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RESUMEN

La alpaca (Vicugna pacos) es un animal de gran valor econémico para la
region andina del Per( debido a su carne y fibra. El precio de su fibra es altamente
variable y esta determinado principalmente por su diametro y por la raza de la cual
es obtenida. A la fecha, no se han identificado genes que determinen o afecten

ningun rasgo morfolégico de la fibra de alpaca.

En este estudio se evalud si el gen BMP4 (regulador del desarrollo del pelo)
0 los genes KAP1-1 y KAP13-1 (componentes estructurales del pelo) presentan
huellas de seleccidn, y si alguno de estos genes posee polimorfismos asociados al
diametro de la fibra en una poblacién de alpacas destinada a su produccion. Se
encontrd evidencia de un barrido selectivo en o cerca del gen KAP13-1, lo que
sugiere que este gen o uno muy cercano a €l influencia alguna caracteristica
monogénica u oligogénica de posible relevancia para la produccion de fibra. No se
encontrd asociacion entre los polimorfismos en los genes y el diametro de la fibra.
Dado que la potencia estadistica del analisis de asociacion fue suficiente para
detectar un gen con efecto mayor, se concluye que la huella de seleccién en KAP13-

1 se deberia a algun rasgo diferente del didmetro de la fibra de alpaca.



ABSTRACT

The alpaca is a South American camelid of great economic importance in the
Andean region because of its meat and fiber. The price of alpaca fiber is highly
variable and is largely determined by its diameter and the breed from which it
proceeds. So far, no genes influencing morphological traits of alpaca fiber have

been identified.

This study assessed whether the gene BMP4, which regulates hair
development, or the genes KAP1-1 and KAP13-1, which are structural components
of hair, present selection signatures. Additionally, a genetic association study
between these genes and fiber diameter was performed. KAP13-1 showed several
signatures of a selective sweep, suggesting that this gene or another very close to it
affects a fiber trait of monogenic or oligogenic inheritance. No association was
found between fiber diameter and polymorphisms in these genes. Given that the
association study reached enough power to detect a major gene, it is concluded that
the selective sweep on KAP13-1 was produced by selection on a trait other than

fiber diameter.



I. INTRODUCCION Y PLANTEAMIENTO DEL
PROBLEMA

La alpaca (Vicugna pacos) es un animal de gran valor econémico para la
region andina del Per( debido a su carne y fibra, siendo el PerG el principal

productor de fibra de Alpaca a nivel mundial (1).

El precio de su fibra es altamente variable y esta determinado principalmente
por su diametro y el tipo de fibra (fig. 1)(2,3). El tipo de fibra es empleado para
definir las dos razas de alpaca. La raza Huacaya representa aproximadamente el
88% de la poblacion del Per( y se caracteriza por tener una fibra rizada de
apariencia esponjosa (4). La raza suri presenta una fibra menos rizada y mas larga
y lustrosa (5,6), por lo que suele compararse al casimir. Debido a estas
caracteristicas, la fibra de raza suri es mejor cotizada (fig. 1b).Otras variables de

importancia econémica son el peso total por esquila y el color.

El tipo de fibra estd determinado genéticamente. Se ha predicho, mediante
técnicas de genética clasica, que la fibra huacaya esta determinada por los alelos
recesivos de dos genes ligados con una frecuencia de recombinacion de 9.9%
(intervalo de confianza al 95% = [3-20%]) (7). Debido a que el fenotipo suri es
dominante sobre el fenotipo huacaya, es posible obtener crias huacaya del cruce de
parentales suri(7). Por lo tanto, la identificacion de los genes que determinan el tipo

de fibra puede acelerar el establecimiento de rebafios de alpacas suri homocigotas.
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Figura 1. Relacién entre el diametro y el tipo de fibra y su precio. a) Relacién entre el diametro de la fibra de alpaca y el

porcentaje del maximo valor alcanzado. Esferas negras: datos colectados entre 1985 y 1994. Esferas blancas: precios durante los

afios de depreciacion (1986, 1991, 1992). Figura obtenida de referencia (2). b) Comparacion entre el precio de la fibra procesada

(ovillos) suri y fibra huacaya de tres calidades diferentes durante el periodo 1999-2004. EI didmetro maximo de las 4 categorias (de

izquierda a derecha) es 27; 22; 25y 27.5 um. Imagen adaptada de referencia (3).



Un estudio reciente reporta haber encontrado dos genes que determinan los
fenotipos suri y huacaya; sin embargo, no detalla cuéles son (8). Uno de estos se
encuentra en un cllster de Proteinas Asociadas a Keratina (KAP). Ambos genes se
ubican en diferentes scaffolds en el genoma de alpaca, por lo que no se pudo
determinar la distancia entre estos. Sin embargo, estos genes se encuentran a una

distancia de 7Mb en el genoma de vaca.

Se ha estimado que la heredabilidad en sentido restringido (proporcion de la
variabilidad fenotipica explicada por efectos genéticos transmisibles de una
generacion a la siguiente) del didametro de la fibra se encuentra entre 0.30 y 0.70
(tabla 1), y se presume que constituye un rasgo cuantitativo con herencia poligénica
(9-12). Sin embargo, los genes involucrados no han sido identificados,
principalmente debido a que el genoma de la alpaca aun no se encuentra
ensamblado a nivel de cromosomas, lo que ha dificultado la identificacion y

seleccion de marcadores genéticos.

Se ha propuesto que existe un gen mayor (un gen con un gran efecto sobre un
rasgo poligénico) que explica mas del 50% de la heredabilidad del didmetro de la
fibra; sin embargo, este gen no ha sido identificado (10). Su identificacion
permitiria la implementacion de programas de seleccion asistida por marcadores.
La ventaja de la seleccion asistida por marcadores —en caso de que se comprobara
que existe un gen con efecto mayor— es que se podria considerar los efectos
genéticos aditivos en la seleccion de individuos reproductores. Cabe destacar que
solo los efectos genéticos aditivos son transmitidos de una generacion a la siguiente

(13).



Tabla 1. Valores estimados de heredabilidad y promedio del didmetro de fibra de alpaca.

Heredabilidad Didmetro
Raza Localidad Métodoi Referencia
(h?)* (x £ DE)
Huacaya 0.63(0.16) 26.4 Nueva Zelanda Modelo animal (14)
Pacomarca
Huacaya 0.36[0.31-0.41] 22.97+4.18 MCMC-MLM - sin gen con efecto mayor (10)
(Arequipa)
Huacaya 0.63[0.57-0.70] 22.97+4.18 Pacomarca MCMC- MLM —gen con efecto mayor (10)
Huacaya 0.67 22.2+2.97 Australia MLM-Modelo animal (11)
Huacaya  0.369(0.012) 23.07+4.26 Pacomarca Multitrait-MLM (12)
Suri 0.46[0.36-0.55] 24.71+4.88 Pacomarca MCMC-MLM - sin gen con efecto mayor (10)
Suri 0.69[0.61-0.76] 24.71+4.88 Pacomarca MCMC-MLM —gen con efecto mayor (20)
Suri 0.699(0.018) 24.73+5.01 Pacomarca Multitrait-MLM (12)

1: MLM = Modelo Lineal Mixto. MCMC = Markov Chain Monte Carlo (método bayesiano). Los métodos no bayesianos

emplearon el algoritmo REML (méxima verosimilitud restringida). El método “Multritrait” ajusta simultaneamente varios

rasgos fenotipicos.*: Los valores entre paréntesis corresponden al error estandar en los métodos REML. Los valores entre

corchetes son la regién de alta probabilidad posterior al95% para los métodos bayesianos



Dos estudios han encontrado microsatélites asociados al didmetro de la
fibra(15,16). Sin embargo, no se ha estimado la proporcion de la heredabilidad
explicada por estos marcadores. Ademas, no se conoce la ubicacion de estos
microsatélites en el genoma de alpaca. Asimismo, estos estudios se basaron en una
asociacion indirecta y no se exploré la posible ubicacion de las variantes genéticas
funcionales. El inconveniente con las asociaciones indirectas (basadas en
desequilibrio de ligamiento entre el marcador genético y la variante causal
desconocida), es que no se pueden extrapolar facilmente de una poblacién a otra
debido a que el perfil de desequilibrio de ligamiento de una poblacion depende de

su historia demogréafica en particular (17).

La mayoria de estudios de asociacion de genes candidatos en diversos tipos
de ganado se han enfocado en los genes que codifican proteinas estructurales. Por
ejemplo, los estudios que buscan genes asociados al diametro de la lana de oveja
emplearon como genes candidatos aquellos que codifican keratinas y proteinas
asociadas a keratina (18-20). Destaca un estudio que encontré evidencia de
ligamiento entre el diametro de la lana y el gen que codifica la proteina estructural
HGT-KAP6-1 (proteina asociada a Keratina 6-1 alta en glicina y tirosina) (21). Otro
estudio encontrd ligamiento entre el didmetro de la lana de oveja y la region 200cM
del cromosoma 3 de oveja (20). Los autores de ese trabajo propusieron que el gen
KRT2, que se localiza en esa zona, seria responsable del ligamiento; sin embargo,
no realizaron un analisis formal de su hipotesis. Cabe destacar que en esta region
gendmica se han identificado dos genes regulador asociados al rizado de la lana
(22), uno de los cuales (GPRC5A) regularia la diferenciacion epitelial durante la

etapa embrionaria (23).Asimismo un trabajo que buscd genes asociados al didmetro



de la fibra de alpaca se enfocé en proteinas asociadas a keratina (24), y un estudio
que busco identificar el locus responsable del fenotipo suri eligié el gen TCHH
como candidato (25). Este gen codifica la proteina estructural tricohialina, asociada

al rizado del pelo en humanos (26).

Las proteinas regulatorias también pueden influir sobre la morfologia del pelo
de raton y de humano, cuyo desarrollo es muy similar al de la fibra de alpaca a nivel
celular y molecular (Fig. 2) (27). El desarrollo del pelo, la fibra e incluso las plumas
empieza con la induccion de un engrosamiento de la epidermis (conocido como
placoda) por la dermis subyacente (primera sefial dermal), seguida por la induccién
del condensado dermal por la placoda recién formada (primera sefial epitelial),
seguida de la proliferacion y diferenciacion del epitelio de la placoda debido a
sefiales provenientes de la papila dermal (segunda sefial dermal), que deriva del
condensado dermal. Durante este ultimo paso, de proliferacion y diferenciacion, se

forman los diferentes apéndices, que pueden ser pelo, lana, plumas, etc.
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Figura 2. Sefales que intervienen en la secuencia de eventos durante el desarrollo del pelo. Imagen

adaptada de ref. (27).



La alteracion experimental de proteinas que regulan el desarrollo del pelo
puede afectar la morfologia y la apariencia de este. Por ejemplo, los ratones que
expresan un mutante dominante negativo del gen Fgfr2-111b (dnFgfr2-111b)
presentan un pelo anormalmente delgado, con apariencia sedosa y brillante y con
menor nimero de columnas celulares en la médula del pelo (28). Estos resultados
son reminiscentes de la correlacién positiva (r = 0.75) entre la proporcidon de fibras
con médula y el didmetro promedio de la fibra de alpaca (2). Ademas, la expresion
ectopica de IGFBP5 (una proteina regulatoria que se sobreexpresa en ratones

dnFgfr2-111b) produce un fenotipo similar a los ratones dnFgfr2-111b (28).

Se han identificado SNP en genes reguladores asociados a las caracteristicas
morfoldgicas del pelo y la lana. Por ejemplo, en un estudio de asociacion de genoma
completo (GWAS, Genome-Wide Association Study) en ovejas, se identificaron 15
SNP asociados al rizado y 9 SNP asociados al diametro de la lana (22). Ninguno de
estos SNP se ubica en genes que codifican proteinas estructurales. En contraste, los
10 SNP intragénicos (3 asociados al didametro y 7 al rizado de la lana) se ubican en
genes que codifican proteinas con funciones regulatorias (union a ADN, transporte
de bases nitrogenadas fosforiladas, transduccion de sefiales de receptores asociados
a proteinas G, division del ciclo celular, etc.). Asimismo, la sustitucion p.V370A
(valina por alanina en la posicién 370 de la cadena de aminoéacidos), causada por el
polimorfismo ¢.1540T>C (timina por citosina en la posicion 1540 de la region
codificante) del gen EDAR humano est asociado a un incremento de 4.2-4.5 um
en el didmetro del pelo (29,30). Ademaés, cada copia del alelo T del SNP rs4752566
del gen FGFR2 (Receptor tipo 2 del factor de crecimiento de fibroblastos) humano

estd asociado a un incremento de 1.4-3.4 um en el diametro del pelo. Este efecto



fenotipico estaria mediado por diferencias en la expresion genética del mismo gen

(31).

Este estudio emple6 dos enfoques diferentes, uno “directo” y uno “indirecto”,
para identificar genes relacionados a caracteristicas morfologicas de la fibra de
alpaca de probable importancia productiva. El enfoque directo consistié de un
analisis de asociacién genética cuyo proposito fue encontrar polimorfismos
asociados especificamente al diametro de la fibra, por ser este uno de los principales
factores determinantes de su costo. Este enfoque tiene la ventaja de que si se
identificaran polimorfismos asociados al didmetro, estos podrian incluirse en un
programa de seleccidn asistida por marcadores. De otro lado, este enfoque tiene la
desventaja de que no permitiria detectar ningun posible efecto de estos genes sobre
algun otro rasgo productivo no medido. Se escogi6 el diametro de la fibra y no el
tipo de fibra para el analisis de asociacion debido a que las alpacas de raza suri son

escasas y su muestreo hubiera sido complicado.

El enfoque indirecto consistid en la realizacion de varios analisis de evolucion
neutral. Estos analisis se basaron en que la seleccién, ya sea natural o artificial,
deja marcas reconocibles (“selection signatures ) sobre el perfil de diversidad de
los genes sujetos a presion de seleccion (32). La ventaja de este método es que no
requiere informacion fenotipica. Por lo tanto, si alguno de los genes candidatos
afectara algun rasgo productivo no medido (es decir, diferente del diametro), este
fendmeno podria ser detectado mediante las pruebas de evolucion neutral, mas no

mediante el analisis de asociacion. La desventaja de este método es que puede ser



dificil deducir qué rasgo fenotipico es responsable de una posible huella de

seleccién detectada.

El enfoque indirecto empleado en este estudio se fundamenta en que los
mecanismos de la seleccion natural o artificial presentan dos caracteristicas
potencialmente Utiles para identificar genes asociados a rasgos productivos.
Primero, solo los rasgos monogénicos u oligogénicos producirian huellas de
seleccidn lo suficientemente fuertes como para ser detectadas mediante las pruebas
de evolucién neutral empleadas en este estudio. Segundo, las huellas de seleccion
(“selection signatures”) tienen una extension limitada, usualmente de pocas
decenas de megabases o menos. Por lo tanto, la deteccion de una huella de seleccion
sugeriria que algin gen cercano ejerce una fuerte influencia sobre un rasgo

fenotipico de probable relevancia productiva.

En la primera fase de este estudio se identificaron las variantes en un grupo
de 22 genes reguladores. Dada la semejanza entre los procesos celulares y
moleculares que gobiernan el desarrollo del pelo en diferentes mamiferos, la
seleccion de genes reguladores se baso en 1) la identificacion de los genes que
regulan pasos claves en el desarrollo del pelo en Mus musculus y humano; 2) genes
que contienen polimorfismos asociados al diametro del pelo en otras especies,
especificamente humano y raton por ser las especies mejor estudiadas. Se
selecciond el gen BMP4 por poseer tres variantes no sinbnimas cercanas entre si
que producen grandes cambios en las caracteristicas fisico-quimicas de los residuos

aminoacidos.
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Cabe destacar que la seleccion del gen regulador candidato prioriz6 el anlisis
de asociacion. Ello debido a que un resultado significativo en la prueba de
asociacion otorgaria informacion puntual sobre variantes genéticas que podrian
incluirse en programas de seleccidn asistida por marcadores. En contraste, si se
encontrase un gen bajo presion de seleccion seria dificil inferir qué rasgo especifico
es el responsable de las huellas de seleccion en dicho gen, y su posible utilidad en
programas de mejoramiento genético requeriria ser confirmada mediante estudios

adicionales.

En la segunda fase de este estudio se describié la variabilidad del gen
regulador BMP4 a nivel nacional. También se describid la variabilidad genética de
BMP4 y los estructurales KAP1-1y KAP13-1, ademas de 10 microsatélites, en una
muestra de la Empresa de Propiedad Social (EPS) Rural Alianza de Puno. La
eleccién de los genes BMP4, KAP1-1y KAP13-1 se fundamenta en la metodologia.
El proposito de los microsatélites fue establecer un punto de referencia que permita
discernir fenémenos demograficos (estructuracién poblacional y consanguinidad)
de fendmenos especificos a los genes candidatos (p.ej. seleccion). En la tercera fase,
se emplearon varias pruebas de evolucién neutral para determinar si estos genes han
estado sujetos a presion de seleccion reciente. Finalmente, los tres genes fueron

incluidos en un analisis de asociacion genética con el diametro de alpaca.

Este es el primer estudio de asociacion genética realizado en alpacas que
empieza por la identificacion de variantes geneéticas en una extensa lista de genes
candidatos y prioriza los polimorfismos incluidos en el analisis de asociacion de

acuerdo a su impacto funcional esperado (cambios del marco de lectura,
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terminacion prematura de la traduccidn, sustituciones puntuales sinénimas, no
sindnimas, en regiones UTR, promotoras, etc.). Este es, también, el primer estudio
que busca evidencia de huellas de seleccion como método indirecto para identificar

regiones gendémicas asociadas a rasgos de posible relevancia productiva.
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II. MARCO TEORICO

1. Genética de poblaciones

1.1. Desviaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg

La estratificacion poblacional y la endogamia (“inbreeding”) incrementan la
probabilidad de cometer errores estadisticos tipo | y tipo Il en los estudios de
asociacion genética (33). Por lo tanto, estos estudios deben empezar por evaluar si

estos fendmenos estan presentes en la poblacion estudiada.

La estratificacion poblacional y la endogamia reducen la el nimero de
heterocigotos con respecto al esperado bajo equilibrio de Hardy-Weinberg. La
relacion entre estos dos fendmenos y la deficiencia total de heterocigotos se

describe por las siguientes ecuaciones (34):

Fit = 1 — (Heterocigosidad observada/ Heterocigosidad esperada)

1-Fit = (1-Fst) (1-Fis)

Donde el indice Fit refleja la deficiencia total de heterocigotos debido a la
endogamia (Fis) y estratificacion poblacional (Fst). La heterocigosidad esperada se

calcula mediante la ecuacién de Hardy-Weinberg.

En una poblacion en la que no existe estratificacion poblacional (Fst = 0), se
puede atribuir la deficiencia de heterocigotos a lo largo de todo el genoma a la
endogamia. Sin embargo, si solo algunos marcadores presentan deficiencia de

heterocigotos, altos valores de Fis pueden deberse a fendmenos con un efecto de
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menor rango, tales como seleccidn natural o artificial, o apareamiento preferencial

entre individuos fenotipicamente similares entre si (“‘assortative mating”) (35).

1.2. Evolucién neutral

La seleccion, sea esta natural o artificial, deja marcas distintivas en el genoma
y su deteccidn puede servir para identificar loci que influencian el fitness biologico
(36). En especies domésticas, encontrar estas huellas puede dar indicios sobre la

ubicacién de genes que afectan rasgos fenotipicos de relevancia agropecuaria.

Existen varias pruebas de hipotesis que evalUan si un gen se encuentra sujeto
a presion de seleccion (37). La caracteristica comun que tienen muchas de estas
pruebas es que consideran como hipotesis nula que el gen evoluciona neutralmente
y que el tamafio de la poblacion se ha mantenido constante durante un periodo
prolongado; de tal modo que la diversidad genética ha alcanzado un equilibrio

neutral.

A continuacion se detalla el fundamento de algunas pruebas de seleccion que
evalGan si un gen se encuentra en equilibrio neutral. Para ello, se partira de un
sistema simple sin mutacién ni recombinacion y bajo las condiciones del modelo
de Wright-Fisher, el cual asume generaciones discretas, individuos hermafroditas,
tamafio poblacional constante, produccidn de un numero infinito de gametos (de tal
modo que el muestreo de gametos ocurre con reemplazo, segun la distribucion
binomial) y la misma capacidad reproductiva para todos los individuos de la
poblacion (ausencia de seleccion natural o artificial). Estas restricciones se iran

eliminando una por una.
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La deriva génica es la variacion aleatoria de las frecuencias alélicas de una
poblacion debido a que en cada generacion se transmite un namero finito de
gametos. Una de las consecuencias a largo plazo es la disminucion de diversidad

genética debido a la pérdida o fijacién de alelos (35).

La fuerza de la deriva génica puede medirse por la probabilidad de que un
individuo posea dos alelos idénticos por descendencia (IBD). Una consecuencia del
tamafio finito de las poblaciones reales es que conforme transcurre el tiempo,
incrementa la probabilidad de que un individuo porte dos alelos que provienen de
un ancestro comun varias generaciones en el pasado (alelos IBD, identical by
descent). La intensidad de la deriva génica también puede medirse por la varianza
de las frecuencias alélicas entre dos generaciones consecutivas o entre réplicas de
una misma poblacion obtenidas, por ejemplo, por subdivisién poblacional o

experimentalmente (38).

La fuerza de la deriva génica depende del tamafio poblacional. Tanto la
varianza de las frecuencias alélicas como la probabilidad de que un individuo porte
dos alelos IBD son inversamente proporcionales al tamafio muestral. En una

poblacion ideal bajo el modelo de Wright-Fisher(35):

t

1
F,=Pr(IBD) = 1 — (1 — Fy) (1 - ﬁ)

Ecuacion 1

Jg(t) = po(1 —po) Il - (1 - %)tl

Donde:
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- F, = Coeficiente de endogamia (Inbreeding coefficient) en la generacion
“t”. Es la probabilidad de que un individuo muestreado aleatoriamente de
la poblacion posea dos alelos IBD.

- F, = Coeficiente de endogamia en la generacion inicial.

- ag(t)z Varianza de las frecuencias alélicas luego de “t” generaciones

- po = Frecuencia alélica en la generacién inicial.

- N =Tamafo poblacional (se asume constante).

El tamafio poblacional efectivo (Ne) mide la fuerza de la deriva génica en
poblaciones reales (39). Las ecuaciones anteriores fueron desarrolladas para
describir la evolucion de poblaciones ideales segun el modelo de Wright-Fisher. El
tamafio efectivo es el tamafio que deberia tener una poblacion ideal para que la

deriva génica actue con la misma fuerza con que actta sobre una poblacion real.

Bajo evolucion neutral, la diversidad genética en un locus alcanza un punto
de equilibrio. La pérdida de heterocigocidad debida a la deriva génica es
contrarrestada por el surgimiento de mutaciones de novo. Definiendo la
heterocigocidad (Ht) como la probabilidad de que un individuo no porte dos alelos
idénticos por descendencia (es decir, H, = 1 — F;), entonces de la ecuacion 1 se

deduce:
Heyy = AH,
Ecuacion 2

Donde A = 1-1/(2N) y se asume que Fo=0 (es decir, se considera la poblacion

inicial como punto de referencia). Cabe destacar que en este contexto la
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homocigocidad y heterocigocidad estan definidos en términos de identidad por
descendencia (IBD), no por identidad por estado (IBS, identical by state). Ello
significa que un individuo puede portar dos alelos IBS (es decir, con secuencia
idéntica), pero puede considerarse heterocigoto si ambos alelos no son rastreados a
un ancestro comudn en la poblacion de referencia. La heterocigocidad en la siguiente
generacion dependera de la tasa de disminucion de la heterocigocidad debido a la

deriva génica (1/2N), y la tasa de mutacién por generacion por alelo (l):

k-2
Huw = M, | -2 +  2(3)] + 2w-aH)
Heterocigocidad Probabilidad de que Probabilidad de que un  Probabilidad de que
en ausencia de ninguno de los alelos de un  heterocigoto mute a un un homocigoto
mutacion individuo heterocigoto alelo que no porta mute a heterocigoto
mute
Ecuacion 3

Donde “k” es el nimero de alelos diferentes, y el término 2u(k-2)/(k-1) es la

probabilidad de que un heterocigoto siga siendo heterocigoto luego de mutar.

Si la tasa de mutacion y el tamafio poblacional se mantienen constante durante
un tiempo prolongado, la heterocigocidad alcanza un punto de equilibrio neutral
entre deriva y mutacion; es decir, He+1 = Hr. En esta condicion, la heterocigocidad

esperada es:

Ecuacion 4
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Donde “k” es el nimero de alelos diferentes; © = 4Nu. Para una poblacion no
ideal, se reemplaza “N” por “Ne”. El parametro 6 puede ser interpretado como la
razén entre de la tasa de creacion de heterocigotos a partir de homocigotos (2u) y

la tasa de pérdida de heterocigocidad por deriva génica (1/(2N)) (40).

Si la unidad de analisis es el gen completo, k toma valores mucho mayores
que la unidad, y la ecuacion 4 se reduce al modelo de alelos infinitos propuesto por

Kimura y Crow (41):

Usualmente, el valor de 6 es mucho menor que la unidad (40), por lo tanto, la
heterocigocidad esperada es aproximada por el valor de este parametro, el cual

depende del tamafio poblacional efectivo:

E[H] =6 = 4N,u

Ecuacion 5

Bajo evolucidon neutral, varios parametros poblacionales que miden la
diversidad genética dependen del estimador 6(39). Estos parametros son el nUmero
de sitios segregantes (S), la diversidad nucleotidica (m), la distribucién de
frecuencias alélicas (SFS, Site Frequency Spectrum), etc. Asimismo, estos
estadisticos pueden ser empleados para estimar 6 a partir de un grupo de secuencias.
Bajo equilibrio neutral, todos los estimadores tienen valores esperados similares;
sin embargo, cuando no se cumple esta condicion, la discrepancia entre estos
estimadores brinda indicios sobre las fuerzas evolutivas y fendbmenos demograficos

que han afectado a la poblacion estudiada.
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A continuacion se muestran los estimadores basados en el nimero de sitios
segregantes (fs) y en el nimero de diferencias promedio entre pares de secuencias
(8,,), los cuales son empleados en las pruebas de seleccién més usadas, tales como

las pruebas D de Tajima (42), Fs de Fu (43), y R2 de Ramos-Onsins y Rozas (44).

1.2.1. Estimador de 0 basado en el nimero de sitios segregantes (S)

El estimador de 6 basado en el nimero de sitios segregantes (posiciones de
una secuencia en las que existen al menos dos alelos) fue planteado inicialmente
por Watterson(45), pero a continuacion se presenta en lineas generales el

fundamento de una demostracion alternativa basada en teoria de coalescencia (39).

Bajo el modelo de sitios infinitos cada mutacion nueva genera un sitio
segregante. Por lo tanto, el nimero de sitios segregantes esperado en un nimero
determinado de muestras puede ser estimado por el nimero de mutaciones
esperadas bajo evolucién neutral mediante teoria de coalescencia (convergencia de

los linajes actuales en un solo linaje ancestral).

Si la tasa de mutacion por generacion en un linaje (un haplotipo) es W,
entonces el numero esperado de mutaciones de “k” linajes durante “t” generaciones
es “kut”. El numero total de mutaciones durante la evolucion de un grupo de

muestras se obtiene por:

n
E[S] = E z ukT
k=2

Ecuacion 6

La probabilidad de que “k” linajes coalescan en una generacion dada es:
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k(k—1) 1
2 2N,

Pr(coalescencia) =

El nimero de generaciones para que los “k” linajes coalescan sigue una
distribucion geométrica. Por lo tanto, el tiempo esperado es la inversa de la

probabilidad:

4Ne

=D

Ecuacion 7

Reemplazando la ecuacion 7 en la 6:

El estimador de Watterson ( 8y, o 85) emplea el nimero observado de sitios

segregantes para estimar el valor de 0. Este estimador puede presentarse con
respecto a la secuencia completa (@LW) 0 con respecto a cada nucledtido (8y,). Es
decir: §,, = éLW/L, donde L es la longitud de la secuencia analizada. Estos valores

son estimados por:
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Ps

n-11
Zk:l k

)

w

Donde ps = S/L es la proporcion de sitios segregantes.

1.2.2. Estimador de 0 basado en la diversidad nucleotidica ()

La diversidad nucleotidica (1) es el nimero promedio de diferencias entre
cada par de secuencias de una muestra (46). Este valor equivale a la heterocigocidad
esperada (0) en un grupo de secuencias con evolucioén neutral bajo el modelo de
sitios infinitos. La diversidad nucleotidica de la secuencia (énL) es calculada

mediante la siguiente ecuacion:

n o n
~ 1
97TL = -1 z z dij
2

=1 j>i

(13421 (1344

Donde djj es el nimero de diferencias entre las secuencias “i” y 5, y n es el

nimero de secuencias. La diversidad nucleotidica por sitio es: 8, = é,TL/L.

1.3. Efectos de la seleccidn y variacion del tamafio poblacional

La seleccion actia mediante varios mecanismos (32). La seleccion negativa
consiste en la eliminacién de mutaciones que disminuyen el fitness biologico,
mientras que la seleccion positiva promueve la fijacién de mutaciones beneficiosas.
La mayoria de las mutaciones no neutrales son deletéreas (47), es por ello que la
seleccion negativa actla constantemente. Las mutaciones beneficiosas son muy
raras; es por ello que se suele considerar que la seleccion positiva actla de manera
periddica (48). Finalmente, la seleccion balanceante se da cuando el heterocigoto

posee mayor fitness que los homocigotos. A diferencia de la seleccion positiva y
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negativa, la seleccion balanceante incrementa la diversidad genética, ya que

promueve la retencion de ambos alelos(49).

La varianza del nimero de descendientes que procrea cada individuo afecta
el tamafio poblacional efectivo. Bajo el modelo de Wright-Fisher, la relacién entre
el tamafio poblacional real, el tamafio poblacional efectivo, y la varianza del nimero
de descendientes esta dada por la siguiente ecuacion (40):

Ne = 54— 2Ne—s
2Kty —1
Hi
Ecuacién 8
Donde:

- Ne: Tamario efectivo poblacional en la generacion actual.

- Nt1: Tamafio real de una poblacion ideal en la generacion anterior.

- k= Numero de gametos transmitidos por cada individuo de la generacion
anterior.

- ux = Numero promedio de gametos transmitidos por cada individuo de la
generacion anterior. Toma un valor de dos para poblaciones con tamafio
constante

- of = Varianza del nimero de gametos transmitidos por cada individuo de

la generacion anterior.

La seleccion modifica el tamafio poblacional efectivo en todo el genoma. El
modelo de Wright-Fisher asume que todos los individuos tienen la misma capacidad
reproductiva, por lo tanto, la varianza en el numero de descendientes se debe

Unicamente al azar. Sin embargo; en presencia de seleccidn, la varianza en el fitness
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incrementa la varianza del nimero de gametos que transmite cada individuo a la
siguiente generacion; por lo tanto, se reduce el tamafio efectivo poblacional (50).

Este efecto es global; es decir, afecta el Ne de todos los loci en el genoma.

La seleccion disminuye aun mas la diversidad genética en las regiones
gendmicas ligadas a las mutaciones bajo presion de seleccién. Cuando surge una
mutacion deletérea, la seleccidn negativa disminuye la frecuencia de los alelos que
conforman el haplotipo sobre el que surgié la mutacion. Ello se debe a que el
ligamiento no permite que los loci circundantes evolucionen independientemente.
A esta disminucion de la diversidad genética en loci neutrales ligados a loci con
mutaciones deletéreas se le denomina seleccion de fondo (background selection)
(51). Asimismo, cuando surge una mutacion beneficiosa, el haplotipo en el que esta
surgio tiende a fijarse en la poblacion(52). A este fendmeno se le conoce como
“barrido selectivo fuerte” (hard selective sweep). También es posible que un alelo
neutral o casi neutral aumente su ventaja selectiva debido a cambios ambientales.
Este alelo puede encontrarse en varios haplotipos, los cuales persistiran luego de
que el alelo beneficioso se fije en la poblacion por accion de la seleccidn positiva.
A este fenomeno se le denomina “barrido selectivo débil” (soft selective sweep)(53).
El incremento de la frecuencia de los alelos neutrales ligados al locus bajo seleccion

positiva se denomina “hitch-hiking genético”(52).

La pérdida de diversidad genética local debido a la seleccion implica una
disminucion en la heterocigocidad y el tamafio poblacional efectivo cerca al locus
bajo presion de seleccion. La magnitud de la disminucién de la heterocigocidad y

el Ne depende de la varianza del fitness debido a la seleccion (54), la frecuencia de
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recombinacion entre el locus neutral y el locus bajo seleccién(ss), la reduccion de
la varianza genética aditiva por generacion debido a los efectos de la seleccién (50),
la tasa de mutacion, el coeficiente de seleccion (40,55), y el tiempo esperado entre

dos barridos selectivos en el caso de hitch-hiking genético (56).

La seleccion y las variaciones del tamafio de una poblaciéon afectan la
topologia de la genealogia. La seleccion balanceante promueve la retencion de
ambos alelos debido a que el heterocigoto posee mayor fitness(49). Ello ocasiona
que en las regiones circundantes se observen alelos con frecuencia intermedia y un
elevado desequilibrio de ligamiento. De otro lado, la seleccion positiva fuerte y la
seleccion negativa usualmente incrementan el nimero de sitios con frecuencias
alélicas bajas debido a que las mutaciones de novo perjudiciales tienen menos
probabilidades de incrementar su frecuencia por azar y las mutaciones beneficiosas
se fijan rapidamente y desplazan a los alelos ancestrales (barrido selectivo

fuerte)(32).

En un evento de seleccidn positiva debido a cambios en el ambiente (barrido
selectivo debil), el alelo beneficioso suele encontrarse en méas de un haplotipo. Ello
reduce el nimero de haplotipos y sitios segregantes, e incrementa el perfil de
desequilibrio de ligamiento (57). Cuando finaliza un barrido selectivo fuerte, se
pierde toda la diversidad genética en las regiones circundantes. La disminucion de
diversidad genética en los loci cercanos es inversamente proporcional a la distancia

entre estos y la mutacion de novo seleccionada positivamente (40).

Las expansiones poblacionales incrementan el nimero de sitios segregantes

con frecuencias alélicas bajas debido a que disminuye la probabilidad de que las
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mutaciones de novo se pierdan por deriva génica. Considérese una poblacion
diploide bajo el modelo de Wright-Fisher con tamario inicial N y tamafio final Nr.
La frecuencia de una mutacién de novo en la poblacion inicial es 1/(2N), valor que
también representa la probabilidad de que un gameto muestreado al azar porte la
mutacién. EI nimero de gametos que originan la generacion final es 2N+. Se puede
modelar el nimero de gametos que portan el alelo mutante mediante una

o . . N
distribucion de Poisson con parametro A = 2fo$=7f. Por lo tanto, la

probabilidad de que existan cero copias del alelo mutante en la generacion final es

N
f , . . : .
e '~ (resultado que también ha sido obtenido mediante otro método (35)). Por lo

tanto, cuando existen expansiones poblacionales, las mutaciones de novo tienen
mayor probabilidad de sobrevivir a los efectos de la deriva génica e incrementa el

namero de sitios segregantes detectados en un grupo de muestras.

Las reducciones poblacionales disminuyen el nimero de sitios segregantes,
ademas, los sitios segregantes detectados tienen frecuencias alélicas intermedias.
Ello se debe a que los alelos con frecuencias bajas son eliminados rapidamente por
accion de la deriva génica, y solo sobreviven los alelos que tenian frecuencias
intermedias. Los cuellos de botella siguen una dindmica mas compleja que depende
de si el evento sigue en marcha o si ya acabd, asi como de la magnitud de la

reduccion poblacional y de la expansion subsiguiente (37).

La seleccidn y los eventos demograficos pueden tener efectos similares en los
niveles de diversidad genética. Sin embargo; la seleccion deja marcas focalizadas
alrededor de los loci sujetos a presion de seleccion. En contraste, los fendmenos

demograficos tienen efectos uniformes en todo el genoma (39).
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1.4. Pruebas de hipétesis de equilibrio neutral

1.4.1. Prueba D de Tajima:

Bajo equilibrio neutral entre deriva y mutacion, se espera que los estimadores
Oy y 0, tengan valores similares. Sin embargo, cuando el equilibrio no se cumple,
estos dos estimadores toman diferentes valores. Ello se debe a que el estimador 8,

es mas sensible a las frecuencias alélicas que 8y, debido a que los alelos mas
comunes son contabilizados mas veces en las comparaciones entre pares de

secuencias.

El test de Tajima evalUa si el nimero promedio de diferencias entre pares de
secuencias concuerda con el valor esperado a partir del nimero de sitios segregantes
observados si la poblacidn se encontrara en equilibrio neutral (42). El estadistico

empleado en esta prueba es el siguiente:

67'[_95

/Var(én — és)

Valores negativos de D indican seleccién negativa o positiva o expansion

D =

poblacional; mientras que los valores mayores a cero indican cuellos de botella en
marcha, seleccion balanceante o estructuracion poblacional. La significancia de la
prueba estadistica se calcula comparando el valor observado del estadistico D con
la distribucién esperada bajo la hip6tesis nula de equilibrio neutral. Esta hipétesis
nula se puede aproximar mediante una distribucion Beta o mediante simulacion de
genealogias condicionadas en el nimero de sitios segregantes (S) o un estimador de

0(42).
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1.4.2. Prueba Fs de Fu

Este test se basa en la Formula de Muestreo de Ewens (58), que predice la
distribucion de frecuencias alélicas bajo equilibrio neutral. A partir de esta férmula,
Fu plante6 el estadistico Fs que evalla si existe un exceso de alelos raros con
respecto a la distribucion esperada segun el estimador 6,(43). Esta prueba es
bastante sensible a la seleccion direccional y expansiones poblacionales,
situaciones en las cuales el estadistico Fs toma valores negativos. La significancia
se evalua mediante simulaciones bajo equilibrio neutral empleando un estimador de

0.

1.4.3. Prueba ZnS de Kelly

Esta prueba se basa en el perfil de desequilibrio de ligamiento esperado bajo
equilibrio neutral. El estadistico ZnS es el desequilibrio de ligamiento promedio
(medido mediante el coeficiente de correlacion r? de Hill y Robertson(59)) en una

region con S sitios segregantes:

S-1 S
ZnS = 2 Zz z
WS- 1) iy

i=1 j=i+1

La prueba ZnS puede emplearse como una prueba de dos colas. Cuando existe
un barrido selectivo fuerte en ausencia de recombinacion ZnS toma valores
cercanos a cero (60). Ello se debe a que los barridos fuertes eliminan los alelos que
existian antes de que empiece el barrido y los sitios segregantes observados, creados
por mutaciones recientes, presentan valores bajos de r? debido a su baja frecuencia

poblacional. EI mismo comportamiento se observa cuando existe seleccion negativa
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0 expansion poblacional bajo neutralidad (61). Sin embargo, bajo un barrido
selectivo fuerte en presencia de recombinacién (por ejemplo, en un locus neutral a
una distancia intermedia al sitio bajo seleccidn) o un barrido selectivo débil, varios
haplotipos permanecen en la poblacion con frecuencia intermedia, y los sitios
segregantes en estos alcanzan valores de r? altos (57,60). En una poblacion de
tamafio constante, un locus que evoluciona neutralmente pero en presencia de
recombinacién también mostrara valores bajos de ZnS debido a que el desequilibrio

de ligamiento es destruido por accion de la recombinacion (61).

La significancia del estadistico ZnS se obtiene comparando el valor
observado con la distribucién bajo la hipotesis nula de equilibrio neutral. Esta
distribucion se obtiene simulando genealogias condicionadas en el nimero de sitios
segregantes. También se puede incluir el parametro poblacional de recombinacion
R = 4N¢C (donde C es la frecuencia de recombinacion por generacion en toda la
secuencia). Para ello, se debe estimar R, por ejemplo, mediante el método de

Hudson (62).

1.4.4. Prueba R2 de Ramos-Onsins y Rozas

El estadistico R2 se basa en que el nimero esperado de singletons luego de
una expansion poblacional es igual a k/2, donde k es el namero promedio de
diferencias entre pares de secuencias (44). El estadistico R2 se calcula mediante la

siguiente ecuacion:

(2 (0= )

R2 =
S
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El estadistico R2 adopta valores cercanos a cero cuando ha ocurrido una
expansion poblacional. La significancia estadistica se calcula simulando

genealogias bajo la hipdtesis nula.

2. Principios de genética cuantitativa y modelos de asociacion genética

Asumiendo que un rasgo cuantitativo esta influenciado por un polimorfismo
bialélico, el fenotipo promedio de una poblacién puede describirse a partir del
fenotipo promedio de los portadores de cada genotipo y por la frecuencia de cada
genotipo (63) (fig. 3). El promedio fenotipico de cada genotipo recibe el nombre de
“valor genotipico medio”. En la figura 3, el fenotipo ha sido centrado en el punto
equidistante a los valores genotipicos medios de los homocigotos A1A1 y A2A.. En
esta escala, el valor genotipico medio de A2A; es “—a” y el valor genotipico medio
de A1A1 es “a”. El valor genotipico medio del heterocigoto A1A2 es “d”, y equivale
a la distancia entre el fenotipo promedio de los heterocigotos y el punto equidistante

(el punto 0) entre los valores genotipicos de A1A1 Yy A2Ax. (13)

Genotipo  A,A, AA, AA
| |
| |

Valor genotipico -a 0

Figura 3. Representacion gréafica de los valores genotipicos —a, d y
a para un modelo de un locus (Figura adaptada de (13)).
Si “d” tiene un valor igual a cero y “a” es diferente de cero, significa que el
valor genotipico medio esta determinado Unicamente por el nimero de copias de
los alelos A1 y Az, por lo que se considera que el locus A solo presenta efectos

aditivos; es decir, los efectos genéticos contribuidos por este locus equivalen
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exactamente a la suma de los efectos de los dos alelos portados. Si d y a son
diferentes de cero, el locus presenta dominancia (parcial o total); es decir, los
efectos genéticos contribuidos por este locus se pueden dividir en efectos aditivos
(la suma de los efectos de los dos alelos) mas los efectos de dominancia (la
desviacion observada respecto al valor genotipico medio que se esperaria observar
si solo existieran efectos aditivos). Sia=d =0, no existe asociacion entre el fenotipo

y el locus A (64).

El “valor genotipico medio de la poblacion” ()) esta determinado por las
frecuencias genotipicas y los valores genotipicos medios de cada genotipo (63).
Bajo equilibrio de Hardy-Weinberg, la media poblacional de un rasgo cuantitativo

€es:

u=p*@ + 2pq(d) + q*(-a)
p=a@*—q*) +2pqd = alp — q) + 2pqd
Ecuacion 9
Donde:

- p = frecuencia del alelo Ay

- = 1-p = frecuencia del alelo A

El parametro p se encuentra en la misma escala que a 'y d, es decir, la medicion
se realiza con respecto al punto medio entre los valores genotipicos medios de A2A

y A1A1 (el punto “0” en la figura 3).

A partir de la ecuacion 9 se puede calcular el efecto promedio de cada alelo

(average allelic effect), definido como la desviacion respecto a la media poblacional
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del valor fenotipico promedio de todos los individuos portadores de al menos una
copia de dicho alelo (13). El valor genotipico promedio dado que al menos uno de
los alelos es A; estard definido por:
a X Pr(A 1se una con otro alelo A;) +d X Pr(A; se una con un alelo A,)
=ap + dq
Por analogia, el valor genotipico promedio dado que al menos uno de los
alelos es A sera:
—aq + dp
Entonces:
a; = (ap+dq) — p
a = qla+d(q —p)]
Ecuacion 10
@y = (—aq +dp) —
az = —pla+d(g —p)]
Ecuacion 11
Donde a3 yay representan el efecto alélico promedio de los alelos A1 y Ao,
respectivamente.
Ademas:
a=a,—a,=a+d(q—p)

Ecuacion 12
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Donde a es el efecto promedio de la sustitucién alélica, que representa el
cambio esperado en el valor genotipico medio de un genotipo al reemplazar un alelo
A, por un alelo As(65).Reemplazando la ecuacion 4 en las ecuaciones 2 y 3, se

obtiene:

Por definicion, los efectos alélicos promedio son aditivos. La suma de los
efectos alélicos de un genotipo se denomina valor genotipico aditivo, efecto
genético aditivo o breeding value de un genotipo. Si se suman, conceptualmente,
los efectos alélicos a lo largo de todo el genoma, se obtiene el breeding value de un
individuo. Un individuo transmite aleatoriamente un alelo por locus a cada
descendiente; es decir, transmite la mitad de los efectos genéticos aditivos (13). Por
lo tanto, el breeding value o valor genotipico aditivo de un individuo equivale al
doble de la desviacion del valor genotipico medio de su descendencia respecto al
valor genotipico medio de la poblacion (ya que la medicién del breeding value se

realiza con respecto a la media poblacional):

Desviacion de la descendencia respecto a la media poblacional
= Zk(“ki + ay;)

= (breeding value del progenitor)/2

Ecuacion 13

Donde axi, okj son los efectos alélicos de un individuos con alelos “i”, “j” en

el locus “k”, y la suma se realiza sobre todos loci del genoma.
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El breeding value de un genotipo suele diferir del valor genotipico medio. Es
decir, los efectos genéticos no dependen Unicamente de la suma de los efectos
alélicos. A la diferencia entre estos dos valores se le denomina dominancia
(desviacion del modelo netamente aditivo), y estadisticamente representa la
interaccion entre los alelos de un genotipo. Por lo tanto el valor genotipico medio

se puede representar mediante el siguiente modelo lineal general (64):

Yi=PBo+ p1Xi+ P2 + ¢

Ecuacion 14

Donde:

(1354
1

- Yi: Fenotipo del individuo

- Xi: Score genotipico. Numero de copias del alelo A1 menos uno.

- Pu: Coeficiente de regresion para los efectos alélicos aditivos (“a” en la fig.
3)

- Zi: Score de heterocigosidad. Cero para los homocigotos, y uno para los
heterocigotos

- PB2: Coeficiente de regresion para los efectos alélicos no aditivos. Para este
modelo de un solo locus corresponde a la dominancia (“d” en la fig. 3).

- ¢&i: Residual del individuo i, porcion del fenotipo no explicada por el modelo.

A partir de este modelo se pueden calcular a; y «,, y, por lo tanto, los efectos

aditivos transmisibles de una generacion a la siguiente.
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I11. OBJETIVOS

1. Objetivo general

Determinar la posible asociacion de tres genes con rasgos seleccionados

para la produccion de fibra en una poblacion de alpacas

2. Objetivos especificos

Identificar un gen regulador de la ruta de sefializacion del desarrollo de la
fibra de alpaca con polimorfismos de posible consecuencia funcional.

Describir la variabilidad genética del gen regulador seleccionado a nivel

nacional.

Describir la variabilidad genética del gen regulador seleccionado y los genes
estructurales KAP1-1 y KAP13-1 en una poblacién de alpacas sometidas a

seleccién artificial

Evaluar si existen huellas de seleccion (selection signatures) en el gen
regulador seleccionado y en los genes estructurales de la fibra de alpaca
KAP1-1, KAP13-1 en una poblacion de alpacas sometidas a seleccion

artificial.

Explorar la posible asociacion de los genes antes mencionados con el grosor

de la fibra de alpaca en la misma poblacion.
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IV. METODOLOGIA

En la figura 4 se presenta un resumen grafico de la metodologia. En este estudio
se analizo el gen regulador BMP4 y los genes estructurales KAP1-1 y KAP13-1.

Su eleccion se fundamenta mas adelante.

1. Disefio

Estudio observacional descriptivo tipo transversal. Estudio de asociacién
genética basado en poblacion de individuos no emparentados (population-based

genetic association study).

2. Muestreo

Se emplearon dos muestras diferentes para diferentes propdsitos:

e Una muestra representativa de todo el Peru para describir la variabilidad
genética de un gen regulador (BMP4) analizado por vez primera en alpaca.
e Una muestra para realizar el analisis de evolucion neutral y de asociacion

genética con el gen regulador y los dos genes estructurales elegidos.
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Seleccion de genes segun su
funcidn

Genes estructurales Gen regulatorio

KAP1-1 y KAP13-1 BMPA

Andlisis en una muestra
representativa de todo el Peru
(“Muestra Nacional”)

Analisis en una muestra sujeta
a seleccion artificial

(“Muestra Rural Alianza”)

Confirmacion, en una fraccion de la
muestra representativa del Perq,

Descripcién de la variabilidad Evaluacién de la posible Andlisis de asociacién genética de las variantes identificadas por

del gen regulador BMP4 y los presencia de huellas de entre el diametro de la fibra de métodos bioinformaticos en tres

genes estructurales KAP1-1y seleccion en los genes alpaca y los polimorfismos en los genomas de alpaca
KAP13-1 BMP4, KAP1-1y KAP13-1 genes BMP4, KAP1-1y KAP13-1

Descripcion de la variabilidad del
gen regulador BMP4 en toda la
muestra representativa del Peru

Fig.4. Resumen grafico de las actividades que componen este trabajo de investigacion.
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2.1. Poblacién de interés:

Para la descripcion de la variabilidad del gen reqgulador (BMP4) a nivel

nacional: Alpacas (Vicugna pacos) provenientes de Peru

Para el andlisis de asociacién genética y de evolucion neutral del gen

requlador (BMP4) v los dos genes estructurales (KAP1-1 y KAP13-1):

Alpacas del Per( sujetas a seleccion para caracteristicas productivas de la

fibra de alpaca.

2.2. Poblacion elegible:

Para la descripcion de la variabilidad del gen regulador (BMP4) a nivel

nacional: Muestras de alpaca de todo el Peri cuyo ADN genomico se
encuentra almacenado en la Unidad de Biotecnologia Molecular-Sefializacion
Celular (UBM-SC) de los Laboratorios de Investigacion y Desarrollo de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia (LID-UPCH)

Para el andlisis de asociacién genética y de evolucion neutral del gen

regulador (BMP4) y los dos genes estructurales KAP1-1y KAP13-1:Alpacas

de la Empresa de Propiedad Social (EPS) Rural Alianza (Puno, Per() cuyo

ADN genomico se encuentra almacenado en la UBM-SC.

2.3. Tamafo muestral:

Para la descripcién de la variabilidad del gen requlador(BMP4) a nivel

nacional:
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Se utiliz6 el programa MINSAGE (66) para el calculo del minimo nimero de
muestra necesario para detectar con un 99% de probabilidad un alelo con una
frecuencia del 5% para marcadores bialélicos fuera de equilibrio de Hardy-
Weinberg (HWE). Se consider6 ausencia de HWE debido a que esta muestra
es heterogénea (alpacas provienen de diferentes partes del Peru), por lo que

se esperaria deficiencia de heterocigotos debido al efecto Wahlund (39).

- Para el andlisis de asociaciéon genética y de evolucion neutral del gen

requlador (BMP4) v los dos genes estructurales (KAP1-1 y KAP13-1):

Se analizaron todas las muestras provenientes de la EPS Rural Alianza
disponibles en la UBM-SC que pasaron los criterios de inclusion y exclusion.

Este nimero fue de 151 individuos .

2.4. Criterios de inclusion:

- Muestras no emparentadas

2.5. Criterios de exclusién:

- Para la descripcion de la variabilidad del gen regulador a nivel nacional: No
se empled ningun criterio de exclusion.

- Para el analisis de asociacion genética y de evolucion neutral del gen
regulador (BMP4) y los dos genes estructurales (KAP1-1 y KAP13-1):

Muestras de individuos sin informacion fenotipica.
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3. Seleccion de genes candidatos:

Seleccion de dos genes estructurales:

En la UBM-SC se ha estandarizado la amplificacién y se ha analizado el perfil
de variabilidad genética a nivel nacional de 5 proteinas asociadas a keratina
(KAP1-1, KAP6-1, KAP9-2, KAP11-1 y KAP13-1) (24). Ademas, se ha
realizado un analisis de asociacion del gen KAP11-1 con el diametro, sin
encontrarse ninguna asociacion significativa. De otro lado, la amplificacion y
secuenciamiento del gen KAP6-1 fue dificultosa debido a la presencia de
pseudogenes. Por lo tanto, en este estudio se eligieron los genes KAP1-1y
KAP13-1 para el analisis de asociacion y para la basqueda de huellas de
seleccion en la muestra de alpacas de Rural Alianza. Estos genes no se
analizaron en la muestra representativa de todo el Per( en este estudio, ya que

dicho analisis ya fue realizado en anteriormente por Francesco Foppiano (24).

Seleccion de un gen requlador:

El origen evolutivo y ontogénico del pelo de humano y de raton es muy
similar al de la fibra de alpaca(27). Por ello, la seleccion de los genes de
alpaca candidatos para el analisis de asociacion genética se baso en la
identificacion de genes ortélogos humanos y murinos que intervienen en el
desarrollo del pelo en dichas especies. Se preseleccionaron genes
reguladores con variantes genéticas asociadas al didmetro del pelo en otras
especies (ser humano)y genes que al ser silenciados, eliminados o

sobreexpresados provocaron variaciones en el fenotipo del pelo en la
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especie Mus musculus. Finalmente, se escogi6 el gen BMP4 debido a que
fue el que presentd mayor cantidad de variantes genéticas que podrian tener
un importante impacto sobre la funcion de la estructura y funcion de las

proteinas (ver mas adelante).

4. ldentificacion de variantes genéticas en los genes candidatos:

(Nota: En este manuscrito se usa el término “variante genética” y “sitios
segregantes” para hacer referencia tanto a mutaciones, cuya frecuencia poblacional
es menor a 1%, como a polimorfismos de un nucleétido (SNP), que se distinguen

por tener una frecuencia poblacional mayor a 1%.)

Esta etapa del proyecto consistio en el analisis bioinformatico de 3 genomas
de alpaca de raza Huacaya, obtenidos en un proyecto de la UBM-SC (Unidades de
Biotecnologia Molecular y Sefializacion Celular) financiado por FINCyT (119-
FINCYT-1A-2013). Una de las alpacas fue de fibra fina (aprox. 18 micras), las otras
dos de fibra intermedia-gruesa (24 -26 micras). Todo el andlisis bioinformatico se
realizé en el servidor de la Unidad de Biotecnologia Molecular (sistema operativo

Ubuntu 14.04).

4.1. Preprocesamiento de genomas secuenciados

El formato VCF (Variant Call Format) es el formato estandar utilizado para
representar las variantes genéticas identificadas en el genoma de una muestra de
individuos con respecto a un genoma de referencia. La preparacion de este archivo
es el primer paso para identificar las variantes genéticas candidatas a utilizarse en

el estudio de asociacion genética.
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Primero, se indizé el genoma de referencia (Vicugna_pacos-2.0.2: obtenido

de http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/905) usando el programa samtools faidx.

La indizacion permite acelerar el acceso a la informacion contenida en el archivo

del genoma de referencia.

A continuacion, se utilizo el programa samtools mpileup para crear un archivo
en formato BCF (Binary variant Call Format), que contiene la verosimilitud
(likelihood) de los datos (es decir, del alineamiento de los 3 genomas que obtuvimos
contra el genoma de referencia) segin cada genotipo posible observado a lo largo
de todo el genoma. En términos simples, la verosimilitud de los alineamientos
indica qué tan bien se han alineado los millones de fragmentos secuenciados al
genoma de referencia. Estos valores de verosimilitud son utilizados por el programa
en el siguiente paso para obtener los indices de calidad de los genotipos, que indican
la probabilidad de que el genotipo asignado en cada posicion sea correcto o

incorrecto.

Luego, se utilizd el programa bcftools call para asignar los genotipos a partir
de los valores de verosimilitud estimados en el paso anterior, obteniéndose un
archivo en formato VCF (Variant Call Format). El archivo VCF describe los
genotipos a lo largo de todo el genoma de los 3 individuos, y contiene un indice de
calidad (“Phred quality score”) para cada posicion que difiere del genoma de
referencia; es decir, por cada SNP (Single Nucleotide Polymorphism) o INDEL

(Insertion/deletion). El Phred Quality Score (Q) se calcula del siguiente modo:

Q =-10 |0910(P)

41


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/905

Donde P es la probabilidad de que el genotipo sea incorrecto. Por ejemplo:
Un valor Q = 30 representa un probabilidad de 0.001 de que el genotipo sea

incorrecto.

Debido al gran tamafio de los archivos VCF, estos fueron indizados para

acelerar su exploracion usando el programa tabix.

El formato VCF presenta gran flexibilidad para representar genotipos que
difieren del genoma de referencia. Sin embargo, dicha flexibilidad ocasiona que el
mismo genotipo pueda ser representado de diferentes formas en diferentes
ejecuciones del programa, lo que resta reproducibilidad y dificulta el intercambio
de informacion entre diferentes instituciones. Es por ello que los archivos VCF
deben pasar por un proceso de normalizacion, y descomposicion, especialmente
cerca de INDELSs (inserciones/deleciones) y polimorfismos multinucléotido. Los
detalles de este procedimiento se pueden encontrar en el siguiente enlace de la
Universidad de Michigan:

http://genome.sph.umich.edu/wiki/Variant Normalization. La normalizacion,

descomposicion y recorte las variantes se realiz6 mediante los programas vt

normalize, vt decompose y vt decompose_blocksub.

4.2. ldentificacion de variantes genéticas en los genes candidatos

La identificacion y seleccion de las variantes ubicadas en los genes candidatos
se realizo utilizando los paquetes Rsamtools (67), VariantAnnotation (68),
rtracklayer (69) y GenomicFeatures (70) del proyecto Bioconductor (71) para R

mediante los pasos siguientes:
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Se obtuvo la anotacion version 2.02 del genoma de alpaca a partir de la base de

datos de genomas del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/905) y se

indizd usando el programa tabix.

Se utiliz6 la funcién import.gff del paquete rtracklayer para crear un objeto
TxDb (TranscriptDataBase) utilizado por el paquete GenomicFeatures para
acceder a la anotacion del genoma.

Se cargo el genoma de referencia y su indice mediante la funcién FaFile del
paquete Rsamtools. Se cargd el archivo VCF junto con su indice (el cual
contiene las variantes genéticas, su ubicacién en el genoma, los genotipos y los
indices de calidad) utilizando las funciones readVcf y TabixFile del paquete
VariantAnnotation.

Una vez cargados el genoma de referencia, las variantes genéticas (VCF) y la
anotacién del genoma (GFF), se seleccionaron solamente las variantes
bialélicas con un indice de calidad Phred > 30; es decir, variantes cuyos
genotipos fueron asignados con una probabilidad mayor a 0.999 de ser

correctos.

4.3. Prediccion de los efectos de las variantes genéticas

En esta etapa del estudio se busco determinar qué variantes genéticas podrian

tener un mayor impacto sobre la funcién de las proteinas que las contienen. Para

ello, se predijeron los cambios a nivel de secuencia de aminoacidos, de sitios de

splicing y en secuencias cercanas a los sitios de inicio de la transcripcion, ya que

podrian afectar la transcripcién de los genes contiguos.
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Se emplearon las funciones predictCoding, locateVariants y
subsetByOverlaps del paquete VariantAnnotation para seleccionar las variantes en
sitios codificantes y las cercanas a los sitios de inicio de transcripcion (TSS) y sitios
de splicing de los genes candidatos. Las Unicas regiones no codificantes incluidas

en la busqueda de variantes fueron aquellas cercanas a los TSS.

Finalmente, se selecciond el gen BMP4 como gen candidato para el estudio
de asociacion genética por poseer 3 variantes no sinénimas que, al estar muy cerca
entre si, pueden ser genotipificadas mediante una Unica reaccion de
secuenciamiento Sanger. Ademas, tal como se describe méas adelante, estas tres
variantes genéticas provocan cambios bioquimicos severos en la secuencia de

aminodcidos.

5. Estandarizacion de la amplificacion del gen BMP4

Se empled la herramienta en linea primer-BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi) del NCBI para disefar

los cebadores para amplificar y secuenciar un fragmento del primer exén del gen

BMP4, el cual contiene las 3 variantes identificadas en este gen.

Esta herramienta implementa el algoritmo del conocido programa PRIMERS,
pero posee la ventaja adicional de realizar un alineamiento BLAST de los cebadores
obtenidos contra el genoma de referencia; lo que en principio representa una PCR

in silico que predice si los cebadores produciran productos de PCR inespecificos.

Se amplificé el gen BMP4 empleando un par de cebadores que flanquean una

region de 394 pares de bases (anexo 3). Se realiz6 una PCR a 4 concentraciones de
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MgCl, y 4 temperaturas de apareamiento (annealing) diferentes. Todas las
reacciones se realizaron en un volumen total de 20 uL empleando 20ng de ADN

(cuantificado en NanoDrop). Los detalles del protocolo se presentan en las tablas 2

y 3.
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Tabla 2. Condiciones para la estandarizacion de la amplificacion del gen

BMP4
Concentracion de la Volumen Concentracién
Reactivo
solucion de trabajo empleado (uL) final
Buffer Hot
10X 2 1X
Start
dNTPs 2mM 2 0.2mM
1/15/21/125
MgCl, 25mM 08/12/16/2
mM
Forward
10 uM 1 0.5uM
primer
Reverse primer 10 uM 1 0.5uM
HS Taq
5 UuL 0.1 05U
polymerase
11.1/10.7/
Agua - -
10.3/9.9
ADN 10ng/uL 2 1 ng/uL
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Tabla 3. Condiciones de ciclaje de la estandarizacion de la amplificacion del

gen BMP4
Temperatura Tiempo Ciclos
94 °C 4m 1
94 °C 30s
56/58/60/62 °C 45s 30
72°C 40s
72°C 4m 1
4°C o0 1

6. Amplificacion de los genes KAP1-1y KAP13-1

En un estudio previo conducido por Francesco Foppiano(24), se identificaron
y validaron variantes genéticas en los genes que codifican las proteinas KAP1-1y
KAP13-1. Estos dos genes también se incluiran en el andlisis de asociacion
genética, por lo que las condiciones de amplificacién se detallan en las tablas 4-6,

y las secuencias de los cebadores, en el anexo 3.

7. Electroforesis en agarosa

Se confirmé la presencia de amplicones mediante electroforesis en agarosa.
Los genes KAP1-1 y KAP13-1, cuyos amplicones median 800pb,

aproximadamente, fueron detectados en geles de agarosa al 1% durante 50 min de
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corridaa 90V. Los amplicones del gen BMP4, de 394 pb, fueron detectados en geles

de agarosa al 2.5% durante 40 min de corrida a 90V.

8. Secuenciamiento mediante método Sanger

Una vez que se confirmd la amplificacion mediante electroforesis en agarosa,
las muestras fueron enviadas a la empresa Macrogen (Corea) para ser secuenciadas
mediante el método Sanger (Dideoxy nucleotide chain termination) en ambas

direcciones utilizando un analizador genetico3730XL (Applied Biosystems).

Los archivos AB1 obtenidos fueron analizados con el software CodonCode.
Primero se cortaron los extremos de las secuencias para maximizar las regiones con
una probabilidad de error menor a 1%. Las secuencias recortadas con menos de
90% de bases con un Phred score < Q30 fueron descartadas por ser consideradas de
baja calidad. Luego, las secuencias recortadas fueron alineadas y se realiz6 una
edicion manual en caso de ser necesario. Finalmente, se determinaron los genotipos
mediante la herramienta de bldsqueda de mutaciones incorporada en CodonCode y

se realizd una inspeccion visual para descartar errores de genotipificacion.
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Tabla 4. Condiciones de la amplificacion delos genesKAP1-1 y KAP13-1

Volumen
Concentracion de la
Reactivo empleado

Concentracion

solucion de trabajo final
(uL)
Buffer Hot
10X 2 1X
Start
dNTPs 2mM 2 0.2mM
MgCl. 25mM 1.6 2mM
Forward primer 10 uM 1 0.5uM
Reverse primer 10 uM 1 0.5uM
HS Taq
5 U/uL 0.1 05U

Polymerase
H20 - 10.3 -
ADN 10ng/uL 2 1 ng/uL
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Tabla 5. Condiciones de ciclaje de la amplificacion del gen

KAP1-1
Temperatura Tiempo Ciclos

94 °C 4m 1
94 °C 30s

64 °C 45s 30
72°C Im

72°C 4m 1
4°C 0 1
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Tabla 6. Condiciones de ciclaje de la amplificacion del gen

KAP13-1
Temperatura Tiempo Ciclos
94 °C 4m 1
94 °C 30s
62 °C 45s 30
72°C 55
72°C om 1
4°C 00 1

9. Estudio exploratorio del gen BMP4 en una fraccién de la muestra
representativa de todo el Peru

El poder estadistico de los estudios de asociacion genética depende de la
frecuencia poblacional de los polimorfismos analizados. Por ello, resulta necesario
confirmar que las variantes genéticas del gen BMP4 sean polimorfismos (frecuencia
poblacional mayor a 1%) y no mutaciones (frecuencia poblacional menor a 1%).
Este paso es de suma importancia ya que la identificacion de variantes genéticas se
realizd a partir de secuenciamiento de genomas completos, en los cuales se
identifican todas las variantes de un individuo, muchas de las cuales pueden tener
una baja frecuencia poblacional o incluso ser mutaciones privadas (mutaciones

propias de un solo individuo).

Este analisis exploratorio emple6 una submuestra aleatoria de 30 individuos

provenientes de la muestra de 96 individuos que representan de manera
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proporcional las poblaciones de alpaca de diferentes regiones del Perd. Los pasos

para la validacion fueron los siguientes:

- Se formaron 10 pools (mezclas) de 3 muestras de alpaca cada uno y se mandd
a secuenciar a Macrogen (Corea del Sur) mediante el método Sanger. Este paso
tuvo dos objetivos: a) confirmar que las variantes identificadas en la fase
bioinformatica no fuesen errores de genotipificacion y b) confirmar que esta
variante no es una mutacion privada y que tiene una frecuencia poblacional
suficientemente alta como para ser observada en al menos una de las 10
mezclas; es decir, en al menos una de las 30 muestras escogidas aleatoriamente.

- Luego de descartar en el paso anterior que las variantes observadas en la fase
bioinformatica fuesen errores de secuenciamiento, se secuencié la placa
completa (n=96) de muestras representativos de todo el Peru para determinar
las frecuencias alélicas, la heterocigosidad esperada, la heterocigosidad

observada y el indice Fis.

Con el objetivo de abreviar, a la muestra representativa de todo el Pert (n = 96)

se denominara de ahora en adelante “muestra Nacional”.

10. Analisis genético-poblacional

Los estudios de asociacion genética se ven afectados por fendmenos
demograficos como la estratificacion poblacional y la endogamia
(“inbreeding”)(33). Estos fenomenos también pueden afectar la diversidad genética
y producir efectos que dificultarian la identificacion de huellas de seleccion en la
poblacion estudiada (37). Por lo tanto, se empleo el software STRUCTURE (72,73)

para evaluar si existe estratificacion poblacional en las muestras de la EPS Rural
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Alianza (Puno). Los resultados de este andlisis contribuyeron a distinguir entre los
efectos de la seleccidn y de los fendémenos demogréaficos sobre los resultados de las
pruebas de equilibrio neutral. Los resultados de STRUCTURE también ayudaron a
definir si era necesario incluir una covariable adicional correspondiente a la

subpoblacidn (latente) de origen en el analisis de asociacion genética.

Este programa emplea un enfoque bayesiano para detectar de cuantas
subpoblaciones latentes genéticamente diferenciadas provienen las muestras. El
algoritmo evalla si, dadas las frecuencias alélicas observadas, la probabilidad
posterior de las frecuencias genotipicas observadas incrementaria si las muestras
provinieran de diferentes subpoblaciones genéticamente diferenciadas. Es decir,
encuentra el numero de subpoblaciones latentes (cada una con diferentes
frecuencias alélicas) que maximiza la probabilidad de los genotipos observados.
Para este analisis, se utilizaron 10 microsatélites validados para analisis de
parentesco (74) que fueron previamente genotipificados en la Unidad de

Biotecnologia Molecular.

Los parametros empleados fueron los siguientes:

e Burnin Period =100000. Corresponde al nimero de muestras aleatorias del
espacio de parametros durante los cuales se debe alcanzar la convergencia
hacia una zona de alta credibilidad posterior.

e Number of MCMC after burn in: 200000. Luego de descartar las 100000
primeras muestras de parametros, se generan 200000 muestras adicionales.
Durante cada una de estas 200000 muestras, se calcula la probabilidad

posterior de los valores muestreados.
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e Admixture model: Se considera que los individuos de la muestra podrian
presentar mestizaje entre diferentes poblaciones ancestrales. Si fuese el
caso, STRUCTURE, trata de detectar las poblaciones ancestrales.

o Allele frequencies correlated: Se considera que algunos alelos pueden estar

correlacionados entre si.

La presencia de endogamia (“inbreeding”) fue evaluada mediante el indice
Fis por el método de Weir & Cockerham (75) implementado en el software
Genepop (76).Este método permite estimar el indice Fis cuando se trabaja con
muestras de tamario finito. Los valores de heterocigocidad esperada y observada

fueron calculados con el software Cervus (77).

El desequilibrio de ligamiento fue calculado con el software DnaSP v5.1 (78).
Los bloques de desequilibrio de ligamiento fueron graficados con el programa

Haploview v4.2 (79).

El programa DnaSP requiere que las secuencias diploides estén separadas en
haplotipos (2 secuencias por cada individuo diploide). Por lo tanto, se empleé el
software PHASE v2.1 para reconstruir la fase haplotipica (80). Los parametros

empleados fueron los siguientes:

— Modelo con recombinacion
— Posible existencia de un hot spot de recombinacion (Modelo MR1)
— Estimacién inicial (prior) del parametro de recombinacion poblacional

(4Ncc): 0.0004. Este valor equivale a un tamafio poblacional efectivo de
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10000 y frecuencia de recombinacion igual a 1cM/Mb. EIl tamafio efectivo
poblacional fue obtenido de un estudio de filogendmica de camélidos (81).
Probabilidad umbral de haplotipos: 0.95. Es el valor umbral de la
probabilidad posterior de la fase estimada para considerar que la fase

inferida es correcta.
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11. Pruebas de hipotesis de equilibrio evolutivo neutral en la muestra Rural
Alianza
Se empleo el software DnaSP v.5.1 para calcular los estimadores de 4Neu y realizar
todas las pruebas de neutralidad detalladas en el marco teérico: D de Tajima, Fs de
Fu, ZnS de Kelly, R2 de Ramos-Onsins y Rozas y la prueba de homocigocidad de
Ewens-Watterson. Ademas, se graficd la distribucién de diferencias entre pares de
secuencias (MMD,Mismatch Distribution) y los intervalos de confianza al 95 y
99% usando el software Arlequin v3.5(82). Este programa no pudo calcular los
intervalos de confianza para el gen KAP13-1 debido a “problemas de
convergencia”, aparentemente debido a su escasa diversidad genética. Por lo tanto,
la MMD de este gen fue graficada usando DnaSP y no incluye los intervalos de
confianza. El p-value de todas las pruebas de neutralidad fue calculado comparando
el valor observado del estadistico respectivo (D, Fs, R2, ZnS) con la distribucion
observada en 1000 genealogias simuladas bajo la hipdtesis neutral, tal como se

detalla en el marco teorico.

12. Anélisis de asociacion genética

Incluir todas las variantes en el analisis de asociacion incrementaria la
probabilidad de encontrar al menos una asociacion falsa, ya que incrementa el
Family-wise error rate (83). Este problema puede ser resuelto mediante
correcciones para pruebas de hipétesis maltiples. Sin embargo, estos métodos
vuelven las pruebas mas conservadoras(83). Ademas, la potencia estadistica para
detectar asociacién con variantes raras es muy baja, por lo que su inclusiéon en un
estudio trae pocos beneficios a menos que se cuente con un tamafio muestral muy

grande (84).

56



Por lo tanto, se descartaron los SNPs poco informativos, cuya inclusion en el
analisis de asociacion no tendria mayor impacto en la capacidad para detectar
asociaciones reales, pero que si incrementarian la probabilidad de cometer al menos

un error tipo I. Solo se incluyeron los tag-SNPs en el analisis de asociacion.

Los tag-SNPs son variantes que capturan, mediante desequilibrio de
ligamiento, la mayor proporcion posible de la variabilidad genética (85). Al incluir
solo tag-SNPs en el analisis de asociacion se reduce el numero de pruebas de
hipétesis realizadas. Ademas, este método no excluye la posibilidad de emplear
correcciones para pruebas de hipotesis multiples si se considera necesario. Una
ventaja adicional de emplear tag-SNPs es que se evitan problemas de

multicolinealidad en el analisis de asociacion.

La seleccidn de tag-SNPs se realiz6 con el método basado en el factor de
inflacion de la varianza (VIF) implementado en el software PLINK (86). Este
método consiste en realizar una regresion lineal multiple de un SNP a partir de todos
los demas, y descartar todos los SNP que alcancen un coeficiente de determinacién
(R? mayor a un valor umbral establecido. El valor de umbral empleado en este

estudio fue 0.5.

El modelo de asociacion se baso en los principios de genética cuantitativa
descritos en el marco tedrico. EI modelo empleado fue el detallado en la ecuacion

14:

Yi=PBo+ p1Xi+ B2 + ¢

Ecuacion 14
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Donde:

3L
1

- Yi: Fenotipo del individuo

- Xj: Score genotipico. Numero de copias del alelo A1 menos uno.

- PBu: Coeficiente de regresion para los efectos alélicos aditivos (“a” en la fig.
3)

- Zi: Score de heterocigosidad. Cero para los homocigotos, y uno para los
heterocigotos

- PB2: Coeficiente de regresion para los efectos alélicos no aditivos. Para este
modelo de un solo locus corresponde a la dominancia (“d” en la fig. 3).

- & Residual del individuo i, porcion del fenotipo no explicada por el modelo.

El analisis estadistico se realiz6 en R (87).

13. Andlisis de potencia estadistica

La potencia estadistica del analisis de asociacion genética se calculé mediante
dos métodos. El primer método empleado fue uno analitico, que se basa en la
distribucion esperada de los coeficientes de regresion cuando la hipotesis

alternativa es correcta. Los detalles se encuentran en el anexo 2.

También se estimd la potencia estadistica mediante simulaciones en R. La

simulacion se basa en el modelo presentado en la ecuacion 14. En breve:

- Se simularon varios escenarios en los que un SNP en equilibrio de Hardy-
Weinberg con diferentes frecuencias alélicas y diferentes valores

genotipicos medios influyen sobre el fenotipo.
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- Se considerd la diferencia observada en la muestra entre el didmetro de fibra
de los machos y las hembras. Ademas, se empleo la proporcion de machos
y hembras observada en la muestra real.

- Se afladieron valores residuales (“error’”) con distribucion normal y media
cero, de tal modo que la varianza total sea igual a la observada en la
poblacion real.

- Seempled el siguiente modelo, que considera que no existe covarianza entre

los términos a la derecha de la ecuacion:

2 —_ 2 2 2 2
Ototal = Oaditiva + Opominancia + Gsexo+ Oresidual

Las varianzas aditiva, de dominancia y debida al sexo fueron calculadas de
acuerdo a las ecuaciones presentadas y demostradas en el anexo 1. La Varianza
residual (comunmente referida como “varianza ambiental”) es la varianza que se
debe sumar a las varianzas anteriores para alcanzar la varianza observada en la

muestra.

Para cada combinacion de frecuencias alélicas y de valores genotipicos
medios, se realizaron diez mil réplicas de la simulacién. El poder estadistico se
calcul6 como la proporcion de las veces en que la hipotesis nula fue rechazada con

un nivel de significancia de 0.05.

El error estandar dela potencia estadistica estimada corresponde a la

desviacion estandar de la proporcion de una distribucion binomial(88), por lo tanto:

A =P

Error estandar(1 —f) = N
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Donde (1-) es la potencia o poder estadistico predicho y N es el namero de
réplicas empleadas en la simulacién. EI maximo error estandar posible se alcanza

cuando [ es igual a 0.5. Por lo tanto:

0.5(1 — 0.5)

o000~ 0005

Error estandar(1 — B) <

La Potencia fue evaluada en un modelo que solo consideraba los efectos
aditivos y un modelo que consideraba dominancia incompleta (efectos aditivos y
de dominancia). En ambos casos se incluyd el sexo como covariable. También se
evalué si es que alguno de los dos modelos producia estimadores sesgados; es decir,
se replicaron nuevamente diez mil sets de datos y se evalud si la media de los diez
mil estimadores correspondia a la media esperada, la cual es especificada al inicio

de la simulacién.
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V. RESULTADOS

1. Descripcion de la calidad de la fibra

El nimero de alpacas hembra y macho fue 136 y 15, respectivamente. El
diametro de la fibra presento una diferencia no significativa (t-test, p-value = 0.333)
de 0.84um entre ambos sexos (machos-hembras). Asimismo, el diametro no
presento distribucion normal (Shapiro-Wilk p-value = 0.043) en la muestra total;
sin embargo, si presentd distribucion normal en las muestras de alpacas macho y
hembra por separado (valores de p-value de 0.848 y 0.052, respectivamente). La
muestra completa (machos y hembras) presentd una fibra de muy alta calidad, con
una media de 20.93um y una desviacion estandar de 3.06um (fig.5). La proporcién
de fibra de calidad Baby (didmetro entre 19.5 y 22.5 um) y Royal(diametro menor

a 19.5um) alpaca fue de 39 y 32%, respectivamente.
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Figura 5. Diametro de la fibra de alpaca en la muestra completa de 151 alpacas.
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2. Seleccion de genes candidatos y descripcion de las variantes genéticas
identificadas en la fase bioinformatica

Se seleccionaron un total de 22 genes candidatos que intervienen en el

desarrollo del pelo de ratén o humanos. Dos de estos genes codifican 4 transcritos

diferentes, ya sea por variaciones en el sitio de inicio de la transcripcion o por

splicing alternativo. Asimismo, tres genes codifican dos transcritos diferentes, y los

demés codifican un solo transcrito (tabla 7).

Se encontraron 64 variantes en los 22 genes, incluyendo variantes sindnimas,
no sinénimas, de splicing y circundantes al sitio de inicio de transcripcion (TSS).
No se buscaron variantes en regiones no codificantes, excepto aquellas cercanas a
los TSS. Se encontraron 13 variantes que afectan a 11 transcritos de 9 genes entre
las posiciones -500 y +200 respecto al TSS (tabla 8). De las 13 variantes, dos son
inserciones cortas; una, delecion corta; y 10, polimorfismos de un unico nucleétido
(SNP). Asimismo, se encontraron 30 variantes (SNPs) sindnimas que afectan a 14
transcritos de 13 genes (tabla 9). En contraste, solo se encontraron 16 SNPs no
sinénimos que afectan a 6 transcritos de 6 genes (tabla 10). Asimismo, se encontrd
una variante de splicing(alelo de referencia: A, alelo alternativo: G) en la posicién

268 del transcrito XM_015249781.1 del gen IGFBP3.
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Tabla 7. Ubicacidn de los transcritos codificados por los genes reguladores seleccionados

Scaffold Transcrito
Gen Inicio Fin Tamano Hebra
(N° Accesion) (N° Accesion)
BMP2 NW_005882770.1 XM_006207373.2 3962493 3973973 11481 +
BMP4 NW_005882719.1 XM_015235487.1 6120114 6137151 17038 +
NW_005882888.1 XM_006213987.1 530240 617145 86906
BMP7
NW_005882888.1 XM_015247758.1 530240 617145 86906
DKK1 NW_005882763.1 XM_006206627.1 1203527 1206604 3078
DKK4 NW_005882908.1 XM_006215147.2 1664980 1668096 3117 +
EDA2R NW_005882911.1 XM_006215240.2 2662606 2740096 77491 +
EDAR NW_005882914.1 XM_015248843.1 2246405 2305162 58758
EDARADD NW _005882956.1 XM 015249727.1 1451018 1505076 54059 +
XM_015242118.1 5576444 5651573 75130
FGF10 NW _005882775.1
XM_006207704.2 5576444 5652163 75720
FGF7 NW_005882786.1 XM_006208358.2 6797676 6854679 57004
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Tabla 7. Ubicacidn de los transcritos codificados por los genes reguladores seleccionados

Scaffold Transcrito
Gen Inicio Fin Tamano Hebra
(N° Accesion) (N° Accesion)
FGFR2 NW_005882722.1 XM_015235881.1 886340 986490 100151 +
FOXN1 NW_005882847.1 XM_006211960.1 499956 525741 25786
HOXC13 NW_005882738.1 XM_015238026.1 11647938 11664806 16869 +
XM_006205895.1 9091631 9146433 54803 +
XM_006205898.1 9091631 9159881 68251 +
IGF1 NW_005882757.1
XM_006205897.2 9091710 9160402 68693 +
XM _006205899.1 9093568 9159881 66314 +
IGFBP3 NW_005882964.1 XM_015249781.1 42808 112536 69729
XM _006207273.2 4332417 4351913 19497 +
IGFBP5 NW_005882769.1
XM_015241762.1 4332456 4352366 19911 +
XM_015245895.1 4041024 4121659 80636 +
LEF1 NW_005882848.1
XM_015245893.1 4041030 4145964 104935 +
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Tabla 7. Ubicacidn de los transcritos codificados por los genes reguladores seleccionados

Scaffold Transcrito
Gen Inicio Fin Tamafio Hebra
(N° Accesion) (N° Accesion)
XM_006212063.2 4041032 4146609 105578 +
XM_015245894.1 4041032 4146609 105578 +
MSX1 NW_005882949.1 XM_006216368.1 1248130 1251733 3604
MSX2 NW_005882716.1 XM_006198966.2 3793921 3798701 4781
NOG NW_005882953.1 XM_006216420.1 1389724 1390332 609
WNT10A NW_005882769.1 XM_006207296.2 2589213 2603317 14105
WNT10B NW_005882738.1 XM_006202929.2 7934852 7941195 6344
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Tabla 8. Variantes en regiones promotoras de los genes candidatos seleccionados

Posicién
Gen Scaffold Inicio Fin Transcrito Alelo ref. Alelo alt.
(TSS*)
NW_005882770.
BMP2 3962549 3962549 XM_006207373.2 +56 T C
1
2305064 2305064 +98 G C
NW_005882914.
EDAR 2305084 2305084 XM 015248843.1 +78 G A
1
2305099 2305099 +63 T C
EDARA NW_005882956.
1451103 1451103 XM _015249727.1 +85 C G
DD 1
NW_005882775. XM_015242118.1 -439
FGF10 5652012 5652012 C T
1 XM_006207704.2 +151
HOXC1 NW _005882738.
11647945 11647945 XM_015238026.1 +7 T C
3 1
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Tabla 8. Variantes en regiones promotoras de los genes candidatos seleccionados

Posicion
Gen Scaffold Inicio Fin Transcrito Alelo ref. Alelo alt.
(TSS*)
NW_005882757.
IGF1 9093347 9093347 XM_006205899.1 -221 C T
1
XM_006207273.2 +66
4332483 4332485 TCC T
XM _015241762.1 +27
XM_006207273.2 +70
4332487 4332491 TTTTT TTTTTATTTT
NW_005882769. XM_015241762.1 +31
IGFBP5
1 XM _006207273.2 +76
4332493 4332493 T TTTTTTC
XM 015241762.1 +37
XM _006207273.2 +135
4332552 4332552 T C
XM_015241762.1 +96
NW _005882716.
MSX2 3798654 3798654 XM _006198966.2 +47 C T

1
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Tabla 8. Variantes en regiones promotoras de los genes candidatos seleccionados

Gen Scaffold Inicio

Fin

Transcrito

Posicion

Alelo ref. Alelo alt.

(TSS*)

*TSS: Posicidn con respecto a Sito de inicio de transcripcion. Alelo ref: Alelo de referencia. Alelo alt: Alelo alternativo.

Tabla 9. Variantes sindnimas en genes candidatos

Ubicacié
Ubicacién Alelo Alelo Codoén Codon
Gen Transcrito Hebra n AA
(CDS) Ref. Alt. Ref. Alt.
(proteina)
XM_006207373 + 891 297 A G AGA AGG R
BMP2
2 + 945 315 T C GCT GCC A
XM_015235487 + 102 34 T C CTT CTC L
BMP4
A + 342 114 A C CCA CCC P
XM 006215147
DKK4 + 643 215 C T CTA TTA L

2
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Tabla 9. Variantes sindnimas en genes candidatos

Ubicacié
Ubicacion Alelo Alelo Codon Codon
Gen Transcrito Hebra n AA
(CDS) Ref. Alt. Ref. Alt.
(proteina)
- 39 13 C A CTG CTT L
XM_015248843
EDAR - 537 179 C T TCG TCA S
A
- 660 220 A G GCT GCC A
XM_006208358 - 46 16 T G AGA CGA R
FGF7
2 - 537 179 C T ACG ACA T
XM_015242118
- 333 111 T C CCA CCG P
A
FGF10
XM_006207704
- 333 111 T C CCA CCG p
2
XM_015235881 + 048 316 C T AAC AAT N
FGFR2
A + 540 180 G A AAG AAA K
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Tabla 9. Variantes sindnimas en genes candidatos

Ubicacié
Ubicacion Alelo Alelo Codon Codon
Gen Transcrito Hebra n AA
(CDS) Ref. Alt. Ref. Alt.
(proteina)
+ 1731 577 A G CCA CCG p
- 108 36 A G TCT TCC S
- 294 98 A G CTT CTC L
XM_006211960
FOXN1 - 780 260 A G ACT ACC T
A
- 588 196 C T TCG TCA S
- 1848 616 C T TCG TCA S
- 195 65 C T GAG GAA E
XM_015249781 - 282 94 A G GCT GCC A
IGFBP3
A - 492 164 G A AAC AAT N
- 942 314 G A TAC TAT Y
MSX2 - 48 16 C T GAG GAA E
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Tabla 9. Variantes sindnimas en genes candidatos

Ubicacié
Ubicacion Alelo Alelo Codon Codon
Gen Transcrito n AA
(CDS) Ref. Alt. Ref. Alt.
(proteina)
XM_006198966 285 95 T C ACA ACG T
2 291 97 G A TTC TTT F
XM_006216420 300 100 G A TGC TGT C
NOG
A 348 116 T A TCA TCT S
XM_006207296
WNT10A 948 316 G A GGC GGT G
2
XM_006202929
WNT10B 45 15 C A GCG GCT A

2

CDS: Secuencia codificante; Ref.: Referencia; Alt

.. Alternativo; AA: Aminoacido.
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Tabla 10. Variantes no sindbnimas en genes candidatos

Ubicaci Ubicacio Codd
Alelo  Alelo Coddn AA AA
Gen Transcrito Hebra on n n
Ref. Alt. Alt. Ref. Alt.
(CDS) (proteina) Ref.
+ 74 25 G C CGG CCG R P
+ 1031 344 G A AGC AAC S N
XM_01523548
BMP4 + 25 9 G A GCC ACC A T
7.1
+ 71 24 T G CTG CGG L R
+ 98 33 A G TAC TGC Y C
- 866 289 C T CGG CAG R Q
- 743 248 G A GCG GTG A V
XM_ 01524884
EDAR - 1208 403 A G ATC ACC I T
3.1
- 755 252 C G CGA CCA R P
- 694 232 A G TGG CGG w R
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Tabla 10. Variantes no sindbnimas en genes candidatos

Ubicaci  Ubicacio Codo
Alelo Alelo Codon AA AA
Gen Transcrito Hebra on n n
Ref. Alt. Alt. Ref. Alt.
(CDS) (proteina) Ref.
EDAR XM_01524972
+ 301 101 C G CGG GGG R G
ADD 7.1
HOXC XM_01523802
+ 8 3 T C CTA CCA L P
13 6.1
- 215 72 T C CAG CGG Q R
IGFBP XM 01524978
- 476 159 C T CGT CAT R H
3 1.1
- 182 61 G A GCG GTG A V
XM_01524589
LEF1 + 607 203 A T AAC TAC N Y

5.1
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3. Estandarizacion de la amplificacion del gen BMP4

La herramienta en linea primer-BLAST produjo una lista de 10 pares de
cebadores que podrian emplearse para amplificar la regién deseada del gen BMP4.
Se escogid el par de cebadores con mayor especificidad, cuyas caracteristicas se

detallan en el anexo 3.

El gen BMP4 fue amplificado en 4 condiciones de temperatura de annealing
y 4 concentraciones de MgCl,. La amplificacion fue exitosa en todas las
condiciones probadas (Fig. 6). La especificidad de los productos fue confirmada

por secuenciamiento Sanger.

Ta=62°C 60°C 58°C 56 °C

[MgCIZ] - 1.0]15]20]25 10|15]20]25 1.0]15]20]25 1.0]15]2.0]25
% AR I Th9 (B ¥ ._

&

Productos de
amplificacion
(394pb)

Figura 6. Resultados de la electroforesis de los amplicones de BMP4 en un
gel de agarosa al 2.5%. Se observa que el gen amplifico en todas las
condiciones probadas. Las distancias migradas se observan ligeramente
disparejas debido a que se utilizé un buffer de corrida con tinte fluorescente
incorporado (“Fluorescent Dye”) que distorsiona ligeramente las distancias

migradas. Se utilizo este reactivo para evitar el uso de bromuro de etidio.
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Se escogi6 62°Cy [MgCI2] = 1.0mM como las condiciones de amplificacion
en las siguientes reacciones de PCR para disminuir la posibilidad de obtener

productos inespecificos.

4. Amplificacion del gen BMP4 en la muestra representativa de todo el Peru

El gen BMP4 fue amplificado en 10 mezclas de 3 muestras cada uno para
confirmar que era realmente polimoérfico. Una vez que se confirmd mediante
secuenciamiento Sanger gque este gen era realmente polimérfico, se amplific en
una muestra representativa (muestra Nacional) de las poblaciones de alpaca de todo
el Pert (n = 96). Su amplificacion fue confirmada mediante electroforesis en geles
de agarosa al 2.5%. Estas muestras fueron empleadas solo para la descripcién de la
variabilidad de BMP4 a nivel nacional mas no para el andlisis de evolucion neutral

ni para el analisis de asociacién genética.

5. Amplificacion de BMP4, KAP1-1 y KAP13-1 en la muestra Rural Alianza
para el analisis de asociacion y pruebas de evolucion neutral

Las 151 muestras empleadas en las pruebas de evolucion neutral y el analisis
de asociacion provienen de la EPS Rural Alianza, Puno. Para abreviar, a estas
muestras se les denomina “muestra Rural Alianza” en el resto del manuscrito. La
amplificacion de KAP1-1 y KAP13-1 fue confirmada por electroforesis en agarosa
al 1%. La amplificacion de BMP4 fue confirmada por electroforesis en agarosa al
2.5%. La especificidad y la calidad de los productos de amplificacion fueron

confirmadas en los resultados de secuenciamiento (ver mas adelante).
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6. Resultados del secuenciamiento Sanger

En el anexo 4 se detallan todas las variantes observadas en este estudio, asi
como el nombre oficial de los genes, el simbolo oficial, el alias empleado en este

estudio (BMP4, KAP1-1 y KAP13-1) y el scaffold en el que se ubican.

6.1. Secuenciamiento del gen BMP4 en la muestra Nacional y en la muestra
Rural Alianza

En el andlisis bioinformatico inicial se identificaron 4 variantes genéticas.

Tres de estas fueron encontradas con una alta frecuencia en las 10 mezclas (pools)de
3 muestras cada una (30 muestras en total). La variante restante fue observada en
solo una de las mezclas. Los alelos alternativos en las 4 posiciones fueron los que
se esperaban segun los resultados obtenidos en la fase bioinformatica (Fig. 7 y tabla
11). Por lo tanto, se considerd que ninguna de las4 variantes genéticas eran errores
de secuenciamiento y que tres de estas variantes podrian tener una frecuencia
suficientemente alta como para ser incluidas en un estudio de asociacién genética.
Este segundo punto fue explorado con mayor detalle en el secuenciamiento de los

96 individuos de la muestra Nacional.

El anélisis minucioso de esta region del gen BMP4, mostr6 que la variante en
la posicion 71 con respecto al sitio de inicio de transcripcion predicho en la
anotacion del genoma, recae sobre un microsatélite con unidad repetitiva GGC (ver
mas adelante). Por lo tanto, el alelo de referencia pasaria a ser “G; y el alelo

alternativo, “T”. Asimismo, el aminoacido de referencia seria R; y el alternativo, L.
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Figura 7. Alineamiento de las secuencias del gen BMP4obtenidas a partir de las 10 mezclas de ADN escogidas aleatoriamente
de la muestra Nacional. En el panel superior se muestra el alineamiento de todas las secuencias. Las barras celestes
horizontales representan las secuencias obtenidas con el primer Forward; y las barras anaranjadas, las obtenidas con el primer
Reverse. Las barras verticales del panel superior representan las posiciones en las que la secuencia observada difiere de la
secuencia consenso, y por lo tanto marcan los sitios polimorficos. En el panel inferior se observan los alineamientos de las
secuencias. Los puntos representan las bases que NO difieren de la secuencia consenso. El “contig” mostrado en la parte
inferior representa la secuencia consenso obtenida al alinear todas las secuencias. Las regiones coloreadas en verde en el panel
inferior marcan las posiciones en los que la calidad de las secuencias disminuye. Esto es usualmente observado alrededor de

las posiciones polimorficas.
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Tabla 11. Variantes del gen BMP4 observadas en los 3 genomas secuenciados y

en las 10 mezclas (pools) de ADN escogidas aleatoriamente de la muestra

representativa de todo el Peru

Identificadas en 3 genomas

Observadas en 10 pools

secuenciados(Fase bioinformatica) de ADN*
Alelo de

G IT G A G G A
referencia
Alelo

A 1G C G A T G
alternativo
Ubicacion en la
secuencia 25 71 74 98 25 71 98
codificante
Ubicacion 61201 61201 612018 61202 61201 61201 612021
genoémica 38 84 7 11 38 84 1
Cododn de

GCC CTG CGG TAC GCC CTG TAC
referencia
Codon

ACC CGG CCG TGC ACC CGG TGC
alternativo
Aminoacido de

A iL R Y A R Y
referencia
Aminoacido

T IR P C T L C
alternativo
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Posicion del

aminoacido 9 24 25 33 9 24 33

variante

*La variante en la posicion 74 también fue encontrada en las mezclas de ADN, pero con una
frecuencia aparentemente baja, lo cual se confirm¢d durante el anélisis de una muestra
representativa del Perd. {Luego se confirmd que la timina es el alelo de referencia, por lo

tanto, el aminoacido de referencia es arginina (ver texto principal).

Luego de confirmar que el gen BMP4 fuese realmente polimorfico, se
secuenciaron exitosamente94 de las 96 muestras representativas de todo el Peru
(muestra Nacional) y 147 de las 151 muestras de Rural Alianza. Durante esta fase,
se detectaron en total 11 SNVs (Variantes de un unico nucle6tido. Este término
abarca tanto a los SNPs como a las mutaciones puntuales, que conceptualmente
difieren entre si por su frecuencia poblacional) en las posiciones 6120071, 6120125,
6120138, 6120166, 6120184, 6120187, 6120190, 6120193, 6120211, 6120213,
6120215 del Scaffold17 del genoma de referencia VicPac2.02 de alpaca (N° de
accesion: NW _005882719.1). Las posiciones 6120184, 6120187, 6120190 y
6120193 corresponden al primer nucleodtido de la unidad repetitiva “GGC” de un
microsatélite polimérfico. La variante 6120166 tuvo una frecuencia poblacional
muy baja y solo fue detectada en Rural Alianza (que presenta mayor tamafo
muestral). Las variantes genéticas identificadas se listan en el anexo 4; y sus

frecuencias alélicas en cada poblacién, en el anexo 5.

Como se menciond anteriormente, la presencia de un microsatélite en esta
region afectd negativamente el secuenciamiento, ya que produjo un mosaico de

secuencias que difieren —a partir de la posicion del microsatélite—en unidades
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completas del triplete GGC (figura 8). Este patron observado podria deberse a que
la secuencia en si misma es polimoérfica o debido al fenomeno de “slippage” en el
que la polimerasa comete errores al sintetizar secuencias repetitivas, salteandose
unidades repetitivas completas (tripletes GGC en este caso). Las muestras fallidas
fueron secuenciadas hasta 3 veces con los mismos resultados, confirmandose que

es realmente un microsatélite polimoérfico y no un error de la polimerasa.

Debido a la presencia de este microsatélite, 12 de las 94 secuencias fueron
genotipificadas parcialmente: entre uno de los extremos (posicion 6120071) y el
microsatélite (hasta la posicion 6120190 o 6120193), cercano al cebador Reverse.
Sin embargo, como se vera mas adelante, esto no representé un mayor problema
para el andlisis de asociacion debido al fuerte desequilibrio de ligamiento entre
posiciones cercanas entre si, que permite capturar la variabilidad genética de una

region genomica mediante “tag-SNPs”.
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Figura 8. Consecuencias del microsatélite GGC a nivel del secuenciamiento en el gen BMP4 en la muestra Nacional. En la parte

inferior se presentan 3 secuencias correctas y sin ambiguedades. En la parte superior se muestran 3 muestras que presentan una

mezcla de dos secuencias diferentes a partir de un punto cercano al microsatélite GGC, el cual empieza en la posicion 178. Se
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observa que la regiéon ambigua contiene una superposicion de las secuencias [ATC TTG...] y [GGC GGC...]. La secuencia [ATC
TTG...] es la secuencia que se observa al terminar el microsatélite en las secuencias sin ambigiiedades. Por lo tanto, resulta evidente
que estas regiones ambiguas corresponden a una superposicion de dos secuencias con diferente nimero de unidades repetitivas en

el microsatélite GGC (microsatélites heterocigotos).
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Ademas de las 4 variantes no sin6nimas identificadas anteriormente, se
identificaron otros3 SNPs no sinénimos y 2sin6bnimos con una frecuencia
poblacional relativamente alta (tabla 12, no se muestra la SNV en 6120190 por ser
idéntica a la SNV en 6120193). Uno de estos SNPs no sinbnimos (100C>G) se
ubica en un mismo codon que un SNP sin6nimo identificado en la fase
bioinformética (102T>C) y descrito en la tabla 10. EI haplotipo con los alelos
alternativos en estos dos SNPs (GUC) codifica el mismo aminoacido que el
haplotipo que solo posee el alelo alternativo del segundo SNP (T102C). Ambos

codifican valina.

El anlisis de heterocigosidad, equilibrio de Hardy-Weinberg y desequilibrio

de ligamiento de estos SNPs se detalla méas adelante.

6.2. Secuenciamiento del gen KAP13-1 en la muestra Rural Alianza

Se secuenciaron los 151 individuos seleccionados. Se obtuvieron secuencias
de muy alta calidad para 147 muestras, con indices de calidad Phred score > Q30
en méas del 95% de las bases. La calidad de las secuencias fue confirmada por

inspeccidn visual de los cromatogramas (Figura 15).

Luego de recortar los extremos de las secuencias, que siempre son de baja
calidad, se obtuvo un fragmento de 498 pares de bases de longitud (figura 9). Se
observaron cuatro polimorfismos con MAF (Frecuencia del Alelo Menor) > 0.05,
y un polimorfismo con MAF <0.05. Tres de estos polimorfismos son sustituciones
no sinénimas, y uno de ellos se ubica en una region no codificante, 23pb

downstream al coddn de terminacion (tabla 13).
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Tabla 12. Variantes del gen BMP4 descubiertas en el anlisis poblacional (muestra Nacional)

Identificadas en 3 genomas secuenciados

- e Descubiertas en analisis poblacional
(Fase bioinformatica) P

Alelo de referencia G T G A C G C T
Alelo alternativo A G C G T A G C
Ubicacion en la secuencia codificante 25 71 74 98 12 80 100 102
Ubicacién gendmica 6120138 6120184 6120187 6120211 6120125 6120193 6120213 6120215
Codon de referencia GCC CTG CGG TAC GGC CGG CTT CTT
Codon alternativo ACC CGG CCG TGC GGT CAG GTT CTC
Aminodacido de referencia A L R Y G R L L
Aminoacido alternativo T R P C G Q \V] L
Posicion del aminoécido variante 9 24 25 33 4 27 34 34
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Tabla 13. SNPs del gen KAP 13-1 detectadas en el analisis bioinformatico

SNPs observados

Alelo de referencia G G T G
Alelo alternativo C T A T
Ubicacion respecto a CDS* 276 417 503 -
Ubicacion respecto a TSS** 276 417 503 -
Ubicacién gendmica 151160 151301 151387 151414
Codon de referencia TGG TGG TTC -
Codon alternativo TGC TGT TAC -
Aminoécido de referencia w w F -
Aminoacido alternativo C C Y -
Posicion del amino&cido variante 92 139 168 -

*CDS: Secuencia que codifica la proteina (coding sequence). **TSS: Sitio de

inicio de la transcripcion (Transcription start site). No se incluye el SNP con

MAF < 0.05.
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Figura 9.Cromatogramas de una region amplificada del gen KAP13-1 en la muestra Rural Alianza. La inspeccion visual confirmé que

las secuencias obtenidas fueron de alta calidad. Se muestra una secuencia heterocigota (“S”, strong. Codigo IUPAC que representa
ambigiiedad “citosina o guanina”) en la posicion 314 del alineamiento. Las terminaciones “ 13F” y “ 13R” en el nombre de las

secuencias indican que estas fueron obtenidas con los cebadores Forward y Reverse, respectivamente.
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Figura 10.Se muestra el alineamiento de un grupo de secuencias del gen KAP13-1en la muestra Rural Alianza. Cada fila anaranjada
corresponde a una secuencia obtenida con el cebador “Forward”; y cada fila celeste, a una obtenida con el cebador “Reverse”. Cada
barra vertical marca las posiciones en que el genotipo observado difiere del homocigoto de referencia. Las barras rosadas corresponden
a los heterocigotos; y las barras azules, rojas, verdes y negras, a los genotipos C/C, T/T, A/A y G/G, respectivamente. Las barras
verticales de colores sobre la barra gris horizontal en la parte superior de la gréafica representan la frecuencia observada de cada genotipo

en cada SNP.
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Figura 11. Se muestra el alineamiento de un grupo de secuencias del gen KAP1-1 en la muestra Rural Alianza. Cada fila anaranjada
corresponde a una secuencia obtenida con el cebador “Forward”; y cada fila celeste, a una obtenida con el cebador “Reverse”. Cada
barra vertical marca las posiciones en que el genotipo observado difiere del homocigoto de referencia. Las barras rosadas
corresponden a los heterocigotos; y las barras azules, rojas, verdes y negras, a los genotipos C/C, T/T, AIA'y G/G, respectivamente.
Las barras verticales de colores sobre la barra gris horizontal en la parte superior de la gréfica representan la frecuencia observada de

cada genotipo en cada SNP

89



6.3. Secuenciamiento del gen KAP1-1en la muestra Rural Alianza

Este gen presentd 23 SNVs. En la figura 11 se presenta el alineamiento

de las secuencias obtenidas.

7. Anélisis genético-poblacional

El analisis de genética de poblaciones tuvo dos propositos: a) Describir la
variabilidad genética del gen BMP4 a nivel nacional, debido a que, de encontrarse
un SNP asociado al diametro en BMP4, seria importante conocer si esta variante
genética se presenta toda la poblacién de alpacas del Perd. b) evaluar la posible
estructuracion poblacional y endogamia en la muestra Rural Alianza, ya que estos
fendmenos pueden afectar negativamente el poder estadistico y la frecuencia de
errores tipo | en los estudios de asociacion genética, ademas de producir efectos que
podrian dificultar la identificacion de huellas de seleccion en las pruebas de

evolucion neutral.

La evaluacion de presencia de endogamia (déficit de heterocigotos con
respecto a lo esperado bajo equilibrio de Hardy-Weinberg) y de estructuracion
poblacional fue realizada empleando 10 microsatélites no ligados que se asume son
neutrales y representan las caracteristicas demogréaficas de la poblacion. El analisis
de deficiencia de heterocigotos fue repetido con los genes candidatos para evaluar
si existia deficiencia de heterocigotos en algun locus en particular. Bajo equilibrio
neutral se espera que todos los loci del genoma presenten aproximadamente los
mismos valores de Fis. Finalmente, se realizaron pruebas de equilibrio entre deriva

génica y mutacion bajo evolucion neutral en los tres genes candidatos empleados
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en el andlisis de asociacion. Los analisis de estructuracion poblacional y de

equilibrio neutral solo se realizaron en la muestra Rural Alianza.

7.1. Andlisis de endogamia y estructuracion poblacional en la muestra
Rural Alianza empleando diez microsatélites
Cuatro microsatélites mostraron déficit de heterocigotos (tabla 14). El indice

Fis para los 10 microsatélites considerados en conjunto fue 0.034.

Se empled el software STRUCTURE para evaluar la hipotesis de que las
muestras provienen de K = 2, 3, 4 0 5 poblaciones latentes. Para cada escenario,
todos los individuos mostraron el mismo grado de ancestria respecto a cada
poblacion latente putativa (Figura 12). Por lo tanto, estos 10 microsatélites no

mostraron evidencia de estructuracion poblacional.

Tabla 14. Analisis de heterocigocidad de 10 microsatélites

Heterocigosidad Heterocigosidad HWE* Fis}
Locus  Alelos

observada esperada (p-value) (W&CQC)

LCA19 14 0.662 0.676 0.4062 0.02
LCA37 16 0.799 0.850 0.0003 0.0608
LCAS 10 0.786 0.763 0.7915 -0.0303
LCA66 16 0.799 0.856 0.0252 0.0666
LCAS8 11 0.857 0.853 0.4175 -0.005
YWLL29 9 0.649 0.728 0.0176 0.1082
YWLL36 12 0.87 0.872 0.3066 0.0023
YWLL40 7 0.623 0.665 0.1611 0.0633
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*HWE: Equilibrio de Hardy Weinberg.  W&C: Método de Weir y Cockerham (75).
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Figura 12. Analisis de estructuracion poblacional. Se muestran los resultados de

STRUCTURE en 4 escenarios distintos: desde k = 2 hasta k = 5 poblaciones

latentes. Cada columna representa un individuo (ndtese que no se muestran las

separaciones entre cada individuo). Todos los individuos tuvieron virtualmente

la misma probabilidad de ser asignados a cada poblacion. Por lo tanto, se

concluye que todos los individuos provienen de una sola poblacion

genéticamente homogénea.

7.2. Descripcion de la variabilidad genética de BMP4, KAP1-1y KAP13-1

El gen KAP1 solo fue secuenciado en la muestra Rural Alianza y presentd 23

sitios segregantes, que comprenden tanto SNPs (frecuencia poblacional >1%) como

mutaciones puntuales. Los 23 sitios fueron bialélicos; sin embargo, en 10 de ellos

no se observo uno de los genotipos debido a la baja frecuencia poblacional. El gen

BMP4 presentd 11 sitios segregantes, uno de los cuales presentd una frecuencia

poblacional muy baja y fue detectado en la muestra Rural Alianza (N = 147), pero

no en la muestra Nacional (N = 94), probablemente debido al menor tamafio

muestral de esta. Finalmente, el gen KAP13-1, que solo fue secuenciado en Rural



Alianza, presentd 5 sitios segregantes. Las frecuencias alélicas de todos los sitios

segregantes se detallan en el anexo 5.

El gen BMP4 no presentd deficiencia de heterocigotos en la muestra Nacional
(Fis =-0.0318), ni en Rural Alianza (Fis = 0.0003). Ademas, las frecuencias alélicas
y genotipicas de BMP4 fueron muy similares en ambas muestras (anexos 5 y 6),
por lo tanto, los analisis posteriores solo se realizaron en la muestra Rural Alianza.
El gen KAP1-1 presentd un moderado exceso de heterocigotos (Fis = -0.0595,
muestra Rural Alianza). En contraste, el gen KAP13-1 mostr6 una marcada y
significativa deficiencia de heterocigotos (Fis = 0.2182, muestra Rural Alianza).
Los valores del indice Fis asi como la significancia de las diferencias entre los
valores de heterocigocidad esperada y observada de cada SNP se detallan en el

anexo 6.

Se empled el software PHASE v.2 para reconstruir las fases haplotipicas de
los tres genes candidatos en la muestra Rural Alianza. La longitud de los fragmentos
empleados para este analisis fue 177pb, 763pb, y 498pb para los genes BMP4,

KAP1-1y KAP13-1, respectivamente.

Se identificaron 12 haplotipos en el gen BMP4, 15 en el gen KAP1-1,y 4 en
el gen KAP13-1. Este ultimo presentd dos haplotipos comunes (54.8% y 42.5%) y

dos con frecuencias muy bajas (2.4% y 0.3%).

Los genes BMP4 y KAP1-1 presentaron 3y 4 pares de sitios segregantes con
4 tipos gaméticos, respectivamente. EI nimero minimo estimado de eventos de

recombinacién fue 2 en ambos genes. En contraste, el gen KAP13-1 no presentd
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ningdn par de sitios con 4 tipos gaméticos, y el minimo nimero de eventos de

recombinacion fue cero.

Los perfiles de desequilibrio de ligamiento de los genes BMP4 y KAP1-1
fueron similares, pero difirieron del perfil de KAP13-1. El valor del estadistico |D’|
fue 1 0 muy cerca de 1 para todos los pares de sitios segregantes en los tres genes.
El coeficiente de correlacion al cuadrado (r?) presentd mayor variabilidad que el
estadistico [D’|, especialmente en los genes BMP4 y KAP1-1 (figura 13). Este
estadistico presentd una distribucidén bimodal en el gen KAP13-1, con valores de r
entre 0.99 y 1 para todos los pares de sitios segregantes que no incluyen el SNP
151145 (figura 14), y valores de r?igual a 0.03entre este SNP y todos los demas.
Este fendmeno se debid a la baja frecuencia de su alelo menor (2.4%). La prueba
de Kolmogorov-Smirnov no detectd diferencias entre la distribucion del
desequilibrio de ligamiento (medido mediante el coeficiente de correlacién al
cuadrado) de BMP4 y KAP1-1 (p-value = 0.333). En contraste, si hubo diferencias
entre la distribucion de BMP4 y KAP13-1 (p-value = 0.007) y entre KAP1-1y
KAP13-1 (p-value = 0.005). Finalmente, no existio correlacion entre la distancia y

el desequilibrio de ligamiento en ninguno de los genes (tabla 15 y figura 14).
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Figura 13. Desequilibrio de ligamiento de los SNPs con MAF>0.05 en los genes a) BMP4, b) KAP1-1y c) KAP13-1 en
las muestra Rural Alianza (el perfil de LDdel gen BMP4en la muestra Nacional fue indistinguble del observado en la
muestra Nacional). Los valores ubicados en la interseccion de cada par de SNP representan el valor de desequilibrio de
ligamiento (R? x 100 ). Los colores se encuentran en una escala de colores desde blanco (|D’| = 0) hasta rojo brillante (|D’|
= 1y log of the likelihood odds ratio[LOD] >2) . El color lila representa valores de |[D’| = 1 pero con un valor de LOD <
2. El color blanco representa valores de [D’| menores a 1 y LOD < 2. Solo se muestran los SNPs con MAF>0.05. El valor

de LOD es un indicador del nivel de significancia, a mayor valor, mayor significancia.
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Figura 14. Desequilibrio de ligamiento en los tres genes candidatos. a) Histograma de la densidad del coeficiente de
correlacion al cuadrado. b) Distribucién acumulada empirica. ¢) Coeficiente de correlacion al cuadrado versus la distancia

medida en pares de bases.

Tabla 15. Correlacion entre el desequilibrio de ligamiento y
la distancia

Coeficiente de
Gen p-value
Correlacién de Spearman

BMP4 0.157 0.360
KAP1-1 -0.047 0.501
KAP13-1 -0.031 0.931

El desequilibrio de ligamiento se midié mediante coeficiente de

correlacion (r?). La distancia se midio en pares de bases
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8. Pruebas de equilibrio evolutivo neutral

Los estimadores 0.y Os tuvieron valores similares en los genes BMP4 y
KAP1-1, lo que concuerda con lo esperado bajo equilibrio neutral. En cambio, 6

fue 4 veces mayor que el estimador 6s para el gen KAP13-1 (Tabla 16).

Tabla 16. Valores de lo estimadores de 0 por sitio (4Net)

Estimador BMP4 KAP1-1 KAP13-1
0s 0.0093 0.0047 0.0016
Or 0.0129 0.0063 0.0041

Los genes BMP4 y KAP1-1 no mostraron evidencia de exceso o déficit de
alelos raros mediantes mediante las pruebas D de Tajima o Fs de Fu (Tabla 18), lo
que sugiere ausencia de expansion poblacional, seleccion negativa (background
selection) o de barridos selectivos fuertes. En contraste, el gen KAP13-1 si mostro
evidencia de deéficit de alelos raros mediante la prueba D de Tajima (p-value=
0.006), lo que sugiere un cuello de botella en curso, seleccion balanceante o barrido
selectivo débil. La prueba de Ewens-Watterson (89) que evalla la hipotesis
alternativa de seleccion balanceante no fue significativa para ninguno de los genes

(Tabla 17).

La distribucion del namero de diferencias entre pares de secuencias (MMD,
mismatch distribution) fue multimodal para los tres genes analizados (figura 15);
por lo tanto, no hay evidencia de expansion poblacional ni de seleccion negativa o
barridos selectivos fuertes. Los mismos resultados fueron obtenidos con la prueba

R2 de Ramos-Onsins y Rozas (tabla 17). Finalmente, la prueba ZnS de Kelly que
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compara el perfil de desequilibrio de ligamiento observado con el perfil esperado
bajo la hipétesis nula de equilibrio neutral, sugiere que KAP13-1 ha pasado

recientemente por un barrido selectivo débil (tabla 17).

Tabla 17. Resultado de las pruebas de equilibrio entre deriva y mutacién

bajo evolucion neutral

Test Gen Estadistico* P-valuei
BMP4 0.873 0.1287
D de Tajima KAP1-1 0.894 0.102
KAP13-1 2.822 0.006
BMP4 -0.234 0.891
Fs de Fu KAP1-1 1.834 0.99
KAP13-1 6.325 0.995
BMP4 0.224/0.276 0.358
Test de homocigocidad de
KAP1-1 0.204/0.22 0.532
Ewens-Watterson
KAP13-1 0.481/0.627 0.287
BMP4 0.114 0.86
R2 de Ramos-Onsins y
KAP1-1 0.110 0.872
Rozas
KAP13-1 0.204 0.998
BMP4 0.106 0.137
Zns de Kelly KAP1-1 0.116 0.069
KAP13-1 0.608 0.007

(*)La prueba de Ewens-Watterson compara el estadistico F esperado y el

observado. (f) El p-value de las pruebas D de Tajima y ZnS de Kelly es
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(Pr(estadistico simulado)> estadistico observado). En las tres pruebas
restantes, el p-value es (Pr(estadistico simulado)<estadistico observado).
El p-value de todas las pruebas se obtuvo simulando genealogias bajo la
hipdtesis nula condicionadas en el numero de sitios segregantes
observados en cada gen. Se obtuvieron valores muy similares en
simulaciones condicionadas en el valor de 6 como estimador del

pardmetro 4Ne|l.
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Figura 15. Distribucién del nimero de diferencias entre pares de secuencias (MismatchDistribution). a) BMP4, b) KAP1-1,
c)KAP13-1. Los intervalos de confianza fueron obtenidos con el software Arlequin 3.5, y corresponden a la hipotesis nula de
ausencia de expansion poblacional. El algoritmo implementado en Arlequin fue incapaz de obtener los intervalos de confianza para

el gen KAP13-1 debido a la baja variabilidad que este presenta.
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9. Estudio de asociacién genética

9.1. Andlisis de potencia estadistica

La potencia estadistica se estimé mediante un método analitico y mediante
simulaciones. EI método analitico arroja resultados exactos (si se cumplen los
supuestos del modelo), pero solo es aplicable para la situacion poco realista en que
el locus candidato tiene efectos puramente aditivos sobre el fenotipo. EI método
analitico se detalla en el anexo 2. En la simulacién se considerd que el locus ejerce
efectos de dominancia, con d = a/3, y se evalud la potencia estadistica cuando el

modelo de asociacion empleado incluye o excluye los efectos de dominancia.

En general, el modelo netamente aditivo alcanza mayor poder estadistico que
el modelo que incluye dominancia. Las simulaciones mostraron que si el locus
presenta dominancia, la potencia estadistica no es simetrica con respecto a las
frecuencias alélicas. Es decir, no se alcanza la misma potencia para frecuencias
alélicas p y 1-p. El modelo de asociacion puramente aditivo alcanza mayor
potenciacuanto mayor sea la frecuencia del alelo cuyo efecto tiene el mismo signo
que el efecto de dominancia. Por ejemplo, para un SNP con alelos B y b, y
frecuencias f(B) = p; f(b) = q; y valores genotipicos medio “-a”, “d”, “a” para los

[1P2)

genotipos bb, Bb, BB, respectivamente, es posible detectar valores de “a” mas
pequefios si los valores “a” y “d” tienen el mismo sentido y el efecto “a”
corresponde al homocigoto mas frecuente (comparar las curvas para p=0.2 y p=0.8

en la figura 16). En un escenario pesimista, con f(B)=p=0.1 (es decir, el efecto de

dominancia tiene signo opuesto al valor medio del homocigoto mas frecuente), se
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alcanza una potencia estadistica de 70% para un SNP que explica aproximadamente

el 7% de la varianza genética aditiva.

La potencia estadistica del modelo que incluye dominancia incompleta y
efectos aditivos muestra una mayor dependencia de las frecuencias alélicas,
alcanzando un maximo valor para frecuencias alélicas intermedias (figura 15). Este
modelo también alcanza mayor potencia cuando el efecto de dominancia tiene el

mismo sentido que el valor medio del homocigoto mas frecuente.
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Figura 16. Graficas de poder estadistico alcanzado segun la proporcion de la
varianza fenotipica explicada por el efecto los efectos genéticos aditivos. Arriba
se muestran los resultados de un modelo en el que solo se incorporan los efectos
geneticos aditivos en la regresion lineal. Abajo se muestran los resultados al
incluir los efectos de dominancia (ademéas de los efectos aditivos). La linea

punteada en ambas graficas representa la estimacion mediante un metodo
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analitico (detallado en el anexo 2) que asume que el rasgo cuantitativo es

influenciado solo por efectos genéticos aditivos

9.2. Anélisis de asociacion de los genes BMP4, KAP1-1y KAP13-1

Se seleccionaron 5 tag-SNPs en el gen BMP4 y 9 en el gen KAP1-1. Las
demas variantes fueron excluidas del analisis de asociacion debido a que portaban
escasa 0 nula informacion adicional. Por ejemplo, en la figura 17 se muestra la
distribucion del didmetro de la fibra segin cada genotipo de los 4 SNPs de KAP13-
1 con MAF (frecuencia del alelo menor) > 0.05. No se observan diferencias entre
los genotipos en ninguno de los SNPs. Asimismo, el didmetro de la fibra se
distribuye de manera idéntica en los 4 SNPs debido al fuerte desequilibrio de
ligamiento que genera redundancia en la variabilidad genética que captura cada uno

de estos.

El andlisis de asociacion se realizé de 3 modos diferentes. Primero se realiz
el analisis empleando solo un gen a la vez, ademas del sexo. Los resultados se
encuentran en la tabla 18.Luego, se repitio el analisis pero esta vez considerando
los efectos de dominancia (anexo 7, tabla 25). Finalmente, se consider6é un modelo
completo con todos los tag-SNPs simultdneamente y se aplicé un analisis de
varianza sobre el modelo global para seleccionar las variables significativas del
modelo(90). EIl andlisis de varianza compara el modelo completo con el modelo
nulo, y evalla si la reduccion en la suma del cuadrado de los errores es significativa.

Los resultados se detallan en la tabla 26 del anexo 7.

No se encontr6 asociacion entre el diametro de la fibra de alpaca y ninguno

de los tag-SNP de los genes BMP4, KAP1-1 ni KAP13-1 (p-value>0.05 para todos
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los SNPs) en ninguno de los modelos. EI SNP 3451703 en el gen KAP1-1 fue el
mas proximo a alcanzar la significancia estadistica. Sin embargo, este efecto se

debio a un unico valor extremo en uno de los genotipos (figura 17).

Tabla 18. Resultados del analisis de asociacién — solo efectos aditivos

Gen SNP Variable Coef.  ErrorEst. p-val R?

(Intercepto)  20.66 0.319 0.000
6120125 sexo 0.65 0.845 0.440 0.020

aditivo 0.69 0.479 0.154

(Intercepto) 21.13 0.477 0.000

6120138 sexo 0.75 0.847 0.379 0.008
aditivo -0.21 0.367 0.560
BMP4
(Intercepto) 21.26 0.291 0.000
6120213 sexo -0.01 0.835 0.987 0.028
aditivo -1.28 0.681 0.062
(Intercepto)  20.78 1.189 0.000
6120215 sexo 0.41 0.923 0.655 0.002
aditivo 0.18 0.641 0.779
(Intercepto)  21.69 0.495 0.000
3451340 sexo 0.84 0.877 0.339 0.033
aditivo -0.74 0.386 0.056
KAP1-1
(Intercepto) 21.15 0.376 0.000
3451449 sexo 0.73 0.872 0.404 0.010
aditivo -0.39 0.435 0.369
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Tabla 18. Resultados del andlisis de asociacion — solo efectos aditivos

Gen SNP Variable ~ Coef.  ErrorEst. p-val R?
(Intercepto) 22.35 1.358 0.000
3451454  sexo 0.71 0.868 0.415 0.013
aditivo -0.77 0.718 0.285
(Intercepto) 19.67 0.907 0.000
3451515 sexo 0.60 0.863 0.486 0.020
aditivo 0.76 0.522 0.150
(Intercepto)  20.53 1.561 0.000
3451703 sexo 0.66 0.870 0.451 0.005
aditivo 0.21 0.808 0.800
(Intercepto)  20.55 1.040 0.000
3451870 sexo 0.67 0.872 0.441 0.005
aditivo 0.21 0.569 0.707
(Intercepto)  20.92 0.414 0.000
KAP13-1 151301 sexo 0.79 0.851 0.357 0.007
aditivo -0.04 0.332 0.893
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Figura 17.Panel superior: graficos de cajas del didmetro observado segun cada
genotipo en los 4 SNPs del gen KAP13-1 con MAF >0.05. Panel inferior:
Gréfica de cajas de los dos SNPs que estuvieron mas cerca de alcanzar la

significancia estadistica.
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VI. DISCUSION

Este estudio tuvo como objetivo identificar genes que influencian rasgos
productivos de la fibra de alpaca. Se emplearon varias pruebas de evolucién neutral
para evaluar si el gen regulador (BMP4) o los dos genes estructurales (KAP1-1y
KAP13-1) analizados presentaban huellas de seleccion en una poblacion de alpacas
destinada a la produccién de fibra. Asimismo, se realizo en la misma poblacion un
analisis de asociacion entre el diametro de la fibra (una de las caracteristicas
morfoldgicas de la fibra de alpaca con mayor importancia economica) y las

variantes genéticas en los tres genes mencionados.

No se encontr6 una diferencia significativa entre el diametro promedio de la
fibra de alpacas hembras y machos en la muestra Rural Alianza, poblacion en la
que se realizaron las pruebas de equilibrio evolutivo neutral y el andlisis de
asociacion genética (no se pudo incluir la muestra Nacional por no contarse con
informacion fenotipica de ella). Ello difiere de reportes anteriores en los que la fibra
de alpacas hembras presentd un didmetro mayor por 0.95um(91). La carencia de
significacion estadistica en este estudio podria deberse al escaso nimero de alpacas
macho en la muestra empleada (15 individuos), lo que no habria permitido alcanzar

una diferencia significativa.

El diametro de la fibra no presentd distribucién normal en la muestra
completa (Shapiro-Wilk, p-value = 0.043), pero si en los machos y hembras por
separado. La calidad de la fibra fue muy alta, con una media de 20.95um y una
desviacion estandar de 3.04um. La proporcion de Baby (entre 19.5 y 22.5 um) y

Royal(<19.5 um) alpaca fue de 39 y 32%, respectivamente. La alta calidad de la

111



fibra sugiere que esta poblacion de alpacas se encuentra bajo seleccion artificial
para el diametro o que fue fundada a partir de una poblacion con una fibra de alta
calidad. Cabe destacar que el didmetro de la fibra no es la Unica caracteristica que
presenta evidencia de seleccidn artificial: todas las muestras de alpaca fueron de
color blanco y de raza huacaya, lo que implica intervencién humana para mantener

la poblacién con estas caracteristicas homogéneas.

En un esfuerzo por seleccionar y evaluar un gen regulatorio que pudiese jugar
un papel importante en la determinacion de los atributos de la fibra en alpaca, se
identificaron y anotaron las variantes de 22 genes que regulan el desarrollo del pelo
en mamiferos, explorando para ello el genoma completo de tres alpacas
secuenciadas para un proyecto anterior. Se escogio el gen BMP4 debido a que fue
el que presentd mayor cantidad de variantes genéticas que podrian tener un
importante impacto sobre la funcién de la estructura y funcion de las proteinas

(tabla 10).

Una variante sindnima, y las cuatro no sinénimas del gen BMP4 identificadas
en la fase bioinformatica, fueron confirmadas durante el secuenciamiento de una
muestra de alpacas representativa del Per( (tabla 12). Por lo tanto, se confirma la
alta calidad de las variantes identificadas en el secuenciamiento de genoma

completo.

El andlisis de 10 microsatélites en la poblacion Rural Alianza encontrd una
ligera deficiencia de heterocigotos (Fis = 0.034). Sin embargo, el andlisis de
STRUCTURE no mostro evidencia de estructuracion poblacional (figura 12). Ello

concuerda con un estudio anterior que no encontré estructuracion poblacional
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dentro de siete granjas de alpaca de Junin, Huancavelica y Puno, aungue si encontrd
diferenciacién entre la poblacion de alpacas de Huancavelica y las otras regiones
(92). Por lo tanto, se concluye que este ligero déficit de heterocigocidad en la
muestra Rural Alianza se debe a la consanguinidad, posiblemente vinculada con la
seleccion artificial a la que esta poblacion estaria sujeta o al limitado tamafio
poblacional. Cabe destacar que la seleccion reduce la variabilidad genética tanto a
nivel global (es decir, en todo el genoma) como a nivel local (es decir, en el locus
bajo seleccion y las regiones circundantes). Sin embargo, el efecto local es mucho

mas fuerte que el efecto global(40).

El analisis del gen KAP13-1 mostr6 un gran déficit de heterocigocidad para
todos los SNPs (muestra Rural Alianza), con desequilibrio de Hardy-Weinberg
altamente significativo (p-value < 0.01), y con indices Fis entre 0.21 a 0.22 (anexo
6, tabla 24). Se descarta que el déficit de heterocigocidad de KAP13-1 se deba
exclusivamente a la endogamia o a la estructuracion poblacional debido a que los
10 microsatélites y los genes BMP4 y KAP1-1 presentaron valores bajos de Fis
(anexo 6, tabla 24). Ademas, el analisis de los 10 microsatélites con STRUCTURE
no encontrd grupos latentes genéticamente diferenciados (figura 12). Cabe destacar
gue estos 10 microsatélites han permitido identificar 3 grupos de alpaca
genéticamente diferenciados, dos de los cuales provienen de la misma region

(Huancavelica) (92).

Los genes BMP4 y KAP1-1 presentaron un perfil de desequilibrio de
ligamiento muy similar, pero diferente del de KAP13-1 (figuras 13 y 14). Este gen

presentd un elevado desequilibrio de ligamiento, con valores de r2 entre 0.98 y 1
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para todos los pares de sitios segregantes que excluyen al SNP 151145. Este SNP
presentd una frecuencia alélica muy baja (2.4%) y un menor desequilibro de
ligamiento con los deméas SNPs, lo que sugiere que esta mutacion es mucho mas

reciente(93).

Valores de Fis tan altos como los observados en el gen KAP13-1 son muy
inusuales en poblaciones naturales panmicticas, pero podrian observarse en un gen
asociado a un rasgo que influencia el fitness en una poblacion sujeta a una fuerte
seleccién (94). La seleccidon también podria explicar el elevado desequilibrio de
ligamiento en el gen KAP13-1(60). Se aplicaron varias pruebas de neutralidad para
evaluar la hipdtesis de que los bajos niveles de diversidad genética en el gen
KAP13-1 estarian causados por seleccion (tabla 17). Estas pruebas también fueron
aplicadas a los genes BMP4 y KAP1-1, ya que fendmenos demograficos pueden

dejar huellas genéticas similares a las generadas por la seleccion(37).

La distribucion de diferencias entre pares de secuencias (MMD, Mismatch
Distribution) del gen BMP4 fue bimodal y estuvo dentro del intervalo de confianza
al 95% de los valores esperados bajo equilibrio neutral (figura 14); lo que indica
que no hay evidencia de expansion poblacional, seleccion negativa ni barridos
selectivos fuertes(95). La MMD del gen KAP1-1 también fue bimodal; sin
embargo, la segunda moda excedio el intervalo de confianza al 99% de los valores
esperados bajo equilibrio neutral. No obstante, ello no es indicativo de seleccion
negativa o positiva ni de expansion poblacional, ya que bajo esas condiciones se
hubiera esperado una distribucion unimodal. KAP13-1 también mostro una

distribucion bimodal, siendo O la primera moda (figura 15). Ello se debe a que
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debido a la escasa diversidad de este gen, muchos pares de haplotipos no presentan
ninguna diferencia. La distribucion bimodal de los tres genes sugiere que no ha
habido una expansion poblacional reciente; ademas, ninguno de estos se encontraria

bajo seleccion negativa ni habria pasado por un barrido selectivo fuerte(95).

La prueba R2 de Ramos-Onsins y Rozas no fue significativa para ninguno de
los genes candidatos (tabla 18). Esta prueba también emplea el nimero de
diferencias entre pares de secuencias, ademas del nimero de sitios segregantes y de
singletons (mutaciones Unicas), para evaluar si el gen se encuentra en equilibrio

neutral (44). La prueba R2 corrobora los resultados del analisis MMD.

La prueba Fs de Fu que evalua la distribucion de las frecuencias alélicas no
mostro evidencia de expansion poblacional, seleccion negativa ni barrido selectivo
fuerte en ninguno de los genes. La prueba D de Tajima no fue significativa en los
genes BMP4 ni KAP1-1 (tabla 17), lo que descarta expansién poblacional o

seleccion en estos genes (42).

El estadistico D de Tajima del gen KAP13-1fue muy alto y significativo (D
= 2.822), lo que sugiere déficit de alelos raros debido a reduccion del tamafio
poblacional o seleccion balanceante (37,42).La prueba D de Tajima también puede
ser significativa debido a la ocurrencia de barridos selectivos débiles. En ese
escenario, el valor esperado del estadistico D de Tajima es aproximadamente cero;
sin embargo, su varianza incrementa mucho. Por ello, valores muy altos de D no
descartan barridos selectivos débiles (57). En presencia de barridos selectivos
fuertes, el estadistico D de Tajima tiende a adoptar valores muy negativos y

significativos.
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El gen KAP13-1 presentd un valor de ZnS maés alto que el esperado bajo
equilibrio neutral lo que sugiere la accion de un barrido selectivo débil reciente en
0 muy cerca de este gen (tabla 17) (57). Esta prueba estd basada en el perfil de
desequilibrio de ligamiento esperado bajo equilibrio neutral, y se diferencia de las
demas por su capacidad de detectar barridos selectivos débiles (57,60). Esta prueba
pierde potencia rapidamente tras finalizar el barrido debil debido a que el
desequilibrio de ligamiento es destruido rapidamente por la recombinacion; lo que
sugiere que el barrido selectivo aun esta en marcha o habria terminado durante las
ultimas 0.05N. generaciones, aproximadamente, ya que caso contrario seria

dificilmente detectable (57).

Cuando existe un barrido selectivo fuerte, se espera que el estadistico ZnS
tome valores cercanos a cero (60). Ello se debe a que el desequilibrio de ligamiento,
medido por el coeficiente de correlacion al cuadrado r?, disminuye debido a que los
alelos raros no logran alcanzar altos valores de r?. EI mismo comportamiento se
observa cuando existe seleccion negativa o expansion poblacional bajo neutralidad
(61). En una poblacion de tamafio constante, una region gendémica que evoluciona
neutralmente pero con eventos de recombinacion también mostrara valores bajos
de ZnS debido que el desequilibrio de ligamiento es destruido por accion de la

recombinacion (61).

En este estudio se empled el minimo numero de eventos de recombinacion
observados para estimar el parametro poblacional de recombinacion (4Nec) (62).
Ello implica que este parametro puede haber sido subestimado, pero es muy

improbable que haya sido sobreestimado.
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La recombinacidn tiene efectos opuestos sobre las pruebas de equilibrio
neutral dependiendo de si la hip6tesis nula es verdadera o falsa (56). Cuando la
hipotesis nula es verdadera y el locus presenta recombinacion, los estadisticos R2,
Fs, D y ZnS toman valores muy bajos y las pruebas correspondientes son liberales
(es decir, incrementa la frecuencia de errores estadisticos tipo 1), favoreciendo la
hipotesis alternativa de expansion poblacional, seleccion negativa, o barrido
selectivo fuerte. En contraste, cuando ha ocurrido una expansion poblacional, las
pruebas R2, ZnSy D pierden poder y favorecen la hipotesis nula. La prueba Fs tiene

un comportamiento opuesto y se vuelve ligeramente liberal.

Las pruebas Fs y R2 fueron no significativas para los tres genes. Por lo tanto,
la posible subestimacion de la recombinacién no indujo a rechazar incorrectamente
la hipdtesis nula vy, al contrario, estas pruebas podrian haberse comportando de

manera conservadora(61).

Los estadisticos ZnS y D presentaron valores positivos muy altos, en el gen
KAP13-1, en contraposicién a lo esperado bajo seleccion negativa, barridos fuertes
0 expansion poblacional(42,60). Asimismo, estos resultados no son explicados por
una posible subestimacion del parametro de recombinacion y respaldan la hip6tesis
de que KAP13-1 ha sido afectado por un barrido selectivo débil o por un barrido

fuerte acompanado de recombinacion (57,61,96).

El perfil de diversidad genética de KAP13-1 no corresponde al esperado bajo
seleccidn balanceante. Los valores elevados del estadistico D de Tajima y ZnS de
Kelly, ademas de las frecuencias alélicas intermedias, concuerdan con una

seleccién balanceante. Sin embargo, bajo este escenario se esperaria observar un
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exceso de heterocigocidad, en contraposicion a lo observado en KAP13-1 (39). Los
resultados de la prueba de homocigocidad de Ewens-Watterson tampoco respaldan

la hipdtesis alternativa de seleccidn balanceante en ninguno de los genes(89).

El apareamiento selectivo (“assortative mating”) puede generar un déficit de
heterocigotos e incrementar el desequilibrio de ligamiento. Este fendmeno implica
que los individuos eligen parejas reproductivas con fenotipos similares al de si
mismos (35). Sin embargo, KAP13-1 se encuentra rodeado de un clister de genes
que codifican queratinas y otras proteinas asociadas a queratinas. No existe
evidencia de que alguno de estos genes determine alguna caracteristica fenotipica
relacionada a la eleccién de comparieros sexuales. Por lo tanto, resulta inverosimil
que este fendmeno sea el responsable de la escasa diversidad genética en KAP13-

1.

También se descarta que la baja diversidad genética en KAP13-1 se deba a
una reduccion del tamafio poblacional. Los eventos demograficos dejan sefiales a
lo largo de todo el genoma(39). Por lo tanto, si hubiera ocurrido una reduccion

poblacional, los genes BMP4 y KAP1-1 también se habrian visto afectados.

Un barrido selectivo débil en KAP13-1 o en una region cercana es la
explicacién mas probable para las caracteristicas del gen KAP13-1. Este fendmeno
explica satisfactoriamente el escaso nimero de haplotipos y sitios segregantes, las
frecuencias alélicas intermedias, el elevado desequilibrio de ligamiento y el déficit

de heterocigotos (57,96,97).
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El anélisis de potencia estadistica mostré que el tamafio muestral empleado
en el estudio de asociacion genética permitio alcanzar un poder por encima de 0.8
para detectar SNPs que expliquen mas del 10% de la varianza fenotipica (figura
16). Anteriormente se ha postulado que existiria un gen ain no conocido que
explicaria hasta el 57% de la varianza del didmetro de la fibra de alpaca (10). El
poder estadistico alcanzado en este estudio seria suficiente para detectar un gen con
un efecto tan grande si este fuese o estuviera en LD con alguno de los SNPs

evaluados en el andlisis de asociacion.

Se empled un modelo de asociacién que ha sido utilizado para identificar
SNPs asociados a 8 rasgos cuantitativos en una poblacién humana coreana (98), y
para identificar marcadores asociados a los niveles de expresion de alrededor de
mas de 1000 genes en poblacién humana europea (99). Ademas, se encuentra
implementado en el software PLINK desarrollado para realizar estudios de
asociacion genética (86) y ha sido recomendado para estudios de asociacion en

individuos no emparentados en ausencia de estructuracion poblacional (64).

El andlisis delos genes KAP1-1, BMP4 y KAP13-1 no mostré asociacion
estadistica con el diametro de la fibra (p-value>0.5). Dado el poder estadistico
alcanzado en este estudio, se puede concluir que es muy improbable que los
polimorfismos con la mayor contribucidn sobre el didmetro de la fibra de alpaca se
encuentren en la proximidad de alguno de los SNPs analizados. Cabe mencionar
que un estudio anterior tampoco encontrd asociacion entre el didmetro de la fibra

de alpaca y otra proteina asociada a Keratina (KAP11-1)(24), resaltando la
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dificultad que suelen presentar los estudios de genes candidatos para encontrar

asociaciones genotipo-fenotipo.

Es improbable que el barrido selectivo en KAP13-1 se deba a la seleccion del
diametro de la fibra por dos razones: a) Si KAP13-1 tuviese un efecto grande sobre
el didmetro, el analisis de asociacion hubiese resultado significativo (ver grafica de
potencia estadistica, fig. 16); b) Si KAP13-1 tuviese un efecto pequefio sobre el
diametro de la fibra, no se hubiera detectado ninguna huella de seleccion, ya que la
presion de seleccidon no deja huellas de seleccidén convencionales en genes con
efectos pequefios. Por ejemplo, un estudio evalud si existe coincidencia entre las
regiones del genoma con evidencia de seleccién y las regiones del genoma que
contienen polimorfismos que afectan 7 rasgos cuantitativos poligénicos gque estan
sujetos a una fuerte seleccion en vacas lecheras (contenido de grasa, proteina, etc.,
en leche obtenida de vacas Holstein y Jersey) (100). De las 35 comparaciones
realizadas (5 contrastes diferentes por 7 rasgos cuantitativos) solo dos fueron
estadisticamente significativos. En cambio, si se encontro6 evidencia de seleccién en
genes que determinan rasgos simples (monogénicos u oligogénicos) empleados
para definir las diferentes razas de ganado vacuno, tales como el gen POLLED, que
determina la presencia o ausencia de cuernos, y 4 genes que determinan el color y
el patron de la pigmentacion. También se detectd huellas de seleccidn en genes
mayores (genes con un efecto grande sobre un rasgo poligénico), aunque estas
huellas de seleccion no fueron tan evidentes como en el caso de los rasgos
monogenicos(100). Resultados similares se obtuvieron en un estudio independiente

también en ganado bovino (101).
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Es posible que KAP13-1 o un gen muy cercano afecte un rasgo monogénico
u oligogénico, o que tenga un gran efecto sobre algun rasgo poligénico (el cual no
seria el diametro de la fibra). El tipo de fibra (suri/huacaya) es la Unica caracteristica
morfoldgica de la fibra de alpaca que se conoce sigue una herencia monogénica u
oligogénica (7). Se ha postulado que existen dos genes que determinan el tipo de
fibra, y uno de ellos se encontraria en un clUster de proteinas asociadas a keratina
(8). El gen KAP13-1 se encuentra cerca del extremo del scaffold101 y est4 rodeado
de varias proteinas paralogas (Keratin-associated protein 13-1 like) y otras
proteinas asociadas a keratina. Es posible que KAP13-1 se encuentre cerca de o sea

uno de los genes que determinan el fenotipo suri/Huacaya.
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VII. CONCLUSION

Existen al menos 5 polimorfismos genéticos que podrian afectar

significativamente la estructura y funcion del gen regulador BMP4.

La poblacion de alpacas de la EPS Rural Alianza, de donde provienen las
muestras empleadas en el analisis de asociacion, presentan bajos niveles de

endogamia y ausencia de estratificacion poblacional.

Se encontro evidencia de a) seleccion positiva a través de un barrido selectivo
en o cerca del gen KAP13-1. Este gen u algun otro muy cercano podria influenciar
alguna caracteristica morfolégica de la fibra con herencia monogénica u
oligogénica sujeta a seleccion. Los genes BMP4 y KAP1-1 no presentaron huellas

de seleccion.

No se encontrd una asociacion entre el diametro de la fibra y las variantes de

los genes KAP1-1, KAP13-1 ni BMP4.
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ViIl. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar un analisis de asociacion genética entre el gen

KAP13-1y el tipo de fibra de alpaca.

Se recomienda sustituir el enfoque de genes candidatos por enfoques
genémicos, tales como chips de genotipificacion, genotipificacion por
secuenciamiento, secuenciamiento de exoma completo o secuenciamiento de
genoma completo para acelerar la identificacion de los genes que influencian los

rasgos productivos de alpaca.
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ANEXOS

Anexo 1. Derivacion de las ecuaciones de la varianza genética
Sea “G” los efectos genéticos de un locus sobre un determinado rasgo cuantitativo.

Entonces:

G=A+D
Donde “A” es el efecto aditivo, y “D” el efecto de dominancia.
La varianza de la suma de dos variables aleatorias X, Y es:

Olyry) = 0% +0% + 20xy
Por lo tanto, la varianza de G esta definida por:
0 = ai+ah + 20,p

Por definicion, no existe correlacion entre los componentes aditivos y los no
aditivos, por lo tanto, la covarianza es cero y la varianza de G se reduce a la

siguiente expresion:
0é = oi+0p
... Ecuacion a

La varianza de una variable aleatoria X con media 1 es:

2 Zév=1(xi _#)2
Oy = N



Por lo tanto, se puede calcular la varianza de los efectos genéticos ponderando la
diferencia entre cada valor genotipico medio y la media poblacional por las

frecuencias genotipicas esperadas bajo equilibrio de Hardy-Weinberg:
o = p*(a—w? +2pq(d — w)? + q*(—a — u)*
o¢ = 2pqla+d(q — p)I* + (2pqd)?
a¢ = 2pqa® + (2pqd)?
... Ecuacion b
Ademas, por definicion:
Ajj = a; + a; = breeding value

Donde “Aij” es la suma de los efectos aditivos de los alelos “i”, “5”” de un locus. No
existe correlacion entre los efectos alélicos ai, aj. Por lo tanto, la varianza de los
efectos genéticos aditivos de un genotipo AiA; equivale a la varianza de su breeding

value:
2

— 52 2
Op;; = Uai+0aj

Notar que la media poblacional de los breedingvalues es cero bajo equilibrio de

Hardy-Weinberg:
U(preeding value) = pZ(an) + qu(q - p)a + qz(—Zpa)
U(breeding value) = 2pqalp + (q - P) —q]

U(preeding value) = 0



La varianza poblacional de los efectos genéticos aditivos se puede obtener
ponderando la varianza de cada breeeding value por su frecuencia poblacional

esperada bajo equilibrio de Hardy-Weinberg (64). Por lo tanto, la varianza genética

aditiva es:
a; = p*(2qa — 0)* + 2pq[(q — p)a — 0]* + q*(—2pa — 0)?
o} = 2pqa’
...Ecuacion ¢

La varianza de los efectos de dominancia se halla reemplazando las ecuaciones b y

c en la ecuacion a:
oé = of+op
05 =0t — o}
of = 2pqa® + (2pqd)? - 2pqa?

o5 = (2pqd)?



Anexo 2. Calculo de potencia estadistica mediante método analitico
A continuacion se presenta una demostracion de un método comdnmente empleado
para calcular la potencia estadistica de un estudio de asociacidn genética para rasgos

cuantitativos en individuos no emparentados (102).

[13%2]
1

Sea Yi el fenotipo de un individuo influenciado por un locus B con dos alelos
B1 y Bo. La desviacion de Y con respecto a la media poblacional puede atribuirse
a los efectos genéticos aditivos (A) y los efectos residuales (E), que incluyen

dominancia, epistasis, efectos ambientales de todo tipo. Por lo tanto:

Y=u+A+E
Ecuacion 1
Ademas,
Ap = x100 + X520,
A=x100 +x0,
Ecuacion 2

Donde x1, X2 representan el nimero de copias de los alelos B1 y Bo, respectivamente,
que porta un individuo cualquiera, de tal modo que x1 + X2 = 2 (especie diploide).

Reemplazando la ecuacién 2 en 1:

Yi=pu+xia1 + x50, + E

Yi=y+x10l1+(2—x1)a2+E

Yi=pu+2a, + xj00 —x10, + E



Yi=,u+2a2+x1(a1—a2)+E

Y, =Bo+pix1 +E

Donde:

* Po=p+ 20

*  B1=a=w- az = Efecto promedio de la sustitucion alélica

Sea el estadistico T:

N
/53(3;) 6(B1)
B4

= 2]

Ecuacion 3

Por teoria de regresion, T sigue aproximadamente una distribucién normal con

media E[T]:

B1 >
T~N|——=—,1
<E[6(ﬁ1)]
Ecuacion 4

Ademas, T2 sigue una distribucion chi-cuadrado no central con un grado de libertad
(9.0):

—2

T2 = 1 ~X2
62(p) ~Y



Ecuacion 5

Por teoria, la media de T? es igual a A + g.1. Por lo tanto, el valor del pardmetro de

no-centralidad es (102):

(N — 1)hj

A=E[T?]-1=—7—

[T%] -
5= (N = Dhj
1-h2

Se empled la distribucion chi-cuadrado no central ¥?(v,\) para estimar la potencia

estadistica del siguiente modo:

1. Se determiné el valor critico bajo la hipotesis nula, es decir para una
distribucion chi-cuadrado con un grado de libertad y A= 0

2. Se empleo la ecuacion 13 para calcular el valor de A para loci con diferentes
niveles de contribucién a la varianza fenotipica.

3. Se empled el parametro A del paso 2 para calcular la probabilidad de que el
estadistico T2 con distribuciéon ¥?(v=1,L) tome un valor menor al valor

critico (donde v=1es el g.1).



Anexo 3. Cebadores utilizados para la amplificacion de bmp4, kapl1-1y kap13-1

Las secuencias de los cebadores de BMP4 son las siguientes:

e Forward: 5’-CCG GGG GCT TAT GTA ACC TG-3’

e Reverse: 5>-AAG AAA CCG ACC TGT GGC TT-3’

Tabla 19. Descripcion del par de cebadores empleados para amplificar el gen BMP4

Gen Sentido Hebra longitud  Inicio* Fin* ™Tm  GC% longitud del
molde producto
Foward 20 6119922 6119941 6018 60
BMpP4 P 204
Reverse

orimer - 20 6120315 6120296  59.82 50

* Ubicacion con respecto al scaffold17 (N. Accesion: NW_005882719.1)



Tabla 20. Descripcion de los cebadores empleados para la amplificacion de los genes KAP1-1y KAP13-1

Tamafo AG AG
m AG Hairpin
Gen Cebador Secuencia del Homodimero  Heterodimero
(°C) (Kcal/mol)
amplicon (Kcal/mol) (Kcal/mol)
F 5-TGGCATTGGTGGTAGCATTG-3' 60 -0.52 -3.14
KAP1-1 894 -6.21
R 5-AACTGGAGGCCTGTGTAAC-3' 58 -0.29 -3.07
F 5-TGAGTCACGGGGATGACATC-3' 62 -2.2 -5
KAP13-1 862 6.82

R 5-TGTGCTTCAGTGTCACATGTC-3' 61 -0.91 -7.07




Anexo 4. Descripcion de los genes empleados y las variantes genéticas observadas en este estudio

Scaffold o
. . i Sitios
Gen Simbolo Alias (NUmero de L hebra
» polimdrficos
accesion)
6120071 +
6120125 +
6120138 +
6120166 +
) 6120184 +
Bone Morphogenetic Scaffold17
) BMP4 BMP4 6120187 +
Protein 4 (NW_005882719.1)
6120190 +
6120193 +
6120211 +
6120213 +
6120215 +
3451340 -
3451354 -
Keratin, high-sulfur
] ] Scaffold188 3451389 -
matrix protein, B2C- LOC102528989 KAP1-1
ik (NW_005882890.1) 3451433 -
ike
3451449 -

3451454 -




Scaffold -
Sitios

Gen Simbolo Alias (NUmero de o hebra
» polimdrficos
accesion)

3451467 -

3451515 -

3451595 -

3451703 -

3451716 -

3451728 -

3451784 -

3451791 -

3451870 -

3451892 -

3451907 -

3451908 -

3451930 -

3451996 -

3452036 -

3452055 -

3452067 -

LOC102532866 KAP13-1 Scaffold101 151145

+




Scaffold

. i Sitios
Gen Simbolo Alias (Numero de ] ) hebra
» polimdrficos
accesion)
(NW_005882803.1) 151160 +
Keratin-associated 151301 +
protein 13-1-like 151387 +

151414 +




Anexo 5. Frecuencias alélicas

Tabla 21. Frecuencias Alélicas del gen BMP4 en la muestra Nacional

Gen SNP Alelo MAF*
6120071 C>T 0.000

6120125 C>T 0.213

6120138 G>A 0.463

6120166 G>A 0.000

6120184 T>G 0.463

BMP4 6120187 G>C 0.027
6120190 G>A 0.005

6120193 G>A 0.076

6120211 A>G 0.440

6120213 C>G 0.078

6120215 T>C 0.127

*MAF: Frecuencia del Alelo menor (alelo con menor frecuencia)



Tabla 22. Frecuencias Alélicas de los tres genes candidatos

en la muestra Rural Alianza

Gen SNP Alelo MAF*

6120071 C>T 0.007

6120125 C>T 0.187

6120138 G>A 0.476

6120166 G>A 0.003

6120184 T>G 0.469

BMP4 6120187 G>C 0.037
6120190 G>A 0.010

6120193 G>A 0.060

6120211 A>SG 0.443

6120213 C>G 0.065

6120215 T>C 0.109

3451340 T>C 0.469

3451354 C>T 0.064

3451389 T>C 0.034

3451433 AST 0.114

3451449 C>T 0.298

3451454 G>A 0.070

3451467 AST 0.298

3451515 T>C 0.169

KAP1-1 3451595 G>A 0.051
3451703 G>A 0.051

3451716 T>C 0.026

3451728 G>C 0.051

3451784 C>T 0.298

3451791 C>G 0.007

3451870 C>A 0.125

3451892 T>G 0.298

3451907 A>T 0.018




Tabla 22. Frecuencias Alélicas de los tres genes candidatos

en la muestra Rural Alianza

Gen SNP Alelo MAF*
3451908 C>A 0.289

3451930 T>G 0.400

3451996 G>A 0.057

3452036 G>A 0.022

3452055 G>C 0.066

3452067 C>T 0.050

151145 G>A 0.024

151160 G>C 0.452

KAP13-1 151301 G>T 0.452
151387 T>A 0.449

151414 G>T 0.452

*MAF: Frecuencia del Alelo menor (alelo con menor

frecuencia)



Anexo 6. Andlisis de heterocigocidad

Tabla 23. Andlisis de heterocigocidad en la muestra Nacional

Fis
SNP Heterocigosidad Heterocigosidad HWE*
Gen (W &
(coordenada) observada esperada (p-value)
C)
6120125 0.340 0.337 0.6496 -0.01
6120138 0.543 0.500 0.8514 -0.09
6120184 0.543 0.500 0.8514 -0.09
6120187 0.053 0.052 1.000 -0.02
BMP4
6120193 0.152 0.141 1.000 -0.08
6120211 0.494 0.496 0.5752 0.00
6120213 0.133 0.145 0.3987 0.09
6120215 0.205 0.222 0.3733 0.08

*HWE: Equilibrio de Hardy Weinberg. £ Método de Weir y Cockerham 1984.



Tabla 24.Analisis de heterocigocidad en la muestra Rural Alianza

SNP Heterocigosidad Heterocigosidad HWE* 1Fis
o (coordenada) observada esperada (p-value) (W& C)
6120125 0.32 0.305 0.801 -0.05
6120138 0.503 0.501 0.593 -0.01
6120184 0.503 0.5 0.600 -0.01
6120187 0.061 0.072 0.176 0.15
BMP4

6120193 0.12 0.113 1 -0.06
6120211 0.492 0.495 0.542 0.01
6120213 0.099 0.122 0.086 0.19
6120215 0.202 0.195 0.796 -0.04
151160 0.388 0.497 0.006 0.22
KAP13- 151301 0.388 0.497 0.006 0.22
1 151387 0.395 0.496 0.010 0.21
151414 0.388 0.497 0.006 0.22
3451340 0.492 0.5 0.500 0.02
3451354 0.114 0.121 0.423 0.06
3451389 0.067 0.065 1 -0.03
3451433 0.228 0.203 1 -0.13

KAP1-1
3451449 0.463 0.42 0.925 -0.10
3451454 0.125 0.13 0.491 0.04
3451467 0.463 0.42 0.925 -0.10

3451515 0.309 0.282 0.933 -0.10




Tabla 24.Analisis de heterocigocidad en la muestra Rural Alianza

SNP Heterocigosidad Heterocigosidad HWE* 1Fis
o (coordenada) observada esperada (p-value) (W& C)
3451595 0.103 0.098 1 -0.05
3451703 0.088 0.098 0.297 0.10
3451716 0.051 0.05 1 -0.02
3451728 0.103 0.098 1 -0.05
3451784 0.463 0.42 0.925 -0.10
3451791 0.015 0.015 1 0.00
3451870 0.221 0.22 0.648 0.00
3451892 0.463 0.42 0.925 -0.10
3451907 0.036 0.035 1 -0.01
3451908 0.45 0.413 0.902 -0.09
3451930 0.514 0.482 0.837 -0.07
3451996 0.114 0.108 1 -0.06
3452036 0.043 0.043 1 -0.02
3452055 0.131 0.123 1 -0.07
3452067 0.085 0.096 0.272 0.11

*HWE: Equilibrio de Hardy Weinberg. I Método de Weir y Cockerham 1984.



Anexo 7. Resultados complementarios del analisis de asociacion

Tabla 25. Resultados del analisis de asociacién — Modelo de un locus con dominancia

] o Error
Gen SNP Variable  Coeficiente ) P-value R?
Estandar

(Intercepto) 20.64 0.323 0.000
SEX0 0.61 0.854 0.478

6120125 0.021
aditivo 0.42 0.789 0.596
dominante 0.39 0.918 0.672
(Intercepto) 21.20 0.556 0.000
Sexo 0.770 0.854 0.369

6120138 - 0.009
aditivo -0.22 0.369 0.551
dominante -0.12 0.521 0.811

BMP4

(Intercepto) 21.25 0.294 0.000
Sexo -0.01 0.839 0.992

6120213 - 0.028
aditivo -1.41 1.050 0.182
dominante 0.21 1.330 0.875
(Intercepto) 17.91 3.172 0.000
Sexo 0.66 0.956 0.494

6120215 0.01
aditivo 1.59 1.581 0.317
dominante 1.66 1.699 0.332
(Intercepto) 21.32 0.585 0.000
Sexo 0.88 0.876 0.317

3451340 0.044
aditivo -0.70 0.387 0.073
dominante 0.64 0.545 0.240
(Intercepto) 24.44 3.072 0.000
Sexo 0.71 0.869 0.415

3451449 0.011
KAP1-1 aditivo -1.81 1.543 0.244
dominante -1.30 1.713 0.449
(Intercepto) 20.93 0.565 0.000
SEX0 0.71 0.876 0.417

3451454 - 0.017
aditivo -0.27 0.553 0.631
dominante -0.25 0.673 0.710

3451515 (Intercepto) 20.94 2.166 0.000 0.023



Tabla 25. Resultados del analisis de asociacién — Modelo de un locus con dominancia

) o Error
Gen SNP Variable  Coeficiente ) P-value R?
Estandar

Sexo 0.62 0.866 0.476
aditivo 0.14 1.096 0.900
dominante -0.76 1.193 0.523
(Intercepto) 15.38 3.047 0.000
Sexo 0.56 0.862 0.516

3451703 - 0.033
aditivo 2.77 1.530 0.073
dominante 3.47 1.768 0.052
(Intercepto) 18.70 2.178 0.000
Sexo 0.60 0.875 0.493

3451870 0.012
aditivo 1.12 1.100 0.309
dominante 1.20 1.240 0.336
(Intercepto) 21.13 0.499 0.000
KAP13- SeEX0 0.66 0.855 0.439

151301 N 0.017
aditivo 0.01 0.332 0.968
dominante -0.66 0.524 0.212




Tabla 26. Seleccion del mejor modelo mediante Analisis de

Varianza.

Variable SC g.l Estadistico F P-value
add_bmp4_ 6120125 7.01 1 0.755 0.387
add_bmp4_ 6120138  0.19 1 0.021 0.886
add_bmp4_ 6120193  0.95 1 0.102 0.750
add_bmp4_ 6120213  10.71 1 1.154 0.286
add_bmp4_6120215 7.94 1 0.855 0.358
add_kapl_3451433 25.21 1 2.714 0.103
add_kapl_3451454 1.88 1 0.202 0.654
add_kapl_3451703 0.00 1 0.000 0.996
add_kapl_3451870 15.54 1 1.674 0.199
add_kapl_3451996 7.47 1 0.804 0.372
add_kapl_3452055 17.83 1 1.920 0.170
add_kap13 151301 1.08 1 0.116 0.734
dom_bmp4 6120125 0.85 1 0.091 0.763
dom_bmp4 6120138 3.99 1 0.430 0.514
dom_bmp4_ 6120193 ND 0 ND ND
dom_bmp4 6120213 3.99 1 0.430 0.514
dom_bmp4_ 6120215 6.81 1 0.734 0.394
dom_kapl 3451433 ND 0 ND ND
dom_kapl 3451454 ND 0 ND ND

dom_kapl 3451703 ND 0 ND ND



Tabla 26. Seleccion del mejor modelo mediante Analisis de

Varianza.

Variable SC gl Estadistico F P-value
dom_kapl 3451870  6.46 1 0.696 0.407
dom_kapl 3451996  ND 0 ND ND
dom_kapl 3452055  ND 0 ND ND
dom_kapl13_151301 11.93 1 1.285 0.260
Sexo 0.05 1 0.005 0.944
Residuals 82234 88 - -

SC: Suma del cuadrado de los errores; g.l: Grados de libertad.

El prefijo “add” se refiere al efecto aditivo; y “dom” al efecto de
dominancia.

ND: No disponible (no fue posible calcular los coeficientes debido a la
ausencia de una de las categorias genotipicas debido a la baja frecuencia

del alelo menor).



