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RESUMEN

Este trabajo describe la variabilidad genética actual de tres poblaciones de llamas (Lama glama) del noroeste
argentino (NOA), afectadas a la produccion de fibra. Originariamente, las tropas fueron una Unica poblacién la
cual fue subdividida hace 10 afios. Se estudiaron muestras de ADN de 77 animales mediante amplificacién por
PCR de 12 loci microsatélite con cebadores especificos de llama. La alta variabilidad genética comprobada se
sustenta en el hallazgo total de 140 alelos diferentes, 9 a 16 alelos por locus y rangos de heterocigosidad observa-
da y esperada por locus de 1 a 0 y 0,9 a 0,47, respectivamente. Diecinueve de treinta y seis pruebas de equilibrio
de Hardy-Weinberg mostraron desvios significativos (P < 0,05) debidos a una deficiencia de heterocigotos que se
corresponderia con el comportamiento poliginico natural de la especie. El nivel de diferenciacidén genética obser-
vado entre los tres planteles, moderado (Fst = 0,076; P = 0,000) pero significativo de subestructura, podria atri-
buirse a la introduccién de progenitores machos de otras regiones geograficas, en el momento de subdividir la
poblacién original. La presencia de 44 alelos privados, distribuidos entre las tres tropas permitiria disefiar aparea-
mientos dirigidos a mejorar la diversidad genética mediante el intercambio de nuevas variantes alélicas. La trans-
ferencia a los productores, de los resultados de este trabajo, beneficiara la adopcion de futuras estrategias de ma-
nejo adaptadas a la situacion particular de cada plantel.

Palabras clave: camélidos sudamericanos, diversidad genética, estructura poblacional, marcadores microsaté-
lite, manejo.

INTRODUCCION

La llama (Lama glama) es el camélido sudamericano doméstico mas grande y mejor adaptado a un amplio
rango de condiciones medioambientales. Luego de su domesticacién, a partir del guanaco silvestre (Lama guani-
coe) en la puna peruana, hace aproximadamente 6.000 afios (Wheeler 1983) fue llevada por el habitante nativo a
otras regiones sudamericanas, extendiendo asi su area de distribucién. A partir de 1532, con la colonizacion espa-
fiola y la introduccién de ganados foraneos, los rebafios nativos fueron diezmados y desplazados a la puna de gran
altura (3.800-5.000 m de altitud), donde los animales europeos no prosperaban (Novoa 1984). Por otra parte, los
eventos de introgresion en los camélidos sudamericanos probablemente hayan sido recurrentes, con una mayor
frecuencia durante y luego de la colonizacion espafiola. Si a este fendmeno se le suma la dréstica reduccion de las
poblaciones de camélidos domésticos asociada a la conquista y la consecuente merma en la calidad de la fibra, no
seria erroneo presumir un empobrecimiento genético de la especie (Kadwell et al. 2001). A diferencia de otras
especies domesticas, no existen registros escritos asociados a la crianza de estos animales, debido en gran medida,
a la desaparicion, durante la colonizacion, del conocimiento tradicional oral de los pastores (Wheeler 1995). Se
estima que la poblacion actual mundial de Ilamas alcanza las 3.3 millones de cabezas de las cuales Argentina al-
berga un 4,05 % siendo el noroeste argentino (NOA) la zona de mayor concentracion de llamas del pais
(www.portalagrario.gov.pe). La cria de estos animales esté dirigida a la produccion de fibra y las técnicas de ma-
nejo de los rebafios aunque conservan parte de la tradicion cultural de la zona tienen un alto componente de técni-
cas europeas. La seleccion dentro de los rebafios se realiza en base a rasgos fenotipicos y, si bien los pastores tra-
dicionalmente admiten la existencia de hibridos entre llamas y alpacas, no siempre es posible reconocer estos
animales basandose solo en su fenotipo (Kadwell et al. 2001).

En los Gltimos afios la conservacion de razas y/o poblaciones de distintas especies ha cobrado gran auge por-
que, entre otros factores, la pérdida de diversidad genética disminuye la capacidad de recuperar especies amena-
zadas y mantener y mejorar el rendimiento de otras incluidas en el circuito productivo. Para ello es necesario co-
nocer la variabilidad genética y su distribucion en las poblaciones, asi como identificar alelos raros que indiquen
la presencia de variantes genéticas Unicas (Gonzalez-Candelas et al. 2000, Aranguren-Méndez et al. 2001). Con
excepcion de caracteres como color de capa y calidad de fibra, poco se conoce de la variacion genotipica de las
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llamas actuales siendo esta informacion bésica para la evaluacién y conservacion de estos recursos genéticos.
Frente a la reciente exportacion de alpacas y llamas andinas, urge la necesidad de llevar a cabo un estudio orienta-
do a la documentacién de la variabilidad genética de estas especies a fin de disefiar planes de manejo tendientes a
conservar este importante reservorio genético. A partir de estudios previos de caracterizacion de especies de ca-
mélidos sudamericanos (Wheeler et al. 2001, Sarno et al. 2001, Bustamante et al. 2002, Sarno et al. 2004, Maté et
al. 2005) es posible inferir la existencia de una marcada diferencia en los niveles de diversidad genética y estruc-
tura poblacional entre las especies silvestres y domésticas de camélidos sudamericanos, las que serian consecuen-
cia de la historia, dindAmica y manejo poblacional. Los datos sobre el conocimiento histérico de las poblaciones
analizadas es de gran importancia para la interpretacion de factores que puedan afectar la diversidad y estructura
genética de las poblaciones.

Los marcadores de ADN microsatélite son herramientas de uso corriente para evaluar la variabilidad y estruc-
tura genética de las poblaciones. En este trabajo se tipificaron por PCR 12 loci de ADN microsatélite en tres plan-
teles de llamas manejadas con técnicas tradicionales y de las cuales se cuenta con informacion historica. El objeto
del trabajo fue dar respuesta a los siguientes interrogantes: (i) ¢cuanta variabilidad genética presentan las pobla-
ciones de llamas del NOA estudiadas?, (ii) ¢qué factores pueden haber afectado la variabilidad genética?, y (iii)
¢qué tipo de manejo deberia implementarse para mantener y/o aumentar la variabilidad?

MATERIALES Y METODOS

Planteles estudiados

Los animales estudiados pertenecen a los planteles histéricamente relacionados de Colonia Santa Isabel, Esta-
blecimiento Los Pioneros y Campo de Llampa Jaran, cuyos respectivos grupos fundadores procedieron de la sub-
division de una Unica poblacion ubicada en la Reserva Laguna de Pozuelos de la Comisién Municipal de Ciene-
guillas en la provincia de Jujuy de Argentina. Desde principios del siglo XX esta poblacion, perteneciente a un
establecimiento familiar, fue criada en forma extensiva y seleccionada para la produccién de fibra. A principios de
la década del 90, la sucesion familiar de los campos Ilevo a la subdivision de la poblacion original en tres tropas,
las cuales fueron enriquecidas mediante la introduccion de machos reproductores de diferentes regiones geografi-
cas del pais y paises vecinos. En la actualidad Ilevan 10 afios de reproduccion aislada sin la accion de machos
ajenos a la tropa (Fig. 1).

Fig. 1: Ubicacion geogréafica de los sitios de muestreo.
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Establecimiento Los Pioneros (LP)

Localizado en la Reserva Laguna de Pozuelos, ubicada a 3.600 m de altitud y 35 km al oeste de La Quiaca,
provincia de Jujuy, Argentina (Fig. 1). En su origen la tropa fue enriquecida con la introduccién de machos repro-
ductores de Bolivia. Los animales son criados en forma extensiva y los cruzamientos estan dirigidos a la produc-
cion de fibra por lo que el plantel sufre una fuerte presion de seleccion artificial. EI aspecto fenotipico de los plan-
teles evidencia la seleccidn dirigida hacia animales de color blanco y tipo Suri.
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Campo de Llampa Jaran (LI1J)

Ubicado a 4.600 m de altitud, a 33 km de la Comisién Municipal de Cusi Cusi, a 150 km al suroeste de La
Quiaca y 150 km al noroeste de Abra-Pampa, provincia de Jujuy, Argentina. La distancia geografica entre este
plantel y el de Los Pioneros es de 115 km aproximadamente y se encuentra aislada geogréaficamente por la Sierra
de Santa Catalina y el Rio Grande de San Juan. En su origen, la poblacion de este plantel fue incrementada me-
diante la introduccion de animales de diferentes zonas de la provincia de Jujuy. Actualmente, es criado en forma
extensiva y el aspecto fenotipico es mucho mas rustico que el de Los Pioneros; las tropas estan compuestas por
animales de colores variados y con un alto porcentaje del tipo Huacaya.

Colonia Santa Isabel (Sl)

La tropa de llamas de esta colonia actualmente pertenece a la Secretaria de Recursos Naturales de la Provincia
de La Pampa y se cria en semi-cautividad en la ciudad de Santa Rosa, Provincia de La Pampa, Argentina. EI nd-
cleo fundador fue extraido en el afio 1993 del establecimiento de cria Los Pioneros descrito arriba.

Obtencion de ADN

El ADN gendmico se extrajo a partir de 77 muestras de sangre fresca tomadas al azar de: Establecimiento Los
Pioneros, n = 30; Campo de Llampa Jaran, n = 22; Colonia Santa Isabel, n = 25, siguiendo las técnicas descriptas
en Bustamante et al. (2002).

Loci microsatélite analizados

Mediante la técnica de PCR se amplificaron 12 loci con los siguientes marcadores de ADN microsatélite espe-
cificos de llama LAB1, LAB3, LAB6, LAB7, LAB13 (Bustamante et al. 2003); LAB14, LAB15, LAB16, LAB17
(ndmero de acceso al GenBank AY661538-AY661541) y LCA56, LCA65 y LCA77 (Penedo et al. 1999). La am-
plificacion se realizé en mezclas de reaccion de 15 ml conteniendo 50 ng de ADN, 1,5-2,5 mM de MgCl,, 10 mM
de Tris, 50 mM de KCI, 200 mM de cada dNTP, 12,5- 6,25 pmol de cada primer y 0,5 unidades de Taq ADN po-
limerasa (Promega, Madison, Wisconsin, USA). Se realizaron 35-40 ciclos, dependiendo de cada locus, con des-
naturalizacion a 94 °C por 1 min, hibridacion a 48-56 °C por 1 min y elongacién a 72 °C por 1 min. Los productos
de PCR se separaron en geles de poliacrilamida desnaturalizante al 6 % (19:1) 1x TBE. Como referencia de tama-
fio molecular se utilizaron escaleras de alelos conocidos construidas en el laboratorio.

Andlisis estadistico

La diversidad genética se analizo, desde el punto de vista de la variedad alélica, mediante el calculo del nime-
ro medio de alelos por locus (NMA), los alelos privados por poblacién (APP), el nimero de alelos detectados por
poblacion (A), el nimero total de alelos detectados (Aw) Y @ nivel de la proporcién de los diferentes genotipos
dentro de las poblaciones, mediante la diversidad genética (h.) y heterocigosidad observadas (h,) por locus en
cada poblacion y diversidad genética (He) y heterocigosidad observada (H,) medias por poblacion utilizando los
algoritmos incluidos en el programa Exel Microsatellite Tools (Park 2001). Las desviaciones del equilibrio de
Hardy-Weinberg (H-W) se evaluaron mediante el método exacto implementado en el programa GENEPOP ver-
sién 3.2 (Raymond & Rousset 2000). Los niveles de significancia corregidos para el desvio de H-W en cada po-
blacion, se basaron en la técnica secuencial de Bonferroni para pruebas simultneas (Rice 1995). La probabilidad
de existencia de alelos nulos se estim6 mediante el programa CERVUS 2.0 1998). La estructura y diferenciacion
genética entre las poblaciones se calcul6 mediante los pardmetros F y Rho_ El indice Rho se basa en el modelo de
mutaciones por pasos o Step Wise Model (SMM) y tiene en cuenta, ademds de las frecuencias alélicas, el tamafio
de los alelos. Ambos célculos se realizaron en forma global por marcador, para todas las poblaciones y todos los
marcadores (GENEPOP version 3.2a, Raymond & Rousset 2000). También se realizé un Anélisis Molecular de la
Varianza (AMOVA) entre y dentro de los planteles utilizando dos métodos diferentes. Por un lado, el AMOVA se
analizo a través de la variable "namero de alelos diferentes (Fst)" y por otra parte a través de la "suma cuadrética
de la diferencia entre los tamafios de los alelos (Rst)". (ARLEQUIN version 2.0, Excoffier 1992).

RESULTADOS

La diversidad genética medida en términos de variabilidad alélica, He, Ho Yy he, ho, mostré todos los loci anali-
zados altamente polimorficos. En la muestra estudiada se observaron 140 A, en los 12 loci tipificados, variando
el A entre 92 y 100. EI A por locus varié entre nueve (LAB6, LAB15, LCA6G5) y 16 (LAB3), mientras que
dentro de cada poblacion, el nimero de alelos por locus vari6 desde dos para LAB6 a 14 para LABL en la pobla-
cion de Llampa Jaran (Tabla 1).
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La h, y he por locus varid de uno a cero y de 0,9 a 0,47, respectivamente. La H, por poblacién fue similar en
las tres poblaciones (Tabla 2).

En total se observaron 44 alelos privados, de los cuales 18 corresponden a la poblacién de LLJ, 15 a la pobla-
cion de Sl'y 11 a LP. Cabe mencionar que el 40 % de dichas variantes presentaron frecuencias génicas > 5 %. Por
otra parte, en las poblaciones de LIJ y LP se hallaron los alelos 183 (LAB1), 135 (LAB3), 176 (LABG6), 167, 169
(LCA®B5) con frecuencias que varian desde 0,13 a 0,35, mientras que en la poblacién de Sl estos alelos no se de-
tectaron. Los alelos 169, 173 y 175 (LABL), 125 (LAB3), 160 (LAB14), 159, 161, 163 (LCAG5) estan presentes
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en las tres poblaciones aunque con frecuencias considerablemente mayores en la poblacién de Sl. Diecinueve de
las treinta y seis pruebas de H-W, medidas segun la prueba exacta (Guo & Thompson 1992), mostraron desvios
significativos (P < 0,05). En todos los casos estas desviaciones se debieron a un déficit de heterocigotos (Tabla 3).

Los loci LAB6 y LAB13 presentaron probabilidades de existencia de alelos nulos de 0,893 y 0,402 respecti-
vamente en las tres poblaciones por lo que se recalcul6 el equilibrio de Hardy-Weinberg excluyendo del analisis a
dichos loci (datos no mostrados). Estos céalculos no modificaron los valores de EHW por lo que se descarta la
existencia de alelos nulos como causa del desequilibrio por exceso de homocigotos.

El estadistico Fst total (= 0,07; P = 0.00) calculado para todos los loci y para todos los planteles de llamas in-
dica un grado moderado de subdivision poblacional. Segln este parametro el 93 % de la varianza en las frecuen-
cias alélicas se expresa dentro de cada poblacion y solo el 7 % de la varianza se atribuye a diferencias entre las
poblaciones. El valor Fis Total (0,24) indica una importante deficiencia de heterocigotos dentro de cada plantel;
este indice es una medida indirecta de consanguinidad y concuerda con los resultados obtenidos mediante las
pruebas exactas de EHW (Tabla 3). Estos valores indican un alejamiento de las condiciones esperadas en una
poblacién cuyos cruzamientos se realizan al azar. Al considerar el pool génico de las tres poblaciones (SI, LP,
LLJ), se observa un déficit mayor de genotipos heterocigotos (F,r = 0,29), lo que podria sefialar cierta estructura-
cion poblacional (Tabla 4).

Cuando se analizaron los planteles mediante el estadistico Rho se observaron algunas diferencias. El Rsy total
(0,12) indica un grado de diferenciacion poblacional moderadamente alto, del cual se infiere que el 88 % de la
varianza total se encuentra dentro de cada poblacién y el 12 % restante se atribuye a diferencias entre las pobla-
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ciones (Tabla 5). En las Tablas 4 y 5 se observan algunos loci que aportan mayoritariamente a tales niveles de
diferenciacion. Los resultados obtenidos mediante los dos métodos de célculo del Anélisis Molecular de la Va-
rianza (AMOVA) fueron similares a los valores observados mediante los estadisticos Fsr y Rhost (FST = 0,076; P
=0,000; RhoST = 0,158; P = 0,000).

DISCUSION

Desde el punto de vista de la diversidad alélica las tres poblaciones analizadas muestran, en general, una varia-
bilidad genética alta. Los resultados de H, son similares a los observados en otras especies de camélidos analiza-
das mediante el uso de marcadores microsatélites (Penedo et al. 1998, 1999a, 1999b, Sasse et al. 2000, Sarno et al.
2001, Wheeler et al. 2001). Ademas, como en otros estudios poblacionales de vicufias y guanacos (Wheeler et al.
2001, Sarno et al. 2004, Maté et al. 2005), se observaron desvios significativos del equilibrio de H-W, debido a un
exceso de homocigotos. Entre las causales de estos desvios podrian se a la practica de apareamientos dirigidos por
el criador (seleccion artificial), a una subdivision poblacional o bien a la existencia de alelos nulos (Callen et al.
1991).

Es probable que el exceso de homocigotos sea el resultado de la seleccion artificial practicada mediante el ma-
nejo reproductivo. La seleccién en estos animales consiste en la utilizacion de dos a tres machos reproductores,
seleccionados por calidad de fibra y el castrado del resto; si bien se sabe que al momento de establecerse las tropas
se introdujeron animales de otras poblaciones, en los 10 afios siguientes cada unidad de produccion se reprodujo
en forma cerrada. Otro aspecto a tenerse en cuenta es el comportamiento reproductivo natural y la organizacién
social de esta especie poliginica. La organizacion social de las Ilamas es similar a la de los guanacos silvestres, la
que consiste de rebafios formados por machos, hembras y sus crias, donde se establecen jerarquias sociales con un
macho dominante que controla el acceso de otros machos a su territorio de reproduccion, alimento y bebida. Cada
rebafio tiene un territorio permanente establecido por un macho reproductor, quien expulsa a las crias macho antes
de que cumplan un afio de edad y retiene a las hembras para asegurar el crecimiento del rebafio (Franklin 1992).
Este comportamiento de exclusion de machos jovenes e inclusion de hembras por parte del macho dominante, que
es conservado en las poblaciones bajo manejo (Lamas comunicacion personal) y resultaria en un déficit de hetero-
cigotos. Por otra parte, no se puede excluir la existencia probable de alelos nulos. Los heterocigotos nulos tienden
a contabilizarse como homocigotos, derivando en un déficit de heterocigotos que desvia el EHW. Cuando se ana-
liz6 el EHW por marcador, algunos de los microsatélites fuera del equilibrio mostraron alta probabilidad de alelo
nulo. Los alelos nulos se producen cuando ocurre una mutacion en la secuencia complementaria de los primers,
impidiendo la amplificacion por PCR de uno o de ambos alelos. Para confirmar o descartar esta hipdtesis, es nece-
sario disefiar nuevos primers y tipificar nuevamente los loci dudosos (Callen et al. 1993, Koorey et al. 1993, Pem-
berton et al. 1995). De todas maneras, cuando se recalcularon las pruebas para medir el EHW excluyendo del ané-
lisisa los loci LAB6 y LAB13, se observaron los mismos resultados que los obtenidos para el total de los loci.

Como se menciond anteriormente, varios trabajos de caracterizacién de camélidos sudamericanos realizados
con diferentes microsatélites (Sarno et al. 2001, Wheeler et al. 2001, Maté et al. 2005), detectaron un marcado
déficit de heterocigotos. Estos resultados apoyarian la propuesta que los desvios observados se deberian a factores
poblacionales como la estructura social de estas especies y no un artefacto de la metodologia utilizada. El conoci-
miento historico de las poblaciones de llamas analizadas en este trabajo indica ausencia de flujo genético entre
ellas en los ultimos 10 afios, sea por cuestiones geograficas o de manejo reproductivo. Por tanto, el incremento en
la frecuencia de algunos alelos en la poblacion de Sl sugeriria la existencia de deriva genética, probablemente
debida al tamafio efectivo pequefio del nucleo fundador (Nabata et al. 2004). Cuando la poblacién es pequefia, el
namero de gametas que contribuyen en la generacidn siguiente también es pequefio y esta sujeto a desviaciones de
muestreo dependientes del tamafio efectivo de la poblacion (N.) o del nimero total de padres que contribuyen a la
siguiente generacidn. La fertilizacion al azar de las gametas masculinas y femeninas puede modificar la frecuencia
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genética de una generacion a la siguiente. Este fendmeno puede provocar la fijacion o pérdida de variantes alélicas
en el reservorio genético como resultado del azar (Cavalli-Sforza 1996, Nei 2000).

Los dos indices de subdivision poblacional empleados mostraron un grado de diferenciacion genética modera-
do, aunque significativo, entre las tres poblaciones. Ademas, la diferencia observada entre los valores obtenidos
con los estadisticos Fst ¥ Rst, indicarian que estas diferencias serian consecuencia tanto de las variaciones en las
frecuencias génicas como en el tamafio de los alelos presentes. Esto podria explicarse por la presencia de alelos
privados en cada poblacidn, los cuales podrian proceder de la poblacion original o haber ingresado mediante la
introduccion de reproductores de diferentes regiones geograficas del pais y de paises vecinos. Comparando con
los datos obtenidos en otros mamiferos superiores nuestras observaciones en las llamas son equivalentes a las
existentes en otras especies domésticas (Kantanen et al. 2000, Cafion et al. 2001, Mateus et al. 2004). Sin embar-
go, si se las compara con estudios realizados en guanacos silvestres de la Patagonia argentina, los valores de dife-
renciacion genética son menores debido, probablemente, a un mayor flujo genético entre los guanacos (Maté et al.
2005). En otro extremo se encuentran las poblaciones de vicufias de Chile y Per( donde la diferenciacion genética
es alta debido al aislamiento geografico experimentado por las poblaciones de esta especie durante muchisimos
afios (Wheeler et al. 2001, Sarno et al. 2004).

Los recursos genéticos animales constituyen un patrimonio de inestimable valor. La pérdida de diversidad ge-
nética disminuye la capacidad de mantener y/o mejorar la produccion pecuaria sostenible, reduciendo la aptitud
para hacer frente a nuevos desafios ambientales (Food and Agricultural Organization of the United Nations -FAO-
, http://fao.org/dad-is).

Estudios estadisticos realizados por la FAO en 1995, estiman que un 30 % de las razas de animales domésticos
corren riesgo de extincion y cada mes se pierden aproximadamente unas seis razas, con el agravante que el 50 %
de las mismas se encuentran en paises desarrollados.

A la luz de los resultados aportados por este trabajo, las poblaciones de llamas actuales conservan, en general,
una alta variabilidad genética, a pesar de su comportamiento natural, la presion de seleccién reproductiva vy el
cuello de botella sufrido por esta especie luego de la colonizacion de América, situacion que probablemente haya
Ilevado al establecimiento de cruzamientos hibridos con la consecuente pérdida de las razas puras (Kadwell et al.
2001).

En un programa de conservacion de razas uno de los objetivos perseguidos es el mantenimiento de la mayor
cantidad de diversidad genética con un minimo incremento de la consanguinidad por generacion. Desde el punto
de vista préctico, para alcanzar el ultimo de los objetivos planteados, se considera prioritario establecer registros
genealdgicos que permitan optimizar el disefio de apareamientos entre los individuos, principalmente aquellos con
alelos privados, para intentar retener la maxima variabilidad genética en las generaciones futuras. Ademas, el pro-
greso en estudios de variabilidad genética de otras poblaciones de Ilamas resulta necesario para identificar diferen-
tes reservorios genéticos de los cuales extraer reproductores que puedan mejorar el estado reproductivo de otras
poblaciones. Por Gltimo, seria de gran utilidad realizar estudios de segregacién familiar de marcadores de ADN
microsatélite asociados a caracteres de interés econdmico como calidad de fibra, color de capa, aptitud reproduc-
tiva, etc. y aplicarlos a la obtencién de mapas genéticos que en el futuro permitan realizar mejoramiento genético
mas rapido y eficiente asistido por marcadores moleculares.
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