrogenasa, y ATPasas (Quaring 2003).

El ADN mitocondrial en el caso de los animales superiores carece de
intrones (secuencias altamente variables) pero se transcribe como ARN
poligénico antecedido por ADN monogénico, cuya traduccion es esencial en
el desarrollo de historias filogenéticas y de estructura poblacional genética
relacionada con linaje debido al tipo de herencia uniparental y no

recombinante (Eguiarte, et al. Comps. 2007).

2.3.2.1 Citocromo b

De los genes mitocondriales codificadores de proteinas, el citocromo b
ha sido el mas extensamente estudiado después de que algunos
investigadores identificaron una secuencia unica de “cebadores universales”

gue pueden ser usados para amplificar porciones de este gen en diferentes
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especies de animales, como reptiles y mamiferos. En roedores, la longitud

de este gen es de aproximadamente 1140 nt (Guevara 2004).

El citocromo b que interviene en los procesos de generacion de energia
formando parte del complejo Il conocido como complejo citocromo bcl,
mecanismo elemental en el transporte de electrones a través de la cadena
respiratoria (Ochoa, et al. 2008), ha sido considerado uno de los genes mas

Gtiles para los trabajos filogenéticos (Guevara 2004).

Key:

[* 0y, O, origin and direction
of synthesis of heavy and
light strands

" Py, P origin and direction
~of transcription of heavy
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0., O origen y direccion
de la sintesis de las hebras »

pesaday liviana.

P., P., origen y direccion

de transcripcion de las

hebras pesaday liviana.
Genes ARNt | Genes arNe [

Genes que codifican

proteinas

Citectomn B CYB

Figura. 2.4. Estructura del ADN mitocondrial humano (Meneses, 2010).
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2.3.3 Polimorfismos

Cuando un locus tiene variantes alélicas a frecuencias demasiado altas
se dice que es un locus polimorfico y que la poblacion exhibe polimorfismo
para ese locus especifico. En forma préactica un locus es polimérfico cuando
la frecuencia del alelo mas comun es menor que 0,99; caso contrario es un
locus monomorfico que corresponde a individuos homocig6ticos para un
alelo. El polimorfismo es la fuente de variacibn de los caracteres

cuantitativos (Falconer y Mackay 2006)

2.3.4 Endogamia o Consanguinidad

La consanguinidad se define como un sistema de apareamiento en el
cual los progenitores tienen parentesco mas cercano que el de la poblacién
de la que provienen. Los efectos perjudiciales de la consanguinidad se
registran principalmente sobre la tasa reproductiva y el vigor, y

fenotipicamente sobre el aparecimiento de defectos genéticos (Lasley 1987).

El coeficiente de consanguinidad de un individuo se refiere a la probabilidad
de que dos genes que estan presentes en un locus de un individuo sean

idénticos por causa de la descendencia (Nicholas 1990).

2.4 SISTEMATICA FILOGENETICA

También conocida como sistematica cladistica o cladismo, tiene su
origen en 1950 en base a estudios desarrollados por el cientifico Willi

Hennig. El objetivo del cladismo es generar una hipétesis “comprobable” de
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las relaciones genealOgicas entre grupos monofiléticos de organismos
(Lépez y Pérez 1999), es decir; entre organismos que compartan ciertos

caracteres heredados o sinapomorfias (Guevara 2004).

El dendrograma llamado también cladrograma o arbol filogenético, es una
herramienta usada para mostrar la genealogia, es decir; la relacién ancestral
— descendiente, de forma tal que sea posible explicar las relaciones

filogenéticas observadas entre diferentes organismos (Lopez y Pérez 1999).

Hennig propuso una idea para determinar si los caracteres evaluados
corresponden a caracteres avanzados o a primitivos mediante la técnica del
out-group o grupo externo. De tal manera que si se desean analizar
caracteres en los miembros de un grupo monofilético, se deben buscar los
homologos a estos en su grupo hermano. Al presentarse los homélogos se
podra deducir que los caracteres del grupo monofilético son de origen
primitivo o plesiomorfico, de lo contrario; serdn Unicamente caracteres
avanzados (apomorficos) correspondientes al mismo grupo monofilético

(Guevara 2004).

2.4.1 Maxima Parsimonia

En un contexto general, parsimonia quiere decir simplicidad, por lo que
aplicado a la sistemética filogenética se refiere a la eleccién del cladograma
o arbol genealdgico que expligue la filogenia de un grupo con el menor
namero de cambios evolutivos (Gonzalez 2007), es decir, de los que estan

mas estrechamente relacionados.
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Bajo el criterio de parsimonia se puede reconocer sitios o caracteres que
contribuyen a decidir cual sera el origen mas cercano, estos sitios son
considerados como filogenéticamente informativos y presentan mas de dos

secuencias aparentemente iguales u homodlogas (Gonzalez 2007).



METODOLOGIA

3.1 UBICACION DEL LUGAR DE INVESTIGACION

3.1.1 Ubicacién Politica

El estudio se llevd a cabo en el laboratorio de control biolégico de la
Carrera de Ciencias Agropecuarias de la ESPE, localizadas en la Provincia
de Pichincha, Canton Rumifiahui, Parroquia San Fernando, dentro de la

Hacienda “El Prado”.

3.1.2 Ubicacién Geogréafica

La hacienda “El Prado” se encuentra a una altitud de 2748 msnm,
latitud de 0° 23" 28.29” S y longitud de 78° 24" 48.72"" O (Estacion

meteoroldgica del IASA, 2009).

3.1.3 Ubicacion Ecolégica

La ubicacion ecologica corresponde a una zona de vida de bosque
hamedo pre montano, con una temperatura que varia entre 20.06 °C a 8.08
°C, y un promedio de 16.35 °C. La precipitacion es de 1200 mm por afio

(Estacion meteoroldgica del IASA, 2009).
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3.2 MATERIALES

3.2.1 Materiales de campo

3.2.1.1 Especimenes

Se analizaron 7 cuyes machos de la linea Perl, 7 de la linea Andina y
7 de la Inti, dando como resultado un total de 21 animales. Ademas se tuvo
la oportunidad de evaluar un reproductor de la Linea Inka (anexo 1). Las
medidas morfométricas de cada individuo fueron tomadas con una cinta

métrica y un calibrador pie de rey.

3.2.1.2 Muestras de tejido

Inicialmente se probd la extraccién de ADN a parir de pelos y foliculos
pilosos sin obtener resultados positivos en cuanto a calidad y cantidad de

ADN por lo que se decidi6 emplear una muestra de tejido.

Se tomaron entre 25 a 30 mg de tejido conectivo de orejas; es decir, entre 3
y 4 discos de 3 mm de diametro tomados con una perforadora manual de un
solo hueco. Ademas se utilizé una balanza electrénica, alcohol, lidocaina en

crema y eterol para la toma de muestras.
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3.2.2 Materiales de laboratorio

3.2.2.1 Materiales y equipos

En el laboratorio se emplearon tubos eppendorf, micropipetas, puntas
estériles para micropipeta, gradillas, cristaleria, micro centrifuga,
termociclador Techne TC-3000, equipo de electroforesis en gel de agarosa
horizontal, transiluminador (CS Clever scientific Ltd CSL-Microdoc), vortex,
balanza digital, bafio maria, congelador, termo, camara de flujo laminar,

guantes y mascarillas.

3.2.2.2 Enzimas v reactivos

Se utilizé alcohol antiséptico, agua destilada, agua desionizada o
molecular, etanol absoluto, etanol al 96%, kit para extraccion de ADN de
tejido animal de Omega Biotek, Tag DNA polimerasa, RNAsa A, primers
para citocromo b (Invitrogen), agarosa ultrapura, bromuro de metilo, blue
juice, marcadores de ADN de 100pb y 1Kb, buffers TAE 10X y 1X, Buffer

10X para PCR, MgCl,, dNTPs.

3.3 METODOS

3.3.1 Caracterizacion morfolégica

Se seleccionaron animales con caracteristicas fenotipicas
contrastantes o discriminantes como el color del pelo, de los ojos, de las

orejas y numero de dedos en las patas anteriores y posteriores.
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Los colores tipicos para cada linea se registraron como blanco para la linea
Andina, alazan (marrén) para la Peru y bayo para la linea Inti (Chauca et al.
2005; Guzman 2000). Los colores, alazdn y bayo se encontraron

combinados Uunicamente con el color blanco (tabla 3.1).

Tabla. 3.1. Rango de colores para la caracteristica fenotipica color de pelo.

. Color Rango de colores paratodas las
Linea . .
Tipico MEES
Andina Blanco 100% tipico
Peru Alazan 75% tipico, 25% otro
Inti Bayo 50% tipico, 50% otro
Inti Bayo 25% tipico, 75% otro

Fuente: Diaz, 2012.

El color de los ojos se registr6 como negro o rojo, segun se indica en la

figura 3.1.
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Figura. 3.1. Color de ojos. a) Negro. b) Rojo. (Diaz, 2012).

El color de las orejas fue registrado bajo los parametros de la tabla 3.2, y el

namero de dedos se analizé bajo las categorias que muestra la tabla 3.3.

Tabla. 3.2. Rango de colores para la caracteristica fenotipica color de orejas.

Ambas orejas de color
negro

Ambas orejas de color

Rosado
rosado
. Una oreja de color negro
Combinado l groy
la otra color rosado
Una o ambas orejas con
Pintado pintas de color negro o

rosado

Fuente: Diaz, 2011.
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Tabla. 3.3. Categorias segun el nUmero de dedos

Categoria Numero de dedos ‘
Patas anteriores Patas posteriores
Normal 4 3
Polidactilia parcial 4 >3
Polidactilia total >4 >3

Fuente: Diaz, 2012.

Utilizando registros se tomaron también las medidas zoometricas

establecidas para roedores que consideran Tirira (2007) y Guzman (2000)

(figura 3.3; anexo 2).

LT
LP LO

1

'
! Extremo
Extremo | del hocico

de la cola |

—

LC CC

Figura. 3.2. Esquema y medidas tomadas en un raton? (Tirira 2007).

Largo total (LT). Desde el extremo del hocico hasta la punta del

rudimento caudal (figura 3.3).

Longitud cabeza-cuerpo (CC). Corresponde al largo del cuerpo desde

el extremo del hocico hasta la base del rudimento caudal.

LT Largo total. CC. Largo de la cabeza y el cuerpo juntos. LC. Largo de la cola. LP. Largo de la pata
posterior. LO. Largo de la oreja
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Largo de la cola (LC). Desde la base hasta la punta del vestigio de

cola o rudimento caudal.

Largo de la pata (LP). Desde el talon hasta la punta de las garras de

la pata posterior (figuras 3.3y 3.4).

Largo de la oreja (LO). Medida desde la base hasta el extremo mas

sobresaliente, tomada por la cara anterior (figuras 3.3y 3.4).

Largo de la cabeza (Lca). Tomado desde el extremo del hocico hasta

la altura del atlas en la nuca (figura 3.3).

Figura. 3.3. Registro de medidas morfométricas® (Diaz, 2012).

3 a) Largo de la pata (LP). b) Largo de la cabeza (Lca). c) Largo del cuerpo (LC). d) Largo de la oreja (LO).
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Altura de la cabeza (Aca). Medido desde la base de la mandibula

hasta la parte mas alta del craneo a la altura de las orejas.

Largo del pelo (Lp). Corresponde a la medida de un pelo tomado de la

nuca, desde la base del foliculo hasta la punta.

Peso vivo (PV). Tomado en gramos con ayuda de una balanza digital

cuando los animales han alcanzado la edad reproductiva.

3.3.2 Caracterizacion molecular

Las muestras de tejido se procesaron hasta obtener ADN vy
posteriormente producto PCR necesario para la identificacion vy

secuenciacion del gen citocromo b.

3.3.2.1 Colecta de tejido

Se recolectaron 2 discos de 3mm de diametro de cada oreja de los
diferentes individuos con ayuda de una perforadora manual previamente
esterilizada y lavada con alcohol. Para la toma de muestras se aplico una
pequefia cantidad de lidocaina en crema a fin de minimizar el dolor al
momento de perforar las orejas. Las muestras fueron tomadas en la parte
mas amplia del pabellébn auricular cuidando de no afectar ningin vaso
sanguineo, una vez tomadas las muestras se aplicO eterol para evitar

posibles infecciones (figura 3.4).
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Figura. 3.4. Toma de muestras de tejido (Diaz, 2012).

3.3.2.2 Extraccion de ADN

Las muestras fueron colectadas en tubos eppendorf de 1,5mL. Luego
se lavaron con 300 pL de agua destilada esteril, 300 pL de jabdn
antibacterial y 150 yL de alcohol antiséptico, agitando con un vortex por 30
segundos para eliminar la mayor cantidad de impurezas. Una vez lavadas

las muestras se almacenaron a — 20 °C.

A continuacién se realizo la extraccion siguiendo el protocolo del kit E.Z.N.A
Tissue DNA. Para ello se colocaron entre 20 a 30 mg de tejido animal
previamente lavado en un tubo eppendorf esteril de 1,5 mL. Seguidamente
se adicionaron 200 pyL de TL Buffer al tubo y 25 pL de Proteasa OB
reconstituida, se aplicé vortex durante 30 segundos y se incubaron las
muestras en bafio maria a 55 °C durante 2 horas con agitaciones mediante

vortex por 30 segundos cada 20 a 30 minutos.
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Luego se colocaron 4 pyL de RNasa A en las muestras, se incub6 a
temperatura ambiente por 2 minutos, se centrifugd a 13000 x g durante 5
minutos, y una vez terminado el proceso de centrifugacion se aspiro el

sobrenadante y se lo transfirié a otro tubo de 1,5mL.

Luego se afiadié 220 pL de BL Buffer y se mezclé por inversion 10 veces. Se
incubaron las muestras a 70 °C por 10 minutos, se adiciond 220 uL de etanol
absoluto a la muestra y se mezcldé nuevamente por inversion para condensar
el ADN. Posteriormente se pasaron las muestras a una columna colocada

dentro de un tubo eppendorf de 2 mL.

Se centrifugé las muestras a 10000 xg por 1 minuto, se descart6 el filtrado y
el tubo, y la columna se transfirié a otro tubo de 2mL. Se afiadieron 500 pL
de HB Buffer, se centrifugd nuevamente a 10000 xg durante 30 segundos y
se descart6 el filtrado y el tubo. En seguida se paso la columna a otro tubo, y
se agregé 700 uL de DNA Wash Buffer (previamente diluido en etanol).
Luego se centrifug6 a 10000 xg por 30 segundos, se descarto el filtrado y se

conservo la columna en el mismo tubo.

Posteriormente se repitio el lavado con el DNA Wash Buffer. A continuacion
se vuelvié a centrifugar a 13000 xg las muestras durante 2 minutos para
secar la columna. Finalmente se transfirid la columna a un tubo eppendorf de
1,5 mL, se agregaron 100 pL de Elution Buffer precalentado a 70 °C, se dejo
reposar las muestras durante 2 minutos para luego centrifugarlas a 13000 xg

por 1 minuto, de esta forma se obtuvo la fraccion A que contenia gran
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cantidad de impuresas por lo que fue necesario repetir el Ultimo paso dos
veces mas a fin de obtener las fracciones B y C que contenian ADN de

mejor calidad.

3.3.2.3 Visualizacion y cuantificacion del ADN

Para identificar la presencia de ADN después de seguido el protocolo
de extraccion se visualizé las muestras mediante electroforesis en gel de

agarosa horizontal al 0,8%.

Para esto se prepard primeramente el buffer TAE 10X utilizando 48,40 g de
Tris Base; 4,10 g de NaOAc; 2,92 g de Na4EDTA para 1000 mL de buffer
TAE 10X, se aforé con agua destilada estéril y se ajusté a pH 8 con acido
acético glacial. El buffer TAE 1X se preparé mediante disolucién del buffer

TAE10X en una proporciéon 10 a 1 (CIMMYT, 2006).

En un matraz se colocaron 0,8 g de Agarosa en 100 mL de TAE 1X, se
disuelvié completamente el agar en el buffer, se coloco el buffer con el agar
disuelto y el peine en las muescas de la cubeta, y se dejé gelificar por

aproximadamente 15 minutos.

Luego se ubico la cubeta del gel en la posicién correcta a fin de que la
corriente del polo negativo migre hacia el polo positivo. Se retird el peine y
se coloco el buffer TAE 1X dentro de la cdmara electroforética hasta que el

gel entre en contacto con el buffer de corrida.
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Para cargar las muestras en la camara se tomé 1 yL de Blue Juice y 4 uL de
muestra. Una vez cargadas todas las muestras se cargd el marcador de
ADN de 1 Kb. La camara y se conecto a la fuente de 100 V y 500 mA

durante 60 minutos.

Una vez transcurrido el tiempo de corrida se tinturé el gel dentro con una
mezcla de 300 mL de buffer TAE 1X y 30 pyL de bromuro de etidio durante 45
minutos aproximadamente. Finalmente se coloco el gel tinturado dentro de la
camara del transiluminador (CSL-Microdoc) donde se observo las bandas de

ADN.

3.3.2.4 Amplificaciéon via PCR

El gen mitocondrial citocromo b se amplific6 mediante la técnica PCR,
para lo cual se utilizé los primers Citocromo bl — Forward F78 (inicial) y
Citocromo b2 — Reverse B149 (inverso) secuenciados por Invitrogen. Los
primers se reconstituyeron en base a su peso molecular y se diluyeron hasta
obtener una concentracion de 10 a 1, es decir; 1 pL de primer por 10 pL de

agua molecular (CIMMYT, 2006; tabla 3.4).

Tabla. 3.4. Secuencias de los iniciadores Citocromo b1l y Citocromo b2 para Cavia

porcellus L.

INICIADORES SECUENCIA NUCLEOTIDICA REFERENCIA

Citocromo bl Spotorno, et al.

5-TCCAATGTAGGAATTATGACCCACC-3

(Forward F78) 2004
Citocromo b2 , , Spotorno, et al.
(Reverse B149) 5-TTTCCCATCTCTGGCTTACAAGAC-3 2004




40

Las alicuotas se prepararon dentro de la camara de flujo laminar para evitar
contaminacion. Inicialmente se prepar6 una solucion madre (Master Mix), en
un tubo eppendorf de 1,5 pL (tabla 3.5). Se tomaron 41,6 yuL de solucién
madre, 8 uL de muestra de ADN y 0,4 pL de Taq DNA Polimerasa en tubos

eppendorf para PCR para preparar cada muestra.

Para la amplificacion via PCR se utilizé el siguiente protocolo térmico:

A 94 °C por 2 minutos para el precalentamiento, 30 ciclos de 95 °C por 45
segundos (desnaturalizacion), 54 °C por 30 segundos (anidamiento) y 72 °C
por 60 segundos (extensién) (Spotorno, et al. 2004). Finalmente un periodo
de 72 °C para permitir que la Taq polimerasa concluya la sintesis de bases y

un periodo de enfriamiento de los productos PCR a 4 °C por 5 minutos.

Tabla. 3.5. Componentes para 50 pL de muestra para la amplificacién via PCR.

CANTIDAD PARA

COMPONENTES DE LA MASTER MIX CANTIDAD PARA 1 TUBO

10 TUBOS

Buffer 10X 5uL 50 pL

MgCl, 2 uL 20 pL

dNTPs 0,4 uL 4 uL
Citocromo b1- Forward 0,25 pL 2,5puL
Citocromo b2 - Reverse 0,25 pL 2,5puL
Agua Molecular 33,7 uL 337 uL
oo asw s

Muestra de ADN 8 uL 8 uL
Taq DNA Polimerasa 0,4 pL 0,4 uL

Fuente: CIMMYT, 2006
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3.3.2.5 Visualizacion de los productos PCR

Para la visualizacion de los productos PCR se tomoé el protocolo usado
para la visualizacion de las bandas de ADN con variaciones en la cantidad
de agarosa en el gel y en el peso del marcador de ADN. El gel de agarosa
fue del 1.5% y el marcador de tamafio y concentracion de ADN fue el mass

low DNA ladder de 2000 pares de bases (figura 3.6).

Concentracion
de ADNpor
Productos PCR M. pb 4 pl de

- marcador
400pb 1200pb 800pb

1 2 3 w2000 200 ng
» 1200 120 ng

800 80 ng
400 40 ng

200 20 ng
10 ng

Figura. 3.5. ADN del gen citocromo b de tres muestras de cuy (Cavia porcellus)
comparacién con el marcador de ADN de 2000 pb (Diaz, 2012).

3.3.2.6 Secuenciacién

Antes de realizarse la secuenciacion, las muestras fueron sometidas a
un proceso de purificacion en el laboratorio de Eurofins MWG Operon

(Alabama — USA) donde se realizé la secuenciacion.

La secuenciacion se la realiz6 con la tecnologia Geospiza GeneSifter
software ® Laboratorio Edition para facilitar el seguimiento de las muestras a

través de codigos de barras. El uso de los cddigos de barra permitié hacer
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un seguimiento rapido, preciso y seguro de cada muestra, asi como la
visualizacion de los resultados de cada reaccion a través de la interfaz web

compatible con el software Mega 4.0.

3.3.3 Analisis filogenético

Para el andlisis filogenético se utiliz6 el software Mega 4.0, las
secuencias de las accesiones del GenBank que se enlistan en el anexo 3, y
los resultados de la secuenciacion en formato digital compatible con el

programa.

Las secuencias fueron ingresadas en el software, luego se alinearon para
verificar similitudes y divergencias entre los distintos animales,
posteriormente se determiné las distancias genéticas entre los ejemplares y
finalmente se elabor6é el dendrograma para conocer distancias genéticas

entre la poblacion del IASA y la poblacion del GenBank.

Los datos del software, las secuencias de ADN vy las fotografias en gel de los
productos PCR se analizaron en conjunto para obtener los resultados de

consanguinidad y filogenia.

3.3.4 Anélisis estadistico

Para la seleccion de reproductores segun sus caracteres morfologicos
se utilizé el analisis estadistico de variable sintética que corresponde a una

funcién de un conjunto de variables intermedias, en este caso parametros
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cualitativos y cuantitativos, cada uno de los cuales recibe un valor que ayuda
a asignar una calificacion para cada individuo. Esta calificacion (variable
sintética) permitié seleccionar los mejores animales en relacion al puntaje
obtenido luego de la evaluacion, lo que permite que los reproductores sean
aguellos animales cuyas caracteristicas deseables para el sistema de

produccion puedan ser heredadas a su descendencia.

3.3.4.1 Caracteres fenotipicos cualitativos

A los caracteres fenotipicos mas deseables, coloracion tipica del pelo
para la linea, color negro en los ojos, color negro o rosado en las orejas y
namero normal de dedos en manos y patas, se les asigno el mayor valor; es

decir 2 puntos.

El valor de 1 fue asignado para caracteres medianamente aceptables como
presencia de polidactilia parcial (en manos o en patas), y colores
combinados en las orejas. Para caracteres no deseables como colores
atipicos dentro de la linea, ojos de color rojo, orejas de pintadas y polidactilia

total se asigno el valor de 0.

3.3.4.2 Caracteres fenotipicos cuantitativos

La calificacion de las variables cuantitativas se determiné mediante un
sistema de analisis por grupos a travées del calculo de la media muestral y la

desviacion estandar de los datos dentro de cada variable.
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De igual forma se asign6 un puntaje de acuerdo al valor de la variable dentro
de cada grupo. El grupo 1 fue para aquellos individuos con valores que
superaban significativamente a la media, el grupo 2 para los individuos
cuyos datos se encontraron alrededor de la media, y, el grupo 3 fue para los

valores que se encontraron bajo la media muestral.

Tabla. 3.6. indice de valoracién para variables fenotipicas cualitativas

VARIABLE ‘ CARACTERISITCA FENOTIPICA PUNTAIJE

Tipico de la linea 2

Color de pelo —
Atipico

Negro

Color de ojos -
Rojo

Rosado

Negro

Color de orejas -
Combinado

Pintado

Normal

Numero de dedos Polidactilia parcial
Polidactilia total

O|FRL|INJIO IR I|ININ]JO|IN]O

Fuente: Diaz, 2012.

Tabla. 3.7. indice de valoracién para variables fenotipicas cuantitativas

VARIABLE Superlo_r ala AIrededo_r dela Bajoﬁla
media media media
Peso vivo (PV) 2 1 0
Largo total (LT) 2 1 0
Longitud cabeza-cuerpo
2 1
(cq) 0

Largo rudimento caudal (LC)

Largo de la oreja (LO)

Largo de la pata (LP)

Largo de la cabeza (Lca)

Altura de la cabeza (Aca)

ol ol ol ol Nl No)
RlRr|lRr|R|R]|~
N NN

Largo del pelo (Lp)

Fuente: Diaz, 2012.
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Las formulas empleadas para el célculo de la media, la desviacién estandar

y los rangos de cada grupo son las siguientes:

H= Xi

S|

n
i=1

Rango de grupos = pto

Donde, u es la media muestral, n corresponde al nimero de datos que
comprenden la muestra, x es cada uno de los datos de la muestra, y o

representa la desviacion estandar.

Las variables cuantitativas, PV, LT y CC se calificaron con 2 puntos cuando
los datos tomados en campo superaba la media muestral. El valor de 1 se
otorgd cuando las medidas se encontraban alrededor de la media, y el 0

cuando las medidas estaban por debajo de la media muestral.

Las variables, LC, LO, LP, Lca, Acay Lp, fueron calificadas en forma inversa
tomando en cuenta que estas caracteristicas al ser superiores a la media
muestral se convierten en caracteres indeseables para la seleccion. De tal
forma que la calificacion de 2 fue asignada a las medidas que se
encontraban bajo la media muestral, el puntaje de 1 para los datos
encontradas en torno a la media, y el valor de 0 para aquellas medidas que

superaron la media.



RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 CARACTERIZACION MORFOLOGICA

4.1.1 Descripcion fenotipica

El andlisis fenotipico cualitativo determind que los parametros que
permiten una adecuada seleccion de reproductores estan basados en el
color del pelo, de los ojos y de las orejas, y, en el nUmero de dedos en las

patas anteriores y posteriores.

4.1.1.1 Color del pelo

El color de pelo no presentd variabilidad dentro de las lineas
estudiadas, cada una registra su coloracion tipica; por ejemplo, color blanco
para cuyes de la linea Andina, marron combinado con blanco para la linea

Peru, y color bayo para los cuyes de la linea Inti (cuadro 4.1).

Segun Chauca et al. (2005), la linea Andina presenta el manto blanco de
forma predominante en un 96,2% en la generacion XXVIII y alcanza el 100%
en la generacidon XXXII, en una poblacibn que ha sido estrictamente
seleccionada. De la misma forma, Chauca et al. (2005) y Guzméan (2000),
aseguran que el cuy de la linea Pera y el cuy de la linea Inti; presentan en su

capa un color alazan (marrén) y bayo, respectivamente; que puede estar
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combinado con blanco, formando fajas o solamente algunas manchas

irregulares.

Cuadro. 4.1. Calificacion de los caracteres fenotipicos cualitativos.

Color Color Color Numero

Pelo Ojos Orejas Dedos
Al 2 2 0 2 6

ANDINA A4

NININ|N

NININININ|IN

NINIOIN]IN

PERU P4

INTI 14

NINININININ|[OIN|JO|IN|N

NININININININININININI[ININININ|IN|IN|IN|IN|N
NININININININININININININININ|OIN|IN|IN|N
||| [R|RIR|HP|IN|ON|[N0|DA|NJOO|UI|00|00]|00]|0

NIOIN|IN|ININ|IN]IN|O

Fuente: Diaz, 2012.

Otras investigaciones demuestran, que la seleccién en base al color del
pelaje no tiene relacion con la conversion alimenticia del animal pero si
promueve su aceptacion en el mercado, ya que animales con tonalidades
blancas en un 70% de su cuerpo, son mas apreciados que animales con
colores oscuros por presentar cierto grado de pigmentacién en la piel

(Esquivel 1994, Hidalgo et al. 1999).
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4.1.1.2 Color de ojos

Se encontré que el color negro fue constante para el 95,45 % de la
poblacién evaluada, exceptuando el caso de un representante de la linea
Andina que presento ojos de color rojo (cuadro 4.1). La caracteristica de ojos
color negro es un atributo positivo para la seleccion de individuos de las
lineas, ya que al parecer animales con ojos rojos (albinos) tienen dificultades
para ver, limitando su capacidad para alcanzar el alimento y provocando

efectos negativos en su ganancia de peso (Hidalgo et al. 1999, Nufiez 2010).

4.1.1.3 Niumero de dedos

La presencia de dedos supernumerarios tampoco es una caracteristica
aceptada en el proceso de seleccidén de reproductores si se desea mantener
una estructura definida en la descendencia. En este estudio se alcanz6 un
18,18 % de la poblacidon con presencia de dedos supernumerarios (cuadro
4.1). Sin embargo; la polidactilia es un caracter altamente heredable por
tanto se debe poner atencion al momento de la seleccién. Lo importante es
que los cuyes siempre presenten simetria en el nimero de dedos. Por lo
general esta simetria corresponde a 4 dedos en las manos y 3 en las patas

(Benson Institute 2005, Nufiez 2010).

Segun Chauca et al. (2005), caracteres como el color rojo en los ojos y la
presencia de dedos supernumerarios no tienen influencia en la ganancia de
peso de los animales, sin embargo, no son admitidos en ninguna de las

lineas Andina, Peru o Inti.
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4.1.1.4 Color de orejas

Sobre el color de las orejas no se han registrado estudios, sin embargo
en este ensayo se presenta una variabilidad del 27,28 % de la poblacion
(cuadro 4.1). Algunos autores seflalan que los cuyes muestran orejas
grandes y caidas a los costados (Chauca et al. 2005, Nufiez 2010), como
criterio favorable para la seleccidn, pero ningun autor se pronuncia sobre el

color de las mismas.

4.1.2 Medidas morfométricas

El andlisis fenotipico cuantitativo establece como caracteres para la
seleccion de reproductores a: Peso vivo (PV), Largo total (LT), Longitud
cabeza-cuerpo (CC), Largo del rudimento caudal (LC), Largo de la oreja
(LO), Largo de la pata (LP), Largo de la cabeza (Lca), Ancho de la cabeza

(Aca) y Largo del pelo (Lp).

4.1.2.1 Peso vivo (PV)

El peso vivo es una caracteristica altamente deseable dentro de los
sistemas de produccion, Esquivel (1994) menciona que la seleccion de
reproductores se realiza por su precocidad en la ganancia de peso, por lo

tanto es esencial es el manejo de registros.

Segun Chauca, et al. (2005); se han registrado pesos de entre 1100 y 1350
gramos hasta las 9 semanas de edad en animales minuciosamente

seleccionados a partir del nacimiento. Rico y Rivas (2003) sefialan que para
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la reproduccioén se seleccionan cuyes machos de aproximadamente 4 meses
de edad y 600 gramos de peso; segun Moncayo (1999) la seleccién se hace
entre las 10 y 12 semanas, cuando los reproductores han alcanzado 1200
gramos de peso. Este ultimo parametro se confirma en este estudio con una

media muestral de 1237,62 gramos a los 3 meses de edad (cuadro 4.2).

4.1.2.2 Largo total (LT)

Los datos registrados sobre esta y las demas variables morfométricas
que se indican a continuacion son limitados para la especie Cavia porcellus.
Guzman (2000) indica que las medidas tomadas para el largo total, en
animales de 3 meses de edad y 600 gramos de peso, fueron de 289 mm
para ejemplares de la linea Andina, y de 270 mm para cuyes de las lineas
Inti y Perd. Las medidas presentadas por los animales muestreados en este
experimento superaron a los datos mostrados en dicha investigacion al

encontrarse entre los 325 y 390 mm (cuadro 4.2).

4.1.2.3 Longitud cabeza-cuerpo (CC)

Las medidas que se registraron para la variable longitud cabeza-
cuerpo, dentro de las tres lineas varian entre 317,50 y 383,30 mm. Guzman
(2000) por su parte registra datos como 281,0 mm para la linea Andina,
263,8 mm para la Inti, y 263,4 mm para la linea Perud. Estos parametros son
considerados como positivos en el proceso de seleccion ya que contribuyen

con un tamafio de carcasas mas deseable para el consumidor.
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El grado de correlacion entre las variables PV y CC fue del 54 %, cifra que
demuestra una alta correlacion positiva entre ambas variables, de tal forma
gue cuando se incrementa el peso vivo aumenta también la longitud cabeza-
cuerpo (figura 4.1). Chauca (1999) muestra un 71 % de correlacién entre la

longitud del cuerpo y el peso a la saca en cuyes bolivianos.

390
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Figura. 4.1. Correlacion entre Peso vivo (PV) y Longitud cabeza-cuerpo (CC) en

cuyes de las lineas Andina, Peru e Inti de la Hda. El Prado (Diaz, 2012.).

4.1.2.4 Largo del rudimento caudal (LC)

La longitud del rudimento caudal fue de 8,0 mm para la linea Andina,
6,2 mm para la Inti y 6,6 mm para la linea Pera en el estudio realizado por
Guzman (2000). Estas medidas se asemejan a las registradas en este
ensayo para las tres lineas. Aqui se obtuvo una variacién entre 7,7 y 5 mm

(cuadro 4.2).
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Esta variable favorece a los animales que presentaron el rudimento caudal
mas corto, no es deseable para la produccion la presencia de un rudimento

caudal demasiado largo ya que desmerece la calidad de la canal.

41.25 Largo de la oreja (LO)

Segun Samaniego (2004) en animales reproductores de tres meses de
edad se han obteniendo promedios de 38,3; 47,0 y 37,7mm para cuyes de
diferentes localidades en la provincia del Chimborazo. Guzman (2000), por
su parte obtuvo valores de 33,7; 34,0 y 32,0 mm para ejemplares de la
misma edad, de las lineas Andina, Inti y Peru, respectivamente. Los valores
encontrados en este ensayo para las tres lineas presentaron una media de

35,04mm con valores desde 31,4 a 39,2 mm (cuadro 4.2).

4.1.2.6 Largo de la pata (LP)

Los valores maximo y minimo encontrados para la variable largo de la
pata fueron de 62,9 y 56,1 mm, respectivamente (cuadro 4.2). Guzman
(2000); muestra valores bajos para esta variable, 50,0 mm para cuyes de la

linea Andina, 45,0 mm para la linea Inti y 46,5 mm la linea Peru.

Esta variable se califico con el valor maximo para los animales cuyas
medidas se encontraron bajo la media muestral (59,39 mm), debido a que
segun Chauca, et al. (2005), tanto manos como patas son retiradas de la

carcasa antes de su comercializacién. En animales mejorados, la proporcion
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de las manos y patas en relacion a la carcasa no supera el 2,8%, mientras

que en cuyes criollos varia entre 3,0 y 4,0% (Chauca, et al. 2005).

4.1.2.7 Largo de la cabeza (Lca)

En este estudio, para la variable largo de la cabeza, se observaron
medidas entre 80,0 y 87,3 mm con una media de 82,16mm (cuadro 4.2),
mientras que Guzman (2000) obtuvo valores de 62,5 mm, 62,5 mm y 64,0
mm para las tres lineas Andina, Inti y Perq, respectivamente. Samaniego
(2004) registra valores que varian entre 82,7 mm y 95,0 mm para ejemplares

de la provincia del Chimborazo.

4.1.2.8 Altura de la cabeza (Aca)

Segun Esquivel (1994), un animal de tipo brevilineo con buena
capacidad para la produccién de carne posee una cabeza pequefia menos
alargada que un cuy del tipo longilineo cuyas aptitudes para la produccion de
carne son reducidas. Chauca, et al. (2005) sefiala que la cabeza comprende
entre el 16 y 18% de la carcasa, porcentaje que varia segun la edad y el
tamafo del animal, pero que por lo general suele ser retirado de la carcasa

para su comercializacion.

Al igual que el largo de la cabeza, la altura, es una caracteristica poco
aceptable. En este ensayo se presentaron valores entre 45,4 y 35,9 mm para

esta variable.
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4.1.2.9 Largo del pelo (Lp)

Los cuyes que presentan pelo corto son mas aceptados para la
produccion de carne por su facilidad al momento de pelar y por la pérdida
minima de peso que se logra en la carcasa. Chauca, et al; (2005) registran
qgue un animal vivo de aproximadamente 1012 gramos de peso presenta un
promedio de 76 gramos de pelo, alrededor del 8% de su peso, el mismo que

se perdera en el proceso del sacrificio.

Las lineas analizadas por Samaniego (2004); presentan valores promedio
para la variable largo del pelo de 24,8 y 24,6mm; a diferencia de los
registrados en este ensayo que alcanzaron un valor promedio de 31,30mm

(cuadro 4.2).

4.1.3 Variable sintética

La calificacién de la variable sintética clasific6 a toda la muestra en 3
grupos segun el puntaje total adquirido (cuadro 4.2). Del total, 10 puntos

correspondieron a caracteres cualitativos y 22 a caracteres cuantitativos.

4.1.3.1Grupo 1

El primer grupo reune a 4 animales, dos de los cuales corresponden a
la linea Inti, uno a la linea Peru y uno a la linea Andina (cuadro 4.2). Estos
animales lograron los mejores puntajes superando a la media de 17,95

puntos, con alrededor de 2,05 y 6,05 puntos.
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Este grupo fue bastante heterogéneo en cuanto a las medidas
morfométricas. En caracteres cualitativos fue poco variable. Fenotipicamente
los puntajes negativos para este grupo fueron para el color de las orejas y el

namero de dedos en cuyes de las lineas Peru e Inti.

El representante del la linea Andina en este grupo mostré una alta
calificacion para las variables PV, LC, LP, Lca y Aca, y no superd

significativamente a la media en las variables LT, CC, LOy Lp.

Los ejemplares de la linea Perlu presentaron calificaciones favorables para
las variables PV, LT, CC, LO y Lca, aceptables para las variables Acay Lp; y

desfavorables para las variables LC y LP.

Las variables que favorecieron la calificacion de los cuyes de la linea Inti
dentro del primer grupo, fueron LT, LC, CC, LP, Lca y Aca. Las variables LO
y Lp fueron aceptables en su calificacion, y la variable PV fue poco favorable

para esta linea.

Estas caracteristicas son indispensables para la seleccion objetiva de un
buen reproductor, sin embargo; al encontrar que no todos los cuyes cumplen
a plenitud con todas las caracteristicas, se hace necesario seleccionar
aguellos ejemplares que cumplan al menos con los caracteres mas
relevantes. Estos caracteres garantizaran cierto grado de mejoramiento de la
especie en la siguiente generacion, tomando en cuenta, que hay

caracteristicas que pueden ser corregidas mas facilmente que otras.
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Considerando que las caracteristicas fenotipicas fueron bastante favorables
para todos los ejemplares del grupo 1, se evalu6 en forma objetiva los
pardmetros cuantitativos para hacer una seleccion de reproductores, con lo
gue se encontr6 las mejores caracteristicas en los ejemplares P2 e 13, de las

lineas Peru e Inti, respectivamente.

4.1.3.2 Grupo 2

El grupo de animales cuyos puntajes finales se encontraron entre 17 y
19 puntos fue de 9 animales (cuadro 4.2), de los cuales; 5 pertenecen a la

linea Peru, 2 a la linea Andina 'y 2 a la linea Inti.

En este grupo, la variabilidad fenotipica se presentd en los caracteres color
de orejas y numero de dedos, especialmente en los representantes de la
linea Perd. Las variables cuantitativas mejor calificadas para los cuyes de la
linea Andina fueron Lca, Aca y Lp. Todas las demas variables no fueron

representativas para esta linea.

Los ejemplares de la linea Per( alcanzaron buena calificacién para las
variables PV, LT, CC, LC y LO. Las variables restantes, LP, Lca, Acay Lp,

fueron menos aceptables en la calificacion de este grupo.

Los cuyes de la linea Inti que se ajustaron al segundo grupo obtuvieron los
mejores puntajes para las variables LP y Lca. Puntajes menos considerables

fueron para el resto de las variables.
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4.1.3.3 Grupo 3

Los representantes del tercer grupo fueron cuatro ejemplares de la
linea Andina, Al, A2, A6 y A7, y un ejemplar de la linea Inti, 14 (cuadro 4.2);
cuyos puntajes finales se encontraron aproximadamente entre el 46 y 57 %

de los 28 puntos considerados para el puntaje total.

La variabilidad en la parte fenotipica de este grupo se manifestoé en el color
de las orejas y de los 0jos en ejemplares de la linea Andina. Las variables
LP y Aca fueron las mejores calificadas de esta linea, las variables PV, LO y
Lp obtuvieron valores menos aceptables. Las demdas variables fueron

calificadas en forma negativa.

El representante de la linea Inti fue calificado positivamente para las
variables PV, LT, CC y Aca, y en forma desfavorable para las variables LC,

LO, LP, Lcay Lp.



Cuadro. 4.2. Calificacién de la variable sintética

PV LT ccC LC LO

Linea Cddigo | gramos Puntaje mm Puntaje mm Puntaje | mm Puntaje mm Puntaje

Al 1280 1 350 0 345 0 5 2 33,5 2

ANDINA A2 1080 0 340 0 332,7 0 7.3 0 36,2 0

A3 1040 0 330 0 324,3 0 5,7 2 34,3 1

A4 1020 0 340 0 333,1 0 6,9 0 36,2 0

A5 1350 2 360 1 353,9 1 6,1 2 34,4 1

A6 1140 0 325 0 317,5 0 7.5 0 36,9 0

A7 1340 2 350 0 342,3 0 7,7 0 34,7 1

P1 1240 1 355 1 348,2 1 6,8 1 37,3 0

PERU P2 1360 2 390 2 383,1 2 6,9 0 33,3 2

P3 1220 1 360 1 353,5 1 6,5 1 32,2 2

P4 1260 1 370 2 364,5 2 5,5 2 33 2

P5 1320 2 365 1 358,7 1 6,3 1 33,5 2

P6 1340 2 390 2 383,3 2 6,7 1 31,4 2

P7 1220 1 365 1 358,6 1 6,4 1 34,5 1

11 1220 1 365 1 359,6 1 5,4 2 39,2 0

INTI 12 1180 0 350 0 343,6 0 6,4 1 35,3 1

13 1300 2 375 2 368,4 2 6,6 1 34,1 1

14 1340 2 380 2 372,9 2 71 0 37,3 0

15 1320 2 365 1 358,2 1 6,8 1 38,9 0

16 1260 1 380 2 373,8 2 6,2 1 35,9 1

17 1160 0 360 1 353,6 1 6,4 1 33,8 2

Media (X) 1237,62 360,24 353,75 6,49 35,04
Desv. Est. (S) 102,56 17,71 17,79 0,69 2,08

Fuente: Diaz, 2012.
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LP Lca Aca Lp Fenotipo
Linea Cadigo mm Puntaje mm Puntaje mm Puntaje mm Puntaje Sub Total | Puntaje Total
Al 60,8 0 86,0 0 38,5 40,2 0 8 15
A2 59,1 1 86,8 0 42,2 0 27,7 10 13
A3 60,7 0 81,2 1 38,5 27,6 10 18
ANDINA A4 59,7 1 77,4 35,9 27,1 10 17
A5 57,0 80,0 39,4 30,3 10 24
A6 56,8 77,8 39,9 1 30,6 7 13
A7 58,1 85,5 0 40,1 1 35,7 0 10 16
P1 60,1 1 81,1 1 42,9 0 24,8 9 17
P2 62,9 0 80,2 41,8 1 31,4 1 8 20
P3 59,2 1 82,4 1 39,7 1 32,1 1 10 20
PERU P4 59,4 1 85,4 0 45,4 0 34,1 0 8 18
P5 60,8 0 81,8 1 42,1 1 36,6 0 9 18
P6 60,6 0 84,2 0 45,2 0 28,4 6 17
P7 56,1 87,3 0 39,7 1 32,7 1 8 17
11 62,3 0 78,3 41,3 1 28,9 10 20
12 59,9 80,4 44,5 0 24,6 10 17
13 58,4 79,7 41,8 1 314 1 8 22
INTI 14 61,4 0 84,5 38,6 34,4 0 16
15 57,7 83,6 1 41,9 1 34,5 0 10 19
16 58,3 78,5 41,8 30,5 1 7 20
17 57,9 83,3 1 37,6 33,6 0 10 20
Media (X) 59,39 82,16 40,90 31,30 17,95
Desv. Estan. (S) 1,80 3,06 2,47 3,94 2,69

Fuente: Diaz, 2012.




Cuadro. 4.3. Significado de acréonimos del cuadro 4.2.

SIGLA NOMBRE SIGLA NOMBRE COLORES  PUNTAJE
LT Largo total LP Largo de la pata Grupo 1 >21
CcC Longitud cabeza - Lca Largo de la Cabeza Grupo 2 21-18
cuerpo

LC Largo de la cola Aca Altura de la Cabeza Grupo 3 <18
(rudimento caudal)

LO Largo de la oreja Lp Largo del pelo

Fuente: Diaz, 2012.

4.2 CARACTERIZACION MOLECULAR

4.2.1 Extraccion de ADN

El ADN de mejor calidad se obtuvo en la fraccién C. En las fracciones Ay B

se obtuvo gran cantidad de arrastre de impurezas (figura 4.2).

== A _ Lk LK "L K E==F U

Fraccion A Fl;:m Fraoclonc M. 1Kb

Figura. 4.2. Visualizacion de ADN en gel de agarosa al 0.8% (Diaz, 2012).

El ADN colectado en la fracciéon C alcanzé una concentracion de ADN de

entre 10 y 50 ng por pL de muestra (cuadro 4.4 y anexo 8).
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4.2.2 Caracterizacion de ADN mitocondrial amplificado

El tamafio de los fragmentos amplificados mediante la técnica PCR fue
variable para las distintas muestras. Se encontraron fragmentos incompletos
de 400 a 800 pb en ejemplares de las tres lineas, cuyas concentraciones
estuvieron entorno a los 10 y 20 ng. Los fragmentos amplificados de ADN
gendmico de mayor tamafio y concentracion fueron los obtenidos de 10
animales, cuatro de la linea Andina, dos de la linea Pert y 4 de la linea Inti;
los cuales presentaron fragmentos de 1200 pb y 30ng de concentracion

(cuadro 4.4).

4.2.1 Caracterizacion de ADN mitocondrial secuenciado

Segun Solarte et al. (2005), los productos de la amplificacion via PCR para
el gen mitocondrial citocromo b se encontraron entre los 1125 y 1140 pb en
animales de la especie Cavia porcellus. Guevara (2004) asegura también
que en roedores, la longitud de este gen es de alrededor de 1140 nt
(nucledtidos). En este estudio las secuencias completas alcanzaron entre
1170 y 1200 pb, y las incompletas se ubicaron entre 245 y 890 pb (cuadro

4.5).

El ADN secuenciado en el laboratorio de Operon (Alabama-USA) redujo la
concentracion inicial del producto PCR en el 59,09 % de la muestra luego de
la purificacion. Ademas incrementoé la concentracion de ADN para el 36,4 %
de la poblacion muestreada, dentro del cual se encontraron tres ejemplares

de la linea Perd y uno de la linea Inka (anexo 30) con un incremento
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significativo de la concentracion, la misma que inicialmente se encontraba
entre 400 y 800 pares de bases y que alcanz6 mas de 1170 pb y una
concentracion aproximada de 30 ng/ml (cuadro 4.5). Se obtuvo ademas una
muestra sin ADN luego de la secuenciacion que corresponde al 4,51 % de la
poblaciéon muestral, lo que significa que el ADN de esta muestra no se
ensamblé a la secuencia del primer inicial F78 por lo que en el
cromatograma se evidencio la presencia de contaminacion y una baja

intensidad de los picos fluorescentes en cada reaccion (anexo 16).

Cuadro. 4.4. Tamafio y concentracion del ADN mitocondrial amplificado via PCR.

Linea  Céd. No.Muestra Concentracion
pb (pares de bases) ng (nanogramos)
Al 1 1200 pb 30 ng
A2 2 800 pb 20 ng
A3 3 1200 pb 30 ng
ANDINA | A4 4 400 pb 10 ng
A5 5 800 pb 20 ng
A6 6 1200 pb 30 ng
A7 7 1200 pb 50 ng
P1 8 800 pb 20 ng
P2 9 400 pb 20 ng
P3 10 1200 pb 30 ng
PERU P4 11 1200 pb 50 ng
P5 12 800 pb 20 ng
P6 13 400 pb 10 ng
P7 14 800 pb 20 ng
11 15 1200 pb 30 ng
12 16 1200 pb 30 ng
13 17 1200 pb 30 ng
INTI 14 18 800 pb 20 ng
15 19 1200 pb 30 ng
16 20 800 pb 20 ng
17 21 800 pb 20 ng
INKA K1 22 800 pb 20 ng

Fuente: Diaz, 2012.
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Cuadro. 4.5. Tamafio y concentracibn del ADN mitocondrial citocromo b

secuenciado.

C6d. No. Muestra Concentracién

pb (pares de bases) ng (nanogramos)
Al 1 1180 pb 29,50 ng
A2 2 887 pb 22,18 ng
A3 3 1184 pb 29,60 ng
ANDINA [ A4 4 245 pb 6,13 ng
A5 5 890 pb 22,25 ng
A6 6 1186 pb 29,65 ng
A7 7 1181 pb 29,53 ng
P1 8 O pb 0,00 ng
P2 9 1179 pb 29,48 ng
P3 10 1171 pb 29,28 ng
PERU P4 11 482 pb 12,05 ng
P5 12 1175 pb 29,38 ng
P6 13 1179 pb 29,48 ng
P7 14 648 pb 16,20 ng
11 15 1188 pb 29,70 ng
12 16 1171 pb 29,28 ng
13 17 879 pb 21,98 ng
INTI 14 18 520 pb 13,00 ng
15 19 1204 pb 30,10 ng
16 20 365 pb 9,13 ng
17 21 893 pb 22,33 ng
INKA K1 22 1185 pb 29,63 ng

Fuente: Diaz, 2012; Eurofins MWG Operon (USA).

4.2.2 Caracterizacién del gen citocromo b

4.2.2.1 Anéalisis de secuencias completas

A partir de las secuencias del gen citocromo b de 25 individuos Cavia
porcellus, 11 procedentes del GenBank y 12 del criadero del IASA; se obtuvo
un promedio de 1120,8 nucleotidos que se traducen en 334,8 aminoacidos.

El promedio de nucleétidos de las secuencias completas de la Hda. El Prado
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fue de 1101,5 nt 6 331,9 aminoacidos, que corresponden al 98,27 % del

promedio del gen completo en esta especie.

Una vez alineadas las secuencias se encontraron 1082,8 pares de
nucleotidos intra-especificos y 1084,6 pares de nucleétidos intra-genéricos.
El 98,08 % de los pares intra-especificos son pares idénticos y el 1,92 %

son pares divergentes por transicion y transversion (cuadro 4.6).

Cuadro. 4.6. Porcentaje de pares idénticos, en transicién y en transversion de las

secuencias completas del gen mitocondrial citocromo b.

Especies

Idénticos

Transiciones

Transversion

(TS) (TV)
No. % No. % No. % TSITV
Pares Pares Pares
Cavia porcellus 1062 98,08 12 1,11 9 0,83 1,33
Cavia porcellus vs. 1048 96,63 | 22 2,03 15 1,38 1,47
Dolichotis patagonum

Fuente: Diaz, 2012; Software Mega 4.0.

Se analizaron ademas 1228 sitios correspondientes a las secuencias
completas de ejemplares C. porcellus, de los cuales 1050 (85,50 %) fueron
sitios conservados y 155 (14,50 %) fueron variables. De estos ultimos, 86
sitios fueron parsimoniosos informativos, que representan el 55,48 % de los
sitios variables. El bajo porcentaje de variabilidad entre las secuencias de la
especie C. porcellus demuestra la presencia de caracteres heredables
altamente similares, como se demuestra en el dendrograma elaborado para

la especie (figura 4.3).

El dendrograma para los ejemplares C. porcellus de secuencias completas

se subdividide en dos cluster. El grupo mas pequeio es el mas distante en
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base a las distancias genéticas (figura 4.4). Present6 la misma topologia el
92 % de las repeticiones bajo una frecuencia de analisis de 1000 réplicas.
Esta fromado de cuatro ejemplares procedentes del GenBank y tres cuyes
del criadero de la Hda. “El Prado”; de estos ultimos, dos son de la linea Inti y

uno de la Andina (figura 4.3).

47 9 P2 B1C. porcellus, Ecuador
k]| _L K1 B1C. porcellus, Ecuador

22 5 AS B1C. porcellus, Ecuador

3 A3 B1C. porcellus, Ecuador

40 &2 115 1 B1C. porcelus, Ecuador

7 AT B1C. porcellus, Ecuador

55 12 PS B1C. porcellus, Ecuador

AX245096 C. porcellus, Perd

Grupo 2

13 P8 B1C. porcellus, Ecuader
10 P3 B1C. porcellus, Ecuador

53 AY245097 C. porcellus, Perl

AN245098, C. porcelus, Perd

ANZ28363 C. porcellus, Perl

] gg | 4228381 C. porcellus, Chile

7l 4247008 C. porcelus, Perd

AN382793 C. porcellus, Chile
AF450405 C. porcellug, Colembia

45 AYZ28362 C. porcellus, Argentina
5z |20 A245094 C. porcellus, Perd
A245085 C. porcellus, Perd Grupao 1

26

0.0

Figura. 4.3.Dedrograma de secuencias completas del gen mitocondrial citocromo

b de especimenes de la especie C. porcellus4 (Diaz, 2012).

4 S . o . . . . . . .

La historia evolutiva se infiere utilizando el método de agrupamiento de vecinos. Las distancias evolutivas se
calcularon utilizando el método de maxima verosimilitud. Los valores de remuestreo (Bootstap test de 1000
réplicas) se ubican sobre cada nodo.
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El segundo cluster presentd la misma topologia el 53% de las repeticiones
bajo la misma frecuencia de analisis (1000 réplicas). Es un cluster es de
mayor tamafo y esta formado por 7 ejemplares del GenBank y 9 secuencias

del criadero del IASA, de las lineas Peru, Andina e Inti (figura 4.3).

La anidacion de las muestras en el cluster determina las distancias genéticas
y la variabilidad intra-especie. ElI grupo mas distante de los ejemplares
provenientes de la Hda. El Prado lo establecieron las muestras Al B1,

I2_Bl1lel5 Bl (figura 4.4).

1. 14161
2 3A3B1 || 0.0096
3. 6AGEBT | [ 00036 0.0021

4. 7AFB1 | [ 00036 00017 0.0021
5.9P2B1 | | 00117 00032 00021 0.0024
E

7

B

10P3E1] | 0.0M06| 00021 00032 0.0011  0.0032

J12P5EB1] | 0.0096| 00011 00021 0.0000 00021 0.0011

. 13PEB1| | 0.0106| 00021 00032 00011 00032 00021 0.00m
5. 1501161 ) | 0.0036) 00000 00021 00011 00032 0002 00011 0.0021
10161261 [ 0.0021] 00117 00117 00117 00139 00128 0017 00128 00117
11191587 [ 000320 00128 00128 00128 00143 00139 00128 00133 00128 | 00033
12 k1B 00128 00042 00053 00032 00032 00042 00032 00042 00042 (02 LII_UJ_EDJ

Figura. 4.4.Matriz de distancias genéticas de secuencias completas del gen

citocromo b en cuyes de las lineas Andina, Peru e Inti (Diaz, 2012; Mega 4.0.).
Las disimilitudes intra-especie se localizaron en 86 sitios a lo largo de las
secuencias completas del gen mitocondrial citocromo b, las mismas que se
ubicaron a partir de la posicibn 58 hasta la 1215. Las muestras mas
distantes en el dendrograma mostraron mayor variabilidad genética en
comparacion con las muestras mas homologas del criadero de la hacienda

A7_B1,P5 Blell B1,y las accesiones del GenBank (figura 4.5).
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La muestra I5_B1 fue la que presenté mayor cantidad de disimilitudes en su
secuencia. En la posicion 364 se localizé una divergencia por sustitucion
transicional de una Guanina (G) por una Adenina (A) (figura 4.5). En la
posicion 805 se presenta una disimilitud por sustitucion transversional de
una Adenina (A) por una Timina (T), seguida por dos inserciones

nucleotidicas en las posiciones 808 y 809 (figura 4.6).

——conico Sitio: 354 — T o o Ei
7 AT B Tlc|T|TlelTe|T|T|c@lc alg|T|T|alT G G|C
12 P5 B1 T C|T|T|C|T|6|T|T C@PEwC A|G|T T|A|T G|G|C
15 11 B1 Tc|T|Tle|T s T T|c@lc a6 T|T|a|lT G 6 C
AF430405| Cavia porcelius T c|T|T|le/ T e T T|c@lc a6 T|T|a|T G G C
AYZ28363| Cavia porcellus Tlc|T|TleclT/e|c|T|Tlc a6 T|T|a|T & G C
AYIEZTII| Cavia porcellus T C|T|T|C|T|6|T|T C@PEwC A|G|T T|A|T G|G|C
141 B1 Tc|T|Tle|T s T T|c@lc a6 T|T|a|lT G 6 C
16 12 B1 T c|T|T|le/ T e T T|c@lc a6 T|T|a|T G G C
15 |5 BY TETTETGTTE#EAGTT.&.TGGC
Figura. 4.5.Sitios de divergencia transicional entre secuencias del gen
mitocondrial citocromo b (Diaz, 2012; Mega 4.0.).
——CODIGOD tSitio: 795 : _ 805 808 808 _ 85
7 AT B alclclalclalcla|T|THa al--|clclalclals
12 P5 B1 Alc|lc|lalcla|lclalT T A A - |-|ClC | Aa|G|Aa|G
15 11 B1 alclclalc ac a T THAla & - -|clc|la G a G
AF430405| Cavia porcelius alclclalc acia T THla & - -|clc|la G a6
AYZ28363| Cavia porcellus alclclalc aca T THla & - -|clc|la G a B
AYIEZTII| Cavia porcellus AIC|IClAC AC A|T TS A A -|-|C|C| A G|A| G
141 B1 alclclalc ac a T THAla & - -|clc|la G a G
16 12 B1 alclclalc acia T THla & - -|clc|la G a6
15 |5 BY AEEAEAEATT.&.AAECEAGAG

Figura. 4.6.Sitios de divergencia transversional entre secuencias del gen

mitocondrial citocromo b (Diaz, 2012; Software Mega 4.0).
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Los sitios mas representativos de divergencia para la muestra 15 Bl se

ubicaron en las posiciones 364 y 805.

Cuadro. 4.7. Fragmentos de mayor divergencia genética en la secuencia del gen

mitocondrial citocromo b de la muestra I5.

LINEA MUESTRA POSICION SECUENCIA NUCLEOTIDICA

354-374 | 5-TCTTCTGTTCACAGTTATGGC -3’
INTI | 19_ 15 _B1

795 - 815 | 5-ACCACACATTTAAACCCAGAG-3

Fuente: Diaz; 2012.

4.2.2.2 Seleccion de reproductores

Genotipicamente los ejemplares de la Hda. El Prado, que presentaron mayor
variabilidad, fueron los cuyes de la linea Inti 12 e I5. Ambos ejemplares
obtuvieron distancias genéticas de 0,0021 a 0,0139 centimorgans (cM) con
relacion al resto de individuos muestreados. Las muestras, 12 e 15,
analizadas a través de la interfaz web BLAST® alcanzaron una similitud
maxima del 97%, que esta dada por la identidad de 1025 nucleétidos de los

1053 nt que constituyeron las secuencias (Zheng et al. 2000).

Segun la caracterizacion fenotipica cualitativa ambos ejemplares de la linea
Inti (12 e [I5) presentaron excelentes calificaciones. En base a la
caracterizacion fenotipica cuantitativa se ubicaron en el grupo 2 por sus
calificaciones favorables en las variables de rendimiento productivo Lca

(largo de la cabeza) y PV (peso vivo), en las muestras 12 e 15,

> BLAST (Basic Local Alignment Search Tool): http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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respectivamente. La divergencia genética de estos individuos con el resto de
la poblacion del IASA les da la posibilidad de mejorar sus caracteres
fenotipicos cuantitativos y reducir el nivel de consanguinidad de la poblacion

en las generaciones futuras.

4.2.3 Analisis de secuencias incompletas

Las secuencias incompletas amplificadas del gen mitocondrial
citocromo b para la poblacion en estudio fueron de 245 a 893 pb (pares de
bases). Las muestras de 245 y 365 pares de bases, de las lineas Andina e
Inti, respectivamente; alcanzaron menos del 34 % de las secuencias
completas por lo que no fueron utilizadas en el andlisis. Las secuencias de
879 a 890 pb, fueron cortadas a 697 pb para obtener un 62,54 % de las
secuencias completas y ser comparables con las secuencias mas cortas
encontradas en el GenBank para este gen que fueron de 490 a 678 pares de

bases.

En promedio se encontraron 570,6 nucleétidos o 183,9 aminoacidos; es
decir aproximadamente el 51,80 % de las secuencias completas de 1101,5
nucledtidos. De los fragmentos alineados se evaluaron 697 sitios, de los que
se encontré 31 variables y 664 conservados. Las secuencias difieren en
aproximadamente el 4,44 %, situacion que se evidencia en el porcentaje de

mutaciones transicionales y transversionales (cuadro 4.8).
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Cuadro. 4.8. Porcentaje de pares idénticos, en transicién y en transversion de las

secuencias semi-completas del gen mitocondrial citocromo b.

Especie Idénticos Transiciones (TS) Transversion (TV) Tasa (TS/TV)
No. Pares % No. Pares % No. Pares %
Cavia porcellus 489 98,86 2 0,40 3 0,60 0,62

Fuente: Diaz, 2012; Software Mega 4.0.

4.2.4 Andlisis filogenético

Las topologias obtenidas para la secuencia del gen mitocondrial
citocromo b ubican a individuos de los géneros Cavia y Microcavia en dos
subgrupos monofiléticos (que comparten caracteres heredados) dentro de un
mismo cluster, y a los ejemplares menos divergentes del grupo externo
(outgroup), AY382787 Dolichotis patagonum, en un cluster diferente. De tal

forma que el dendrograma quedé dividido en tres cluster (figura 4.8).

Al comparar las secuencias del gen citocromo b de las secuencias de la
especie Cavia porcellus provenientes del IASA con las secuencias del
GenBank de la misma especie, se encontrd que todas pertenecen al mismo
grupo monofilético y que comparten, en menor grado, ciertos caracteres

heredados con el grupo parafilético de ejemplares C. tschudii y C. aperea.

Los ejemplares 16 12 B1 y 19 I5 B1 comparten el mismo subunivel
jerarquico; y estos a su vez, tienen alto grado de similitud con su grupo
hermano de origen colombiano AF490405, lo que concuerda con el bajo
porcentaje de divergencia nucleotidica (figura 4.9). A su vez, estas

secuencias forman un grupo hermano con AY228363 y AY382793,
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procedentes de Peru y Chile, respectivamente; y ambos grupos se

encuentran estrechamente relacionados con AY245099 Cavia tschudii.

E1 16 [2 B1 C. porcellus, Ecuador
94 1915 B1 C. porcellus, Ecuader

100 AF450405 Cavia porcelus, Colombia | Grupo 1
1m0 AN228363 Cavia porcellus, Pert
49[ AY382793 Cavia porcellus, Chile

100 L AY245099 Cavia tschudii, Perl

AN 3827590 Cavia aperea, Belivia

AN3B2T91 Cavia aperea, Paraguay

100
100 | 4382752 Cavia tschudii, Perd

rAYSSZTSS Microcavia niata, Chile

100 L av282789 Microcavia niata, Chile

AN 382787 Dolichotis patagonum, Argentina

7 A 455805 Galea musteloides, Bolivia

Grupo 2

100 AY488603 Galea musteloides, Perl

92 A4B58504 Galea mustelvides, Perd

o2

Figura. 4.7.Arbol de distancias genéticas a partir de secuencias mitocondriales del

gen para citocromo b de especimenes de la Familia Caviidae® (Diaz, 2012).

1 2 |3 |« [ s [ & | 7 [ & | 9 | 1o nn | 12 ] 13 [ 14|
1. AF430405] Cavia porcelus
2. 4228363 Cavia porcellus 0.m74
3, AY245039) Cavia techudi 0.0494  0.0494
4. 4v'382787| Dolichotis patagonum | 02182 0.2163  0.2042
5. AY'382788| Microcavia niata 02143 0.2182 02085 0.2118
6. 47382789 Microcavia niata 02163 0.2207 02080 0.2131 00029
7. 4382790| Cavia aperea 00903 0.0925 00892 02143 02042 0.2055
8. AY382731| Cavia aperea 00828 00871 00807 02182 020685 02067 00204
3 A332732) Cavia tschudii 00828 0087 00807 02182 02055 02067 0.0204 0.0000
10, 44382793 Cavia porcellus 00106 0.0125 00423 02169 02143 02163 00914 00839 00839
11, A4BEE03| Galea mustelaides 02350 02339 02143 02042 02093 02080 02105 02093 02093 023N
12, A46EE04| Galea musteloides 02429 02468 02233 02131 02169 02156 02182 02143 02143 02402 00106
13. AY466605] Galea musteloides 02337 02383 02156 02030 02105 02093 02105 02093 02093 02311 00087 00155
14 1612 B1 0.0087 0.0184 00484 02169 02169 02194 00914 00828 00828 00135 02363 02442 0.2350
15191581 00087 0.0184 00504 02233 02169 02194 00914 00839 00839 00135 02350 02423 02337

Figura. 4.8.Matriz de distancias genéticas de especimenes de la Familia Caviidae
(Diaz, 2012).

La historia evolutiva se infiere utilizando el método de agrupamiento de vecinos. Las distancias evolutivas se
calcularon utilizando el método de maxima verosimilitud. Los valores de remuestreo (1000 réplicas) se ubican
sobre cada nodo.
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Por otro lado, los ejemplares AY382791, C. aperea y AY382792, C.tschudii;
se encuentran estrechamente relacionados formando un grupo que lo
comparten con AY382790 de la especie C. aperea. Este grupo monofilético
se encuentra compartiendo caracteres heredados con los ejemplares C.
porcellus, por lo que se deduce que interviene en la historia evolutiva de esta

especie.

Varios investigadores sefialan a C. tschudii como la especie mas
cercanamente relacionada a C. porcellus (Spotorno et al. 2006). Segun
Spotorno et al. (2004), todos los analisis de méaxima parsimonia y maxima
verosimilitud agrupan a ejemplares C. porcellus con C. tschudii por su
similitud en las secuencias del gen mitocondrial citocromo b. Al comparar a
C. porcellus con C. aperea los resultados son menos consistentes a pesar
de presentar similitud entre C. aperea y C. tschudii. Spotorno et al. (2004),
seflalan ademas que la mayor diversidad en la especie Cavia porcellus se
ubica en Sudamérica en los ejemplares llamados “criollos” por los criadores

locales.



CONCLUSIONES

Los caracteres fenotipicos cualitativos que permiten una adecuada
seleccion de reproductores de las lineas Perd, Andina e Inti son el color del
pelo, de las orejas y de los ojos, y el niumero de dedos en las patas

anteriores y posteriores.

Las variables morfométricas que favorecen la seleccibn de
reproductores en las lineas Peru, Andina e Into son: Peso vivo (PV), Largo
total (LT), Longitud cabeza-cuerpo (CC), Largo del rudimento caudal (LC),
Largo de la oreja (LO), Largo de la pata (LP), Largo de la cabeza (Lca),

Ancho de la cabeza (Aca) y Largo del pelo (Lp).

Las secuencias completas del gen mitocondrial citocromo b de las
lineas Andia, Pera e Inti tienen un promedio de 1101,5 nucle6tidos que se

traducen en 331,9 aminoacidos y son similares en un 98,08 %.

Las secuencias completas del gen mitocondrial citocromo b de las
lineas Andia, Peru e Inti presentaron 1082,8 pares de nucledtidos intra-
especificos de los cuales 1062 pares (98,08 %) son idénticos y 21 (1,92 %)

son divergentes por transicion (12 pares) y transversion (9 pares).

Los ejemplares de la linea Inti, 12 e 15 poseen mayor variabilidad

genética y se encuentran mas distantes del resto de la poblacion del IASA.
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Ambos individuos presentaron la misma topologia el 60 % de las

repeticiones bajo una frecuencia de remuestreo de 1000 réplicas.

Los fragmentos de mayor variabilidad se encontraron en la secuencia
de la muestra 15 representante de la linea Inti. Estos fragmentos se ubicaron
desde la posicion 354 a la 374, y desde la posicion 795 hasta la 815, lugares
donde se encontraron las secuencias mas divergentes 5'-
TCTTCTGTTCACAGTTATGGC-3' y 5ACCACACATTTAAACCCAGAG-3,,

respectivamente.

Se seleccion6é como reproductor al ejemplar 15, de la linea Inti, por
presentar excelentes caracteres fenotipicos cualitativos, buen peso vivo en

edad reproductiva y mayor variabilidad genética intra poblacional.

El analisis filogenético muestra que las secuencias de la especie Cavia
porcellus provenientes del IASA con las secuencias del GenBank de la
misma especie, pertenecen al mismo grupo monofilético y que comparten
caracteres heredados con el grupo parafilético de ejemplares C. tschudiiy C.

aperea.

Las especies silvestres como Cavia tschudii y Cavia aperea se
encuentras distanciadas genéticamente de Cavia porcellus pero comparten
secuencias genéticas heredadas por lo que se confirma la descendencia de

Cavia porcellus a partir de Cavia tschudii.



RECOMENDACIONES

Hacer una evaluacion exhaustiva fenotipica y genotipica de la
descendencia del reproductor seleccionado en base a las técnicas
moleculares de este estudio para certificar la seleccion de reproductores por

este método.

Adquirir reproductores de diferentes criaderos con el fin de reducir la
homogeneidad de los caracteres moleculares e incrementar la variabilidad

genética de la especie dentro del criadero de la Hda. “El Prado”.

Utilizar fragmentos del gen mitocondrial citocormo b de mayor
divergencia para la elaboracion de primers que permitan investigar mas

profundamente el uso del gen citocromo b en la seleccidén de reproductores.

Evaluar molecularmente a cuyes silvestres y criollos del pais para
identificar caracteres morfolégicos, de comportamiento y particularmente
moleculares que ayuden a incrementar la variabilidad genética en cuyes

mejorados y permitan conservar material genético para analisis futuros.

Aplicar esta técnica a otros sistemas de explotacion a fin de comprobar
su eficiencia en la seleccion de reproductores y su aporte en la aplicacion de

programas para mejoramiento genetico.
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