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;Porqué Biotecnologia en animales?

Mejoramiento Geneético Productivo (seleccionar
del pool genético o introducir genes)

Evaluacion de Biodiversidad (riqueza/erosion)

Monitoreo de poblaciones (flujo geografico,
temporal)

Proteccion a enfermedades

Obtencion de productos (proteinas
recombinantes, biopharming)

Modelos animales, animales “humanizados”
Etc.



Mejoramiento Genético Productivo

« Bases hereditarias del fenotipo: genes
estructurales y reguladores

e Fibra

e« Carne

e Leche

e Huevo

e Cuero

e Inmunidad
e Etc.



Mejoramiento Genético Molecular

e Mejoramiento en menos generaciones Vs.
tradicional

e Generacion de marcadores
« |Identificacion de genes: mapa genetico,
QTLs
 |niciativas genoma millonarios:
- Ganado
- Peces cultivados
- Perros
- Aves de corral



Polimorfismos comunes del
genoma usados como marcadores

Mutaciones puntuales * SNP, RFLPs, oligos

especificos
e Diferencia de longitud
Inserciones de (insercion/delecion)
elementos esparcidos
(Alu, Kpn, etc) » variable number of
Elementos repetidos en tandem repeat (VNTR):
tandem mini y microsatélites

e Copy number variation

Duplicacion/delecion
genes/Kb-Mb



Esquema de un microsatélite

La region flanqueante (P) es idéntica en todos los cromosomas , utilies
para mapeo de genesde la especie, el numero de unidades del tandem
es variable y heredado



marcador polimorfico microsatélite

Cada 1ndividuo recibe un alelo de cada progenitor/pruebas de
1dentidad genética



Marcador SNP : C131T
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Marcadores y genes en
el brazo largo del crom.

7 humano

Uno de los primeros pasos

del Estudio de genomas:
Generar marcadores en
todas las regiones
cromosomicas e
1dentificar genes vecinos

Chromosome 7 workshop report

Figure 3b. Comprehensive microsatellite linkage map of 7q.
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Marcadores

Cromosoma 1
Cromosoma 2

Chequear segregacion de
una enfermedad (humanos)

11 1 O un caracter (otros
Cromosoma 3.... :
22% | 2 0rganismos)
....Cromosoma 22
33 3
1 11 11 11 11
2 2 22% 22% 22
33 | 33 33 3 33
11 11 11 11 11
22% 22% 22 22 22%
3 3 33 33 33

Mapeo Genético (Ligacion)



Ensayo de localizacion de un gen (fallida)

A oo KB

Microsatelite del cromosoma A y una enfermedad autosomica dominante
del B.



2-3 1-4 24 1-2 1-3 3-4 1-2 2-4

Microsatélite del cromosoma A cosegregando con una enfermedad
autosomica dominante del cromosoma A. Gen ligado a marcador de
cromosoma 3, puede tardar afios



Quantitave Trait Loci
(QTL)

o Mayor parte de caracteristicas son
multifactoriales: poligenicas + medio
ambiente, alimentacion, sanidad, etc.

« Hay decenas de marcadores en cada region
cromosomica

e Microsatelites vecinos a una variante de un
gen pueden servir como “post-its” de una
caracteristica => mayor frecuencia de un
alelo asociado a una caracteristica estudiada



Evaluacion de la diversidad genética

Posibilidades de sobrevivencia de las poblaciones depende
de su diversidad

Poca diversidad (cosanguinidad): Grupos naturales en
riesgo de extincion. Cultivo: problemas de tamano,
infecciones, etc.

Manejo racional: evitar la erosion genética (pérdida de
variabilidad)

Estudio de marcadores genéticos permiten evaluar la
diversidad de la poblacion



Universalidad de los organismos

e

e Procesos conservados
transcripcion, tradu

« Genes conservados: R

secuencias regulatorias, &k
» Modelos de otros organismos




Mutaciones en ¢-KIT en 2 especies



Modelos Animales

« Experimentacion: planarias, Drosphila,
anfibios, peces, mamiferos.

 Estructura y fisiologia comun en
mamiferos: higado, pancreas,
corazon(4), placenta, etc.

« Regulacion de la expresion genética
similar



Uso de ratones de
laboratorio

Ahorro logistico, mantenimiento, espacio.
3 meses/generacion

6-8 crias por camada

Cruces complejos y programados
Embriologia conocida y corto tiempo
Genética desarrollada (mapa y genoma)
Cientos de linajes mutantes conocidos



Mutantes espontaneos

e Mutaciones al azar
e Investigadores han reconocido fenotipo
e Ejemplos:

- Bedlington terriers

- Ratas Long Evans Cinnamon (LEC)

- Raton toxic milk
- Rata Gunn




Modelos animales
biotecnologicos

Mutaciones provocadas/ing. Genética

Seguimiento expresion desde embrion a
adulto

Transgenicos; introduccion de genes
humanos, de otros animales o autologos

“Genes Noqueados”: inactivacion selectiva
de genes.

Cerdos con “antigenos humanizados”, fuente
de organos para transplante.



Obtencion de productos

Proteinas humanas en animales

_eche vacas, ovejas y cabras: lactoferrina,
HGF, Factores VI, IX

Huevo de gallinas: anticuerpos humanos
Sangre de porcino; albumina

Semen

Seda

Orina




Proteinas Recombinantes

Miles de millones de ddlares



Avances en Peru en
biotecnologia de animales

e INIA: caracterizacion de cohortes de
alpaca con microsateélites

e IIAP: sexaje del paiche, estudios
poblacionales de peces amazonicos

e [TP: productos marinos



Avances...

« UNMSM: Raul Rosadio y Jane Wheeler:
enfermedades de camélidos, estudios

poblacionales y evolutivos. Genéticay
Genomica

« UNALM: William Vivanco: transferencia de
embriones

o UNFV: Susana Sirvas: nutricion de peces,
marcadores en concha de abanico



Cayetano Heredia

Armando Hung: resistencia a parasitos en
alpacas. Biotecnologia.

Patricia Herrera: proteccion a enfermedades
infecciosas de alpacas, vacunas.
Biotecnologia

José Espinoza: caracterizacion de cohortes
de alpacas, busqueda de genes y marcadores.
Genetica y Genomica.

Mancha blanca en langostino
Poblacion de camarones



Proyecto Genoma Alpaca
Generacion y Localizacion de Marcadores Geneéticos
Asociados a Calidad de Fibra e Inmunidad para el
Mejoramiento de Alpacas usando Bancos Genomicos y
de Expresion
INCAGRO

Instituci6n Responsable: Centro de Genética y Biologia
Molecular, Facultad de Medicina, U. San Martin de Porres

Instituciones Colaboradoras:
* Sociedad Peruana de Criadores de Alpacas y Llamas (SPAR)
» Centre National de Sequencgage de France (Genoscope)

e Equine and Bovine Genome Center, Animal Sciences, Texas
A&M University, USA.



Problema Central

e Escasez de parametros racionales para
el mejoramiento de la alpaca peruana
(cerca 4 millones, 90% del pool
mundial).

« 80% especimenes mala calidad textil

« Comerciantes intermediarios favorecian
cantidad a calidad de fibra => Mayoria
alpacas peruanas hibridas? (llama?), grandes;
pero de mala calidad de fibra (gruesa).

e Se necesita recuperar genes de calidad.



Datos del genoma de cameélidos

e« Mamiferos:

~ 25,000 genes

3, 300 millones de bases

1 millon de marcadores en todas las regiones
cromosomicas (post-it moleculares)

o Camelidos

/4 cromosomas

< 100 marcadores identificados (anonimos, no relacionado
a ningun gen ni-a ningun cromosoma). Necesita >1,000
Pocos genes conocidos, ninguno relevante a
mejoramiento

No tiene mapa genético (genes ni marcadores localizados
en cromosomas).

No hay ningun banco genomico de camélidos. Facilitaria
identificacion, analisis y aislamiento de genesy
marcadores



Hipotesis

En camélidos miles de genes y marcadores genéticos
esperando ser revelados

Origen comun de mamiferos reflejado en secuencia de
genes, mientras mas cercano, mas coincidencias (ejm.
entre artiodactilos). Herramienta de busqueda.

Secuencias expresadas menos del 1.5 % del genoma,
mayor parte de marcadores en 98.5% restante.

Secuencias de genomas revela que individuos no son
1dénticos, variaciones practicamente en todos los genes.

LLos microsatélites se encuentran cada 10,000-40,000
bases, son muy variables (polimorficas, hasta 90% de
informatividad). Muy usados en estudios genéticos



En el estudio se propone...

Primer banco de genoma BACs de camélidos
(sudamericanos, africanos o asiaticos) del mundo.

Generaci0n de marcadores genéticos en camélidos. Hasta
ahora menos de 100 (ultimo ailo 2003); necesarios mas de
500-1000.

Identificacion de genes y marcadores asociados a fibra e
infecciones (candidatos para mejoramiento). No existen
aun

Primer mapa genético y cromosomico de alpacas (y
camélidos). No existe

Estudio multinacional de gendmica de una especie bandera
liderado desde Peru



Diagrama del proyecto

i DNA de
DNA de Alpaca de sanare RNA de Alpaca (Leucocitos y C |
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Mapa genético de alpaca (cromosomas-FISH)




Clonacion de cromosoma en diferentes clones
a diferentes escalas refinadas

33,000 clones BAC por
juego haploide (entre 5-
7X) para cubrir 95-
98% genoma
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Robots para arreglos 96 y 384 pocillos
Genoscope, Francia)



Robots peruanos...



Datamining microsatellite . Work Draft Sequence
Lama pacos

TGTCACCCGATTCATACATGCAAACAAACGTCATG
CTGCTTAGTTAGTTATGCTTTTGTATTATATTCTGAG
ACTCAGGAAACAGGACATACACACACAATTTAAACT
AAAGTGCTTATTTTTAGATAAAAGTGTGCTAAAGGA
AAGAAAAATGATTCAAAGACTAGATTAGATGTCATT
TTTCCTGCTAGGAATTTTTTGGTCTCCCCTCAAAAC
ACTACATGAAATTTTAAAATGATTTTTTAGAGTGACA
AGTGTTGTTTCAGCTTAGGTACCTGTATACTGTTTC
TGTGATAATTTTATATATATATATATATATATATATA
TATATATATATATATATATATATTTITTTITTITTTTTAA
ATGGAGGTACTGGGGATTGAACCCAGGGCCTCAT
GCATGCTAAACACATGCTCTACCACTGAGCCGTAC
CTTACCCACCTGTTTCTGTCATGATTGTGACAGCAG
CTAACTACTTCATGGGCTAGGTATTTTCTATGCATT
ATTCAATTTTCACAACCACCCCATGAGCAGAATTAA
TACTATTTTCATTTGACATGAGGAAAACAGGCTTAG
AGAGGTTATTAATTTGTTACTAACTCGTCTAAGGGT
AAACAGCCAGAGACAGAGAGTGCAGCT




RESULTADOS

Promedio de 150Kb por clon:
3,300'000,000/150,000 = 22,000
clones/equivalente gendmico (1 X).

153,600 clones (arreglados en placas de microtitulacion
formato de 384), 6.9X genomas. Fin 2009: 248,600
clones (11.3 X)

El DNA de 28,000 clones han sido puestos en membranas
de nylon para su seleccion con sondas especificas.

4 membranas de seleccion estdn siendo tamizadas para
secuencias relevantes a fibra e inmunidad.



5) 10 BACS aleatorios mapeados en FISH
6) 3,000 potenciales microsatélites in silico

/) 10 BACs con genes identificados



Generacion de Marcadores
Geneticos Para Evaluar la
Biodiversidad de Recursos Marinos

« Centro de Genetica y Biologia Molecular - Facultad
de Medicina-U San Martin de Porres

« Laboratorio de Artes de Pesca- Fac. Biologia - U
Nacional de San Marcos

st

ot

ot

nstituto del Mar del Peru

niversity of South Caroline
niversidad Federal de Minas Gerais
niversidad Autonoma de México

FINCYT-BID

«Propuesta 115 Proyecto de Interes Nacional 2008



METAS

e Dar al Instituto del Mar criterio racional
(informacion) para decisiones de manejo
pesquero (permisos/vedas)

e Contribuir con el desarrollo de una
plataforma tecnologica local para el estudio
de la biodiversidad



FUNDAMENTOS

Marcadores fenotipicos Marcadores genotipicos

gk

Caracteres morfoldgicos
Caracteres meristicos Caracteres geneticos
Caracteres bioquimicos

En el
Individuo
(cigoto >muerte)

Presentan variacion No varia

U

Genoma nuclear
Genoma mitocondrial



Objetivos Especificos

Generar marcadores genéticos
en "anchoveta peruana" (Engraulis ringens), "merluza
peruana" (Merluccius gayi peruanus), "concha de abanico"
(Argopecten purpuratus) y "pota" (Dosidicus gigas)

Evaluar la diversidad genética de
las poblaciones con los indicadores moleculares de DNA

|dentificar delimitando
geograficamente y temporalmente las unidades
poblacionales de las especies estudiadas y determinar la
existencia de un pool genético unico o de varios stocks.



Objetivos Especificos (cont.)

|dentificar los indicadores
genéticos adecuados para la autentificacion molecular de
los productos hidrobiolégicos procesados para determinar
su origen biologico.

Fortalecer capacidades locales
por formacion de recursos humanos y equipamiento, asi
como la réplica y transferencia a otras entidades
nacionales interesadas en la evaluacion de la
biodiversidad.



Productos Ofrecidos en las Distintas Etapas del Proyecto

V Componente

04 tesis

08 informes
01 Taller

01 Portal
12 articulos
6 congresos
Equipos

30 marcadores genéticos en
el total de especies a

| Componente

&~

04 determinaciones de
estructura poblacional
(genético — pesquero).

Il Componente

04 indicadores / especie de
diversidad genética

Il Componente

01 Kit para la
autentificacion de especies

IV Componente




Una poblacion: Estratificacion latitudinal por tallas.

e R




Dos poblaciones: Diferencias en la estrategia
reproductiva

4 N




Ejemplo de un SNP mtDNAHV1 : C131T

b T T A

LV




Haplotipo tedrico ancestral

Minimun spanning network de los haplotipos detectados en Merluccius gayi
peruanus.(TCS Software).%
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Relaciones Evolutivas entre los distintos individuos muestreados
Los agrupamientos obtenidos no evidencian relacion con areas geograficas. No hay presencia de Estructura
Poblacional



Adaptacion de marcadores de un género a otro

Marcadores usados para Xiphias gladius (pez espada, fam.
Xiphiide) y usados en Merluccius gayi peruanus (merluza
peruana, fam. merlucido)

Merluza

cam4d-a
cam4d-a

camd-a
camd-e

camd-d
camd4-f

camd-d
camd-e

Al menos 5 alelos

camd-a
camd4d-d

camd-c
camd-d




Uso de marcadores de Anchoveta japonesa en Anchoveta peruana

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20



Conclusiones

« Genetica y Genomica principales
actividades en Peru

 Mejoramiento alpacas
e Poblaciones peces
e Poco “Ingenieria Genética”

e Gran potencial para mejora de ganado
adaptado a condiciones locales.



