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Figura 26. Gel de agarosa al 1%. Se muestran los productos de PCR utilizando los
cebadores INF y 1NR a diferentes concentraciones de magnesio y temperatura, las bandas
se encuentran entre 984 y 861 pb. El pozo con la M hace referencia al marcador de peso
molecular (123bp), el pozo en blanco entre muestras corresponde a la reaccion en blanco
y la flecha negra indica la banda del marcador de peso molecular que corresponde a 984

pb.

Figura 27. Secuencia a partir de la cual se disefiaron ambos pares de cebadores y las
posiciones de estos dentro de la misma. En amarillo el primer par de cebadores (1F y 1R),
en rojo el segundo par de cebadores (INF y 1NR), en negrita la region codante y un
asterisco indica la posicion de la insercion/delecion.

Figura 28. Gel de agarosa al 1%. Se muestran los productos de PCR utilizando los
cebadores 6F y 6R (KRTAP6-1) a diferentes concentraciones de magnesio y temperatura,
se observa una banda cerca a las 800 pb. El pozo con la M hace referencia al marcador de
peso molecular (100bp plus), El pozo con la B hace referencia a la reaccion en blanco y
la flecha negra indica la banda del marcador de peso molecular que corresponde a 1000
pb.

Figura 29. Cromatograma con patrén anémalo de la secuencia de KRTAP6-1 obtenido
con los cebadores 6F y 6R. Se observa un gran numero de picos superpuestos, esto se



debe que el cromatograma corresponde a un individuo heterocigoto para la
insercion/delecion.

Figura 30. Gel de agarosa al 1%. Se muestran los productos de PCR utilizando los
cebadores 6NF y 6NR a diferentes concentraciones de magnesio y temperatura, las bandas
se encuentran entre 861 y 984 pb. El pozo con la M hace referencia al marcador de peso
molecular (123bp), el pozo en blanco entre muestras corresponde a la reaccion en blanco
y la flecha negra indica la banda del marcador de peso molecular que corresponde a 984
pb.

Figura 31. Secuencia a partir de la cual se disefiaron ambos pares de cebadores y las
posiciones de estos dentro de la misma. En amarillo el primer par de cebadores (6F y 6R),
en rojo el segundo par de cebadores (6NF y 6NR), en negrita se muestra la region codante
y un asterisco indica la posicion de la insercion/delecion.

Figura 32. Gel de agarosa al 1%. Se muestran los productos de PCR utilizando los
cebadores 9F y 9R (KRTAP9-2) a diferentes temperaturas, se observan bandas entre 400
y 500 pb. El pozo con la M hace referencia al marcador de peso molecular (100bp plus),
El dltimo pozo contiene la reaccion en blanco y la flecha negra indica la banda del
marcador de peso molecular que corresponde a 500 pb. Se observa una distorsion en la
corrida del gel a causa de un alto voltaje.

Figura 33. Gel de agarosa al 1%. Se muestran los productos de PCR utilizando los
cebadores 9INF y 9NR (KRTAP9-2) a diferentes temperaturas. El pozo con la M hace
referencia al marcador de peso molecular (100bp plus), los espacios en blanco entre las
muestras corresponden a las reacciones en blanco y la flecha negra indica la banda del
marcador de peso molecular que corresponde a 800 pb.

Figura 34. Cromatograma con patrén anémalo de la secuencia de KRTAP9-2 obtenido
con los cebadores 9NF y 9NR. Se observa un gran nimero de picos superpuestos, esto se
debe que el cromatograma corresponde a un individuo heterocigoto para la
insercion/delecion.

Figura 35. Gel de agarosa al 1%. Se muestran los productos de PCR utilizando los
cebadores 9NNF y 9NNR a diferentes concentraciones de magnesio y temperatura. El
pozo con la M hace referencia al marcador de peso molecular (123bp), el pozo en blanco
entre muestras corresponde a la reaccién en blanco y la flecha negra indica la banda del
marcador de peso molecular que corresponde a 861 pb

Figura 36. Secuencia a partir de la cual se disefiaron los tres pares de cebadores y las
posiciones de estos dentro de la misma. En verde el primer par de cebadores (9F y 9R),
en amarillo el segundo par de cebadores (9NF y 9NR), en rojo el tercer par de cebadores
(ONNF y 9NNR) y un asterisco indica la posicion de la insercion/delecion.

Figura 37. Gel de agarosa al 1%. Se muestran los productos de PCR utilizando los
cebadores 11F y 11R (KRTAP11-1) a diferentes concentraciones de magnesio y
temperatura. ElI pozo con la M hace referencia al marcador de peso molecular (100bp
plus), El pozo con la B hace referencia a la reaccion en blanco y la flecha negra indica la
banda del marcador de peso molecular que corresponde a 1100 pb.



Figura 38. Secuencia a partir de la cual se disefid el par de cebadores y las posiciones de
estos dentro de la misma. En amarillo la posicion de los cebadores 11F y 11R.

Figura 39. Gel de agarosa al 1%. Se muestran los productos de PCR utilizando los
cebadores 13F y 13R (KRTAP13-1) a diferentes concentraciones de magnesio y
temperatura. El pozo con la M hace referencia al marcador de peso molecular (100bp
plus), El pozo con la B hace referencia a la reaccion en blanco y la flecha blanca indica
la banda del marcador de peso molecular que corresponde a 1000 pb.

Figura 40. Secuencia a partir de la cual se disefid el par de cebadores y las posiciones de
estos dentro de la misma. En amarillo la posicion de los cebadores 13F y 13R.

Figura 41 Diagrama de barras obtenido de Structure considerando los 10 microsatelites
y los 152 individuos, asumiendo 7 clusters (K = 7). En el eje X se muestran los 152
individuos analizados, cada color corresponde a uno de los 7 clusters. Se pude observar
que a lo largo del eje x no se observa ninguna diferencia en las proporciones de cada
cluster, esto indica la ausencia de estructuracion poblacional

Figura 42. Se muestra la relacion entre el poder de la prueba y el efecto del gen en funcion
de las frecuencias alélicas del marcador seleccionado. En el eje Y se observa la proporcion
entre resultados positivo y el total de resultados (Poder estadistico). En el eje X se muestra
el efecto del gen expresado como la heredabilidad en sentido estricto (h?). (Fuente: Diego
Veliz Otani, no publicado)
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Resumen

La fibra de alpaca (Vicugna pacos) es un recurso socioeconomico fundamental para las
poblaciones que habitan las regiones altoandinas del Perd. Por ello es importante la
implementacién de actividades y programas de mejoramiento genético con marcadores
genéticos de ADN y genes relacionados a la formacion de la fibra y a las diversas
caracteristicas de importancia econdémica. El presente trabajo tiene como objetivo la
identificacion y caracterizacion de marcadores genéticos de polimorfismos de nucleétido
unicos (SNPs) en las secuencias de cinco genes de la familia de proteinas asociadas a
queratina; KTRAP1-2, KRTAP6-1, KRTAP9-2, KRTAP11-1y KRTAP13-1 en alpaca y
la evaluacion de la asociacion entre el gen KRTAP11-1 y el diametro de la fibra.. Se
identificaron 27 marcadores genéticos SNPs en los 5 genes estudiados, los cuales fueron
caracterizados en muestras de alpacas provenientes de las regiones de Puno, Cusco,
Huancavelica, Apurimac, Arequipa y Junin (n = 96). Todos los marcadores presentan
frecuencias alélicas mayores al 5% en el alelo menor y valores de heterocigosidad
intermedios a altos (Ho = 0.2 — 0.48). No se encontrd una asociacion significativa del gen
KRTAP11-1y el didmetro de fibra (p = 0.8 y p = 0.723) en una muestra de 152 alpacas

huacaya blancas de la region de Puno.



Abstract

Alpaca (Vicugna pacos) fibre is an important socio-economic resource of Andean regions
of Peru. In order to implement genetic enhancement programs, it is important to work
with genes and molecular markers involved in the formation of the fibre and other features
of economic relevance. This study aims to identify and characterize SNP genetic markers
in five genes of the Keratin Associated Proteins family in alpaca (KRTAP1-2, KRTAP6-
1, KRTAP9-2, KRTAP11-1 and KRTAP13-1) and to evaluate the association between
KRTAP11-1 and fibre diameter. Within the 5 genes analyzed, 27 SNP genetic markers
were identified using 96 alpacas from Puno, Cusco, Junin, Apurimac, Huancavelica and
Arequipa. All markers presented allele frequencies higher than 5% on the least prevalent
allele; and values of heterozygosity ranging from intermediate to high (Ho = 0.2 — 0.48).
No significant association between KRTAP11-1 and fibre diameter (p = 0.8 and p =

0.723) was observed in a sample of 152 Huacaya white alpacas.



l. Introduccion

La alpaca (Vicugna pacos) pertenece, junto a la vicufia, la llama y el guanaco al grupo de
camélidos sudamericanos. La vicufia y el guanaco son especies silvestres mientras que la
alpaca y la llama son especies domesticadas (Quispe et al., 2009a). Originalmente la
distribucion de estos animales se limitaba a la region del altiplano de Sudamérica, sin
embargo hoy en dia es posible encontrar alpacas y llamas en Australia, Estados Unidos,
Polonia entre otros paises (Quispe et al.,, 2009a). La alpaca tiene su origen hace
aproximadamente 6000 afios. Un estudio con marcadores mitocondriales revelo que el
origen de este animal se dio por procesos de domesticacién a partir de la vicufia, por lo

que se le asignd al género Vicugna (Kadwell et al., 2001; Marin et al., 2007).

Existen dos variedades distintas de alpaca, las huacaya y las suri (Figura 1). Estas se
diferencian en el tipo de fibra que producen. La fibra de la huacaya se caracteriza por
presentar una curvatura pronunciada (rizo), mientras que en el caso de las suri la curvatura
es menor y la fibra tiene una apariencia mas lustrosa (Presciuttini et al., 2010). Otra
diferencia importante es la abundancia de estas dos variedades, la alpaca huacaya se
encuentra mucho mas representada en el Peru (alrededor del 85% de alpacas) (Quispe et
al., 2009) (Tabla 1). Para la herencia de este caracter se han propuesto varios modelos, el
mas aceptado propone la existencia de dos genes. Se ha determinado también que el

caracter suri es dominante sobre el caracter huacaya (Presciuttini et al., 2010).



Figura 1. Las dos variedades de alpaca: huacaya (izquierda) y suri (derecha) (Fuente:
Peruhandicraft Inc.)

Ambas variedades son criadas principalmente para la produccion de fibra, aunque
también se consume su carne (Quispe et al., 2009a). La fibra de alpaca es considerada
hoy en dia como un articulo de lujo a nivel mundial, por lo cual su produccién y uso no
se limitan solo a Sudamérica (Wang et al., 2003). Una de las caracteristicas mas
importantes de esta fibra es, que es considerada hipo alergénica debido a que no contiene
lanolina, cera que se encuentra en lana ovina (Panigrahi y Kushwaha, 2013). Otra
caracteristica importante radica en su estructura interna, la cual presenta espacios aéreos.
Estos espacios hacen que la fibra tenga una baja conductividad térmica, por lo que las
prendas de alpaca son muy Utiles para climas frios (Czaplicki, 2012). Por otro lado cuenta
con una amplia gama de colores naturales, 22 en total. Esta caracteristica es importante
debido al aumento en los ultimos afios de la demanda por prendas con colores naturales

(Morante et al., 2009).

La fibra de alpaca crece a partir de un tejido llamado foliculo piloso (Orwin, 1979). Este
tejido tiene una estructura muy conservada en los distintos taxones de los mamiferos
(Rogers, 2004). Sin embargo el pelo o la fibra pueden variar considerablemente de especie

a especie, estas diferencias se deben en parte a las familias de proteinas estructurales que



la componen (Khan et al., 2014). Dos familias de proteinas se ven expresadas
principalmente en las células estructurales de la fibra, las alfa queratinas y las proteinas
asociadas a queratinas (KAPs) (Powell y Rogers, 1997). Las KAPs han demostrado ser

proteinas con una alta variabilidad a diferencia de la queratinas (Khan et al., 2014).

Con el fin de mejorar la calidad de la fibra, su produccion y otras caracteristicas de interés
comercial, es importante determinar qué genes estan relacionados a estas. De esta forma
se pueden implementar planes de mejoramiento genético (Quispe et al., 2013). Una
aproximacion para el establecimiento de estos planes es a través del uso de marcadores
genéticos. Los marcadores genéticos son herramientas que permiten caracterizar la
relacién genotipo — fenotipo, mediante estudios de asociacion o de ligamiento (Cardon y
Bell, 2001). De los diferentes tipos de marcadores que existen, los marcadores de
polimorfismo de nucledtido simple (SNP) han demostrado ser muy Utiles para esta clase
de estudios (Balding, 2006). Esto debido a que son muy frecuentes en el genoma y se

pueden encontrar con mayor facilidad en regiones codantes (Vignal et al., 2002).

El presente estudio tiene como objetivo identificar marcadores del tipo SNP en genes que
codifican para las proteinas asociadas a queratinas (KAPs) en alpaca, para luego

seleccionar un gen candidato y evaluar si éste se encuentra asociado al didmetro de fibra.

1.1 Planteamiento del problema

El Pert es el productor namero uno a nivel mundial de fibra de alpaca, produciendo
alrededor de 3399 toneladas anuales y teniendo alrededor de 800 mil productores (Quispe
et al., 2009a). Esto se debe a que posee aproximadamente 3 millones de alpacas,
constituyendo alrededor del 80% de la poblacién mundial (Tabla 1) (FAO, 2005). Por lo
general las alpacas son criadas en las regiones altoandinas del pais, por lo que representa

un recurso socio economico fundamental para estas regiones (Tabla 1). El sistema de



produccidn de alpaca es de tipo extensivo, utilizadndose campos nativos de pastoreo. Por
lo general los rebafios son mixtos incluyendo ovinos y llamas (Quispe, 2005). Existen dos
caracteristicas importantes en la produccion de fibra de alpaca: el peso del vellon, que
representa la cantidad de produccion; y el diametro de fibra que refleja la calidad de ésta.
Para los criadores de alpaca, lo ideal es tener vellones pesados y con fibras que presenten

un diametro de fibra pequefio y homogéneo (Quispe et al., 2013).

Tablal. Distribucion de la alpaca en el Per( de acuerdo a la region y la variedad.

Region Huacaya| % Suri % Total %

Puno 1392 600| 56.5(289319( 66.6|1681919| 58

Cusco 304797 |12.4| 41431 | 9.5 | 346228 | 11.9
Junin 47620 | 19| 7970 | 1.8 | 55590 | 1.9
Arequipa 207810 | 8.4 | 26561 | 6.2 | 234371 | 8.1
Ayacucho 113332 | 4.6 | 16174 | 3.7 | 129506 | 4.5
Apurimac 66744 | 2.7 | 18204 | 4.2 | 84948 | 2.9
Huancavelica| 306968 | 12.4| 23660 | 5.4 | 330628 | 11.4
Lima 26333 | 1.1|11377| 26| 37710 | 1.3
Total 2466 204 | 100 |434696| 100 |2900900| 100

Fuente: FAO, 2005

A pesar de representar un recurso tan importante para el Peru, la cantidad en la produccion
(peso de vellén) al igual que la calidad (diametro de fibra) se ha ido deteriorando con el
tiempo (De los Rios, 2006). La baja produccidn se debe, en parte, a la falta de adopcién
de tecnologia moderna, las esquilas por lo general son realizadas con tijeras manuales,
mecanicas u otros implementos mas rudimentarios (Quispe, 2005; observacién del autor).
En cuanto a la pérdida de calidad, se ha observado un aumento en el diametro de fibra
probablemente causado por eventos de hibridizacion con llamas (Quispe et al., 2013; De
los Rios, 2006; Wheeler, 2012). De los Rios encontro que solo un 30% de la produccién
de fibra peruana corresponde a fibra categorizada como fina (Tabla 2). Por otro lado un
hallazgo arqueologico de alpacas momificadas, encontro que en la época antes de la
colonia existia una variedad de alpaca con un promedio de didmetro de fibra de 17 pum,
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similar al reportado en fibra cashmere, esta variedad hoy en dia se ha perdido (Wheeler,

1995).

Tabla2. Porcentaje de produccién de fibra de alpaca de acuerdo a las categorias
establecidas Segin Norma Técnica Peruana (NTP 231.301:2004)

Categoria Diametro | Frecuencia de produccion en el Peru
Alpaca Baby Hasta 23 um 12%

Alpaca Fleece 23.1226.5um 22%

Alpaca Medium Fleece | 26.6a29 um 46%

Alpaca Huarizo 29.1231.5um 20%

Alpaca Gruesa >31.5um -

Fuente: De los Rios, 2006

Con fines de mejorar la produccion y la calidad, se deben adoptar tecnologias mas
avanzadas para la recoleccion de la fibra como también para su clasificacion. Ademas es
importante la implementacion de planes de mejoramiento genético orientados a disminuir
el didmetro de fibra y aumentar la produccién (Quispe et al., 2009b). Para esto es
necesario la generacion de un gran nimero de marcadores genéticos, preferentemente en
genes estructurales y reguladores de la fibra. En el caso de la alpaca el niumero de

marcadores existente es muy escaso.

En cuanto a la informacion genética que se tiene de la alpaca, se cuenta con un genoma
en el Genebank a una cobertura de 22X publicado por Washington University Genome
Sequencing Center y Broad Institute [nimero de acceso: PRINA30567]. Este genoma ya
se encuentra ensamblado en Scaffolds y anotado de manera automatica. Se ha empezado
un mapa fisico en base a este genoma, donde algunos genes y scaffolds han sido asignados
acromosomas (Avilaetal., 2014). También se han reportado algunos marcadores del tipo
SNP asociados a color de fibra (Feeley y Munyard, 2009; Guridi et al., 2011) y
marcadores de tipo microsatélite (Sasse et al., 2000; McPhartlan et al., 1998; Obreque et

al., 1998; Penedo et al., 1998; Penedo et al., 1999a; Penedo et al., 1999b; Bustamante,



2003). Ademas, en el Genebank se encuentran 7,286 EST reportados por investigadores

de la Universidad Agricola de Shanxi, bajo la biblioteca ASCD.

En este estudio se generdé marcadores en uno de los principales grupos de proteinas
estructurales de la fibra en alpaca, de acuerdo a reportes previos de asociacion a distintas
caracteristicas en otras especies productoras de fibra. Ademas de la generacion de
marcadores, se evalud si existe asociacion entre el gen KRTAP11-1y el didmetro de fibra

siguiendo una aproximacién de gen candidato.

1.2 Marco tebrico

1.2.1 ;Qué es la lana?

El término lana o velldn hace referencia por lo general al conjunto de fibras provenientes
de la oveja, aunque el término se aplica también a otras especies productoras de fibra
como por ejemplo cabra, alpaca, yak, entre otros (Hocker, 2002). La fibra en las especies
productoras de lana crece a partir de foliculos de la misma manera como crece el cabello
humano (Rogers, 2006). Sin embargo, existen diferencias estructurales entre las fibras de
diferentes especies (Thomas et al., 2012). Al igual que en el caso de la oveja, la lana de
alpaca protege al animal contra condiciones ambientales extremas (radiacion solar,

granizo, lluvias entre otros) (Grigg et al., 2004).

Los humanos han domesticado varias especies (ovejas, alpaca, yak) para la produccién
de lana con fines orientados a la industria textil. Hoy en dia la industria textil representa
un rubro importante para la economia de varios paises, por lo que el estudio de la lana es

muy importante.



1.2.2 Aspectos morfolégicos del foliculo vy la fibra

1.2.2.1 El foliculo y su desarrollo

El foliculo es un tejido caracteristico de los mamiferos y su estructura se ha mantenido
constante en los diferentes taxones que conforman esta clase. La funcién de este tejido es
la formacion del pelo, el cual de acuerdo a la especie puede presentar adaptaciones

especiales como por ejemplo fibra o escamas modificadas (Khan et al, 2014).

La primera fase del desarrollo del foliculo se da por una proliferacion de células
epidérmicas que forman la placoda folicular; debajo de esta, células dermales comienzan
a agregarse. Ambas lineas celulares crecen en direccion a la dermis (Rogers, 2006).
Progresivamente las células dermales migran internandose en el brote epitelial, formando
la pre — papila. Conforme el foliculo va alargadndose y descendiendo, las células epiteliales
envuelven la pre-papila formando asi la papila dermal y el bulbo del foliculo (Rogers,
2006). A partir del bulbo se originan el resto de estructuras, mediante migracion y

diferenciacion celular (Rogers, 2006).

Los primeros foliculos en formarse se denominan foliculos primarios (P), seguidos por
los foliculos secundarios (S) y luego los foliculos secundarios derivados (Sp) (Hardy y
Lyne, 1956). Los foliculos primarios se diferencian por presentar una glandula sudoripara
y un musculo erector (Figura 2). Los foliculos secundarios carecen de estas estructuras,
pero a partir de ellos crecen varios foliculos secundarios derivados (Figura 2) (Rogers,

2004).

El volumen de la lana va acorde al nimero foliculos secundarios. En oveja Merino se
determind que los foliculos primarios empiezan a desarrollarse en el feto a los 70 dias,
mientras que los foliculos secundarios se desarrollan alrededor del dia 85. En oveja los

foliculos primarios ya se encuentran desarrollados al momento de nacer el animal



(Rogers, 2006). Se ha determinado también que los foliculos primarios dan origen a
fibras mas anchas y por lo general meduladas, mientras que los foliculos secundarios

producen fibras mas finas (Moore et al, 2015).

Una vez que el foliculo esta maduro éste pasa por distintas fases que conforman el ciclo
del foliculo. Por lo general este ciclo consta de tres fases: Anagena, catagena y telogena
(Rogers, 2006). La primera fase se caracteriza por la formacion de la fibra, la segunda
por una involucién del foliculo donde mediante apoptosis parte del bulbo folicular se
destruye; y la tercera fase es donde la fibra se desprende. Una vez que la fibra se desprende
del foliculo comienza nuevamente el ciclo en la fase anagena (Paus y Cotsarelis, 2004).
Animales como el raton o el conejo presentan las tres fases mientras que animales
productores de fibra presentan foliculos predominantemente en una fase anagena muy

larga (Rogers, 2006).
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Figura 2. Esquema del desarrollo de los dos tipos de foliculo en oveja merino. A)
Desarrollo del foliculo primario; Flecha negra indica la posicion del musculo erector y la
felcha azul indica la posicion de la glandula sudoripara. B) Desarrollo del foliculo
secundario. (Imagen modificada de Rogers, 2006).

1.2.2.2 Estructuras del foliculo

Las estructuras principales del foliculo y la fibra son: La zona germinativa, la papila
dérmica, la envoltura externa de la raiz (ORS), la envoltura interna de la raiz (IRS), el

cortex, la cuticula y la médula (Figuras 3 y 4).
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Figura 3. Izquierda. Estructura interna del foliculo piloso. Derecha. Esquema de las
diferentes capas celulares. En rojo la zona germinativa, en blanco la envoltura externa de
la raiz (ORS), en azul, celeste y gris la envoltura interna de la raiz (IRS), en rosado la
cuticula de la fibra, en amarillo el cortex de la fibra, en morado la medula de la fibra,
células con forma de escama representa a la papila dermal (Iméagenes reproducidas de
Rogers, 2004)

Intermediate
flament

Medulla
[¢—— Macrofibril

Exocuticle
Endocuticle:

Medullory cell
Intercellular space (air)

}Cuhcle

Orthocortex
Cortical cell membrane
Paracortex

Nuclear remnant

Cortex

Figura 4. Esquema de la estructura interna de la fibra. En la imagen A se observa una
fibra no medulada. En la imagen B se observa una fibra medulada. Traduccion: Filamento
intermedio (Intermediate filament), macrofibrilla (Macrofibril), exocuticula (Exocuticle),
endocuticula (endocuticle), célula de la medula (Medullary cell), espacio intercelular
(Intercellular space), (Imagen reproducida de Powell and Rogers, 1997).
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1.2.2.2.1 La papila dermal

La papila dermal esta compuesta por células mesenquimales y se encuentra en la zona
basal del foliculo (Orwin, 1979). Esta region regula el nimero de células de la zona
germinativa y provee de estimulos para el crecimiento de la fibra, diferenciacion celular
y transicion entre las distintas etapas del ciclo folicular (Rogers, 2004). EI nimero de
células presente en la papila dermal esta correlacionado con el tamarfio del foliculo y el
diametro de la fibra (Elliot et al, 1999). Se ha observado que células de la papila dermal
pueden recuperar foliculos o inducir la neogenesis folicular (Jahoda et al., 1993;
McElwee et al., 2003). Se han encontrado varias proteinas que modulan la diferenciacién
de células y la transicion entre fases (anagena, catagena y telogena); por ejemplo, la
actividad de la fosfatasa alcalina (Handjiski et al., 1994) Otras moléculas involucradas en
la sefalizacion de esta region son: Adenosina, BMPs, Sonic Hedgehog, Wnts, Notch,
BMPRI1A, EGFR, FGFR, TGFR24 (Rogers, 2004; Hwang et al., 2012; Xavier et al.,

2013).

1.2.2.2.2 La zona germinativa (matriz del foliculo)

Esta zona se ubica en el bulbo del foliculo (base) y envuelve a la papila dermal (Orwin,
1979). Las celulas presentes en esta zona tienen como destino la division mitotica
(proliferacion celular) o la diferenciacion celular (Rogers 2004). Al diferenciarse, las
celulas comienzan a migrar hacia la parte superior del foliculo dando origen a la envoltura
interna de la raiz (IRS), células corticales y células de la cuticula (Rogers, 2006). Una
proteina involucrada en el proceso de diferenciacion es B1- Integrina, se ha observado una
alta expresion en células epidermales que al diferenciarse disminuye significativamente.
La expresion de esta proteina evita que las células comiencen la migracion que conducira

a su diferenciacion (Zhu et al. 1999).
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1.2.2.2.3 Envoltura interna de la raiz (IRS)

La envoltura interna de la raiz esta constituida por 3 diferentes capas; la capa de Henle
(externa), la capa de Huxley (intermedia) y la capa de la cuticula de la IRS (interna)
(Orwin, 1979). La IRS se ubica entre la envoltura externa y la cuticula de la fibra. Las
células que constituyen esta envoltura se originan a partir de la zona germinativa (Rogers,
2004). EIl proceso de diferenciacion de la IRS, al igual que el de las células de la fibra,
consta de una excesiva produccién de queratinas (queratinizacién). Sin embargo la IRS
esta caracterizada también por la sintesis de tricohialina, una proteina que no esta presente
en el cortex. Estas diferencias se deben a que esta envoltura es degradada cuando la fibra
emerge a la superficie, la presencia de tricohialina posibilita esa degradacion al ser mas
sensible a la accién de proteasas (Powell y Rogers., 1997; Rogers, 1964). Se ha
identificado que el factor de transcripcion GATA-3 cumple un rol muy importante en la
diferenciacion de esta linea celular (Kaufman et al., 2003). La IRS es responsable por la
topografia de la superficie de la fibra, ademéas acompafia a estd durante su crecimiento

(Rogers, 2004).

1.2.2.2.4 Envoltura externa de la raiz (ORS)

Esta envoltura se encuentra rodeando a la IRS. La ORS no se origina a partir de la zona
germinativa (Orwin, 1979). Esta estructura es continua con la epidermis, sin embargo la
capa de células adyacente a la IRS presenta ciertas caracteristicas que la diferencian de la
epidermis. Una de estas diferencias es la presencia de filamentos intermedios de queratina
orientados de tal forma que rodean al foliculo (Rogers, 2004). Esta capa se conoce como
“la capa acompafiante” pero atin no se conoce su funcién. Una hipoétesis es que la IRS se
mueve con respecto a la ORS (Rogers 2004). Se ha determinado que la ORS provee de
células germinativas a la matriz del foliculo (Rufaut et al., 2012). Por otro lado se ha visto

que en caso de lesion, estas migran fuera del foliculo (Paus y Cotsarelis, 1999).
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1.2.2.3 Estructuras de la fibra

1.2.2.3.1 Cuticula

La cuticula es la estructura que se encuentra en la periferia de la fibra, esta rodea y protege
al cortex. Varias caracteristicas fisicas de la fibra dependen de ésta como, por ejemplo, la
hidrofobicidad (Orwin, 1979). El ancho de la cuticula puede ser de una célula o mas de
acuerdo a la especie. En oveja merino esta consta de una Unica capa mientras que en
alpaca se han encontrado que varia entre dos o tres (Thomas et al 2012). Las células que
las conforman tienen una apariencia escamosa sobreponiéndose una sobre otra. La forma
de estas células permite la diferenciacion entre fibras, cada especie presenta un patron
unico (Thomas et al., 2012). Estas células tienen su origen en la matriz del foliculo y
pasan por un evento de diferenciacion diferente al resto debido a la baja expresion de
filamentos intermedios de queratina en comparacion al cortex e IRS (Rogers, 2006).
Dentro de la cuticula se han identificado 3 capas: la endocuticula, la exocuticula y la capa
“A”. Estas se diferencian en cuanto a sus componentes, la endocuticula contiene residuos
del citoplasma, la exocuticula contiene dos proteinas principales KAP5 y KAP10
mientras que la capa “A” presente como componentes principales las proteinas lorocrina
e involucrina (Rogers, 2004). Adheridos a la capa “A” se han identificado una capa de
acidos grasos, siendo el mayor componente en oveja el acido graso 18-metileicosanoico

(Jones and Rivet, 1997).

1.2.2.3.2 Cértex

El cortex constituye el volumen de la fibra y es responsable por propiedades como la
elasticidad, el diametro y el rizo de ésta (Orwin, 1979). Esta compuesto por las células
corticales, las cuales tienen su origen en la matriz del foliculo. Las células de la matriz

migran hacia la parte superior del foliculo sufriendo un proceso de diferenciacion
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conocido como queratinizacion (Rogers 2004). Este proceso consiste en la excesiva
produccion de filamentos de queratina y proteinas asociadas a queratina (KAPS), hasta el
punto en que la célula muere a causa de la gran concentracion de estas proteinas
(Plowman et al., 2015). En primer lugar se expresan las queratinas formando filamentos
intermedios. Una vez que hay una cantidad grande de estas proteinas, las células
comienzan a sintetizar las KAPs. Se ha observado que la presencia de KAPs y queratinas
varia de acuerdo al estadio de diferenciacion en el cual se encuentra la célula (Plowman
et al., 2015). Una vez que estas células estan diferenciadas constan de macrofibrillas de
queratinas embebidas en una matriz compuesta por KAPs. Entre las células corticales se
han identificado dos clases diferentes, las células paracotricales y otrocorticales (Figura
5) (Orwin, 1979). La diferencia radica en el empaquetamiento que presentan los
filamentos intermedios de queratina. Las células paracorticales presentan filamentos con
un menor grado de empaquetamiento y una mayor presencia de proteinas de la matriz
(KAPs) en comparacion con las células ortocorticales (Plowman et al., 2007). En cuanto
a las proteinas de la matriz, se ha determinado que las células paracorticales presentan
mas KAPs con residuos de cisteina mientras que las células ortocorticales presentan mas
residuos de glicina y tirosina. En oveja merino se ha asociado una mayor presencia de

células paracorticales con un diametro méas pequefio de la fibra (Plowman et al., 2007).
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Figura 5. Micrografia electronica del cortex. A. Se observa un corte transversal de un
fibra tefiida con un tratamiento de OsOs, uranilo acetato e hidroxido de plomo. Se observa
la segmentacion del cértex, O indica las células ortocorticales, P indica las células
paracorticales y nr indica remanentes del nucleo. C Acercamiento de células
paracorticales donde se observan las macrofibrillas con empaguetamiento hexagonal. D
Acercamiento de las células ortocorticales se observa el empaquetamiento de las
microfibrilla en forma de espiral, mayor empaquetamiento por ausencia de matriz entre
los filamentos intermedios (Imagen reproducida de Rogers et al., 2006).

1.2.2.3.3 Médula

La médula puede o no estar presente en el foliculo, encontrandose principalmente en
foliculos primarios. En el caso esté presente, se ubica en la parte central de la fibra
(Rogers, 2004). La proteina estructural mas importante de esta estructura es la tricohialina

(Powell y Rogers, 1997).
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1.2.3 Queratinas

Las queratinas son una familia de proteinas estructurales presentes en un gran nimero de
vertebrados. Existen dos grupos grandes de queratinas, las alfa- queratinas y las beta-
queratinas. Las primeras estan presentes solo en mamiferos mientras que las segundas se
expresan en aves y reptiles (Vandergh y Bossuyt, 2012). Las alfa queratinas (queratinas
para el resto del texto) pertenecen a la superfamilia de proteinas capaces de formar
filamentos intermedios (IF), diferenciandose del resto en que la unidad fundamental del
IF es un heterodimero (Powell y Rogers, 1997). Por otro lado entre las proteinas capaces

de formar IFs, las queratinas son el grupo mas diverso (Powell y Rogers, 1997).

Se pueden clasificar en dos grupos, las del tipo 1 y las del tipo Il. Las del tipo | son mas
pequefias y de caracter acido mientras que las del tipo 2 son méas grandes y de caracter
basico y neutro (Rogers et al., 2006). Cada heterodimero consta de una queratina del tipo
I 'y una del tipo 1. Ademas de esta clasificacion, estas proteinas pueden agruparse en
queratinas suaves y duras. Las queratinas suaves son aquellas que se expresan en células
epiteliales mientras que las queratinas duras son aquellas que en mamiferos forman ufas,
pelos, cuernos etc (Fraser et al., 1972). Hasta el momento se han identificado 54
queratinas distintas, de estas 11 del tipo | y 6 del tipo Il se ven expresadas en el pelo del

humano (Schweizer et al., 2006).

Las queratinas se encuentran en un rango de tamafio de 40 — 70 kDa. Las del tipo |
expresadas en pelo humano tienen un tamafio aproximado entre 40 — 48 KDa, mientras
que las del tipo Il se encuentran entre 59 — 62 kDa en humanos (Yu et al., 1993). La
estructura de la proteina consta de 4 dominios a- hélice separados por 4 dominios no
helicoidales. Las regiones N terminales y C terminales son pequefias, no helicoidales y
contienen un segmento final, un segmento altamente conservado y uno altamente

variable. En el caso de las queratinas suaves el segmento conservado de la region C
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terminal esta ausente (Figura 6) (Powell y Rogers, 1997). Segun la Gltima nomenclatura
propuesta por Schweizer y colaboradores, las queratinas del tipo | expresadas en pelo

humano son K31 — K40 y las del tipo 1l son K81 — k86 (Schweizer et al., 2006).

En cuanto a los genes que codifican a estas proteinas, se ha visto que en diferentes
especies se encuentran agrupados en dos clusters dentro del genoma. Estos dos clusters
se han mantenido conservados en diferentes especies (Zimek y Weber, 2005; Hesse et al.,
2003). Los genes que codifican para queratinas tipo | tienen 7 intrones y un tamafio entre
4 y 5 Kb, mientras que los genes que codifican a las del tipo Il poseen 8 intrones y un
tamanio entre 7 y 9 kb (Powell y Rogers, 1997) En el humano todas las queratinas del tipo
I, menos K18 se encuentran en el cromosoma 17g21 en una region de 977kb. Todos los
genes muestran una misma orientacion; sin embargo, dentro del cluster se encuentran
separados por una porcion que codifica proteinas asociadas a queratinas. Las queratinas
del tipo Il se encuentran en el humano en el cromosoma 1213 en una region de 783 kb

y tienen una misma orientacion (Langbein et al., 1999; Langbein et al 2001).

N-terminal C-terminal
domain L1 Li2 Lo domain
1A 1B ;;; 2A 2B
) (——————
5 14-15 V{12-3 17 .
| Heptades Heptades ! |Heptades Heptades l
| | | |
| 20-21nm ] 20-21nm |

Figura 6. Se observa la estructura de una alfa queratina. Los segmentos helicoidales son
1A, 1B, 2A, 2B mientras que las regiones linker son L1, L12, L2. Las Heptades hacen
referencia a los 7 residuos que conforman una vuelta en la hélice. (Imagen reproducida
de Hocker, 2002)
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1.2.3.1 Formacion de filamentos intermedios

Para la formacion de los filamentos intermedios es necesario cantidades equimolares de
queratinas del tipo 1 y del tipo Il. Una vez expresadas, una queratina de cada tipo se
agrupa para formar un heterodimero. Los mondmeros se juntan de manera antiparalela y
se mantienen unidos por efecto hidrofobico, ademas son estabilizados por puentes salinos
entre residuos especificos presentes en los monomeros. El dimero formado adopta una
forma de superhélice con giro hacia la izquierda (Hocker, 2002). Dos heterodimeros se
empaquetan para formar un protofilamento, luego dos protofilamentos se unen para
formar una protofibrilla y finalmente 4 protofibrillas constituyen un filamento intermedio
que posee un diametro de aproximadamente 7 nm (Wang et al., 2015) (Figura 7). Una
macrofibrilla esta conformada por 500-800 IFs; y, en una célula cortical se pueden
encontrar aproximadamente entre 5 a 20 macrofibrillas (Hocker, 2002). EI mecanismo
para el ensamblado de todas estas estructuras aun no se conoce pero la presencia de
proteinas conocidas como proteinas asociadas a queratinas (KAPS) podria jugar un papel

importante en este proceso (Fujimoto et al., 2014).
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Figura 7. Estructuras intermedias previas a la formacion de un filamento intermedio. De
izquierda a derecha se observa un monomero de queratina, un heterodimero, un
protofilamento, una protofibrilla y un filamento intermedio. (Imagen reproducida de
Wang et al., 2015)

1.2.4 Proteinas asociadas a queratina (KAPs)

Las proteinas asociadas a queratina (KAPS) son proteinas presentes en el pelo de todos
los mamiferos. Estas constituyen la matriz que rodea a los IFs de queratina en las células
corticales y de la cuticula (Rogers et al., 2006). Esta familia fue por primera vez descrita
al aislar proteinas del foliculo de oveja (Gillespie y Board 1972; Gillespie, 1972). Desde
entonces se han caracterizado en varias especies, identificando alrededor de 100 proteinas

distintas (Khan et al., 2014).

Las KAPs se dividen en dos grupos principales, las que presentan un alto contenido de
sulfuro y las que presentan un alto contenido en glicina y tirosina (HGT). El primer grupo
puede separarse en dos subgrupos, las proteinas con alto contenido de sulfuro (HS) con
menos de 30% de residuos de cisteina y las de muy alto contenido de sulfuro (UHS) que
presentan mas del 30% de residuos de cisteina (Gillespie y Broad 1972; Gillespie, 1972).
De acuerdo a la nueva nomenclatura presentada por Powel y Rogers, estas pueden ser

agrupadas también en familias, y hasta el momento se han identificado 30 familias
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diferentes (Tabla 3). La asignacion de un miembro a una determinada subfamilia se

realiza por homologia de secuencias (Rogers et al., 2007; Wu et al., 2008).

Tabla 3. Asignacion de familias a los tres grupos principales de KAPs.

Clasificacion en base a %de residuos Clasificacién en familias
HS KAP1-3, KAP10- 16, KAP23 - 27
UHS KAP4, KAPS, KAP9, KAP17
HGT KAP6 - 8, KAP18 -22

Estas proteinas son pequefias, su tamafio varia aproximadamente entre 10 - 30 kDa. En
cuanto a la estructura primaria en el caso de HS/UHS se ha visto que las secuencias
presentan ciertas combinaciones de aminoacidos que se observan en repeticiones
pentapeptidicas (Parry et al. 2006). En el caso de HGT estas repeticiones estan ausentes

(Rogers et al., 2006). Falta realizar estudios en cuanto a su estructura tridimensional.

AUln no se conoce con exactitud su funcion; sin embargo se ha determinado que estas
proteinas se unen a los IF de queratina (Figura 8). Estas uniones son a través de puentes
disulfuro, pero también se dan mediante puentes de hidrogeno (Fujimoto et al., 2014;
Rogers et al., 2006). Por otro lado se ha visto que la unién con las proteinas de queratina
es de manera selectiva y que generalmente se da en el extremo N- terminal de las
queratinas, el cual es muy conservado en estas proteinas (Fujimoto et al., 2014). También
se ha observado que la presencia de estas pueden ser importantes para un correcto
ensamblaje de los IF (Fujimoto et al 2014). Por altimo, hay reportes de una regulacién
estricta a nivel post-transcripcional (Fujimoto et al., 2014). Estas proteinas se expresan
en gran cantidad en la cuticula y en el cortex, sin embargo hay reportes de una baja

expresion en la matriz del foliculo (Rogers et al., 2006).
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Figura 8. En la figura se puede observar una macrofibrilla, dentro de esta se aprecian
agregados de proteinas que corresponden a las KAPs (flecha negra). (Imagen reproducida
de Rogers, 2004)

En cuanto a los genes que codifican estas proteinas, existe evidencia que en varias
especies se encuentran organizados en clusters (Shibuya et al., 2004a; Khan et al., 2014).
En el humano se han identificado 5 clusters distintos, las UHS/HS estan presentes en los
5. Estos se ubican en los cromosomas 17¢21.2, 21g22.1, 21g22.3, 11p15.5, 11g13.
Mientras que las proteinas HGT se encuentran en el cromosoma 21¢22.1, rodeado de dos
grupos de genes de proteinas UHS/HS (Zhumbaeva et al., 1992; Rogers et al., 2001;
Rogers et al., 2002; Rogers et al., 2004; Shibuya et al., 2004). La nomenclatura para estos
genes fue propuesta por Powell y Rogers; los genes tienen el prefijo KRTAP seguido del
namero de familia (Rogers y Powell 1993). Los genes en promedio son de 1Kb y constan
de 1 solo exon (Rogers et al., 2006). La expresion de estos genes dentro del foliculo se
da en etapas avanzadas de la diferenciacidn. Estos genes empiezan a expresarse de manera
coordinada luego de que las células entran en la fase de queratinizacion (Rogers et al.,

2006).

Se han observado diferencias importantes en los repertorios de KRTAPS que presentan

las distintas especies de mamiferos, sobre todo en aquellas donde el pelo ha sufrido ciertas
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modificaciones adaptativas. Ademas la presencia de pseudogenes también varia de
acuerdo a la especie; esta gran variabilidad se origind por eventos de duplicacién (Khan
et al., 2014). En cuanto a los patrones evolutivos, se ha determinado que el grupo de alto
contenido de sulfuro ha pasado por una evolucion concertada. En el caso de las HGT se
han encontrado menos casos de conversion génica y recombinacion (Khan et al., 2014).
Ademaés del nimero de genes, las secuencias de estos presentan una gran variabilidad,
habiéndose identificado en humano, cabra y oveja polimorfismos por mutaciones
puntuales como también inserciones/deleciones de hasta 30 nucleétidos en region
codante. Ademaés, varios de estos polimorfismos han sido asociados a distintas
caracteristicas de la fibra con valor comercial (oveja y cabra), como por ejemplo el
didmetro (Rogers y Schweizer, 2005; Gong et al., 2011a, Gong et al., 2011b; Itenge —
Mweza et al., 2007; Shimomura et al., 2002; Zhou et al 2015; Mckenzie et al., 2010;

Zhang et al., 2011; Gong et al., 2015; Yu et al., 2008).

1.2.5 Caracteristicas de la fibra de alpaca

1.2.5.1 Aspectos morfolégicos de la fibra de alpaca

1.2.5.1.1 Estructura folicular

No hay muchos estudios en cuanto a las caracteristicas del foliculo en alpaca. Se ha
determinado que la alpaca huacaya presenta agrupaciones foliculares que constan de un
foliculo primario rodeado por 4 a 20 foliculos secundarios (Figura 9) (Antonini et al.,
2004; Badajoz, 2009; Ferguson et al., 2012; Moore et al., 2015). En el caso de las suri se
han visto agrupaciones similares a las observadas en oveja Merino, donde la agrupacion
folicular consta de tres foliculos primarios rodeados de varios foliculos secundarios

(Badajoz, 2009; Moore et al., 2015). Por otro lado se ha determinado que la maduracion
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completa de los foliculos secundarios en alpaca se da a los 4 meses después del

nacimiento (Antonini et al., 2004).

Figura 9. Micrografia de una seccion de piel de alpaca huacaya. Se observan dos paquetes
foliculares, cada uno presenta un foliculo primario asociado a glandulas sudoriparas y
varios foliculos secundarios. (Imagen reproducida de Moore et al., 2015)

1.2.5.1.2 Cuticula

En cuanto a la estructura de la cuticula en alpaca se ha determinado que consta de 3 a 4
capas celulares (Thomas et al., 2012). Las células presentan un patrén de mosaico
irregular similar al observado en oveja (Figura 10) (Thomas et al., 2012). En cuanto al
numero de células cuticulares, se encontré un promedio de 9.11 células por 100 pum de
fibra para alpaca huacaya y 7.57 células por 100 um de fibra en alpaca suri (Valbonesi et
al., 2010). La altura de las células cuticulares fue similar para ambas variedades de alpaca,

siendo de 0.5 um (Valbonesi et al., 2010).
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Figura 10. Micrografia de la topografia de fibras finas. A la izquierda se observa el patron
de las células cuticulares en alpaca huacaya y a la derecha el patron de las células
cuticulares de oveja merino. (Imagen reproducida de Thomas et al., 2012)

1.2.5.1.3 Cértex

El cortex de la alpaca presenta la tipica estructura bilateral observada en fibra de oveja.
Las células ortocorticales presentan las macrofibrillas en forma de anillos (Figura 11)
(Thomas et al., 2012). Las células paracorticales presentan los filamentos intermedios
empaquetados de manera pseudohexagonal (Figura 11) (Thomas et al., 2012). Ademas
de estos dos tipos celulares se encontrd un tercer tipo, que presenta un grado intermedio

de empaquetamiento de las macrofibrillas (Figura 11) (Thomas et al., 2012).

Figura 11. Micrografia electrénica del cortex de una fibra de alpaca. A la izquierda se
observan las células ortocorticales (O) con el empaquetamiento de las macrofibrillas en
forma de anillos. También se observan el grupo celular que presenta un empaquetamiento
intermedio (H). A la derecha se observan las células paracorticales con el
empaquetamiento de las macrofibrillas pseudohexagonal. (Imagen reproducida de
Thomas et al., 2012).
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1.2.5.2 Aspectos bioquimicos de la fibra de alpaca

Existen poco reportes de los genes expresados en fibra de alpaca. De una biblioteca de
ESTs generada por Fan y colaboradores se identificaron 9 genes de queratinas, 5
transcritos para las queratinas tipo | (KRT10, KRT25, KRT31, KRT14 y KRT15) y 4 del
tipo 11 (KRT81, KRT85, KRT5, KRT78) ademas de encontrar 3 transcritos para las KAPs
(KRTAP3-2, KRTAP10, KRTAP11-1) (Fernandez, 2015). Por otro lado a partir de una
biblioteca de cDNA generada en la Unidad de Biotecnologia Molecular (UBM) de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia se identificaron transcritos para los genes
KRTAP3-3, KRTAP9-2, KRTAP17-1, KRTAP13-1, KRTAP7-1, KRTAP11-1,
KRTAP1-2, KRTAP4-8, KRTAP8-2, KRT33, KRT34, KRT81, KRT85, KRT86. Se ha
determinado también que el miRNA Let-7b promueve el crecimiento de fibra de alpaca

mediante un represion transcripcional de TGFBR1 (Yan et al., 2016).

1.2.5.3 Caracteristicas con valor comercial de la fibra de alpaca

1.2.5.3.1 Diametro de fibra

El didmetro de la fibra en alpaca es el indice de calidad mas importante. De acuerdo al
diametro se han fijado distintas categorias de calidad (Tabla 4). En general mientras mas
delgada sea la fibra més fina se considera. Se ha demostrado que al igual que en ovinos
la zona del costillar medio resulta representativa para la evaluacion de la finura media del
animal (Aylan-Parker y McGregor, 2002). Ademas del diametro de fibra, se debe calcular
el coeficiente de variacion, el cual indica en porcentaje cuanto varian los diametros de
fibra para un mismo animal. Se espera que las alpacas tengan un bajo coeficiente de
variacion, de esta forma la fibra que producen es mas homogénea en sus caracteristicas.

A partir del diametro de fibra también se realiza el calculo del indice de confort. Este
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indice mide el grado de confort de la fibra, donde se espera que no mas del 5% de las

fibras tengan un didmetro mayor a 30 um (Quispe et al., 2013).

Tabla 4. Clasificacion de la calidad de fibra de alpaca en el mercado. Segin Norma
Técnica Peruana (NTP 231.301:2004)

Catergoria Diametro (um) [longitud (cm)
Alpaca Baby Hasta 23 65
Alpaca Fleece 23.2a26.5 70
Alpaca Medium Fleece 26.6a 29 70
Alpaca Huarizo 29.1a31.5 70
Alpaca Gruesa Mas de 31.5 70

Los registros de diametro de fibra varian de acuerdo a las zonas donde se realizaron los
estudios. En Per0 los valores se encuentran entre 20 um a 27 pm, mientras que en otros
paises productores de fibra estos oscilan entre 25 um y 27 um (Tabla 5). En cuanto al
coeficiente de variacion en alpacas peruanas este valor varia entre 18 % a 36 %, mientras
que en otros paises se encuentra entre 17 % y 24 % (Tabla 5). Se espera un valor de
coeficiente de variacion para el diametro de fibra de 24% que representa el limite para
rendimientos textiles. Por lo tanto los valores observados en alpacas peruanas se

consideran un tanto elevados.

Tabla 5. Reportes de didmetro de fibra y coeficiente de variacidn para alpaca huacaya de
distintas regiones del Peru y paises en el mundo.

Region Numero de alpacas|Diametro (um)| Coeficiente de variacion (%) Fuente
Iscahuaca - Apurimac 405 20 21.2 Vasquez et al., 2015
Pacomarca - Puno 2405 23 23.31 Cervantes et al., 2010
Pacomarca - Puno 4718 22.82 23.12 Morante et al., 2009
Lachocc - Huancavelica 185 23.42 18 Cordero et al., 2011
Toccra - Arequipa 60 27.41 36.65 Valbonesi et al., 2010
Parinacot - Chile 77 22.57 17.37 Crossley et al., 2016
Estados Unidos 585 27 23.48 Lupton et al., 2006
Australia no definido 25.7 24.1 Ponzoni et al., 1999
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Existen diversos reportes para la herdabilidad en sentido estricto del diametro de fibra.
La heredabilidad mide la proporcion de la varianza que se le atribuye al componente
genético, este indice sera explicado en mayor detalle mas adelante en el texto. Estos
reportes presentan valores muy diferentes que oscilan entre 0.18 y 0.73 (Tabla 6). En
algunos casos estos valores sugieren una fuerte influencia genética sobre el diametro de

fibra.

Tabla 6. Calculos de heredabilidad en sentido estricto (h?) para el diametro de fibra de
diferentes regiones del Per( y paises del mundo

Region Heredabilidad Referencia
Pacomarca - Puno 0.32 Cruzetal., 2015

Toccra - Arequipa 0.36+0.20 Paredesy Peralta, 2011

San Simon - La Libertad 0.54 Cruz, 2011

no especificado 0.18 Leon Velarde and Guerrero 2001
Australia 0.67 £0.30 Ponzoni et al., 1999
Nueva Zelanda 0.73+0.19 Wauliji e al., 2000

1.2.5.3.2 Peso del vellon

El peso del vellon también es una caracteristica muy importante porque indica la cantidad
de fibra que produce el animal anualmente. Un vellén mas pesado vale mas que uno mas
ligero. En Nueva Zelanda se han reportado datos de peso de vellon de 2.2 Kg (Wuliji, et
al.,2000), mientras que en Australia se han reportado entre 2 Kg a 3.3 Kg (McGregor y
Butler, 2004). En el Peru en la comunidades campesinas el peso de velldn es bajo, se
calcula una produccidn bianual de 2.3 Kg. Esta produccidon baja se debe en parte al déficit

en tecnologia que se utiliza para las esquilas (Quispe et al., 2013).

La heredabilidad para esta caracteristica también ha sido estudiada. Considerando solo la
primera esquila en poblaciones de Peru se han determinado heredabilidades de 0.38 +

0.34 (Mamani, 1991) y de 0.31 + 0.17 (Ruiz de Castilla et al., 1992). Teniendo en
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consideracién todas las edades los valores de heredabilidad reportados son 0.79 + 0.36

(Ponzoni et al, 1999) y 0.73 = 0.109.

1.2.5.4 Factores que afectan las caracteristicas de valor comercial

Se han identificado varios factores que afectan al diametro de fibra. Uno de estos factores
es la densidad folicular y el ratio foliculos secundarios: foliculos primarios (S/P). En un
estudio en una poblacion de alpacas en Chile se encontr6 una correlaciéon negativa (r= -
0.47, P< 0.05) en cuanto a la densidad folicular y el didmetro en alpacas huacaya blancas
(Crossley et al., 2016). Moore y colaboradores también encontraron una asociacion entre
la densidad folicular y el didmetro de fibra como también entre el ratio S/P y el didmetro
de fibra en alpacas. A mayor densidad folicular menor es el diametro de fibra y mientras
mas alto es el ratio S/P menor es el diametro de fibra (Moore et al., 2015). En cuanto a la
cantidad de vellon no se han encontrado estudios que encuentren asociacion entre el peso
y la densidad folicular en alpacas, sin embargo se espera que a mayor nimero de foliculos,

mayor peso del vellon.

Otro factor importante que afecta el diametro de fibra es la edad. Se ha observado que
conforme envejecen las alpacas, estas producen una fibra con un didmetro mayor (Quispe
et al., 2013). Lupton y colaboradores calcularon valores de diametro de fibra de 24.3 um,
26.5 um y 30.1 um para alpacas de 1, 2 y 3 afios 0 mas respectivamente (Lupton et al.,
2006). Varios autores proponen que esta correlacion con la edad podria deberse a que las
esquilas tienden a aumentar el funcionamiento folicular (Roger, 2006). En cuanto al peso
del vellén se ha observado que a mayor edad mayor es el peso del vellon. Esto se debe a

que alpacas mayores presentan una mayor superficie corporal (Frank et al., 2006).

El sexo es un factor donde existen ciertas discrepancias con respecto a su relacion con el

diametro de fibra. Existen reportes que las alpacas macho producen fibra mas fina, sin
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embargo esto podria deberse a que estos son sometidos a procesos de seleccion mas
minuciosos (Morante et al., 2009; Quispe et al., 2009). Por otro lado existen reportes que
las hembras producen fibra mas delgada (Aylan — Parker y McGregor, 2002; Lupton et
al., 2006), esto podria estar asociado a una priorizacion del uso de aminoacidos para
produccion de leche (Adams y Cronje, 2003). También hay autores que indican que el
sexo no tiene efecto sobre el diametro de fibra (Wuliji et al., 2000; McGregor and Butler
et al., 2004). En cuanto al peso del vellon el efecto del sexo es méas claro, encontrandose
que los machos producen un vellon més pesado. Esto se debe a que los machos tienen un

tamafo mayor (Lupton et al., 2006; Wujili et al., 2000)

La alimentacion también tiene un efecto importante sobre el diametro de la fibra. Se han
llevado a cabo estudios donde se suplementaron alpacas con dietas con un valor
nutricional bajo y lo que se observo fue una disminucién en el diametro de la fibra (Franco
et al., 2009). Esta relacion se ha observado también en ovinos. Por otro lado relacionado
a la nutricion, se ha observado diferencias en el diametro de la fibra de acuerdo a la
locacion, esto podria estar relacionado con el tipo de pasto de las distintas zonas (Quispe
et al., 2013). Con respecto al peso de vellon, se observo que el peso del vellén disminuye

con una dieta de valor nutricional bajo (Franco et al., 2009)

La sarna es considerada una de las enfermedades mas importantes en alpaca (FAO, 2005).
Sin embargo no se ha realizado ningun estudio sobre el efecto en el diametro de fibra,
pero existen evidencias que demuestras una tendencia a disminuir el didmetro (Quispe et
al., 2013). Sobre el peso de vellon la carga parasitaria tiene un efecto negativo,

disminuyendo la produccion (Quispe et al., 2013).
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1.2.6 Rasgos cuantitativos y mapeo de QTLs

Dentro de una poblacion se observan individuos con diferencias en varios rasgos a nivel
fenotipico. Estas diferencias pueden ser cualitativas o cuantitativas. En el caso de
caracteristicas cualitativas se observan fenotipos faciles de distinguir y con una
distribucion discreta, por ejemplo el grupo sanguineo en el humano. Estas caracteristicas
por lo general son controladas por un Unico o pocos genes. En el caso de las caracteristicas
cuantitativas los fenotipos no son faciles de distinguir, generalmente tienen que medirse
y presentan una distribucién continua (Falconer y Mackay, 1996). Este tipo de
caracteristicas son muy importantes porque implican a la gran mayoria de rasgos como
por ejemplo enfermedades complejas, conductas y rasgos de valor comercial para
animales o plantas (Hamilton, 2009). Son varios genes los que gobiernan este tipo de
caracteristicas. Ademas del componente genético, estos rasgos son influenciados por el
ambiente. Esto quiere decir que dos individuos con un mismo genotipo pueden presentar
valores fenotipicos diferentes o que dos individuos con genotipos diferentes pueden

presentar valores fenotipicos iguales (Falconer y Mackay, 1996).

La base genética de los rasgos cuantitativos es que los genes que los afectan poseen alelos
gue suman o restan a la magnitud del caracter. Estos genes son conocidos como QTLs
por sus siglas en inglés (quantitative trait loci) (Falconer y Mackay, 1996). Por lo general
un rasgo cuantitativo se caracteriza por estar influenciado por un gran nimero de genes
con efectos pequerios (Mackay et al., 2009). Ademas estos genes pueden presentar efectos
dependientes del contexto, lo cual quiere decir que un mismo genotipo puede presentar
efectos diferentes en individuos con diferentes edades, pesos u otras caracteristicas
(Mackay et al., 2009). Por otro lado pleiotropia es otro fendmeno comdn entre estos

genes, donde un gen influencia a méas de un caracter (Mackay et al., 2009).
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Al trabajar con rasgos cuantitativos siempre es importante determinar el porcentaje de
variacion que se debe al efecto de los QTLs y al efecto ambiental. Para lograr esto la
variacion fenotipica se puede descomponer en las distintas fuentes de variacion (genética
y ambiental) (Figura 12). Como se observa la varianza genética se descompone en 3
distintas varianzas (aditiva, dominancia e interaccion) (Falconer y Mackay, 1996). La
aditiva corresponde a la variacion debido a la suma o resta de los efectos de los diferentes
alelos sobre la magnitud del rasgo. La varianza por dominancia hace referencia a la
varianza debido a relaciones de dominancia entre los genes. Por Gltimo la varianza por
interaccion se refiere a la variacion producida por epistasis (Figura 12) (Falconer and
Mackay, 1996). Un pardmetro importante en el estudio de estos rasgos es la heredabilidad,
Existen dos tipos, heredabilidad en sentido amplio y heredabilidad en sentido estricto
(Figura 12). La heredabilidad en sentido amplio es el porcentaje de varianza que se
explica debido a factores genéticos en general. La heredabilidad en sentido estricto es la
proporcion de variabilidad explicada por la varianza genética aditiva. Esta Ultima es muy
importante para la seleccidn de caracteres ya que la varianza aditiva es el componente de

la varianza genética que explica el parecido entre parientes (Falconer y Mackay, 1996).
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Componentes de la varianza fenotipica.

Ve= Vs + Vg Ddnde: Ve: Varianza fenotipica.

Ve=Vy+ Vp+ 1 Ve: Varianza genética.
Ve: Varianza ambiental.
Va: Varianza aditiva.

Vp: Varianza por dominancia.

Heredabilidad Vi: Varianza por interaccion.
H? = ‘;—G H?: Heredabilidad en sentido amplio.
F
h? = Z—A h2: Heredabilidad en sentido estricto.
F

Figura 12. Descomposicidn de la varianza fenotipica y determinacion de la heredabilidad
en sentido amplio y estricto.

Otro aspecto importante del estudio de rasgos cuantitativos es el mapeo de QTLs. Este
consiste en la premisa que los QTLs pueden ser localizados por el ligamiento genético
con otros marcadores ya conocidos. Existen dos aproximaciones para el mapeo de QTLS,
el de un test de ligamiento o un test de asociacion (Mackay et al, 2009). El test de
ligamiento consiste en el uso de una muestra con relaciones de parentesco conocidas,
donde se busca un marcador que este proximo al loci causante. Un ejemplo de anélisis
por ligamiento es la prueba de Quantitative Trait Linkage Disequilibrium Test (QTDT)
(Havil et al., 2005). El test de asociacion se basa en los mismos supuestos, sin embargo
la muestra consta de individuos no relacionados y los eventos de recombinacion que se
buscan son eventos histéricos ocurridos en la poblacién (Balding, 2006). En ambos casos
el fin es localizar una region en el genoma donde se encuentre o este proximo el gen o la

mutacion responsable del fenotipo observado.
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En el caso de un analisis por asociacion existen diversas aproximaciones que se pueden
optar. Una muy utilizada hoy en dia es el Genome Wide Association Study (GWAS), que
consiste en un estudio de asociacion analizando todo o gran parte del genoma utilizando
un namero grande de marcadores genéticos (Foulkes, 2009). Otra aproximacion es la de
gen candidato; en la que se seleccionan, previo al estudio de asociacion, genes candidatos
a estar relacionados a la caracteristica de interés. Para la seleccion de estos genes se
utilizan reportes previos sobre las funciones de estos genes. Una vez identificados los
genes, se deben identificar marcadores genéticos dentro o cerca a estos (Foulkes, 2009).
La evaluacién de la asociacion se puede realizar mediante varios métodos, siendo uno de
los més comunes la regresion lineal. Sin embargo el método varia de acuerdo a la muestra

(Foulkes, 2009).

1.2.7 Marcadores genéticos moleculares

Los marcadores genéticos moleculares son polimorfismos Unicos de una secuencia de
ADN que pueden ser usados para identificar la contribucion del gen en determinado
fenotipo, para identificar un gen responsable de un rasgo, localizar un gen en una regién
cromosOmica, analizandolo en individuos, familias o poblaciones. En general, los
marcadores genéticos moleculares pueden ser encontrados en cualquier region del
genoma, ya sea nuclear o mitocondrial, deben ser polimorficos y el alelo menos
representado debe tener una frecuencia de al menos 5%. Existen diversos marcadores
moleculares de acuerdo a la forma en que se generan; ademas, los criterios de

clasificacion son muy variados (Van Tassel et al., 2008).

Los marcadores pueden ser clasificados de acuerdo a su capacidad de poder diferenciar
entre individuos heterocigotos y homocigotos. Se Illaman co-dominantes aquellos que
permiten esta diferenciacion mientras que los que no, se denominan dominantes

(Sunnucks, 2000). Otra clasificacion va de acuerdo al tipo de secuencia que analizan, en
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este caso encontramos del tipo 1 y del tipo 2. Los marcadores de tipo 1 se ubican en
secuencias codantes mientras que los del tipo 2 en secuencias no codantes (Sunnucks,
2000). Por ultimo, el tipo de herencia tambien es otro criterio de clasificacion; en este
caso, aquellos marcadores que son heredados Unicamente por uno de los padres se
clasifican como marcadores de herencia uniparental, mientras que aquellos que son

heredados de ambos padres son de herencia biparental (Galtier et al., 2009).

Los marcadores moleculares son muy usados en varios campos de la ciencia como por
ejemplo genética de poblaciones, biologia forense, medicina entre otros (Feral et al.,

2002).

1.2.7.1 Polimorfismos de nucledtido simple (SNP)

Este marcador consiste en una mutacion puntual dentro de una secuencia unica de ADN.
Sin embargo, para que esta mutacion pueda ser considerada como un marcador todas las
variantes deben estar presentes a una frecuencia mayor al 5%. Es un marcador co-
dominante que puede ser encontrado en cualquier parte del genoma (Van Tassel et al.,
2008; Vignal et al., 2002). Es, por lo general, un marcador bialelico a pesar de que en una
posicion determinada de una secuencia se puedan presentar los 4 nucleétidos. Una de las
razones para esto es la baja frecuencia con la que se da una sustitucion nucleotidica. Se
ha estimado que en el caso de una posicion neutral en un mamifero, la frecuencia esta
entre 1* 10 e-9 y 5 * 10 e-9 por nucle6tido por afio. Esto quiere decir que la probabilidad
de que se den dos cambios independientes en una sola posicion es muy baja (1*10 e-18 y
5*10 e-18) (Martinez — Arias et al., 2001). Otra razén es debido a un sesgo al momento
de ocurrir la mutacion. Existen dos tipos de sustituciones nucleotidicas; una son las
transiciones, donde los cambios pueden ser: purina- purina (A<->G) o primidina —
pirimidina (C<->T). El otro tipo se conoce como transversion, donde los cambios son:

purina — pirimidina o pirimidina — purina (A<->T, A<->C, G<->T, G<->C) (Nelson y
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Cox, 2009). Debido a que hay el doble de transversiones posibles con respecto a
transiciones, uno esperaria que la tasa de transicion/transversion sea menor a 0.5 en caso
las mutaciones sean al azar. Sin embargo en la préctica no se observa esto. Un estudio
que compara secuencias de ratones y humanos ha encontrado una tasa de
transicion/transversion de 1.4 (Colins y Jukes, 1994). Otro estudio de generacion de SNPs
en humanos a partir de EST encontr6 una tasa de transicion/transversion de 1.7 (Picoult-

Newberg et al., 1999). En aves esta tasa es mayor con un valor de 2.3 (Smith et al., 2001).

Existen varias estrategias para el descubrimiento de los SNPs. Las principales consisten
en la comparacién de secuencias especificas generadas en cromosomas diferentes. La
forma mas simple es la comparacion de secuencias obtenidas a partir de productos de
PCR. Sin embargo, esta estrategia tiene sus desventajas debido a que se necesita tener
conocimientos previos de la secuencia y produce secuencias diploides. Al ser diploides,
dos picos superpuestos pueden ser un SNP pero también pueden ser artefactos de
secuenciamiento (Figura 13) (Vignal et al., 2002). Para evitar el problema de las
secuencias diploides se puede utilizar otra estrategia que consiste en la comparacion de
secuencias obtenidas por clonacidn de fragmentos, de esta forma al encontrarse dos picos
superpuestos no existe la incertidumbre y es considerado como un artefacto de
secuenciamiento. Otra estrategia es la comparacion de EST sin embargo esta estrategia

produce falsos positivos (Vignal et al., 2002).
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Figura 13. Identificacién de SNPs por secuenciamiento directo de producto de PCR. En
la caja 1 en la primera secuencia se observa un individuo homocigoto para el alelo A, en
la segunda secuencia se observa un individuo heterocigoto AG y en la tercera secuencia
se observa un individuo homocigoto para el alelo G. En la caja 2 se puede observar en las
tres secuencias los errores de secuenciamiento a los que esta sujeta esta técnica (Imagen
reproducida de Vignal et al 2002).
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1.2.8 Parametros genéticos de los marcadores moleculares

1.2.8.1 Equilibrio de Hardy — Weinberg

El equilibrio de Hardy — Weinberg permite predecir frecuencias genotipicas a partir de

frecuencias alélicas o viceversa. La relacion es la siguiente (Hamilton, 2009):

Si las frecuencias alélicas para un gen con dos alelos son p y g, entonces la frecuencias
genotipicas seran: p? para homocigotos para ese alelo, 2*p*q para heterocigotos y ¢? para

homocigotos para ese alelo.

Es importante mencionar que para que una poblacion se encuentre en equilibrio de Hardy-
Weinberg esta debe ser de un organismo diploide, debe ser una poblacion grande, no debe
haber mutaciones, ni seleccién, ni migracion. En caso se determine que esta relacion no
se cumple, se dice que la poblacion no se encuentra en equilibrio de Hardy- Weinberg y

probablemente se debe a que alguno de los supuestos no se cumple (Hamilton, 2009).
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1.2.8.2 Heterocigosidad

La heterocigosidad (H) indica la proporcion de individuos heterocigotos dentro de una
poblacién. El indice toma valores de 0 a 1, un valor alto que existe una alta diversidad
alélica. Existen dos tipos de heterocigosidad: La heterocigosidad esperada (HE) y la

heterocigosidad observada (Ho) (Shete et al., 2009).

La heterocigosidad esperada (HE) se define como la probabilidad de que un individuo
elegido al azar de una poblacion sea heterocigoto para un locus. Asumiendo equilibrio de

Hardy- Weinberg (Nei, 1973).

Donde: pi es la frecuencia del alelo i y n es el nimero de alelos en un locus

La Heterocigosidad observada (Ho) indica la proporcion de individuos heterocigotos

observados para un locus en particular en una poblacién (Nei, 1973).

Individuos Heterocigotos

Ho =
Individuos totales

1.2.8.3 Contenido de informacion polimoérfica (PI1C)

El contenido de informacion polimoérfica (PIC) indica que tan informativo es un

marcador. Este estd en funcion del nimero de alelos y de la frecuencia alélica (Shete et

al., 2009).
n n—-1 n
PIC =1 —Zp? - Z Z 2pip]
i=1 i=1 j=i+1

Donde: pi es la frecuencia de alelo |, pj es la frecuencia del alelo J y n es el numero de
alelos en un locus.
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1.2.8.4 Desequilibrio de ligamiento (L D)

Este pardmetro indica el nivel de asociacion entre alelos de diferentes loci. Se calcula a

través de la determinante D (Hamilton, 2009).

D = (fg11) (fg22) — (921)(f912)

Donde: (fgl1) (fg22) representa el producto de las frecuencias gaméticas en fase de
acoplamiento y (fgl12) (fg21) representa el producto de las frecuencias gameticas en fase
de repulsion.

Sin embargo si la fase gamética es desconocida se puede calcular el LD en base a un
Likelihood Ratio Test (LRT). En este caso se asume primero que los marcadores se
encuentran en equilibrio de ligamiento, en donde las frecuencias haplotipicas son iguales
a la multiplicacion de las frecuencias alélicas. Esto es comparado contra un modelo
asumiendo desequilibrio de ligamiento, para lo que se calculan las frecuencias
haplotipicas en base a la prediccion de los haplotipos utilizando un algoritmo de maxima
verosimilitud. La comparacion asume una distribucién de Chi- cuadrado (Excoffier y

Slatkin, 1998).
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1. Objetivos

2.1 Objetivo general

Identificacion de marcadores del tipo SNP en genes que codifiquen para proteinas
asociadas a queratinas (KRTAPS) en alpaca huacaya y evaluar la posible asociacién de

uno de estos genes al didmetro de fibra siguiendo una aproximacion de gen candidato.

2.2 Objetivos especificos

e ldentificar y caracterizar genes candidatos de la familia KRTAP en alpaca
huacaya que podrian estar asociados a distintas caracteristicas de valor comercial
de fibra.

e Identificar variaciones en las secuencias de los genes candidatos seleccionados.

e Validar las variaciones identificadas en los genes candidatos como marcadores
genéticos del tipo SNP.

e Seleccionar un gen candidato para evaluar la asociacion entre este y el diametro
de fibra en alpaca huacaya.

e Evaluar si el gen candidato seleccionado esta asociado al didmetro de fibra en

alpaca huacaya.

1. Hipotesis

Hipotesis 1: Los genes KRTAP son buenos candidatos para la identificacion de

marcadores genéticos del tipo SNP.

Hipotesis 2: El gen KRTAP11-1 esta asociado al diametro de fibra en alpaca.
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V. Componente I. Validacion de marcadores en genes KRTAP en alpaca

4.1 Materiales y Métodos

4.1.1 Determinacion de genes candidatos a estar relacionados a caracteristicas de
fibra

Entre las dos familias principales de proteinas relacionadas a caracteristicas de fibra se
selecciond las proteinas asociadas a queratinas (KAPS); esta decision se explicara en la
seccidn de discusion. Para la seleccion de los genes se tuvieron en cuenta dos criterios
importantes: Se buscaron genes que se estén expresando en fibra de alpaca y genes en
donde se haya establecido alguna relacion o asociacion importante con alguna
caracteristica de fibra en otras especies. Para elegir genes que se estén expresando en fibra
de alpaca se utilizd una biblioteca de cDNA generada a partir de piel de alpaca por la
Unidad de Biotecnologia Molecular (UBM). Se identificaron todos los genes KRTAPs
utilizando la herramienta BLAST. Una vez identificados estos genes se realizd una
busqueda bibliografica de genes KRTAPS en los que se hayan reportado polimorfismos
(en otras especies productoras de fibra) y asociaciones a diferentes caracteristicas de fibra.
Teniendo en cuenta ambos criterios se seleccionaron 5 genes, uno de estos sin embargo

no se encontraba en la biblioteca de cDNA.

4.1.2 Obtencién de secuencias in silico a partir del genoma de alpaca (Vicugna-Pacos

2.0.1)

La obtencidn de las secuencias in silico de los genes seleccionados se hizo utilizando los

fragmentos de los genes (Anexo 1) identificados utilizando la biblioteca de cDNA
previamente descrita. Estas secuencias fueron comparadas con el genoma de referencia
de alpaca (Vicugna-Pacos 2.0.1) en el Genebank utilizando la herramienta BLAST. De

esta forma se ubico una parte del gen. Cerca de esta region se buscaron marcos de lectura
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abiertos (ORF) que pudieran codificar una proteina utilizando la herramienta Expasy-

translate tool (http://web.expasy.org/translate/). En el caso del gen que no se encontrd en

la biblioteca de cDNA (KRTAP6-1) se utilizd como secuencia de referencia, para la
basqueda en el genoma, el gen reportado en oveja (Acc. Nr. NP_001180328.1)
(Anexo 1). Una vez identificada la posicion de los ORFs para cada uno de los genes de
interés se extrajeron 500pb downstream y upstream de esta region, para la identificacion

de secuencias regulatorias y el disefio de cebadores.

4.1.3 Caracterizacion in silico de genes candidatos KRTAP en alpaca

En primer lugar se realizé un alineamiento entre los ORF traducidos y proteinas ortélogas
para confirmar que se estaba trabajando con el gen deseado, esperando un alto grado de
identidad entre las secuencias. El alineamiento fue global y pareado utilizando el
algoritmo de Needleman — Wunsch (http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/).
Para la comparacion se utilizé proteinas de oveja y en los casos donde no se habian

reportado para esta especie se utilizaron proteinas humanas.

Utilizando las secuencias extraidas del genoma de referencia se identificé la region
codante y la secuencia de aminoacidos de la proteina. Ademas se identificaron elementos
regulatorios de la region promotora (caja TATA). Por otro lado utilizando las secuencias
de la biblioteca de cDNA se pudo identificar la regién 3"UTR de algunos de los genes,

también se identifico la secuencia sefial de poliadenilacion (AAUAAA).

4.1.4 Disefno de cebadores vy estandarizacion de PCR

Para el disefio de cebadores se utilizaron las secuencias extraidas a partir del genoma. Los
cebadores fueron disefiados utilizando la interfase de internet de Primer3web 3.0

(http://primer3.sourceforge.net/webif.php) teniendo en cuenta que las temperaturas de

fusién (Tm) entre cada par de cebadores no sean mayores a 2°C y que el contenido de GC
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se encuentre entre 40 y 60 %. Para asegurar que la PCR fuera eficiente se calculd la
energia libre de Gibbs (AG) para las distintas estructuras que podian adoptar los cebadores
utilizando Oligo Analyzer tool de IDT (https://www.idtdna.com/calc/analyzer). Se
calcul6 el AG para la formacion de homodimeros, heterodimeros y estructuras
secundarias (Hairpin). Se tom6 como valor minimo de AG -9 Kcal/mole para la
formacion de cada una de las estructuras, de acuerdo a las recomendaciones de los

creadores de la herramienta de andlisis utilizada.

Para la estandarizacion de las PCRs se realizaron curvas de magnesio y de temperatura.
En el caso de la curva de magnesio, en la mayoria de casos, se utilizaron 3
concentraciones: 1mM, 1.5mM y 2mM. Las temperaturas que se probaron variaron de
acuerdo al Tm de los cebadores disefiados. Las curvas de temperatura y de magnesio
fueron realizadas utilizando 3 muestras de ADN genomico de alpaca de la variedad
huacaya. La PCR se realiz6 en un termociclador de modelo Veriti de la marca Applied

Biosystems utilizando las concentraciones finales indicadas en la Tabla 7.

Tabla 7. Concentraciones finales de los reactivos utilizados en la estandarizacion de las
PCRs.

Reactivo | Concentracion final
ADN 20ng/ul
PCRBuffer 1x
dNTPs 0.2mM
MgCl2 1.0/1.5/2.0 (mM)
PrimerF. 10pM
PrimerR. 10pM
TAQ 0.5U

Una vez estandarizadas las PCRs (por gen) se enviaron tres productos de cada par de
cebadores a la empresa Macrogen (Korea), donde fueron purificados y secuenciados. Se
usé un ABI PRISM Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit y un
secuenciador automatico ABI PRISM 3730 Genetic Analyser®. En caso que hubiera
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problemas con los cromatogramas obtenidos se disefiaron nuevos cebadores y se

estandarizd nuevamente la reaccion de acuerdo a lo descrito anteriormente.

4.1.5 Muestras para la validacién de marcadores

Para validar los marcadores en los diferentes genes seleccionados se amplificaron 96
muestras de ADN gendmico de alpaca huacaya provenientes de 6 regiones distintas del
Per( (Tabla 8) (Anexo 2). Estas 6 regiones son las que presentan el mayor nimero de
alpacas en el pais (>90%) (Tabla 1), el nimero de alpacas utilizado por region fue

proporcional al nimero de alpacas presentes en la misma.

Tabla 8. Numero de alpacas por region utilizadas para la validacion de los marcadores.

Regién Numero de individuos
Puno 42
Huancavelica 17
Cuzco 17
Arequipa 5
Apurimac 8
Junin 7

Para determinar el nUmero total de muestras a analizar, se utiliz6 el programa MINSAGE,
el cual fue desarrollado en la Universidad de Libeck basado en las publicaciones de
Gregorius y Gillet (Gregorius, 1980; Gillet, 1999). Este programa permite el calculo del
nimero minimo de individuos necesarios en un marcador bialelico para encontrar alelos
con una frecuencia minima del 5% con un nivel de confianza del 95%. De acuerdo a este
programa una muestra de 60 individuos es suficiente sin asumir equilibrio de Hardy-

Weinberg.

4.1.6 Andlisis de secuencias

Para cada gen se alinearon 40 secuencias al azar (de las 96) y se buscé sitios polimorficos.

Una vez identificados las posiciones, éstas fueron observadas en los cromatogramas para
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descartar errores de secuenciamiento. Se determind mediante la inspeccion de los
cromatogramas los 96 genotipos para aquellas posiciones que no correspondian a errores
de secuenciamiento. En base a estos genotipos y utilizando el programa Cervus se
determiné las frecuencias alélicas asi como los indices de variabilidad: Indice de
contenido polimérfico (PIC), heterocigosidad esperada (He) y heterocigosidad observada
(Ho). Utilizando el programa Genepop se determind si los marcadores se encontraban en
equilibrio de Hardy-Weinberg. Ademaés, se determind los haplotipos y sus frecuencias

para cada gen utilizando el programa Arlequin.

Por ultimo se determin6 qué marcadores se encontraban en desequilibrio de ligamiento
utilizando el programa Arlequin. Para esto primero se realizd la prueba entre los
marcadores dentro de un mismo gen. Los pardmetros para esta prueba fueron 16000
permutaciones y 10 posiciones de inicio de acuerdo a la recomendacion del desarrollador
del programa. También se realizé la misma evaluacion pero entre todas las posiciones
polimorficas de todos los genes, los parametros para esta prueba fueron los mismos.
Ademas, para esta evaluacion, debido al gran nimero de pruebas (496) y de que se trata
de un Likelihood ratio test (LRT) se realizd la correccion de Benjamini-Hochberg

(Benjamini y Hochberg, 1995).
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4.2 Resultados

4.2.1 Determinacion de genes candidatos a estar relacionados a caracteristicas de

fibra

Primero se buscaron todos los genes de la familia KRTAP en la biblioteca de cDNA. En

total se encontraron 51 secuencias que pertenecian a 9 genes distintos, cada uno presento6

un tamafio y un nimero de secuencias variable (Tabla 9).

Tabla 9. Genes de la familia KRTAP identificados en biblioteca de cDNA

Gen Tamano de secuencia (pb) | Numero de secuencias
KRTAP1-2 439 22
KRTAP3-3 350 4
KRTAP4-8 367 1
KRTAP7-1 394 2
KRTAP8-2 250 3
KRTAP9-2 142 1
KRTAP11-1 393 7
KRTAP17-1 167 1
KRTAP13-1 241 10

Se realiz6 una revision bibliografica con el fin de buscar reportes de polimorfismos en

estos genes en otras especies productoras de fibra. Cuatro de los genes que se identificaron

en la biblioteca de cDNA presentaban reportes de polimorfismos asociados a

caracteristicas de fibra en otras especies (KRTAP1-2, KRTAP9-2, KRTAP11l-1 y

KRTAP13-1). Ademas de estos 4 genes, se encontraron reportes de asociacion del gen

KRTAPG6-1 al diametro de fibra, por lo cual se incluyo en el trabajo. Por lo tanto se

eligieron como genes candidatos a estar relacionados a caracteristicas de fibra en alpaca

a los genes: KRTAP1-2, KRTAP6-1, KRTAP9-2, KRTAP11-1, KRTAP13-1. Se

decribira en detalle estos estudios en la seccion de discusion.
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4.2.2 Obtencién de secuencias in silico a partir del genoma de alpaca

Para la obtencidn de las secuencias in silico se utilizo la herramienta BLAST y el genoma
de referencia en el Genebank. Como se menciond anteriormente no se encontrd una
secuencia para el gen KRTAP6-1 en la biblioteca de cDNA, por lo tanto, para ubicar este
gen se utilizd la secuencia del gen en oveja. En todos los casos se encontrd una region
homologa o idéntica en el genoma de alpaca con E- Values adecuados (Tabla 10). Dos de

los genes (KRTAP11-1 y KRTAPG6-1) se ubicaron en el mismo scaffold (Tabla 10).

Tabla 10. Region del genoma de alpaca donde se ubicaron las secuencias pertenecientes
a los distintos genes.

Gen Secuenciainicial E- Value (Blast)| Scaffold |Posiciones en Scaffold
KRTAP1-2 |Biblioteca cDNA (anexo 1) 0 188 3451998 - 3451456
KRTAP6-1 Genebank (anexo 1) 3.00 E-66 234 28605 - 28279
KRTAP9-2 [Biblioteca cDNA (anexo 1) 6.00 E-67 627 54997 - 54856
KRTAP11-1 |Biblioteca cDNA (anexo 1) 0 234 286258 - 285828
KRTAP13-1 [Biblioteca cDNA (anexo 1) 0 101 150879 - 151598

Luego de determinar la posicion de las secuencias se buscé un ORF cercano. Para todos
los genes, menos KRTAP9-2, se encontr6 un ORF completo (Tabla 11). Una vez
Identificados los ORFs se extrajeron del genoma las secuencias de los genes para el
disefio de cebadores (Tabla 11). El gen KRTAP9-2 presenta un gap en la parte 5°de la
region codante. Para este gen se extrajo la secuencia incluyendo el gap y parte de la
secuencia dowstream del gap con la finalidad de disefiar cebadores para obtener la

secuencia faltante mediante secuenciamiento.

Tabla 11. Tamafio de los ORFs encontrados y tamafio y posicion de las secuencias a
partir de las cuales se disefiaron los cebadores.

Gen Tamafio del ORF (pb) |Scaffold | Tamafio de secuencia extraida (pb) y posicion en scaffold
KRTAP1-2 390 188 1600 (3451301 - 3452901)

KRTAP6-1 225 234 1600 (27661 - 29261)

KRTAP9-2 No determinado 627 1600 (54066 - 55636)

KRTAP11-1 489 234 1600 (285665 - 287264)

KRTAP13-1 504 101 1600 (150402 - 151991)
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4.2.3 Caracterizacioén in silico de los genes candidatos en alpaca

Primero se realizaron alineamientos entre las proteinas traducidas a partir de los ORFs y
las proteinas ortdlogas en oveja. Esto se realizo para confirmar la identidad de los genes
con los que se estan trabajando. En el caso de KRTAP9-2 y KRTAP13-1 no se encontro
las secuencias en oveja por lo tanto se utilizd las proteinas reportadas en humanos.
Ademas del alineamiento se analiz6 el gen in silico para identificar la region codante y
elementos regulatorios de la region promotora, 3"UTR y 5 "UTR. También se presenta la

secuencia predicha de la proteina en alpaca.

4.2.3.1 KRTAP1-2

Se realiz6 un alineamiento entre el ORF traducido del gen KRTAP1-2 en alpaca y la
secuencia de la proteina KAP1-2 reportada en oveja (Acc. Nr. AEK78078.1) (Figura 14).
Se encontrd un porcentaje de identidad de 84 %, donde la diferencia mas importante se
encuentra en una delecién de 25 aminoacidos en la secuencia de alpaca con respecto a la

secuencia de oveja.

V.pacoskKRTAP1.2 MACCSTSFSGFPICSTGGNCGSSCC----~----~-----------c---- QTSCCQPTCC
O.arieskRTAP1.2 lACCSTSFCGFPICSSVGTCGSSCGQPTSCQTSCCQPTSIQTSCCQPISLQTSCCQPTCL
V.pacosKRTAP1.2 QTSSCETGCGIGGSIGCGREGGSGALSCRTRWCRPDCRVEGTCLPPCCVVSCTPPTCCQL
O.arieskRTAP1.2 QTSGCETGCGIGGSTGYDQVGSQGAVSSR|R WCRPDCRVEGTSLPPCCVVSCTSPSCCQL
V.pacoskKRTAP1.2 YLAQASCCRPSYCGQSCCRPACCLCCEPTCCEPTC-~-~--

O.arieskKRTAP1.2 YYAQnSCCRPSYCGQSCCRPaCC--CQPTCIEPVCEPTC

.....................

Figura 14. Alineamiento entre la proteina KRTAP1-2 reportada en oveja y la proteina
predicha del gen KRTAP1-2 en alpaca.

Al analizar la secuencia del gen KRTAP1-2 en alpaca se identificaron elementos y
regiones regulatorias. La region codante de este gen tiene un tamafio de 390 pb, se
identificd la secuencia consenso de la caja TATA a 83 pb upstream del coddn de inicio

(Figura 15A). Utilizando la secuencia en la biblioteca de cDNA se identificé la region
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3"UTR, la cual tiene un tamafio de 439 pb (Figura 15A). Ademas, dentro de esta region y
previo al final de la secuencia de cDNA se pudo identificar la secuencia sefial de
poliadenilacion AAUAAA a 426 pb del ultimo codon (Figura 15A). De acuerdo a esto,
tomando en cuenta la posicién de la caja TATA como el inicio y la Gltima porcion de la
secuencia de biblioteca de cDNA como el final, el gen KRTAP1-2 en alpaca tiene un

tamafo aproximado de 912 pb (Figura 15A).

Ademas de identificar estos elementos en la secuencia de ADN se tradujo la regién
codante para obtener la secuencia de aminoacidos de la proteina, obteniéndose una
secuencia de 130 aminoacidos que tiene un peso molecular de 13.2 kDa. (Figura 15B).
La proteina presenta 26% de residuos de cisteina, los dos otros residuos mas frecuentes
son serina (12.3%) y glicina (11.5%) (Figura 15B). Debido a que la proteina presenta un

porcentaje menor al 30% de residuos de cisteina, se le clasifica en el grupo HS (Tabla 3).
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GGCTTATAAAAGGCCAGATGTAGAAGGTGAAGCCAAAACTCAGAAACTCCTCTTAACAAGCCAGCTCT

CAGCCCAACTCTTGATACCATGGCCTGCTGTTCCACCAGCTTCAGCGGATTTCCCATCTGTTCTACTGGT
GGGAACTGTGGCTCCAGCTGCTGCCAGACCAGCTGCTGCCAGCCAACCTGCTGCCAGACCAGCAGCT

GTGAGACTGGCTGTGGCATTGGTGGTAGCATTGGCTGTGGCCAGGAGGGTGGCAGCGGAGCTCTGA
GCTGCCGCACCAGGTGGTGCCGCCCTGACTGCCGCGTGGAGGGCACCTGCCTGCCTCCCTGCTGCGTG
GTGAGCTGCACCCCACCAACCTGCTGCCAGCTGTACCTCGCCCAGGCCTCCTGCTGCCGCCCATCCTAC
TGTGGACAGTCCTGCTGCCGCCCAGCCTGCTGCCTCTGCTGTGAGCCCACCTGCTGTGAGCCCACCTGC

BMACCSTSFSGFPICSTGGNCGSSCCQTSCCQPTCCQTSSCETGCGIGGSI
GCGQEGGSGALSCRTRWCRPDCRVEGTCLPPCCVVSCTPPTCCQLYLAQA
SCCRPSYCGQSCCRPACCLCCEPTCCEPTC

Figura 15A. Probable secuencia del gen KRTAP1-2 en alpaca. En letras negritas se
muestra la region codante, en amarillo se muestra la secuencia consenso de la caja TATA,
en verde se muestra la secuencia de la biblioteca de cDNA (regién 3’'UTR) y en rojo la
secuencia sefial de poliadenilacion (AAUAAA). 15B. Secuencia traducida de
aminoéacidos de la proteina KAP1-2 en alpaca obtenida a partir de la region codante
identificada in silico.

4.2.3.2 KRTAP6-1

Se realiz6 un alineamiento entre el ORF traducido del gen KRTAPG6-1 en alpaca y la
secuencia de la proteina KAP6-1 reportada en oveja (Acc. Nr. NP_001180328.1) (Figura
16). Ambas proteinas comparten una identidad del 86.7%, diferenciandose en gran parte
debido a una delecion en la secuencia de alpaca de 8 residuos con respecto a la secuencia

en oveja (Figura 16).
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W.pacosKAPG. 1 MCDYYGENYYGORGYOCCOYGGLGCaY a5 CYGCGFRRLGCGYGCGY G- - - - - - - - COYGFG

O.arieskKaPs.l |CGY\GNYYGGLGCGSVS\GGLGCG\GSCYGSGFRRLGCGYGCGYG\GSRSLCGSGVGYG
V.pacoskAPE. 1 SRS LCGCGYGCa5GYESaFaYYY

O.arieskKaPs.l SRSLCGSGYGCGSGYGSGFGYYY

e ok Rk okk R Rk

Figura 16. Alineamiento entre la proteina KRTAP6-1 reportada en oveja y la proteina
predicha del gen KRTAP6-1 en alpaca.

La region codante de este gen tiene un tamafio de 225 pb, se identifico la secuencia
consenso de la caja TATA a 92 pb upstream del codon de inicio (Figura 17A). En este
caso no se contaba con una secuencia en biblioteca de cDNA por lo tanto no se puede
predecir la region 3"UTR, sin embargo se identifico la secuencia sefial de poliadenilacion
(AAUAAA) a 293 pb del ultimo coddn de la region codante (Figura 17A). De acuerdo a
esto, tomando los mismos criterios que para KTRAP1-2, se determind que el gen
KRTAPG6-1 en alpaca tiene un tamafio aproximado de 610 pb (Figura 17A). Este gen
presento la regién codante mas pequefia, lo cual es caracteristico para KAPs que

pertenecen al grupo HGT.

Ademas de identificar estos elementos en la secuencia de ADN, se tradujo la regién
codante, obteniéndose una secuencia de 75 aminoécidos y un peso molecular de 7.7 kDa
(Figura 17B). Se analizé su composicion y los residuos mas frecuentes fueron: Glicina
(38.7%), tirosina (21.3%) y cisteina (16 %) (Figura 17B). Estos valores se esperan para

una proteina que pertenece al grupo HGT (Tabla 3).
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A

GGTATATAAAAGGCTCTCTGTAGGGAAATTGTCCAGACTGAAGTTGCCTATCCTCCTTCTTTACCCAGAG
ACAACCCCAAAACCAACAGCAACACCATGTGCGACTACTACGGAAACTACTATGGGGGCCGTGGCTAT]
GGCTGCTGTGGCTACGGAGGCCTGGGCTGCGGCTATGGGTCCTGCTATGGCTGTGGCTTCCGCAGAC
TGGGCTGTGGCTATGGCTGTGGCTATGGCTGTGGCTATGGCTTTGGCTCCCGCTCTCTCTGTGGCTGT
GGCTATGGGTGCGGCTCTGGCTATGGCTCTGGCTTTGGCTACTACTATTGAGGATGTCATGGAAGACT
TCATCCCCTACACCTAGACCTCAGGATTCCCCAATTCTGAACCCTTCCTGTTTTGTGCCTTTTCCTCGGTA
GTAGTTATCCTGCATCACGGAGGTCTAGTGTGGCCTGTTGTTGATTTATCATCTAACCTACAAATTTCCT
GAATTTACCTCAAGAAGTGGGAGATGGTGAAATTCACCTGTGACCTCAGAGTTCTGCTTTCATCAGGGT
GATGGTGTCAAGCAACTGCCTTGACTTTCATG CTGAAGCTTGTTTCTCTGTTGACCT-CTTATTC
AATCTAAACCGAAACCTTGTTTTTTATGTCAGTTATTTGATGTTCAGTGTTCCCTACAGTTTTTTTGTCTGT]
CTGTTTCAGTTTTCAAGAAAGCTAACAA

B

MCDYYGNYYGGRGYGCCGYGGLGCGYGSCYGCGFRRLGCGYGCGYGCGY
GFGSRSLCGCGYGCGSGYGSGFGYYY

Figura 17A. Probable secuencia del gen KRTAPG-1 en alpaca. En letras negritas se
muestra la region codante, en amarillo se muestra la secuencia consenso de la caja TATA,
y en rojo la secuencia sefial de poliadenilacion (AAUAAA). 17B. Secuencia traducida de
aminoéacidos de la proteina KAP6-1 en alpaca obtenida a partir de la region codante
identificada in silico.

4.2.3.3 KRTAP9-2

En el caso de KRTAP9-2 como se menciond previamente, el genoma de referencia
presentaba un gap. Los resultados que se presentan a continuacién corresponden luego de
descifrar la secuencia de ese gap. La metodologia que se utiliz6 para el establecimiento
de esta secuencia de describird mas adelante. Se realizé un alineamiento entre el ORF
traducido del gen KRTAP9-2 en alpaca y la secuencia de la proteina KAP9-2 reportada
en humano (Acc. Nr. NP_114167.2) (Figura 18). Se observo una identidad entre ambas

proteinas del 65%, considerablemente menor que en los casos anteriores.
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V.pacoskKAP9. 2 MTHSCCSPCCQPTCCQPTCCERPSCCOPCCPQTCYEATQTTCCSTTCREPTCWTTCCQPTC
H.sapiensKAPD.2 —HTHCCSPCCQPTCCRTTCCRTTCWKPTTUTTC———SSTPCCQPHCCVSSCCQPCCRPTC
V.pacosKAP9. 2 CEPSSCOQTCCQPTCVTSCCSPSCO0S5 - - - - -TCCESSSCEQNCEGS5CCQPASCAPYYC
H.sapienskKAP9.2 CQNTCCRTTCCQPTCUTSCCQPSCCSTPCCQPTCC655CCGQTSCGSSCGQSSSCAPUYC
V.pacosKAPS, 2 HRTWYHPTCCCLPGCLAQSCGSSCCQPRCRPYCCQTTCCR----- PSCVSSCCOPSC-
H.sapiensKaP9.2 RRTCYYPTTUCLPGCLNQSCGENCCQPCCRP&CCETTCCRTTCFQPTCUSSCCQPSCC

Figura 18. Alineamiento entre la proteina KRTAP9-2 reportada en humano y la proteina
predicha del gen KRTAP9-2 en alpaca.

La region codante de este gen tiene un tamafio de 504 pb, se identificd la secuencia
consenso de la caja TATA a 84 pb upstream del coddn de inicio (Figura 19A). A pesar
que este gen si se encontrd en la biblioteca de cDNA, solo se encontrd una secuencia que
pertenecia a la region codante y no al extremo 3"UTR. Por lo tanto tampoco se pudo
determinar de esta forma la secuencia de esta region. La sefial de poliadenilacion
AAUAAA se identificd a 468 pb downstream del ultimo codén. De acuerdo a esto, el

gen KRTAP9-2 en alpaca tiene un tamafio aproximado de 1057 pb.
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A

AGTGTATAAAAGCCCCAGAACAGAAGGAGTGATCAGAATCTGAGAAACTCACCACTCAACAGGAGTTC
CAACTTCCACCACTGACACCATGACCCACTCATGCTGCTCCCCTTGCTGCCAGCCCACCTGCTGCCAGCC
CACCTGCTGTGAGCCCAGCTGCTGCCAGCCTTGCTGCCCCCAAACTTGCTATGAAGCTACTCAGACCAC
CTGCTGCAGCACCACCTGCCGCAAACCTACTTGTGTGACCACCTGCTGCCAGCCCACCTGCTGTGAGCC
CAGCAGCTGTGGACAAACCTGCTGCCAGCCTACCTGTGTAACCAGCTGTTGCAGCCCTTCCTGCTGCC
AGTCCACTTGCTGTGAGTCTAGCAGCTGCGGACAAAACTGCGGTGGGTCCAGCTGCTGCCAGCCAGC
TAGCTGTGCACCCGTGTACTGCCACCGAACCTGGTACCACCCCACGTGCTGCTGCCTGCCTGGGTGCCT]
GGCCCAGAGCTGTGGATCCAGCTGCTGCCAGCCTCGCTGCCGCCCTGTCTGCTGTCAGACCACGTGCT
GCCGCCCTAGCTGTGTGTCCAGCTGCTGCCAGCCCTCCTGCTGATCACCTCACCAAGAGCCATCCCCTG
CATCCAACACAATCTGTCAACTGAGTTGCCGTTTTGGGGGCAAATTCACTTCTTGGGTTTGCCAATTACC
AGCATGCTCTCCCAGAACTTCTGTTACTCATCTGCTTGTTTAAAGCTTGTGAATCAGCTTGTTGGAGTGC
AGAGGACTTCCCCCAATTCTCTTCCTCTCGTGTAGGTGGATGATGAGCCAGCTTTGTGCATCCTTGATAT
GGAGTTTGTCTGGGCTTTGACTCTGAAGTCAGGTCCACGCAGTCCCTCTGAGTGACTAAGGAAAACTAA
TTCTTGTAACTGTTTCACAGGTTTCTGCAACTGATCAATATTATTCATAATCATATTTTCTTTATCAATGTA
CTCGTGGCTCTCACAGCTTTCTTGTTTCTTTTATGATCACTTTGAGTTGTCTTCCTGGATACAGGAGTCTT
CCCTATGTGTCTCCCHNMMMMA TTCCGTATCATAATTTAT

B

MTHSCCSPCCQPTCCQPTCCEPSCCQPCCPQTCYEATQTTCCSTTCRKPT(
VITCCQPTCCEPSSCGQTCCQPTCVTSCCSPSCCQSTCCESSSCGQNCGGS
SCCQPASCAPVYCHRTWYHPTCCCLPGCLAQSCGSSCCQPRCRPVCCQTT
CCRPSCVSSCCQPSC

Figura 19A. Probable secuencia del gen KRTAP9-2 en alpaca. En letras negritas se
muestra la region codante, en amarillo se muestra la secuencia consenso de la caja TATA,
y en rojo la secuencia sefial de poliadenilacion (AAUAAA). 19B. Secuencia traducida de
aminoéacidos de la proteina KAP9-2 en alpaca obtenida a partir de la region codante
identificada in silico.

Ademas de identificar estos elementos en la secuencia de ADN se tradujo la regién
codante para obtener la secuencia de aminoacidos de la proteina, se obtuvo una secuencia
de 167 aminoéacidos con un peso molecular de 7.5 kDa. Al determinar su composicion se
observo que cisteina es el residuo que aparece con mayor frecuencia 31.7%. Otros
residuos frecuentes en esta proteina son serina (13.8%), treonina (12.6%) y prolina (11.4)
(Figura 19B). El porcentaje de cisteina mayor al 30% es lo que se espera para esta proteina

por pertenecer al grupo UHS (tabla 3).
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4.2.3.4 KRTAP11-1

Se realiz6 un alineamiento entre el ORF traducido del gen KRTAP11-1 en alpaca y la
secuencia de la proteina KAP11-1 reportada en oveja (Acc. Nr. AEB55022.1) (Figura
20). Se encontrd un porcentaje de identidad de 83.4 % entre ambas proteinas, presentando

la proteina en alpaca una pequefia insercion de 3 aminoacidos con respecto a la proteina

de oveja (Figura 20).
V.pacosKAP11.1 MSYNCSTRNCSSRLIGGQYSVPVTPVWTASTQDADCLSGIHLPSSFQTGSWLLDHCQETC
0.arieskAP11.1 HSYSCSTRICSSRRIGGEVTVPY - - -\TVSSPDADCLSGIYLPSSFQTGSHLLDHCQETC
V.pacosKAP11.1 CEPTWCQPTCYQQTSCVSSPVQUTCSRQTNCVSHPCSTAYSRPLSFYSSGCRPLGGISTY
0.arieskAP11.1 CEPTUCQSTCYQPTPLUSSPURVT -SROTTCVSSPCSTTCSRPLTFISSGCQPLSGVSTY
V.pacosKAP11.1 CQPVRSVS TVCRPVGGYST ICQPACGVSRTYQQSCVSSCRRTC
0.arieskAP11.1 CKPVRSISTVWCQPVGGYSTICQPTCGVSRTYQQSCVSSCRRIC

Figura 20. Alineamiento entre la proteina KRTAP11-1 reportada en oveja y la proteina
predicha del gen KRTAP11-1 en alpaca.

La region codante de este gen tiene un tamafio de 439 pb, se identificd la secuencia
consenso de la caja TATA a 83 pb upstream del codon de inicio (Figura 21A). Utilizando
la secuencia en la biblioteca de cDNA se identifico la region 3"UTR, la cual tiene un
tamafio de 393 pb (Figura 21A). Esta secuencia es muy probable que represente la regién
3"UTR del gen debido que al final presento una region de poliA. Ademas dentro de esta
region y previo al final de la secuencia de cDNA se pudo identificar una secuencia sefial
de poliadenilacion AAUAAA a 374 pb del Gltimo codon (Figura 21A). De acuerdo a esto,

el gen KRTAP11-1 en alpaca tiene un tamafio aproximado de 965 pb.

Ademas de identificar estos elementos en la secuencia de ADN se tradujo la regién
codante para obtener la secuencia de aminoacidos de la proteina, se obtuvo una secuencia

de 167 aminoacidos con un peso molecular de 17.3 kDa (Figura 21B). Los aminoacidos
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mas representados fueron serina (17.2%), cisteina (12.3%), valina (11%) y treonina
(10.4%) (Figura 21B). Esta frecuencia de residuos de cisteina va de acuerdo a lo que se

espera para una proteina del grupo HS (Tabla 3).

>

CTGACAAAACCCACACAGGGTGTGGGTGTGTAATTAGTCCTGGTCAGAAGGGAGAGATGGTAGGAAG
CCAGCAAGGGTATATAAAGGCTCAGGAGCCTGAGGTGGCATTCACAATCCAGGAGCTAGCTTCAGCGA
GTTACGCACATCTGTCTGTCTGGCAACATGTCCTACAACTGCTCCACAAGGAATTGCTCTTCCAGGCTG
ATTGGGGGACAATACTCTGTCCCCGTGACCCCTGTTGTCACAGCTTCTACCCAGGATGCTGACTGCCT
GAGTGGCATCCATTTGCCCAGCTCCTTCCAAACTGGCTCCTGGCTCCTGGACCACTGTCAGGAGACCT
GCTGTGAGCCCACTGTTTGCCAGCCAACGTGTTACCAGCAAACTTCTTGTGTCTCCAGCCCTGTCCAGG
TGACCTGCTCTCGACAAACCAACTGTGTCTCTAATCCCTGCTCAACTGCCTACAGCCGGCCGCTCTCCTT
TGTCTCCAGTGGCTGTCGGCCCCTGGGCGGCATCTCTACTGTGTGCCAACCAGTGAGAAGCGTCTCCA
CTGTCTGCCGGCCAGTGGGAGGAGTCTCCACCATCTGCCAGCCAGCCTGCGGGGTCTCCAGGACGTA

MSYNCSTRNCSSRLIGGQYSVPVTPVVTASTQDADCLSGIHLPSSFQTGSW
LLDHCQETCCEPTVCQPTCYQQTSCVSSPVQVTCSRQTNCVSNPCSTAYSR
PLSFVSSGCRPLGGISTVCQPVRSVSTVCRPVGGVSTICQPACGVSRTYQQ
SCVSSCRRTC

Figura 21A. Probable secuencia del gen KRTAP11-1 en alpaca. En letras negritas se
muestra la region codante, en amarillo se muestra la secuencia consenso de la caja TATA,
en verde se muestra la secuencia de la biblioteca de cDNA (regién 3’'UTR) y en rojo la
secuencia sefial de poliadenilacion (AAUAAA). 21B. Secuencia traducida de
aminoéacidos de la proteina KAP11-1 en alpaca obtenida a partir de la regién codante
identificada in silico.



4.2.3.5 KRTAP13-1

Se realizé un alineamiento entre el ORF traducido del gen KRTAP13-1 en alpaca y la
secuencia de la proteina KAP13-1 reportada en humano (Acc. Nr. EAX09899.1) (Figura
22). Se encontrd un porcentaje de identidad de 61.9 % (Figura 22), este valor al igual que

el obtenido para KRTAPG6-1 fue més bajo que al realizar las comparaciones entre oveja y

alpaca.
V.pacoskAPL13.1 MSYMCCSGNFS5SRSFEOHLRCRGS SCASSYPSNLVYTTDLCSPSTCQODSSLHSGEQETC
H.sapienskAP13.1 MSYNCCSGNFSSRSCGGYLHYPASSCGFSYPSNQVYSTDLCSPSTCQLGSSLYRGCQQTC
V.pacoskAP13.1 SEPTRCQTFQVESSPCQSSCYRWKTSTLCRPWGTTYSGSLGFGSRGFQSFGCGF - - -PSL
H.saplenskKAP13.1 WEPTSCOTSYVESSPCOTSCYRPRTSLLCSPCOT TYSGS LGFGSSSCRSLGYGESRSCYSY
V.pacoskAPL13.1 GFG5SGFOSVEGCGPRAFSSVYRIWRS SFDSPNYFSSRSMOPASFOPIFRSGFF -
H.sapiensKaP13.1 GCGSSGFRSLGYGGCGFPSLGYGVGFCRPTYLASRSCQSSCYRPTCGSGRYY

Figura 22. Alineamiento entre la proteina KRTAP13-1 reportada en humano y la proteina
predicha del gen KRTAP13-1 en alpaca.

La region codante de este gen tiene un tamafio de 504 pb, se identificd la secuencia
consenso de la caja TATA a 83 pb upstream del codon de inicio (Figura 23A). La
secuencia de este gen en la biblioteca de cDNA presento 720 pb de las cuales 210
corresponden a la region 3"UTR, el resto a regién codante. Por lo tanto utilizando esta
secuencia se identificd parte de la region 3"UTR, sin embargo dentro de esta secuencia
no se encuentra la sefial de poliadenilacion (AAUAAA) (Figura 23A). Esta se pudo
identificar 118 pb downstream del Gltimo nucleétido de la secuencia proveniente de la
biblioteca de cDNA. De acuerdo a esto, el gen KRTAP13-1 en alpaca tiene un tamafio

aproximado de 915 pb (Figura 23A).

Al traducir la region codante se obtuvo la secuencia de una proteina de 168 aminoacidos

con un peso molecular de 18.4 kDa (Figura 23B). El residuo mas frecuente es serina que
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aparece en un porcentaje de 23.2%. El residuo Cisteina esta presente en un 8%, otro
aminoacido bastante frecuente es Glicina con 10.7% (Figura 23B). La frecuencia de
cisteina es baja en comparacion al resto de proteinas pero aun asi estd dentro del rango

del grupo HS (Tabla 3).

A

CCAGTGAAAGAGTATATAAACGTCCCAGTCCAAGAAGTGACATTCAAACTCAGATCCTTCTCACAGTAA
CTCAGCTGAACTCACACCTCCTGTCACCATGTCCTACAACTGCTGCTCTGGAAACTTCTCCTCTCGCTCC

TTTGGGGGCCACCTGCGCTGCCGAGGCTCCTCCTGTGGCTCTTCCTACCCCAGCAACCTGGTCTACACC
ACGGACCTCTGCTCTCCCAGCACCTGCCAGCAGGACTCCTCTCTCCACAGCGGCTGTCAGGAGATCTG

CTCTGAGCCTATCAGGTGCCAGACGTTCCAGGTGGAGTCCAGTCCCTGCCAGTCATCCTGCTACCGCT

GGAAGACCTCCACGCTCTGCCGTCCCTGGCAGACGACTTACTCTGGGTCTCTGGGCTTTGGCTCCAGA

GGTTTTCAATCTTTTGGTTGTGGCTTCCCGTCTCTGGGCTTTGGATCCAGTGGTTTCCAATCAGTGGGT

TGTGGCCCCAGGGCTTTCTCATCTGTAAGATGGAGATCCAGCTTTGACAGTCCAAACTACTTCTCTTCT
AGGAGCTGGCAGCCTGCTTCTTTCCAACCAATCTTTAGATCTGGCTTCTTCTAATCTITATGCTTGAAAAC
AACACCGACTGTATCTAGAAATTTGATGCAATATCTCCTATATCAAGATCTATACTATCTATTGGTCTCCT
GTCCTACTGTTAGCTTACAAATTTGACTTCTAGTGTAATCTATTATAGATTGGGAATAATTTGAATACCA

GTAACTGGAAATGCAATCAGTAAAGAAAGATGTCAAAACTTCTTCCTTGTACTTACACAGACATGTGAC
ACTGAAGCACATTTATTTCCTATTTCTTTCTCCTACTTATTTTCCCTAATGTCTCTATTTCAAATTTTACTAG
TAGAAAAAAATGTAAG'ITTA-AATATGTCATATGATATCC

B

MSYNCCSGNFSSRSFGGHLRCRGSSCGSSYPSNLVYTTDLCSPSTCQQDSS
LHSGCQEICSEPIRCQTFQVESSPCQSSCYRWKTSTLCRPWQTTYSGSLGF
GSRGFQSFGCGFPSLGFGSSGFQSVGCGPRAFSSVRWRSSFDSPNYFSSRS
WQPASFQPIFRSGFF

Figura 23A. Probable secuencia del gen KRTAP13-1 en alpaca. En letras negritas se
muestra la region codante, en amarillo se muestra la secuencia consenso de la caja TATA,
en verde se muestra la secuencia de la biblioteca de cDNA parte de la region 3UTR y en
rojo la secuencia sefial de poliadenilacion (AAUAAA). 23B. Secuencia traducida de
aminoacidos de la proteina KAP11-1 en alpaca obtenida a partir de la region codante
identificada in silico.
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4.2.4 Disefo vy prueba de cebadores

Para el disefio de cebadores se utilizd el programa Primer3. Al disefiar los cebadores se
tuvo en cuenta varios parametros como, por ejemplo, el Tm y el contenido de GC.
Ademas se calcul6 el AG para la formacion de estructuras secundarias, donde se aceptaron
unicamente valores mayores a -9 kcal/mol para garantizar una PCR efectiva. Si bien todos
los cebadores disefiados amplificaron las regiones deseadas, en algunos casos hubo la
necesidad de disefiar mas de un par de cebadores. En el caso de KRTAP6-1y KRTAP1-
2 se tuvo que disefiar dos pares de cebadores debido a la presencia de una
insercion/delecion en la region amplificada por el primer par. Los individuos
heterocigotos para la insercién/delecidbn mostraban cromatogramas no informativos,
debido a una superposicion de picos. El segundo par se disefié para amplificar una region
que no incluya la insercion/delecion. Para amplificar el gen KRTAP9-2 se tuvieron que
disefiar 3 pares distintos de cebadores, el primero fue para determinar la region faltante
del gen en el genoma de referencia. El segundo par amplificé una region que contenia
nuevamente una insercion/delecion, por lo que fue necesario el disefio de un tercer par
que no incluyera esa region. Para los genes KRTAP11-1y KRTAP13-1 solo fue necesario
el disefio de un par de cebadores debido a la ausencia de inserciones/deleciones. A
continuacion se explicard en detalle cada uno de los casos. Para las pruebas de los
cebadores se realiz6 una curva de temperatura y una curva de magnesio utilizando 3
muestras de ADN genomico de alpaca huacaya. Todas la reacciones de secuenciamiento

se realizaron en ambas direcciones (Forward y Reverse)
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4.2.4.1 KRTAP1-2

4.2.4.1.1 Disefio y prueba del primer par de cebadores (1F vy 1R)

El primer par de cebadores (1F y 1R) que se disefio para amplificar el gen KRTAP1-2 en
alpaca, flanqueaba una region de 765 pb que contenia la region codante del gen (Tabla
12) (Figura 27). Para el disefio se contempld el AG para la formacion de estructuras
secundarias entre los cebadores, ninguno de los valores fue menor a -9 kcal/mole

(Tabla 12).

Tabla 12. Informacion de los cebadores disefiados para amplificar el gen KRTAP1-2.

Cehador Secuencia Tm(°C) {Tamafio amplicon|AG Hairpin (Kcal/mole) | AG Homodimero (Kcal/mole) | AG Heterpdimero (Kcal/mole)
1F ACCAGTGAACGCTAATGACT 58 027 -361
765pb 441
IR | CCAGGGGTGATTGAGGAGA 60 07 307
INF | TGGCATTGGTGGTAGCATTG 60 Bloh 052 34 61
INR | AACTGGAGGCCTGTGTAAC 58 P -0.29 -3.07 '

Posterior al disefio se realizd una curva de temperatura y de magnesio utilizando tres
muestras de ADN genomico de alpaca. Las temperaturas que se evaluaron fueron: 56°C,
58°C y 60°C. Las concentraciones de MgCl2 que se probaron fueron: 1mM, 1.5mM y
2mM (Figura 24). A la concentracion de 1 mM de magnesio no se observo producto de
PCR a ninguna temperatura, mientras que si hubo producto para el resto de
concentraciones. Se observé producto de PCR para todas las temperaturas que se
probaron. Todos los productos presentaron un mismo tamafio que va de acuerdo a lo

esperado al disefiar los cebadores (Figura 24).
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1000pb

Figura 24. Gel de agarosa al 1%. Se muestran los productos de PCR utilizando los
cebadores 1F y 1R a diferentes concentraciones de magnesio y temperatura, todos los
productos se encuentran en un tamario cercano a 800 pb. El pozo con la M hace referencia
al marcador de peso molecular (100bp), El pozo con la B hace referencia a la reaccion en
blanco y la flecha negra indica la banda del marcador de peso molecular que corresponde
a 1000 pb.

Teniendo en cuenta como criterio la intensidad de banda se estandariz6 la reaccion a una

concentracion de 2 mM de magnesio y 58 °C (Tabla 13).

Tabla 13. Condiciones a la cuales se estandarizaron las PCR para los cebadores disefiados
en el gen KRTAP1-2.

Par de cebadores Concentraciones Condiciones Termicas
Reactivos Concentracion final| Temperatura| Tiempo Numero de ciclos
ADN 20ng 94°C 4 minutos 1
Buffer PCR 1X
1Fy 1R dNTPs 0.2mM 94°C 30 segundos
MgCI2 2mM 62°C 45 segundos 30
Primer Forward 10 picomoles 72°C 50 segundos
Pri R 10 pi I
rimer i everse 0 picomoles 72°C 5 minutos 1
TAQ polimerasa 0.5U
ADN 20ng 94°C 4 minutos 1
Buffer PCR 1X
dNTPs 0.2mM 94°C 30segundos
INFy INR MgCl2 2mM 62°C 45 segundos 30
Primer Forward 10 picomoles 72°C 1 minuto
Pri R 10 pi I
imer .everse picomoles 22°c & minutos 1
TAQ polimerasa 0.5U

Se amplificaron 3 muestras utilizando las concentraciones a las que se estandarizé la
reaccién y se enviaron a secuenciar los productos de PCR a la empresa Macrogen Inc. Al
observar los cromatogramas se encontrd que uno de ellos presentaba un patrén anémalo

(Figura 25). Este patron presentaba picos bien definidos y de buena calidad hasta cierta
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region de la secuencia, donde se observaba una constante superposicion de picos. Esto se
debe a la presencia de una insercion/delecion en la region codante. Este patron anémalo
aparece solo en aquellas muestras que son heterocigotos para la insercion/delecion. Se
identifico que la insercion/delecion es de 30 nucle6tidos gracias a la presencia de un
individuo homocigoto para esta. Este individuo con respecto al genoma de referencia
presenta una insercion de 30 nt en la posicion 80 de la region codante del gen (Figura 27).
Para resolver este problema se disefiaron nuevos cebadores que excluyeran la

insercion/delecion.

Figura 25. Cromatograma con patrén anémalo de la secuencia de KRTAP1-2 obtenido
con los cebadores 1F y 1R. Se observa un gran numero de picos superpuestos, esto se
debe que el cromatograma corresponde a un individuo heterocigoto para la
insercion/delecion.
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4.2.4.1.2 Diseno vy prueba del sequndo par de cebadores (INF y 1INR)

El segundo par de cebadores se disefié con el propdsito de amplificar parte de la region
codante y la region 3"UTR sin incluir la insercidn/delecion, el tamafio del amplicon es de
894 pb (Tabla 12) (Figura 27). Se evalud el AG para la formacion de estructuras

secundarias, ninguno de los valores fue menor a -9 kcal/mole (Tabla 12).

Posterior al disefio de los cebadores se realizd una curva de temperatura y de magnesio

utilizando tres muestras de ADN genomico de alpaca. Las temperaturas que se evaluaron
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fueron: 60°C, 62°C y 64°C. Las concentraciones de MgCl> que se probaron fueron:
1.5mM y 2mM (Figura 26). Se observo producto de PCR para todas las temperaturas y
concentraciones de magnesio que se probaron. Todos los productos presentaron un mismo

tamarfo que va de acuerdo a lo esperado (Figura 26).

Figura 26. Gel de agarosa al 1%. Se muestran los productos de PCR utilizando los
cebadores INF y 1NR a diferentes concentraciones de magnesio y temperatura, las bandas
se encuentran entre 984 y 861 pb. El pozo con la M hace referencia al marcador de peso
molecular (123bp), el pozo en blanco entre muestras corresponde a la reaccién en blanco
y la flecha negra indica la banda del marcador de peso molecular que corresponde a 984
pb.

De acuerdo a la intensidad de banda se estandarizo la reaccion de PCR a la temperatura
de annealing de 64°C y a una concentracion de MgCl. de 2 mM (Tabla 13). Se enviaron
3 muestras a secuenciar en ambas direcciones para observar la calidad de los
cromatogramas. En todos los casos se obtuvieron cromatogramas con picos bien definidos

y sin presentar el patron anomalo anterior.
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Posiciones de los cebadores con respecto a la secuencia

CCTGTCATGTGAGACCCAAGAATTCAATTACAAGGGTCAACACTGAGTCATATTGACACTCCTTAAAGG
TGAGGCTTCAGTTAATTATTCTTGGGGCAATGAGCAAATTTTAACAAATATGTGGAATTAGGGGTTATA
TAACCAGTGAACGCTAATGACTACTTGACCATGGTGAAGAATCCTAATTGAAGGCCAAATAAAATTAAC
TTTTAAAAGCTTTCAGAGGTTGAACAAGTAACTCAGGGATAGGCCAATGACCATTCAGAGACAAGTTAT
TTTAAAACAAACAAGGAAGGGGCTTTAAGAATTATGTAAATAATAGCTGGTCAAGGCTTATAAAAGGC
CAGATGTAGAAGGTGAAGCCAAAACTCAGAAACTCCTCTTAACAAGCCAGCTCTCAGCCCAACTCTTGA
TACCATGGCCTGCTGTTCCACCAGCTTCAGCGGATTTCCCATCTGTTCTACTGGTGGGAACTGTGGCTC
CAGCTGCTGCCAGAC*CAGCTGCTGCCAGCCAACCTGCTGCCAGACCAGCAGCTGTGAGACTGGCTG
BTG ETAGEANIGE G TG TGGCCAGGAGGGTGGCAGCGGAGCTCTGAGCTGCCGCACCAGG
TGGTGCCGCCCTGACTGCCGCGTGGAGGGCACCTGCCTGCCTCCCTGCTGCGTGGTGAGCTGCACCCC
ACCAACCTGCTGCCAGCTGTACCTCGCCCAGGCCTCCTGCTGCCGCCCATCCTACTGTGGACAGTCCTG
CTGCCGCCCAGCCTGCTGCCTCTGCTGTGAGCCCACCTGCTGTGAGCCCACCTGCTGAGAGCCCACCTG
CTAAAAGTCAGGTTTCTGATTTTCAACTTGAAATTTCAACTTCCAGCTCAGTCCATGAACTAATAATCTCC
TCAATCACCCCTGGGCCACTAACAAGTTCTTGAATTTTTATTCGACTCTTTTTTGAAGGTTTACCAAATAT
TTGGGCCTCACAGACCTGTCTGATTCCATTCAATGCTAAAAAGATCTTGAGCGCTCCACTGAAGCTGCC

AAGATATAAGTTTGACCTAAGAAATGTGAAAACCAATTTGCCTCAGGATCAGCCTTCAGCAAGCATCTT

CTCCACGGCCAGTGCTTCCAAGGCTGTGGCAGAACCATCTGTCCTTCTCAGAAACATTCATCTCCTAAAC
TCCACCATCTTGCAAACTGCATTTCCTATGATAGGGGAACAATATACCGAGGTTTAATAAACTCTATCTT

TGGTACAGCAGACATGTCTCTTTTTCTTCTTTGAGTCTGCTCATGATGTATATTTTGGAGGAAGTCACAC

AGTAAGATTCTAATCTGGTTTTGATATCCCACACTGTGATTCTTATACCGTGTTAGGAAACATGATCAAA
TCCAGGGGAGGTTAATCCCCATAAAAAGATACAGCAGAGGTGEITNCACAGGEEICOMEHGGCATGG

Figura 27. Secuencia a partir de la cual se disefiaron ambos pares de cebadores y las
posiciones de estos dentro de la misma. En amarillo el primer par de cebadores (1F y 1R),
en rojo el segundo par de cebadores (INF y 1NR), en negrita la region codante y un
asterisco indica la posicion de la insercion/delecion.

4.2.4.2 KRTAP6-1

4.2.4.2.1 Disefio y prueba del primer par de cebadores (6F y 6R)

El primer par de cebadores (6F y 6R) que se disefio para amplificar el gen KRTAP6-1 en
alpaca, flanqueaba una region de 749 pb que contenia la region codante del gen
(Tabla 14) (Figura 36). Para el disefio se contemplo el AG para la formacion de estructuras
secundarias entre los cebadores, ninguno de los valores fue menor a -9 kcal/mole

(Tabla 14).
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Tabla 14. Informacion de los cebadores disefiados para amplificar el gen KRTAPG6-1.

Cebador Secuencia Tm (°C) |Tamaiio amplicon | AG Hairpin (Kcal/mole) | AG Homodimero (Kcal/mole) | AG Heterpdimero (Kcal/mole)
6F | TCAGATGTGACTCAACATTAGC 62 -0.72 -4.71
6R | TTAGGTCAACAGAGAAACAAG 58 7499 0.79 -1.94 481
6NF | TGGGGTGCAGGTGTATTTATG 62 0.54 -7.05
6NR CAGGACCCATAGCCGCAG 60 %8pb 0.95 -3.61 B0

Posterior al disefio se realizd una curva de temperatura y de magnesio utilizando tres
muestras de ADN genomico de alpaca. Las temperaturas que se evaluaron fueron: 56°C,
58°C y 60°C. Las concentraciones de MgCl. que se probaron fueron: ImM, 1.5mM y
2mM (Figura 28). A la concentracion de 1 mM de magnesio no se observé producto de
PCR a ninguna temperatura, mientras que si hubo producto para el resto de
concentraciones. Se observé producto de PCR para todas las temperaturas que se
probaron. Todos los productos presentaron un mismo tamafio que va de acuerdo a lo

esperado al disefiar los cebadores (Figura 28).

56°C 58°C 60°C

ImM | 1.5mM | 2mM ImM [ 1.5mM || 2mM ImM [ 1.5mM | 2mM

1000pb

Figura 28. Gel de agarosa al 1%. Se muestran los productos de PCR utilizando los
cebadores 6F y 6R (KRTAP6-1) a diferentes concentraciones de magnesio y temperatura,
se observa una banda cerca a las 800 pb. El pozo con la M hace referencia al marcador de
peso molecular (100bp), El pozo con la B hace referencia a la reaccion en blanco y la
flecha negra indica la banda del marcador de peso molecular que corresponde a 1000 pb.
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Teniendo en cuenta como criterio la intensidad de banda se estandarizo la reaccion a una

concentracion de 2 mM de magnesio y 58 °C (Tabla 15).

Tabla 15. Condiciones a las cuales se estandarizaron las reacciones de PCR para los
cebadores en el gen KRTAP6-1.

Par de cebadores Concentraciones Condiciones Termicas
Reactivos Concentracion final| Temperatura| Tiempo Numero de ciclos
ADN 20ng 94°C 4minutos 1
Buffer PCR 1X
6F y 6R dNTPs 0.2mM 94°C 30segundos
MgCl2 2mM 62°C 45 segundos 30
Primer Forward 10 picomoles 72°C 50 segundos
Pri R 10 pi I
rimer .everse 0 picomoles 72°C 5 minutos 1
TAQ polimerasa 0.5U
ADN 20ng 94°C 4 minutos 1
Buffer PCR 1X
dNTPs 0.2mM 94°C 30segundos
6NF y 6NR MgCl2 2mM 62°C 45 segundos 30
Primer Forward 10 picomoles 72°C 1 minuto
Primer Reverse 10 picomoles .
- 72°C 5 minutos 1
TAQ polimerasa 0.5U

Se amplificaron 3 muestras utilizando las concentraciones a las que se estandarizo la

reaccion y se enviaron a secuenciar los productos de PCR a la empresa Macrogen Inc. Al

observar los cromatogramas se encontrd que una muestra presentaba el patrén anomalo

mencionado anteriormente para el gen KRTAP1-2 (Figura 29). Este patron se debia a una

insercion/delecion la cual se identificd gracias a la presencia de un individuo homocigoto

para esta. Este individuo, con respecto al genoma de referencia, presenta una delecion de

12 nt en la posicién 144 de la region codante del gen (Figura 31). Para resolver este

problema se disefiaron nuevos cebadores que excluyeran la insercion/delecion.
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Flgura 29. Cromatograma con patron andmalo de la secuencia de KRTAP6-1 obtenido
con los cebadores 6F y 6R. Se observa un gran niumero de picos superpuestos, esto se
debe que el cromatograma corresponde a un individuo heterocigoto para la
insercion/delecion.

4.2.4.2.2 Disefio y prueba del sequndo par de cebadores (6NF y 6NR)

El segundo par de cebadores (6NF y 6NR) se disefié con el propdsito de amplificar parte
de la region codante y la region 5"UTR sin incluir la insercion/delecion, el tamafio del
amplicon es de 958 pb (Tabla 14) (Figura 31). Se evalud el AG para la formacion de

estructuras secundarias ninguno de los valores fue menor a -9 Kcal/mole (Tabla 14).

Posterior al disefio de los cebadores se realiz6 una curva de temperatura y de magnesio
utilizando tres muestras de ADN genomico de alpaca. Las temperaturas que se evaluaron
fueron: 58°C, 60°C y 62°C. Las concentraciones de MgCl> que se probaron fueron:
1.5mM y 2mM (Figura 30). Se observo producto de PCR para todas las temperaturas y
concentraciones de magnesio que se probaron. Todos los productos presentaron un mismo

tamafo que va de acuerdo a lo esperado al disefiar los cebadores (Figura 30).
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Figura 30. Gel de agarosa al 1%. Se muestran los productos de PCR utilizando los
cebadores 6NF y 6NR a diferentes concentraciones de magnesio y temperatura, las bandas
se encuentran entre 861 y 984 pb. El pozo con la M hace referencia al marcador de peso
molecular (123bp), el pozo en blanco entre muestras corresponde a la reaccion en blanco
y la flecha negra indica la banda del marcador de peso molecular que corresponde a 984

pb.

De acuerdo a la intensidad de banda se estandarizo la reaccion de PCR a la temperatura
de annealing de 62°C y a una concentracion de MgCl, de 2 mM (Tabla 15). Se mandaron
3 muestras a secuenciar en ambas direcciones para observar la calidad de los
cromatogramas. En todos los casos se obtuvieron cromatogramas con picos bien definidos

y sin presentar el patron anomalo anterior.
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Posiciones de los cebadores con respecto a la secuencia

AACACTEEEETCEACETEIAIIIANG A AGTAGGGTTCCTTCTGGATATATGCCCAGGAGCGGGATTCC
TGGGTCATATGGTTAGTCTATTCCTAGTCTTTTGAGGAATCTCCATCCTGTTTTCCACAGTGGCTGTACC
AAACTGCATTCCCACCAGCAGTGTAGGAGGATTCCCCTTTCTCCACAGCCTCTCCAGCATTTGTTTTAAA
AACAGAATCATAAAAGGAAGTATTAATGTAAGTAAGAAATAGAAGTCAATTTTTCTCAGGCCTGGTGTT
CCAGAATTTCAAGTTATTGGGTTTTTGTCAATCATCTCATGAAGCTGAGTGGTACTTTTTGGCTTTTCATA
GTAAACCATCTCTCCTGTGAAAATAAGGGGGATCCTTAAAGGAAACAAAACAAAACATGAGTTTGGAA
CAGCAGAGAAGAGATAGAAAAGCTCAGTGTAAAGGTAGGTTATCATAATTTGCTGAATGTCAGCCAAA
ATAACATATTATCATTGGTTGTTTTGGGTAGTTTAGAATGTCTACTAAAAATGCTATCTTGCCATAATGG
TTGATTAGAAATGGATAATTTGAAGATCTTATATAAATAGAGTTTTGAATATGAGACAGTAGATTCTTAC
TAATGACTCAAAAATGATTCAGATGTGACTCAACATTAGCAACTGTCCTCAATACCCCTGAGGCCATGA
CTTAAAACCAGGAGTCAACAAATTACTTAGATTGGTCCTGCAAATTAGCCAATGGTATGACTTCTGTGA
TGGTTCCCATTCACACTGAGGGTATATAAAAGGCTCTCTGTAGGGAAATTGTCCAGACTGAAGTTGCCT
ATCCTCCTTCTTTACCCAGAGACAACCCCAAAACCAACAGCAACACCATGTGCGACTACTACGGAAACT
ACTATGGGGGCCGTGGCTATGGCTGCTGTGGCTACGGAGGCCTGGG HIGEGEEIAIGEGTICEIGCTA
TGGCTGTGGCTTCCGCAGACTGGGCTGTGGCTATGGCTGTGGCTATGGCTGTGGC*TATGGCTTTGGC
TCCCGCTCTCTCTGTGGCTGTGGCTATGGGTGCGGCTCTGGCTATGGCTCTGGCTTTGGCTACTACTAT
TGAGGATGTCATGGAAGACTTCATCCCCTACACCTAGACCTCAGGATTCCCCAATTCTGAACCCTTCCTG
ITTTGTGCCTTTTCCTCGGTAGTAGTTATCCTGCATCACGGAGGTCTAGTGTGGCCTGTTGTTGATTTATC
ATCTAACCTACAAATTTCCTGAATTTACCTCAAGAAGTGGGAGATGGTGAAATTCACCTGTGACCTCAG
AGTTCTGCTTTCATCAGGGTGATGGTGTCAAGCAACTGCCTTGACTTTCATGCTGAAGCTTGTTTCTCTG
TTGACCTAATAAACTTATTCAATCTAAACCGAAACCTTGTTTTTTATGTCAGTTATTTGATGTTCAGTGTT
CCCTACAGTTTTTTTGTCTGTCTGTTTCAGTTTTCAAGAAAGCTAACAATTATGTTCTTTGTGAGATATTC
TCTCTTACTATTTTTCGGCTGGTTTCTTTACCAATTCAAATATCAATTGTCTTAGGAAAGTATCCTTTTTTT
TTTTTTTTTTIT

Figura 31. Secuencia a partir de la cual se disefiaron ambos pares de cebadores y las
posiciones de estos dentro de la misma. En amarillo el primer par de cebadores (6F y 6R),
en rojo el segundo par de cebadores (6NF y 6NR), en negrita se muestra la region codante
y un asterisco indica la posicién de la insercién/delecion.

4.2.4.3 KRTAP9-2

4.2.4.3.1 Diseno vy prueba del primer par de cebadores (9F y 9R)

Como se mencion0 anteriormente en el caso de KRTAP9.2 el genoma de referencia
presentaba un gap en el extremo 5°de la region codante (Tabla 16) (Figura 34). Se
desconocia el tamafio de este gap, aun asi se disefié un primer par de cebadores (9F y 9R)
para amplificar y secuenciar esta porcion. Se determinaron los valores de AG para la
formacion de estructuras secundarias, ninguno de los valores fue menor a -9 Kcal/mole

(Tabla 16).
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Tabla 16. Informacién de los cebadores disefiados para amplificarel gen KRTAP9-2.

Cebador Secuencia Tm(°C) |Tamafio amplicon| AG Hairpin (Kcal/mole) | AG Homodimero (Kcal/mole) | AG Heterpdimero (Kcal/mole)
9 | CGGAAATGTTGCTGGTGATG |  59°C ) -116 -361 47
9 |GGTGGTCTGAGTAGCTTCATAG|  59°C 0.55 -6.34
ONF | AGTCCTGCTTATTGGTCCCA | 60 042 502
9NR [ ACCCAAGAAGTGAATTTGCCC | 62 07 0.1 536 o
INNF | TGAAGCTACTCAGACCACCT 62 0.5 -6.34
INNR |CCAGGAAGACAACTCAAAGTGA| 62 B 0.03 35 A

Para la amplificacion de estos cebadores se utilizaron 3 muestras de ADN gendmico de
alpaca, una concentracion de 2 mM de magnesio y se probaron 3 temperaturas distintas:
56°C, 58°C y 60°C. A 56° C una de las muestras no presento producto de amplificacion,
en el resto de casos se observé la presencia de productos. Se obtuvo un tamafio de

fragmento entre 400 y 500 pb (Figura 32).

Figura 32. Gel de agarosa al 1%. Se muestran los productos de PCR utilizando los
cebadores 9F y 9R (KRTAP9-2) a diferentes temperaturas, se observan bandas entre 400
y 500 pb. El pozo con la M hace referencia al marcador de peso molecular (100bp), El
ultimo pozo contiene la reaccion en blanco y la flecha negra indica la banda del marcador
de peso molecular que corresponde a 500 pb. Se observa una distorsion en la corrida del
gel a causa de un alto voltaje.
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Se enviaron a secuenciar a Macrogen Inc. 3 productos de PCR a las condiciones a la cual
se estandarizo la reaccion. Se obtuvo una secuencia de 427 pb, el gap tenia una extension

de 291 pb que correspondian la parte faltante de la region codante como la region 5"UTR.

4.2.4.3.2 Disefio y prueba del sequndo par de cebadores (AINF y 9NR)

El segundo par de cebadores (9INF y 9NR) que se disefié para amplificar el gen KRTAP9-
2 en alpaca, flanqueaba una region de 707 pb que contenia la region codante del gen
(Tabla 16) (Figura 36). Para el disefio se contemplo el AG para la formacion de estructuras
secundarias entre los cebadores, para ninguna de estas el valor fue menor a -9 kcal/mole

(Tabla 16).

Posterior al disefio se realiz6 una curva de temperatura utilizando tres muestras de ADN
gendémico de Alpaca, con el fin de estandarizar la reaccién utilizando estos cebadores.
Las temperaturas que se evaluaron fueron: 60°C, 62°C y 64°C. Se utilizé una sola
concentracion de magnesio (2 mM). En todas las temperaturas probadas se observo la
presencia de producto de reaccion. Todos los productos presentaron un mismo tamafio

que va de acuerdo a lo esperado al disefiar los cebadores (Figura 33).
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Figura 33. Gel de agarosa al 1%. Se muestran los productos de PCR utilizando los
cebadores 9INF y 9NR (KRTAP9-2) a diferentes temperaturas. El pozo con la M hace
referencia al marcador de peso molecular (100bp), los espacios en blanco entre las
muestras corresponden a las reacciones en blanco y la flecha negra indica la banda del
marcador de peso molecular que corresponde a 800 pb.

Teniendo en cuenta como criterio la intensidad de banda se estandarizo la reaccion a una

concentracion de 2 mM de magnesio y 64 °C (Tabla. 17).

Tabla 17. Condiciones a las cuales se estandarizaron las PCR para los cebadores
disefiados en el gen KRTAP9-2.

Par de cebadores

Concentraciones

Condiciones Termicas

Reactivos Concentracion final | Temperatura Tiempo Numero de ciclos
ADN 20ng 94°C 4 minutos 1
Buffer PCR 1X
9NF y ONR dNTPs 0.2mM 94°C 30segundos
MgCl2 2mM 62°C 45 segundos 30
Primer Forward 10 picomoles 72°C 50 segundos
Primer Reverse 10 picomoles .
- 72°C 5 minutos 1
TAQ polimerasa 0.5U
ADN 20ng 94°C 4 minutos 1
Buffer PCR 1X
dNTPs 0.2mM 94°C 30segundos
ONNF y ONNR MgCl2 2mM 62°C 45 segundos 30
Primer Forward 10 picomoles 72°C 55 segundos
Primer Reverse 10 picomoles R .
- 72°C 5 minutos 1
TAQ polimerasa 0.5U
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Se amplificaron 3 muestras utilizando las concentraciones a las que se estandarizo la
reaccion y se mandaron a secuenciar a la empresa Macrogen Inc. Al observar los
cromatogramas se encontré uno que presentaba el patron andmalo mencionado
anteriormente (Figura 34). Se identificé que la insercion/delecion es de 15 nucle6tidos
gracias a la presencia de un individuo homocigoto para esta. Este individuo con respecto
al genoma de referencia presenta una delecion de 15 nt en la posicion 36 de la region
codante del gen (Figura 36). Para resolver este problema se disefiaron nuevos cebadores

que excluyeran la insercién/delecion.

. A / -.,‘\ | A |

Figura 34. Cromatograma con patrén anémalo de la secuencia de KRTAP9-2 obtenido
con los cebadores 9NF y 9NR. Se observa un gran nimero de picos superpuestos, esto se
debe que el cromatograma corresponde a un individuo heterocigoto para la
insercion/delecion.

4.2.4.3.3 Diseno y prueba del tercer par de cebadores (ONNF y 9NNR)

El tercer par de cebadores (9NNF y 9NNR) se disefi6 con el propdsito de amplificar parte
de la region codante y la region 3"UTR sin incluir la insercidn/delecién, el tamafio del
amplicon es de 836 pb (tabla 23) (Figura 36). Se evalu6 el AG para la formacion de

estructuras secundarias ninguno de los valores fue menor a -9 Kcal/mole (tabla 16).

Posterior al disefio de los cebadores se realizo una curva de temperatura y de magnesio
utilizando tres muestras de ADN genomico de alpaca. Las temperaturas que se evaluaron
fueron: 60°C, 62°C y 64°C. Las concentraciones de MgCl> que se probaron fueron:

1.5mM y 2mM (Figura 35). Se observo producto de PCR para todas las temperaturas y
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concentraciones de magnesio que se probaron. Todos los productos presentaron un mismo

tamario que va de acuerdo a lo esperado al disefiar los cebadores (Figura 35).

Figura 35. Gel de agarosa al 1%. Se muestran los productos de PCR utilizando los
cebadores 9NNF y 9NNR a diferentes concentraciones de magnesio y temperatura. El
pozo con la M hace referencia al marcador de peso molecular (123bp), el pozo en blanco
entre muestras corresponde a la reaccién en blanco y la flecha negra indica la banda del
marcador de peso molecular que corresponde a 861 pb.

De acuerdo a la intensidad de banda se estandarizo la reaccion de PCR a la temperatura
de annealing de 64°C y a una concentracion de MgCl, de 2 mM (Tabla 17). Se enviaron
3 muestras a secuenciar en ambas direcciones para observar la calidad de los
cromatogramas. En todos los casos se obtuvieron cromatogramas con picos bien definidos

y sin presentar el patron anémalo anterior.
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Posiciones de los cebadores con respecto a la secuencia

CGGAAATGTTGCTGGTGATGATTCCTGACTGTTCCATTTCTGGAAGAGGTTCTTAAGTTGTAGTCACAA
TTAAGAAAATGATCAAACATTAATTTACAGAGGTATCTCTATAAAATGCCAAGAGAACAACTTCCTCCAT
AACAATTACCTAATGACTCCAAAAACAACGTAAACAACAACCAGGAAAGTCCTGCTTATTGGTCCCAAC
ACTGGGGGTCCAGTGTATAAAAGCCCCAGAACAGAAGGAGTGATCAGAATCTGAGAAACTCACCACTC
AACAGGAGTTCCAACTTCCACCACTGACACCATGACCCACTCATGCTGCTCCCCTTGCTGCCAGCCCACC
TGCTGCCAGCCCACCTGCTGTGAGCCCAGCTGCTGCCAGCCTTGCTGCCCCCAAACTTGETATGAAGET
ACTCAGACCACCTEETGEAGEAEEABEIGEEEEAAACCTACTTGTGTGACCACCTGCTGCCAGCCCACC
TGCTGTGAGCCCAGCAGCTGTGGACAAACCTGCTGCCAGCCTACCTGTGTAACCAGCTGTTGCAGCCC
TTCCTGCTGCCAGTCCACTTGCTGTGAGTCTAGCAGCTGCGGACAAAACTGCGGTGGGTCCAGCTGCT
GCCAGCCAGCTAGCTGTGCACCCGTGTACTGCCACCGAACCTGGTACCACCCCACGTGCTGCTGCCTG
CCTGGGTGCCTGGCCCAGAGCTGTGGATCCAGCTGCTGCCAGCCTCGCTGCCGCCCTGTCTGCTGTCA
GACCACGTGCTGCCGCCCTAGCTGTGTGTCCAGCTGCTGCCAGCCCTCCTGCTGATCACCTCACCAAGA
GCCATCCCCTGCATCCAACACAATCTGTCAACTGAGTTGCCGTTTTGGGGGCAAATTCACTTCTTGGGTT
TGCCAATTACCAGCATGCTCTCCCAGAACTTCTGTTACTCATCTGCTTGTTTAAAGCTTGTGAATCAGCTT
GTTGGAGTGCAGAGGACTTCCCCCAATTCTCTTCCTCTCGTGTAGGTGGATGATGAGCCAGCTTTGTGC
ATCCTTGATATGGAGTTTGTCTGGGCTTTGACTCTGAAGTCAGGTCCACGCAGTCCCTCTGAGTGACTA
AGGAAAACTAATTCTTGTAACTGTTTCACAGGTTTCTGCAACTGATCAATATTATTCATAATCATATTTTC
TTTATCAATGTACTCGTGGCTCTCACAGCTTTCTTGTTTCTTTTATGA GGG GG ICOIGE A T
ACAGGAGTCTTCCCTATGTGTCTCCCAATAAATTCCGTATCATAATTTATCCCATATTGTGTTTGATTTAT
TGCACAGC

Figura 36. Secuencia a partir de la cual se disefiaron los tres pares de cebadores y las
posiciones de estos dentro de la misma. En verde el primer par de cebadores (9F y 9R),
en amarillo el segundo par de cebadores (9NF y 9NR), en rojo el tercer par de cebadores
(ONNF y 9NNR) y un asterisco indica la posicion de la insercion/delecion.

4.2.4.4 KRTAP11-1

Disefio de cebadores

Para la amplificacion del gen KRTAP11-1 se disefid un par de cebadores que flanquean
una secuencia de 1145 pb (Tabla 18) (Figura 38). Este fragmento contiene la region
codante y parte de las regiones 5’UTR y 3'UTR. Al disefiar los cebadores ninguno
presento valores de AG para la formacion de estructuras secundarias menores a -9

Kcal/mole (Tabla 18).

Tabla 18. Informacidn del par de cebadores (11F y 11R) disefiados para amplificar el gen
KRTAP11-1.

Cebador Secuencia Tm(°C) {Tamafio amplicon| AG Hairpin (Kcal/mole) | AG Homodimero (Kcal/mole) | AG Heterpdimero (Kcal/mole)
11F |TTGAAGCTGTCAACCAACCTT  [61°C 15 -6.34

1145pbh 48
IR |CACAGAGCAAGACAAGTTCCC 62 155 3
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Posterior al disefio se realizd una curva de temperatura y de magnesio utilizando tres
muestras de ADN gendmico de alpaca. Las temperaturas que se evaluaron fueron: 58°C,
60°C y 62°C. Las concentraciones de MgCl. que se probaron fueron: 1mM, 1.5mM vy
2mM (Figura 37). A la concentracion de 1 mM de magnesio no se observo producto de
PCR a ninguna temperatura, mientras que si hubo producto para el resto de
concentraciones. Se observé producto de PCR para todas las temperaturas que se

probaron. Todos los productos presentaron un mismo tamafio que va de acuerdo a lo

esperado al disefar los cebadores (Figura 37).

Figura 37. Gel de agarosa al 1%. Se muestran los productos de PCR utilizando los
cebadores 11F y 11R (KRTAP11-1) a diferentes concentraciones de magnesio y
temperatura. EI pozo con la M hace referencia al marcador de peso molecular (100bp
plus), El pozo con la B hace referencia a la reaccidn en blanco y la flecha negra indica la
banda del marcador de peso molecular que corresponde a 1100 pb.

De acuerdo a la intensidad de banda se estandarizo la reaccion de PCR a la temperatura
de annealing de 60°C y a una concentracion de MgCl. de 2 mM (Tabla 19). Se enviaron
3 muestras a secuenciar en ambas direcciones para observar la calidad de los
cromatogramas. En todos los casos se obtuvieron cromatogramas con picos bien

definidos.
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Tabla 19. Condiciones a la que se estandariz6 la PCR para los cebadores 11F y 11R.

Par de cebadores Concentraciones Condiciones Termicas
Reactivos Concentracion final| Temperatura| Tiempo Numero de ciclos
ADN 20ng 94°C 4minutos 1
Buffer PCR 1X
11Fy 11R dNTPs 0.2mM 94°C 30segundos
MgCl2 2mM 62°C 45 segundos 30
Primer Forward 10 picomoles 72°C 1: 15 minutos
Primer Reverse 10 picomoles R .
- 72°C 5 minutos 1
TAQ polimerasa 0.5U

Posiciones de los cebadores con respecto a la secuencia

CTGACAAAACCCACACAGGGTGTGGGTGTGTAATTAGTCCTGGTCAGAAGGGAGAGATGGTAGGAAG
GGGGCATGTTTGGCGTTACTGTCAGATCGACACTCATTGTATCCAAGCAAGATGAATGAGAGATGAAT
TGTGGGCTGGGATGACCAATAGCTTTGAAGCTGTCAACCAACCTTCTTCATCCTGGGACTAAGTACAGT
ATGGAAGCCTTATGATTTAGTTACCAAACTACTAAACTTCCTTTATGAGACTGAAGGCTTCTCAAGAGGC
AATTAACCTGGAGAGTCACAAGATGTTCTAAGGCAAGCTGGTCTGAGCCAAAGAAGCCAGGAGGACC
AGGGTGGGAGCCCCACCCACCAGCAAGGGTATATAAAGGCTCAGGAGCCTGAGGTGGCATTCACAAT
CCAGGAGCTAGCTTCAGCGAGTTACGCACATCTGTCTGTCTGGCAACATGTCCTACAACTGCTCCACAA
GGAATTGCTCTTCCAGGCTGATTGGGGGACAATACTCTGTCCCCGTGACCCCTGTTGTCACAGCTTCTA
CCCAGGATGCTGACTGCCTGAGTGGCATCCATTTGCCCAGCTCCTTCCAAACTGGCTCCTGGCTCCTGG
ACCACTGTCAGGAGACCTGCTGTGAGCCCACTGTTTGCCAGCCAACGTGTTACCAGCAAACTTCTTGT
GTCTCCAGCCCTGTCCAGGTGACCTGCTCTCGACAAACCAACTGTGTCTCTAATCCCTGCTCAACTGCC
TACAGCCGGCCGCTCTCCTTTGTCTCCAGTGGCTGTCGGCCCCTGGGCGGCATCTCTACTGTGTGCCAA
CCAGTGAGAAGCGTCTCCACTGTCTGCCGGCCAGTGGGAGGAGTCTCCACCATCTGCCAGCCAGCCT
GCGGGGTCTCCAGGACGTACCAGCAGTCTTGCGTGTCCAGCTGCCGAAGAACTTGCTAAGTGTGCGG
GAGCCAGTGAGCGAATCAAGCCTCTATGACCTGTCAGCTGTGTTTCCAGGATCTTCCAACATGCTGTCT
GTCCCTGAAGAATTCTTCATTGCTGACTGCTATTCTAACTGCCTGATTGCTGGCTGCCAGCCCTGAATAA
GCTGCCTTTGGCCATCTAAGTGTTTCCTGGCCAGCACCAATCTTATTTTAAGGGTTTGATCACCGGTGGC
ACGTATACCTCTGGATGTTTCCAGAAATTTACCACCCACGCGCAAGTCTCTAATGGTTTTGGCATGTCTT
GACCTTTCTGCTTTGTCTGGCTTCTGGCTTCTGTTTTGTGCCTGTGAAAAAGGGAACTTGTCTCGCTCTGT
GTTTCTCAATAAACCTTCATTACTTGGCATTGCAAATGTGTGTCTCAACAGAGTTCTTTATTTGCAAGAAT
TTTTGCTATCTATAAATCATCCTTTGCTGATCAGGGTCTGATATT

Figura 38. Secuencia a partir de la cual se disefid el par de cebadores y las posiciones de
estos dentro de la misma. En amarillo la posicion de los cebadores 11F y 11R.

4.2.4.5 KRTAP13-1

Disefio de cebadores

Para la amplificacion del gen KRTAP13-1 se disefio un par de cebadores que flanquean

una secuencia de 862 pb (Tabla 20) (Figura 40). Este fragmento contiene la region
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codante y parte de las regiones 5’UTR y 3'UTR. Al disefiar los cebadores ninguno

presento valores de AG para la formacion de estructuras secundarias menores a -9

Kcal/mole (Tabla 20).

Tabla 20. Informacion del par de cebadores (13F y 13R) disefiados para amplificar el gen
KRTAP13-1.

Cebador Secuencia Tm(°C) |Tamafio amplicon|AG Hairpin (Kcal/mole) | AG Homodimero (Kcal/mole) | AG Heterpdimero (Kcal/mole)
13F TGAGTCACGGGGATGACATC  |62°C $620b -2.22 -5 68)
13R TGTGCTTCAGTGTCACATGTC  |61°C P -0.91 -1.07 '

Posterior al disefio se realizd una curva de temperatura y de magnesio utilizando tres
muestras de ADN genomico de alpaca. Las temperaturas que se evaluaron fueron: 58°C,
60°C y 62°C. Las concentraciones de MgCl: fueron: 1ImM, 1.5mM y 2mM (Figura 39).
A la concentracion de 1 mM de magnesio no se observé producto de PCR a ninguna
temperatura, mientras que si hubo producto para el resto de concentraciones. Se observo
producto de PCR para todas las temperaturas que se probaron. Todos los productos
presentaron un mismo tamario que va de acuerdo a lo esperado al disefiar los cebadores

(Figura 39).

Figura 39. Gel de agarosa al 1%. Se muestran los productos de PCR utilizando los
cebadores 13F y 13R (KRTAP13-1) a diferentes concentraciones de magnesio y
temperatura. ElI pozo con la M hace referencia al marcador de peso molecular (100bp
plus), El pozo con la B hace referencia a la reaccion en blanco y la flecha blanca indica
la banda del marcador de peso molecular que corresponde a 1000 pb.
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De acuerdo a la intensidad de banda se estandarizo la reaccion de PCR a la temperatura
de annealing de 62°C y a una concentracion de MgCl, de 2 mM (Tabla 21). Se enviaron
3 muestras a secuenciar en ambas direcciones para observar la calidad de los
cromatogramas. En todos los casos se obtuvieron cromatogramas con picos bien

definidos.

Tabla 21. Condiciones a la que se estandarizo la PCR para los cebadores 13F y 13R.

Par de cebadores Concentraciones Condiciones Termicas
Reactivos Concentracion final| Temperatura| Tiempo Numero de ciclos
ADN 20ng 94°C 4 minutos 1
Buffer PCR 1X
13F y 13R dNTPs 0.2mM 94°C 30segundos
MgCl2 2mM 62°C 45 segundos 30
Primer Forward 10 picomoles 72°C 55 segundos
Pri R 10 pi |
rimer .everse 0 picomoles 79°C S minutos 1
TAQ polimerasa 0.5U

Posiciones de los cebadores con respecto a la secuencia

AGTGAGTTAGCAACTTTGCTATCCAGGTGGCAATAATTTTGAGACAGATTGTGAAAGAGATATCAATTA
TTTTTAATTAAGCCAGCTTCCCTCAGCCCAGACATTGTCTACCTCTAATGTAGTTCTCTGAGTGATCTGCT
CGGTGACCTCTGGTAGAGAAAGATGACTAACAGCTTTGAAGATTCAACACTATTACCTGAATTCCAAGG
CACAAACATGACTGCACCTTCCAGTTATAAAACCACAGAAACTAAGTATGCATAACCATGCTGCTGTCTT
CAATTCAATTAAAAAGAGGAAGATAACTTGTTTTTATGAGTCACGGGGATGACATCCCCAGTGAAAGA
GTATATAAACGTCCCAGTCCAAGAAGTGACATTCAAACTCAGATCCTTCTCACAGTAACTCAGCTGAACT
CACACCTCCTGTCACCATGTCCTACAACTGCTGCTCTGGAAACTTCTCCTCTCGCTCCTTTGGGGGCCAC
CTGCGCTGCCGAGGCTCCTCCTGTGGCTCTTCCTACCCCAGCAACCTGGTCTACACCACGGACCTCTGC
TCTCCCAGCACCTGCCAGCAGGACTCCTCTCTCCACAGCGGCTGTCAGGAGATCTGCTCTGAGCCTATC
AGGTGCCAGACGTTCCAGGTGGAGTCCAGTCCCTGCCAGTCATCCTGCTACCGCTGGAAGACCTCCAC
GCTCTGCCGTCCCTGGCAGACGACTTACTCTGGGTCTCTGGGCTTTGGCTCCAGAGGTTTTCAATCTTT
TGGTTGTGGCTTCCCGTCTCTGGGCTTTGGATCCAGTGGTTTCCAATCAGTGGGTTGTGGCCCCAGGG
CTTTCTCATCTGTAAGATGGAGATCCAGCTTTGACAGTCCAAACTACTTCTCTTCTAGGAGCTGGCAGC
CTGCTTCTTTCCAACCAATCTTTAGATCTGGCTTCTTCTAATCTTATGCTTGAAAACAACACCGACTGTAT
CTAGAAATTTGATGCAATATCTCCTATATCAAGATCTATACTATCTATTGGTCTCCTGTCCTACTGTTAGC
TTACAAATTTGACTTCTAGTGTAATCTATTATAGATTGGGAATAATTTGAATACCAGTAACTGGAAATGC
AATCAGTAAAGAAAGATGTCAAAACTTCTTCCTTGTACTTACACAGACATGTGACACTGAAGCACATTT
ATTTCCTATTTCTTTCTCCTACTTATTTTCCCTAATGTCTCTATTTCAAATTTTACTAGTAGAAAAAAATGT
AAGTTTAAATAAAAATATGTCATATGATATCCACATAATTGCTTTAATATCATTTTGTTTTCTCTGTGTCTT
CAAAATGACTTCTAATTATCTGGCTAGATATTTCCATATCTTGTATTCATCACTGGAAAAAATTTATTTAA
AAAGTAAAATTCTTCAGTATCATTGAGGTTTGGAAGAAATCATTTCATCTTTCAT

Figura 40. Secuencia a partir de la cual se disefid el par de cebadores y las posiciones de
estos dentro de la misma. En amarillo la posicion de los cebadores 13F y 13R.
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4.2.5 Amplificacion y secuenciamiento de las muestras para validacion de
marcadores

Para la validacion de los marcadores se utilizaron 96 muestras de ADN genomico de
alpaca huacaya provenientes de distintas regiones del Pert (Tabla 8). Se amplificaron las
96 muestras para cada uno de los 5 genes seleccionados (KRTAP1-2, KRTAP6-1,
KRTAP9-2, KRTAP11-1 y KRTAP13-1). Por gen solo se utiliz6 uno de los pares de
cebadores disefiados a las condiciones estandarizadas previamente (Tabla 22). Una vez
amplificadas las muestras se comprob0 en geles de agarosa al 1% la presencia de producto

para posteriormente mandarlas a purificar y secuenciar a la empresa Macrogen Inc.

Tabla 22. Seleccion de cebadores para la validacion de los marcadores en los 5 genes.

Gen Par de cebadores utilizados | Condiciones
KRTAP1.2 INF Tabla 13
INR
KRTAP6.1 oNF Tabla 15
6NR
KRTAP9.2 INNF Tabla 17
9NNR
KRTAP11.1 11F Tabla 19
11R
13F
KRTAP13.1 Tabla 21
13R

4.2.6 ldentificacion de sitios polimoérficos vy validacion de marcadores

Una vez obtenidas las secuencias para cada uno de los genes, estas fueron alineadas
utilizando el Software Mega v.7 para identificar los sitios polimérficos. De las 96
muestras se alinearon 40 muestras seleccionadas al azar. Una vez identificadas las
posiciones polimdrficas se inspeccionaron los cromatogramas en estos sitios de manera
manual para determinar los genotipos en cada una de las posiciones. Los sitios
polimorficos fueron nombrados de acuerdo a su posicion dentro del fragmento

amplificado. A partir de este listado se calcularon las frecuencias alélicas, los posibles
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haplotipos por gen, indices de variabilidad, si los marcadores se encuentran en equilibrio
de Hardy-Weinberg (EHW) y que pares se encuentran en desequilibrio de ligamiento
(LD). En total se identificaron 32 posiciones polimorficas (Anexo 4), a continuacion se

detalla esta informacion para cada uno de los genes.

4.2.6.1 KRTAP1-2

Al realizar el alineamiento de las 40 secuencias (Forward y Reverse) del fragmento de
KRTAP1-2 se identificaron 10 sitios polimorficos. Por lo tanto mediante inspeccion de
los cromatogramas se determiné el genotipo en estos 10 sitios para las 96 muestras. Una
de las secuencias no se secuencié correctamente y fue descartada del analisis. En cada
una de las 10 posiciones se encontraron dos alelos y en cada caso se pudo encontrar los
tres genotipos posibles (homocigotos para ambos alelos y heterocigotos) (Tabla 23).
Cinco de las posiciones polimorficas se originaron por una mutacion de transicion (158,
370, 639, 705 y 814) mientras que las 5 restantes se originaron por mutaciones de
transversion (Tabla 23). Al determinar las frecuencias alélicas en ninguno de los casos
estas fueron menores al 5% (Tabla 23). Por lo tanto los 10 sitios presentan frecuencias

alélicas adecuadas para ser marcadores genéticos.

Tabla 23. Alelos, frecuencia de los genotipos y frecuencias alélicas para los 10 sitios
polimorficos identificados en el fragmento del gen KRTAP1-2.

SNP Alelos Conteo de individuos Frecuencias alelicas

Alelol|Alelo2|Homocigotosl|Homocigotos2|Heterocigotos| Alelol Alelo2
158 C T 80 1 14 0.916 0.084
224 C A 20 26 49 0.468 0.532
246 G T 54 4 37 0.763 0.237
262 A C 54 4 37 0.763 0.237
370 A G 4 54 37 0.237 0.763
639 A G 60 5 30 0.789 0.211
687 A T 4 54 37 0.237 0.763
705 A G 56 35 0.226 0.774
721 A T 1 69 25 0.142 0.858
814 A G 18 22 55 0.479 0.521
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A partir del listado de genotipos se determind los posibles haplotipos para el fragmento
amplificado tomando en consideracion a los 10 loci. En total se encontraron 8 haplotipos,
los cuales presentan distintas frecuencias haplotipicas (Tabla 24). Los més frecuentes

son los haplotipos 3, 5, 7y 8; que juntos tienen un frecuencia de 82%.

Tabla 24. Haplotipos y sus frecuencias determinados para el fragmento del gen
KRTAP1-2.

Haplotipos | 1| 2| 3| 4| 5| 6| 7| 8| 9| 10| Frecuencias
1 C|IA|G|A|G|A[T|G|T |A 0.032
2 CIA|IGIA|GIA|T |G|T |G 0.053
3 C|A|G|A|G|G|T |G|A|A 0.142
4 CIA|IGIA|G|G|T |G]|T |A 0.069
5 CIA[T[C|A|A[A|A|T |A 0.142
6 CIA[T[C|A|A[A|G|T |A 0.011
7 C|C|G|A|G|A|T|G|T |G 0.468
8 T|IA|T|C|A|A|A[A|T]A 0.084
Designacion de las posiciones del 1 al 10 de acuerdo al orden en que aparecen en el

fragmento amplificado.

Se determiné cudles de estos polimorfismos se ubican en la region codante y cuales en la
region reguladora 3 "UTR. De los diez polimorfismos 3 (158, 224 y 246) se ubican en la
region codante mientras que los otros 7 se encuentran dispersos en la region 3'UTR
(Tabla 25). Se evalud que tipo de cambio producian en la proteina aquellas posiciones
que se ubican en la regién codante, observandose que en los tres casos se dan cambios no
sindnimos (Tabla 25). De los tres cambios que se dan, el que probablemente tenga un
impacto mas importante en la funcion de la proteina es el de la posicién 246 que

corresponde a un cambio de una cisteina a una fenilalanina (Tabla 25).
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Tabla 25. Ubicacion de los sitios polimdrficos dentro del gen KRTAP1-2 y los cambios
en la secuencia de nucleotidos y de aminoéacidos.

SNP Region Cambio en codon |Cambio en proteina
158 Codante CTC<-->TTC L<-->F
224 Codante CTC <-->ATC L<--> |
246 Codante TGT<-->TTT C<-->F
262 3'UTR - -
370 3'UTR - -
639 3'UTR - -
687 3'UTR - -
705 3'UTR - -
721 3'UTR - -
814 3'UTR - -

En cuanto a los valores de heterocigosidad con excepcion de la posicién 158, todas

presentaron valores intermedios a altos (0.3 a 0.5) (Tabla 26). EI marcador 158 presentd

valores por debajo de 0.2 (Tabla 26). Estos valores dependen exclusivamente del nimero

de heterocigotos presentes por marcador. En cuanto al PIC, los valores se encuentran

entre 0.15 y 0.35, son bajos en comparacion a otro tipo de marcadores como por ejemplo

microsatelites. Sin embargo para marcadores SNP estos valores son altos. Por otro lado

todos los marcadores se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabla 26). Por lo

tanto se pudo validar 10 marcadores del tipo SNP en el fragmento del gen KRTAP1-2 en

alpaca.
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Tabla 26. indices de variabilidad genética para cada loci en el gen KRTAP1-2 asi como

la evaluacion del equilibrio de Hardy — Weinberg.

SNP Hobs Hesp PIC HW p-Value (EH) [ HW p- Value (DH)
158 0.147 0.155 0.142 0.879 0.498
224 0.516 0.501 0.374 0.464 0.693
246 0.389 0.363 0.296 0.346 0.84
262 0.389 0.363 0.296 0.346 0.84
370 0.389 0.363 0.296 0.346 0.84
639 0.316 0.334 0.277 0.806 0.395
687 0.389 0.363 0.296 0.346 0.84
705 0.368 0.352 0.289 0.447 0.77
721 0.263 0.245 0.214 0.41 0.884
814 0.579 0.502 0.375 0.096 0.957

Hobs: Heterocigosidad observada
Hesp: Heterocigosidad esperada

HW (EH): Equilibrio de Hardy- Weinberg asumiendo exceso de heterocigotos
HW (DH): Equilibrio de Hardy- Weinberg asumiendo déficit de heterocigotos

También se quiso determinar las variantes a nivel proteico tanto a causa de las

sustituciones nucleotidicas como también a causa de la insercién/delecién mencionada

anteriormente. En cuanto a las variantes a causa de la sustitucion nucleotidica se trabajo

con los haplotipos identificados en este fragmento (Tabla 24). Cada haplotipo fue

traducido a una proteina donde se obtuvieron las distintas variantes y sus frecuencias

(Tabla 27). Se identificaron 4 variantes distintas. Las variantes que presenta un residuo

de cisteina en la posicion 126 tiene una frecuencia aproximada de 0.75 mayor que la

frecuencia de las variante con una fenilalanina en la misma posicion (Tabla 27). En cuanto

a la insercion/delecion la variante que presenta 30 nucle6tidos més, produce una proteina

10 residuos mas grande sin que se corra el marco de lectura. Tres de estos 10 residuos son

de cisteina, lo cual podria ser un cambio importante.
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Tabla 27. Variantes a nivel proteico de acuerdo a los haplotipos identificados para la
proteina KAP1-2.

Variante | haplotipo en gen| Residuo 97 |Residuo 119|Residuo 126| Frecuencia
1 1,234 L I C 0.296
2 56 L I F 0.152
3 7 L L C 0.468
4 8 F I F 0.084

Por ultimo se determind si los marcadores encontrados en el fragmento del gen
KRTAP1-2 se encontraban en desequilibrio de ligamiento. Todos los marcadores
validados en este fragmento se encuentran en desequilibrio de ligamiento entre ellos (p<

0.0001) (Tabla 28).

Tabla 28. Determinacion de desequilibrio de ligamiento entre los 10 marcadores del
fragmento del gen KRTAP1-2.

Posicion|158|224|246]262|370| 639 |[687(705|721(814
158 -]10]0]0]0])000010]0]0]O0
224 *1-]1]0]0|0 0 0]0[0]O
246 *1*]1-10[0 0 0/{0]|]0]O0
262 *1*]1*]1-10 0 0J]0[0]O
370 o R e 0 0|0]|]0]O0
639 i e - 0]0[0]O
687 e * -]1]0]0]0
705 ® | % [ ok | x| % * *| _|olo
721 TR ERERE * x| x| _ |0
814 ® | % [ % | x| % * 2 I I

Encima de la diagonal se muestran los p-values
Debajo de la diagonal si es significativo (*)

4.2.6.2 KRTAP6-1

Al realizar el alineamiento de las 40 secuencias seleccionadas al azar se encontraron 9
sitios polimorficos. Estos 9 sitios polimorficos fueron inspeccionados en los 96
cromatogramas para identificar los genotipos en cada uno de estos sitios. Este gen fue el
gue mostré mayor cantidad de errores en el secuenciamiento donde las posiciones 77 y

110 del amplicon solo pudieron ser genotipificadas para 88 individuos, mientras que el
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resto tan solo 93 veces (Tabla 29). En cada una de las 9 posiciones se encontraron dos
alelos, sin embargo no en todo los casos se observaron los tres genotipos posibles. Para
la posicién 77 no se encontraron homocigotos AA como tampoco se observaron
homocigotos CC en la posicion 506. En el resto de posiciones si se observaron
homocigotos para ambos alelos y heterocigotos. Cinco de las posiciones polimorficas se
originaron por una mutacion de transicion (110, 502, 557, 612 y 697) mientras que las 4
restantes se originaron por mutaciones de transversion (Tabla 29). La posicion 77 es la
Unica donde uno de los alelos presenta una frecuencia menor al 5% (3.4%), esto quiere
decir que solo 8 posiciones en este gen tienen frecuencias alélicas adecuadas para ser

marcadores genéticos (Tabla 29).

Tabla 29. Alelos, frecuencia de los genotipos y frecuencias alélicas para los 9 sitios
polimorficos identificados en el fragmento del gen KRTAPG6-1.

Alelos Conteo de individuos Frecuencias alelicas

SNP Alelol Alelo2 |Homocigotosl|Homocigotos2|Heterocigotos| Alelol Alelo2
77 A T 0 82 6 0.034 0.966

110 C T 71 14 3 0.824 0.176
212 A C 1 69 22 0.130 0.870
369 A C 58 6 29 0.780 0.220
502 C T 20 51 22 0.333 0.667
506 C G 0 82 11 0.059 0.941
557 A G 20 49 24 0.344 0.656
612 A G 77 2 14 0.903 0.097
697 C T 82 1 10 0.935 0.065

A partir del listado de genotipos se determind los posibles haplotipos para el fragmento
amplificado tomando en consideracion a los 9 loci. En total se encontraron 12 haplotipos
(Tabla 30) con frecuencias variables, sin embargo los mas representados fueron el
haplotipo 7 seguido por los haplotipos 12, 5 y 4 que sumados tienen una frecuencia de
aproximadamente 80% (Tabla 30). Es importante mencionar que este fragmento es el que
presentd un mayor nimero de haplotipos con frecuencias muy bajas como por ejemplo

los haplotipos 3 y 8 que aparecen en un solo individuo cada uno (Tabla 30). Esto se debe
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a que gran parte del fragmento amplificado se encuentra upstream de la region 5’"UTR

del gen (Figura 31).

Tabla 30. Haplotipos y sus frecuencias determinados para el fragmento del gen
KRTAPG-1.

Haplotipos [1|2|3|4|5|6(7|8|9|Frecuencias
1 A|C|C|A|T|G|A|G|C 0.01
2 A[C|C|A|T|G|G|G|C| 0.035
3 Alc|c|c|c|G|A|G|T] 0.007
4 T|C|A|C|C|G|A|A|C|] 0.123
5 T|C|C|A|C|G|A|A|C|] 0.113
6 T|C|C|A|T|C|G|G|C|] 0.056
7 T|C|C|A|T|G|G|A|C 0.37
8 T|C|C|C|C|C|A|G|T| 0.008
9 T|C|C|C|C|G|A[A|C|] 0.021
10 T|C|C|C|C|G|A|A|T| 0.059
11 T|C|C|C|T|G|G|A|C|] 0.026
12 T|T|C|A|T|G|G|A|C|] 0.172
Designacion de las posiciones del 1 al 9 de acuerdo al orden en que aparecen en el

fragmento amplificado.

Al determinar la posicién de los marcadores dentro del gen, la mayoria de estos se ubican
probablemente upstream de la region promotora (tomando la caja TATA como el inicio).
Ninguno de los marcadores se ubicé downstream de la caja TATA ni en la regién codante
del gen. Las posiciones polimdrficas dentro de este gen presentan valores bajos a
intermedios de heterocigosidad observada (0.03 - 0.312) (Tabla 31). La posicién que tiene
el valor mas alto es la 369 (0.312) mientras que la que presenta el valor mas pequefio es
la posicion 110 (0.03) (Tabla 31). En cuanto a los valores de PIC, estos fueron bajos en
comparacion a los observados en otros genes (Tabla 31). Tres de las 8 posiciones (110,
502 y 557) no se encuentran en equilibrio de Hardy — Weinberg, en todos los casos se
debe a un déficit de heterocigotos (Tabla 31). Teniendo esto en consideracion ademas del
numero alto de errores en el secuenciamiento es posible que en estas posiciones existan

alelos nulos, por lo tanto estas posiciones no fueron consideradas como marcadores
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genéticos. Se validaron 5 marcadores del tipo SNP en el fragmento del gen KRTAP6-1

en alpaca.

Tabla 31. indices de variabilidad genética para cada loci en el gen KRTAP6-1 asi como
la evaluacion del equilibrio de Hardy — Weinberg.

SNP Hobs Hesp PIC HW p-Value (EH) [ HW p- Value (DH)
77 0.068 0.066 0.064 0.916 0.084

110 0.034 0.292 0.248 1 0

212 0.239 0.228 0.201 0.534 0.822

369 0.312 0.346 0.285 0.893 0.252

502 0.237 0.447 0.346 1 0

506 0.118 0.112 0.105 0.731 0.269

557 0.258 0.454 0.35 1 0

612 0.151 0.176 0.16 0.966 0.192

697 0.108 0.121 0.113 0.961 0.315

Hobs: Heterocigosidad observada

Hesp: Heterocigosidad esperada

HW (EH): Equilibrio de Hardy- Weinberg asumiendo exceso de heterocigotos
HW (DH): Equilibrio de Hardy- Weinberg asumiendo déficit de heterocigotos

En cuanto a la proteina si bien no se identificaron polimorfismos en la region codante, se
pudo encontrar la presencia de una insercién/delecion de 12 nucle6tidos en la region
codante. Todos los marcadores validados en este fragmento se encuentran en

desequilibrio de ligamiento entre si (p< 0.0001) (Tabla 32).

Tabla 32. Determinacion de desequilibrio de ligamiento entre los 9 posiciones
polimérficas del fragmento del gen KRTAP6-1.

Posicion|77{110|212|369|502|506|557|612|697
77 -1]0]J]0]J]0]J]0]J]0]J]0O0]J0O]O
110 *I-]1]0/0[0[0]0]O0]|O
212 *I'*|-|0]J]O0[O0O]JO0O|O]|O
369 *I*|1*|-/0[0]0]0]|O
502 *1*|1*|*[-]1]0]0]0]O0
506 1l *|*[*]-]10]0]0
612 * * * * * * * _ 0
697 * * * * * * * * _

Encima de la diagonal se muestran los p-values
Debajo de la diagonal si es significativo (*)
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4.2.6.3 KRTAP9-2

Al realizar el alineamiento de las 40 secuencias del fragmento de KRTAP9-2 se
identificaron 3 sitios polimorficos. Mediante inspeccion de los cromatogramas se
determind el genotipo en estos 3 sitios para las 96 muestras (Tabla 33). En cada una de
las 3 posiciones se encontraron dos alelos, solo para la posicién 598 no se encontro
individuos homocigotos AA (Tabla 33). La posicion polimorfica 598 se originé por una
mutacion de transicién mientras que las 2 restantes se originaron por mutaciones de
transversion (Tabla 33). Al determinar las frecuencias alélicas, la posicion 598 presento
uno de sus alelos con frecuencia menor al 5% (4.2%) (Tabla 33). Por lo tanto solo 2 sitios

presentan frecuencias alélicas adecuadas para ser considerados marcadores genéticos.

Tabla 33. Alelos, frecuencia de los genotipos y frecuencias alélicas para los 3 sitios
polimorficos identificados en el fragmento del gen KRTAP9-2.

SNP Alelos Conteo de individuos Frecuencias alelicas
Alelol Alelo2 |Homocigotosl|Homocigotos2|Heterocigotos| Alelol Alelo2
86 C T 63 1 31 0.827 0.173
291 A T 1 78 15 0.090 0.91
598 A G 0 87 8 0.042 0.958

A partir del listado de genotipos se determind los posibles haplotipos para el fragmento

amplificado tomando en consideracién los 3 loci. En total se encontraron 6 haplotipos,

los cuales presentan distintas frecuencias haplotipicas (Tabla 34). Los mas comunes son

los haplotipos 3 y 6, los cuales sumados tienen una frecuencia 86% (Tabla 34).
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Tabla 34. Haplotipos y sus frecuencias determinados para el fragmento del gen
KRTAP9-2.

Frecuencias
0.04
0.04

Haplotipos 3
G
A
G 0.746
A
G
G

1

0.003
0.057
0.114

o|lvn|bd|lw|rn
—H|d|d|ololo]|~
—H[>[(>|Hd|d|>]|~

Designacion de las posiciones del 1 al 3 de acuerdo al orden en que aparecen en el
fragmento amplificado.

Se determind en que region del gen se ubican estas posiciones. Las posiciones 86 y 291
se encuentran en la region codante mientras que la posicion 598 se ubica en la region
3'UTR (Tabla 35). En cuanto a los polimorfismos en la region codante, ambos
corresponden a cambios no sindénimos. La sustitucion nucleotidica en la posicion 86
produce un cambio en el residuo 62 de la proteina, donde se puede encontrar una Prolina
0 una Serina (Tabla 35). El sitio 291 produce un cambio en el residuo 131 de la proteina,

donde los posibles aminoacidos son Leucina y Glutamina (Tabla 35).

Tabla 35. Ubicacion de los sitios polimdrficos dentro del gen KRTAP9-2 y los cambios
en la secuencia de nucle6tidos y de aminoacidos.

SNP Region |Cambio en codon|Cambio en proteina
86 Codante CCC<-->TCC P<-->S

291 Codante CTG <-->CAG L<-->Q

598 3'UTR - -

Como se observa la posicion 86 presenta un valor de heterocigosidad intermedio
alrededor de 0.3, mientras que las otras dos posiciones muestras valores bajos, en especial
la posicion 598 (Tabla 36). Esto también se ve reflejado en los valores de PIC. Todas las
posiciones se encuentran en EHW (Tabla 36). Por lo tanto se pudo validar 2 marcadores

del tipo SNP en el fragmento del gen KRTAP9-2 en alpaca.
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Tabla 36. indices de variabilidad genética para cada loci en el gen KRTAP9-2 asi como
la evaluacion del equilibrio de Hardy — Weinberg.

SNP Hobs Hesp PIC HW p-Value (EH) | HW p- Value (DH)
86 0.326 0.289 0.246 0.178 0.966

291 0.16 0.165 0.151 0.846 0.548

598 0.084 0.081 0.077 0.916 1

Hobs: Heterocigosidad observada

Hesp: Heterocigosidad esperada

HW (EH): Equilibrio de Hardy- Weinberg asumiendo exceso de heterocigotos

HW (DH): Equilibrio de Hardy- Weinberg asumiendo déficit de heterocigotos

También se quiso determinar las variantes a nivel proteico tanto a causa de las
sustituciones nucleotidicas como también a causa de la insercién/delecion. En cuanto a
las variantes a causa de la sustitucion nucleotidica se trabajé con los haplotipos
encontrados en este fragmento (Tabla 34). Cada haplotipo fue traducido a una proteina
donde se obtuvieron las distintas variantes y sus frecuencias (Tabla 37). Se identificaron
4 variantes distintas. Las variantes con un residuo de prolina en la posicion 62 y un residuo
de leucina en la posicion 130 fueron las méas frecuentes (0.78) (Tabla 37). El resto de
variantes presento frecuencias considerablemente menores. En cuanto a la

insercion/delecion la variante que presenta 15 nucle6tidos menos produce una proteina 5

residuos mas pequefia sin correr el marco de lectura.

Tabla 37. Variantes a nivel proteico de acuerdo a los haplotipos identificados para la
proteina KAP9-2.

Variante |haplotipoengen| Residuo 62 [Residuo 130| Frecuencia
1 1 P Q 0.04
2 2,3 P L 0.78
3 4,5 S Q 0.06
4 6 S L 0.12

Por ltimo se determind si los marcadores encontrados en el fragmento del gen KRTAP9-
2 se encontraban en desequilibrio de ligamiento. Todos los marcadores validados en este

fragmento se encuentran en desequilibrio de ligamiento entre si (p< 0.0001) (Tabla 38).
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Tabla 38. Determinacion de desequilibrio de ligamiento entre las 3 posiciones
polimorficas del fragmento del gen KRTAP9-2.

Posicion 86 291 598
86 - 0 0
291 * - 0
598 * * -

Encima de la diagonal se muestran los p-values
Debajo de la diagonal si es significativo (*)

4.2.6.4 KRTAP11-1

Al realizar el alineamiento de las 40 secuencias del fragmento de KRTAP11-1 se
identificaron 6 sitios polimérficos. Mediante inspeccion de los cromatogramas se
determind el genotipo en estos 6 sitios para las 96 muestras (Tabla 39). En cada una de
las 6 posiciones se encontraron dos alelos. Para todas las posiciones se encontraron los
tres genotipos posibles, solo en el caso de la posicion 956 no se encontraron individuos
homocigotos AA (Tabla 39). Dos de las posiciones polimorficas se originaron por una
mutacion de transicion (761 y 795) mientras que las 4 restantes se originaron por
mutaciones de transversion (Tabla 39). Todas las posiciones presentaron frecuencias
alélicas mayores al 5% (Tabla 39). Por lo tanto los 6 sitios presentan frecuencias alélicas

adecuadas para ser considerados marcadores genéticos.

Tabla 39. Alelos, frecuencia de los genotipos y frecuencias alélicas para los 6 sitios
polimorficos identificados en el fragmento del gen KRTAP11-1.

SNP Alelos Conteo de individuos Frecuencias alelicas

Alelol|Alelo2| Homocigotos1|Homocigotos2|Heterocigotos| Alelol Alelo2
330 T G 25 30 41 0.474 0.526
583 T G 30 25 41 0.526 0.474
595 A C 27 30 41 0.474 0.526
761 C G 25 30 41 0.474 0.526
795 A G 30 25 41 0.474 0.526
956 A G 0 72 23 0.121 0.879
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A partir del listado de genotipos se determind los posibles haplotipos para el fragmento
amplificado tomando en consideracion los 6 loci. En total se encontraron 3 haplotipos, los cuales
presentan distintas frecuencias haplotipicas (Tabla 40). Los mas comunes son los haplotipos 1 y

3, los cuales sumados tienen una frecuencia 88% (Tabla 40).

Tabla 40. Haplotipos y sus frecuencias determinados para el fragmento del gen
KRTAP11-1.

Haplotipos | 1| 2| 3| 4| 5] 6]Frecuencias
1 G|T|C[G|A|G 0.526
2 TIG|A|C|G|A 0.121
3 TIG|A|C|G|G 0.353

Designacion de las posiciones del 1 al 6 de acuerdo al orden en que aparecen en el
fragmento amplificado.

Se determin6 también la ubicacion de estos sitios dentro del gen. Cuatro posiciones (330,
583, 595 y 761) se encuentran en la region codante, mientras que las dos restantes se
ubican en la region 3’"UTR (Tabla 41). Todas las posiciones presentan sustituciones que
producen cambios no sinénimos a nivel de la proteina (Tabla 41). La sustitucion en la
posicion 330 produce un cambio en el residuo 12 de la proteina, donde las variantes
pueden presentar una Serina 0 una Alanina (Tabla 41). La sustitucion en la posicién 583
produce un cambio en el residuo 96 de la proteina, este cambio corresponde a una Cisteina
0 una Fenilalanina (Tabla 41). En el caso de la sustitucion en la posicion 595, en la
proteina el cambio se da en el residuo 100 y los posibles aminoécidos son Tirosina y
Serina (Tabla 4). La sustitucion en la posicién 761 produce un cambio en el residuo 153

donde los posibles aminoacidos son una Cisteina o un Triptdfano (Tabla 41).
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Tabla 41. Ubicacién de los sitios polimorficos dentro del gen KRTAP11-1y los cambios
en la secuencia de nucleotidos y de aminoéacidos.

SNP Region |Cambio en codon|Cambio en proteina
330 Codante TCC <-->GCC S<-->A

583 Codante TGC<-->TTC C<->F

595 Codante TAC <-->TCC Y<->S

761 Codante TGC<-->TGG C<-—>W

795 3'UTR - -

956 3'UTR - -

Las 5 primeras posiciones presentan valores relativamente altos de heterocigosidad
aproximadamente 0.4, mientras que la posicion 956 presenta valores mas pequefios
(alrededor de 0.2) (Tabla 42). La misma tendencia se puede observar para los valores de
PIC (Tabla 42). Todas las posiciones se encuentran en EHW (Tabla 42). Por lo tanto se

pudo validar 6 marcadores del tipo SNP en el fragmento del gen KRTAP11-1 en alpaca.

Tabla 42. indices de variabilidad genética para cada loci en el gen KRTAP11-1 asi como
la evaluacion del equilibrio de Hardy — Weinberg.

SNP Hobs Hesp PIC HW p-Value (EH) | HW p- Value (DH)
330 0.396 0.502 0.375 0.952 0.105

583 0.396 0.502 0.375 0.952 0.105

595 0.396 0.502 0.375 0.952 0.105

761 0.4 0.501 0.374 0.952 0.105

795 0.4 0.501 0.374 0.952 0.105

956 0.242 0.214 0.19 0.22 1

Hobs: Heterocigosidad observada

Hesp: Heterocigosidad esperada

HW (EH): Equilibrio de Hardy- Weinberg asumiendo exceso de heterocigotos
HW (DH): Equilibrio de Hardy- Weinberg asumiendo déficit de heterocigotos

También se quiso determinar las variantes a nivel proteico a causa de las sustituciones
nucleotidicas, se trabajé con los haplotipos encontrados en este fragmento (Tabla 40).
Cada haplotipo fue traducido a una proteina donde se obtuvieron las distintas variantes y
sus frecuencias (Tabla 43). Se identificaron 2 variantes, una de estas posee 2 residuos mas

de cisteina (variante 2). Ambas variantes presentan frecuencias similares (Tabla 43).
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Tabla 43. Variantes a nivel proteico de acuerdo a los haplotipos identificados para la
proteina KAP11-1.

Variante |haplotipo engen| Residuo 12 | Residuo 96 |Residuo 100|Residuo 153| Frecuencia
1 1 A F S w 0.53
2 2,3 S C Y C 0.47

Por Gltimo se determind si los marcadores encontrados en el fragmento del gen
KRTAP11-1 se encontraban en desequilibrio de ligamiento. Todos los marcadores
validados en este fragmento se encuentran en desequilibrio de ligamiento (p< 0.0001)

(Tabla 44).

Tabla 44. Determinacion de desequilibrio de ligamiento entre las 6 posiciones
polimorficas del fragmento del gen KRTAP11-1.

Posicion 330 583 595 761 795 956
330 - 0 0 0 0 0
583 * - 0 0 0 0
595 * * - 0 0 0
761 * * * - 0 0
795 * * * * _ 0
956 * * * * * _

Encima de la diagonal se muestran los p-values
Debajo de la diagonal si es significativo (*)

4.2.6.5 KRTAP13-1

Al alinear 40 secuencias seleccionadas al azar que correspondian al fragmento del gen
KRTAP13-1 se encontraron 4 sitios polimoérficos. Se determinaron los genotipos en cada
una de estas posiciones para las 96 muestras mediante una inspeccion manual de los
cromatogramas. Cada uno de estos sitios presento 2 alelos distintos, en todas las
posiciones se encontraron individuos con los 3 genotipos posibles (Tabla 45). El sitio 392
fue el Unico que se origind por una sustitucion del tipo transicién, mientras que el resto

de sustituciones son del tipo transversion (Tabla 45). Todas las posiciones presentaron
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frecuencias alélicas mayores al 5% (Tabla 45). Por lo tanto los 4 sitios presentan

frecuencias alélicas adecuadas para ser marcadores genéticos.

Tabla 45. Alelos, frecuencia de los genotipos y frecuencias alélicas para los 6 sitios
polimorficos identificados en el fragmento del gen KRTAP13-1.

SNP Alelos Conteo de individuos Frecuencias alelicas

Alelol Alelo2 |Homocigotosl|Homocigotos2 |Heterocigotos| Alelol Alelo2
392 G C 33 18 42 0.581 0.419
534 G T 33 18 43 0.58 0.420
620 T A 33 19 42 0.574 0.426
647 G T 33 19 42 0.574 0.426

A partir del listado de genotipos se determiné los posibles haplotipos para el fragmento
amplificado tomando en consideracién los 4 loci. En total se encontraron 3 haplotipos,
los cuales presentan distintas frecuencias haplotipicas (Tabla 46). Los mas comunes son
los haplotipos 1y 3, los cuales sumados tienen una frecuencia 99.4%. EIl haplotipo 2 se

encontré en solo un individuo.

Tabla 46. Haplotipos y sus frecuencias determinados para el fragmento del gen
KRTAP13-1.

Haplotipos | 1| 2| 3| 4|Frecuencias
1 CIT[A|T 0.420
2 G|G|A|T 0.006
3 G|GT |G 0.574

Designacion de las posiciones del 1 al 4 de acuerdo al orden en que aparecen en el
fragmento amplificado.

Al ubicar estos marcadores dentro del gen, se encontrd que tres posiciones (392, 534 y
620) se ubican en la region codante, mientras que la posicidén 647 se ubica en la region
3'UTR (Tabla 47). En el caso de las posiciones dentro de la region codante, las tres
sustituciones producen cambios no sinbnimos en cuanto a la secuencia de la proteina
(Tabla 47). La sustitucion en la posicion 392 produce un cambio en la posicion 92 de la

proteina presentandose los aminoacidos Triptéfano o Cisteina, este mismo cambio se
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observa en la sustitucion en la posicién 534 que produce un cambio en el residuo 139
(Tabla 47). La sustitucién en la posicion 620 produce un cambio en el residuo nimero

168, pudiéndose encontrar en esta posicion una Fenilalanina o una Tirosina (Tabla 47).

Tabla 47. Ubicacion de los sitios polimdérficos dentro del gen KRTAP13-1y los cambios
en la secuencia de nucleotidos y de aminoéacidos.

SNP Region |Cambio en codon|Cambio en proteina
392 Codante TGG <-->TGC W<-->C

534 Codante TGG <-->TGT W <-->C

620 Codante TTC <-->TAC F<-->Y

647 3'UTR - -

En cuanto a los valores de Heterocigosidad, todos los marcadores presentan valores altos
(mayor a 0.4) (Tabla 48). Lo mismo se observa en el caso de PIC (Tabla 48). Por ultimo
todos los marcadores se encuentran en EHW (Tabla 48). Por lo tanto se pudo validar 4

marcadores del tipo SNP en el fragmento del gen KRTAP13-1 en alpaca.

Tabla 48. indices de variabilidad genética para cada loci en el gen KRTAP13-1 asi como
la evaluacion del equilibrio de Hardy — Weinberg.

SNP Hobs Hesp PIC HW p-Value (EH) | HW p- Value (DH)
392 0.452 0.49 0.368 0.834 0.294
534 0.457 0.49 0.369 0.805 0.331
620 0.447 0.492 0.369 0.865 0.249
647 0.447 0.492 0.369 0.865 0.249

Hobs: Heterocigosidad observada

Hesp: Heterocigosidad esperada

HW (EH): Equilibrio de Hardy- Weinberg asumiendo exceso de heterocigotos
HW (DH): Equilibrio de Hardy- Weinberg asumiendo déficit de heterocigotos

También se quiso determinar las variantes a nivel proteico a causa de las sustituciones
nucleotidicas, se trabajé con los haplotipos encontrados en este fragmento (Tabla 46).
Cada haplotipo fue traducido a una proteina donde se obtuvieron las distintas variantes y

sus frecuencias (Tabla 49). Se identificaron 3 variantes, una de estas posee 2 residuos mas
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de cisteina (variante 1). Las variantes 1 y 3 tienen frecuencias altas y parecidas mientras

que la variante 2 solo se encontrd en un individuo.

Tabla 49. Variantes a nivel proteico de acuerdo a los haplotipos identificados para la

proteina KAP13-1.

Variante |haplotipoengen| Residuo 92 |Residuo 139|Residuo 168| Frecuencia
1 1 C C Y 0.42
2 2 w w Y 0.006
3 3 w w F 0.574

Por Gltimo se determind si los marcadores encontrados en el fragmento del gen

KRTAP13-1 se encontraban en desequilibrio de ligamiento. Todos los marcadores

validados en este fragmento se encuentran en desequilibrio de ligamiento (p< 0.0001)

(Tabla 50).

Tabla 50. Determinacion de desequilibrio de ligamiento entre las 4 posiciones
polimorficas del fragmento del gen KRTAP13-1.

Posicion 392 534 620 647
392 - 0 0 0
534 * - 0 0
620 * * - 0
647 * * * -

Encima de la diagonal se muestran los p-values
Debajo de la diagonal si es significativo (*)
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4.2.7 Desequilibrio de ligamiento entre marcadores de diferentes genes

Se evaluo, considerando las 32 posiciones polimorficas, que pares se encuentran en
desequilibrio de ligamiento (Tabla 51). Se encontrd lo observado para cada gen, que todas
las posiciones dentro de un mismo fragmento se encuentran en desequilibrio de
ligamiento (Tabla 51). Por otro lado 28 posiciones que corresponden a genes diferentes
también se encuentran en desequilibrio de ligamiento. Se observa que son entre
posiciones del gen KRTAP1-2 y KRTAP9-2, como también posiciones entre el gen
KRTAP11-1 y KRTAP6-1 (Tabla 51). La posicion 86 del gen KRTAP9-2 esta en
desequilibrio de ligamiento con 9 posiciones (224, 246, 262, 370, 639, 687, 705, 721,
814) del gen KRTAP1-2 (Tabla 51), la posicion 291 del gen KRTAP9-2 se encuentra en
desequilibrio de ligamiento con 7 posiciones (224, 246, 262, 370, 687, 705, 814) del gen
KRTAP1-2 (Tabla 51) y la posicidn 598 se encuentra en desequilibrio de ligamiento con

2 posiciones (639, 814) del gen KRTAP1-2 (Tabla 51).

Por otro lado la posicion 506 del gen KRTAP6-1 se encuentra en desequilibrio de
ligamiento con 5 posiciones (330, 583, 595, 761, 795) del gen KRTAP11-1 (Tabla 51),
la posicion 557 del gen KRTAPG6-1 se encuentra en desequilibrio de ligamiento con dos
posiciones (330, 583) del gen KRTAP11-1 (Tabla51) y la posicion 612 del gen KRTAP6-
1 se encuentra en desequilibrio de ligamiento con 3 posiciones (330, 583, 595) del gen

KRTAP11-1 (Tabla 51).
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Tabla 51. Determinacion de desequilibrio de ligamiento entre las 32 posiciones polimorficas identificadas en los 5 genes distintos.

KRTAP1.1

KRTAP11.1

KRTAP13.1

KRTAP9.2

KRTAP6.1

158

224

246

370

639

330

583

595

761

795

956

392

534

620

647

86

291

598

77

110

212

369

502

506

557

612

697

KRTAP1.1

158

#

*

*

*

224

0.00000

#

*

*

246

0.00000

0.00000

#

262

0.00000

0.00000

0.00000

*

370

0.00000

0.00000

0.00000

0.00000

#

639

0.00000

0.00000

0.00000

0.00000

0.00000

#

687

0.00000

0.00000

0.00000

0.00000

0.00000

0.00000

#

705

0.00006

0.00000

0.00000

0.00000

0.00000

0.00000

0.00000

#

721

0.00000

0.00000

0.00000

0.00000

0.00000

0.00000

0.00000

0.00000

#

814

0.00000

0.00000

0.00000

0.00000

0.00000

0.00000

0.00000

0.00000

0.00000

#

KRTAP11.1

330

0.35458

0.17835

0.32002

0.31865

0.31952

0.29171

0.31952

0.35952

0.21435

0.33346

#

*

*

583

0.35733

0.17729

0.32140

0.31984

0.31615

0.29334

0.32127

0.35821

0.21954

0.33640

0.00000

#

*

*

595

0.35371

0.18204

0.31915

0.32133

0.31459

0.28934

0.32777

0.36077

0.21104

0.33765

0.00000

0.00000!

#

*

761

0.45763

0.51919

0.35321

0.35602

0.35214

0.37195

0.35283

0.36670

0.20660

0.67348

0.00000

0.00000!

0.00000

#

*

795

0.46275

0.52487

0.35389

0.35246

0.35539

0.37677

0.35496

0.37689

0.21554

0.68391

0.00000

0.00000!

0.00000

0.00000

#

956

0.98594

0.66492

0.39383

0.38551

0.38695

0.16754

0.38876

0.50562

0.13436

0.71522

0.00000

0.00000!

0.00000

0.00000

0.00000

#

KRTAP13.1

392

0.38820

0.18404

0.61430

0.61430

0.61974

0.61886

0.11499

0.61624

0.62180

0.04343!

0.25697

0.36608

0.36745

0.21054

0.20916

0.03075

#

*

*

534

0.41951

0.18991

0.67748

0.67317

0.68941

0.11780

0.67342

0.66435

0.03593

0.31315!

0.45794

0.44988

0.44457

0.26822

0.26897

0.03993

0.00000

#

*

*

620

0.48863

0.14386

0.71541

0.71241

0.71810

0.14017

0.71610

0.73216

0.04618

0.25066!

0.45076

0.45619

0.45088

0.27459

0.27140

0.05062

0.00000

0.00000

#

*

647

0.48694

0.14117

0.71216

0.71435

0.71704

0.13611

0.71991

0.73716

0.04487

0.24991

0.46257

0.46519

0.46369

0.28328

0.28121

0.05043

0.00000

0.00000

0.00000

#

KRTAP9.2

86

0.00406

0.00187

0.00000

0.00000

0.00000

0.00000

0.00000

0.00000

0.00069

0.00044

0.10261

0.10217

0.09861

0.18848

0.19041

0.25078

0.43320

0.40451

0.44538

0.44801

#

*

*

291

0.08074

0.00550

0.00000

0.00000

0.00000

0.12592

0.00000

0.00000

0.12967

0.00269!

0.72128

0.71797

0.71697

0.77390

0.77897

0.72478

0.41376

0.34683

0.17129

0.16648

0.00000

#

*

598

1.00000

0.03125

0.35133

0.35933

0.34721

0.00000

0.35852

0.40851

0.03468

0.01025!

0.35571

0.35308

0.35702

0.44932

0.45138

0.63886

0.23828

0.22822

0.22572

0.23228

0.00000

0.00056

#

KRTAP6.1

77

0.89364

0.90995

0.93795

0.41510

0.93551

0.74266

0.93820

0.94063

0.93338

0.73216

0.26184

0.26340

0.25703

0.40414

0.39764

0.56187

0.02462

0.02850

0.07755

0.07974

0.79546

0.92145

0.62105

#

*

*

*

110

0.81809

0.96738

0.75484

0.75809

0.75484

0.33715

0.75991

0.85296

0.55431

0.80765!

0.22166

0.21785

0.21454

0.03650

0.03687

0.04756

0.05049

0.07587

0.06187

0.06162

0.87414

0.50169

0.48694

0.00000

#

*

*

212

0.36858

0.32021

0.60649

0.60561

0.61461

0.23910

0.60905

0.48588

0.35590

0.23778!

0.13605

0.14823

0.14411

0.25516

0.25903

0.75678

0.17642

0.30584

0.43026

0.43188

0.63680

0.31284

0.34471

0.00000

0.00000

#

*

369

0.68979

0.41270

0.29415

0.29328

0.29371

0.09136

0.29971

0.36220

0.32752

0.50750,

0.04706

0.04212

0.04499

0.06999

0.07012

0.42232

0.30309

0.69648

0.67429

0.67623

0.36145

0.82340

0.49931

0.00000

0.00000

0.00000

#

502

0.64842

0.36502

0.48156

0.48225

0.47469

0.17410

0.48600

0.52450

0.89533

0.60642!

0.01444

0.01512

0.01462

0.03356

0.03281

0.40726

0.26403

0.33102

0.36008

0.35971

0.48531

0.89395

0.84939

0.00000

0.00000

0.00000

0.00000

506

0.15248

0.33033

0.05843

0.06093

0.05831

0.01612

0.05587

0.10974

0.08474

0.28440

0.00487

0.00450

0.00400

0.01825

0.01675

0.26759

0.16910

0.17429

0.16285

0.16410

0.34083

0.29134

1.00000]

0.00000

0.00000

0.00000

0.00000

0.00000

557

0.61842

0.61224

0.42257

0.43438

0.42820

0.11867

0.42907

0.48425

0.85652

0.77484

0.00387

0.00487

0.00475

0.01200

0.01069

0.30896

0.14911

0.18723

0.19654

0.19935

0.44563

0.86952

0.87208

0.00000

0.00000

0.00000

0.00000

0.00000

0.00000

612

0.22447

0.44382

0.08749

0.08655

0.08899

0.03650

0.08874

0.15836

0.28521

0.42463!

0.00925

0.01062

0.00850

0.02706

0.02675

0.14923

0.03481

0.04056

0.09318

0.09555

0.19610

0.74391

0.86889

0.00000

0.00000

0.00000

0.00000

0.00000

0.00000

0.00000

697

0.60817

0.54881

0.10430

0.09943

0.10567

0.09461

0.10292

0.09261

0.51006

0.49231!

0.08399

0.08136

0.08730

0.15767

0.15536

0.47563

0.21622

0.20441

0.21179

0.20829

0.28815

0.52368

1.00000]

0.00000

0.00000

0.00000

0.00000

0.00000

0.00000

0.00000

0.00000

Encima de la diagonal se observan que pares de posiciones se encuentran en desequilibrio de ligamiento de manera significativa luego de aplicar
la correccion de Benjamini-Hochberg (*) (marcadas en verde).
Debajo de la diagonal se observan los P-values para cada par de posiciones.
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V. Componente Il. Evaluacion de asociacion del gen KRTAP11-1 al
didmetro de fibra en alpaca huacaya

5.1 Materiales y Métodos

5.1.1 Seleccion de gen candidato para evaluar la asociacion al diametro de
fibra en alpaca.

Para la seleccion del gen candidato se utilizaron varios criterios que permitieron

una seleccion objetiva. Los criterios de seleccion fueron los siguientes:

e Presencia de marcadores en region codante, asumiendo que si existe una
asociacion debe estar relacionada a la funcion de la proteina.

e Presencia de cambios no sindnimos a nivel de la proteina.

e Sustituciones de aminoacidos significativas, por ejemplo el cambio de un
aminoéacido a una cisteina en el caso de proteinas HS y UHS.

¢ Niveles altos de heterocigosidad (alrededor de 0.3).

e NuUmero de marcadores en region codante.

e Revision bibliografica de la importancia del gen en el desarrollo de la fibra.

5.1.2 Muestra para el estudio de asociacion

Se trabajé con una muestra de alpacas blancas de la variedad Huacaya, todas
pertenecientes a la region de Puno y al criadero Rural Alianza EPS. En total se
contaba con una base de datos de 199 individuos de diferentes edades y de ambos
sexos. De cada individuo se tenia una muestra de ADN gendmico, la edad del
animal expresada de acuerdo al nimero de dientes, el sexo del animal, el diametro
de la fibra en micrometros, una ficha técnica (peso del animal, incidencia de
parasitos, entre otros) y el genotipo para 10 microsatélites que conforman una

prueba de paternidad desarrollada en la UBM.
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5.1.3 Andlisis de la muestra

5.1.3.1 Cuantificacion de las muestras de ADN

Se cuantifico las 199 muestras de ADN gendmico de alpaca utilizando un Nanodrop
2000c. Ademas de la cuantificacion se evalud la pureza de las muestras para
determinar la presencia de contaminantes como, por ejemplo el fenol. La pureza se
evalué calculando los ratios de absorbancia 260/280 y 260/230. Para el ratio
260/280 se espera un valor de 1.8, mientras que para el ratio 260/230 se espera un
valor entre 1.8 y 2.2. Una vez cuantificadas las muestras, se realizaron diluciones a

10 ng/ul.

5.1.3.2 Parentesco entre las muestras

El nivel de parentesco entre los individuos seleccionados para la evaluacion es muy
importante, debido a que de esto depende el modelo mediante el cual se va a evaluar
la asociacion. En este caso se busca obtener una muestra de individuos no
relacionados de ser posible. Para lograr esto se realiz6 una prueba de parentesco.
Al no contar con registros de empadre, se realiz6 una prueba “todos contra todos”.
Esta consistia en enlistar a todos los individuos como crias y a los machos como
padres y las hembras como madres. La prueba se realizé utilizando el Software
Cervus y el genotipo de los diez microsatelites. Se buscaron individuos que
presentaran un grado de parentesco madre — cria 0 padre — cria a un nivel de
confianza del 95%. Al encontrar estas relaciones, se eliminaba uno de los
individuos. De esta forma el grupo que restaba podia ser considerado como

individuos no relacionados.
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5.1.3.3 Estructuracién poblacional

La presencia de estructuracion poblacional es otra caracteristica importante a tomar
en cuenta para la seleccion del modelo mediante el cual se evaluara la asociacion.
Para evaluar esto se utilizo las 152 muestras no relacionadas (luego de aplicar la
prueba de parentesco) y los genotipos de los 10 microsatélites. Se determind la
presencia/ausencia de estructuracion poblacional utilizando el Software
STRUCTURE y determinando los vaores de AK (Evanno et al., 2005). Se evalud

hasta 7 clusters, cada uno con 20 repeticiones.
Parametros para el analisis en Structure:

Burnin Period: 250000

Number of MCMC after burnin: 500000
Admixture model

Allel frequencies correlated

5.1.3.4 Distribucién normal del didmetro de fibra en la muestra

Se evalud que el diametro de fibra tuviera una distribucion normal en la muestra

utilizando el paquete estadistico STATA y la prueba de Shapiro-Wilk.

5.1.3.5 Poder estadistico de la prueba

El poder de la prueba depende del nimero de la muestra, la varianza de la variable
dependiente, las frecuencias alélicas y el efecto que tiene el gen sobre la
caracteristica de interés. Para evaluar el poder de la prueba se realizé una simulacion
en R. Se simularon distintas muestras considerando 152 individuos. Estas muestras
presentaban efectos diferentes del gen sobre la media del didmetro (a=0.2, 0.4, 0.6,
0.8, 1) y frecuencias alélicas diferentes (p = 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5). Para la

combinacion de cada uno de estos parametros se realizaron 10000 repeticiones. En
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cada una de estas repeticiones se evalud si una regresion lineal simple era capaz de
detectar la asociacion existente. Se calcul6 la proporcion de resultados positivos
sobre el total de resultados para evaluar el poder de la prueba. El resultado se
presento en forma de grafica donde el eje y representa el poder de la prueba y el eje
x el efecto del gen expresado en funcion de la heredabilidad en sentido estricto (h?).

El script fue disefiado por el alumno de maestria Diego Veliz Otani.

5.1.4 Modelo de asociacion

Para evaluar si existe asociacion entre el gen candidato y el didmetro de fibra en
alpaca se realizé una regresion lineal maltiple siguiendo un modelo aditivo usando
el paquete estadistico de STATA. EI modelo se eligié luego de asegurar que la
muestra cumplia con todos los supuestos. Los datos se ajustaron al siguiente

modelo:

Y = Bo+ Bixi+ B2zi + Psji + Pak + e

Donde: Y;: Diametro de fibra de la alpaca i.
Bo: Intercepto.
B1: Coeficiente de regresion para la variable genotipo SNP330 (KRTAP11-1).
Xi: Genotipo de la alpaca i del SNP330.
B2: Coeficiente de regresion para la variable genotipo SNP956 (KRTAP11-1).
zi: Genotipo de la alpaca i del SNP956.
Bs: Coeficiente de regresion para la variable sexo.
Ji: Sexo de la alpaca i.
Ba: Coeficiente de regresion para la variable edad.
Ki: Edad de la alpaca i
ei: Error residual del modelo.
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Para evaluar el efecto del gen se utilizé el genotipo del SNP330 (KRTAP11-1) y el genotipo
del SNP956 (KRTAP11-1). El genotipo del SNP330 representa también el genotipo de los
SNPs (583, 595, 761, 795) debido a que todos se encuentran en desequilibro de ligamiento
completo. Sin embargo el genotipo del SNP330 no predice el genotipo del SNP956 por lo
tanto se incluyé el genotipo de este marcador en el modelo. Se asume un modelo de
herencia aditivo, por lo tanto en los datos de entrada del genotipo del SNP330 para la
regresion el valor O corresponde a la ausencia del alelo T (Homocigoto GG), 1 a la presencia
de 1 alelo T (heterocigoto) y el valor 2 a la presencia de dos alelos T (homocigoto TT).
Para el genotipo del SNP956 el valor 0 corresponde a la ausencia del alelo A (Homocigoto
GG), el valor 1 corresponde a la presencia de un alelo A (Heterocigoto) y el valor 2
corresponde a la presencia de 2 alelos A (Homocigoto AA). La edad se presenta como una
variable cualitativa, esta expresada en base a la cantidad de dientes que presenta el animal.
El valor 1 se le asigna cuando el animal presenta dientes de leche (DL), el valor 2 se le
asigna al animal cuando presenta 2 dientes, el valor 3 se le asigna al animal cuando presenta
4 dientes y el valor 4 se le asigna al animal cuando presenta la dentadura completa. En
cuanto al sexo, el valor 1 corresponde a las hembras y el valor 2 corresponde a los machos

(Anexo 6). La significancia estadistica se evalu6 mediante una prueba t- student.

5.1.5 Amplificacion y secuenciamiento de las muestras

Para la amplificacion de las muestras se utilizaron los cebadores 11F y 11R (Tabla 18) y
siguiendo las condiciones con las que se estandarizo la PCR (Tabla 19). Una vez
amplificadas las muestras se determind la presencia de producto en un gel de agarosa al
1%. Aquellas muestras que presentaron producto fueron enviadas a la empresa Macrogen
Inc. para la purificacion y el secuenciamiento. Al obtener las secuencias se determinaron

los genotipos para los 152 individuos en los 6 loci identificados para el gen KRTAP11-1.
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Esta data fue utilizada para evaluar la asociacion entre el gen KRTAP11-1y el didmetro de

la fibra, ajustando los datos al modelo previamente descrito (Anexo 6).

5.2 Resultados

5.2.1 Seleccion de KRTAP11-1 como gen candidato para evaluar la asociacion
al diametro de fibra en alpaca

Se determiné al gen KRTAP11-1 como el gen candidato para evaluar la asociacion
luego de revisar cada uno de los criterios propuestos en la seccion de materiales y
métodos. En cuanto a los criterios presencia y numero de marcadores en region
codante, los genes KRTAP1-2, KRTAP9-2, KRTAP1l-1 y KRTAP13-1
presentaron marcadores en region codante (Tabla 32; 42; 48; 54). De estos 4 genes
KRTAP11-1 fue el que presentd un mayor nimero de marcadores en region codante
(4). Con respecto a los cambios no sinénimos, los marcadores en region codante de
los cuatro genes correspondian a cambios no sindnimos en la proteina (Tablas 25;
35; 41; 47). Sin embargo, al observar qué tipos de cambios eran los que ocurrian,
en tres de los cuatros genes (KRTAP1-2, KRTAP11l-1 y KRTAP13-1) las
sustituciones producian variaciones en el nimero de cisteinas (Tablas 25; 41; 47).
Este cambio es de importancia para este grupo de proteinas debido a la frecuente
formacion de puentes disulfuro para estabilizar las macrofibrillas. Los genes
KRTAP11-1y KRTAP13-1 presentaron 2 sustituciones de cisteina a diferencia del
gen KRTAP1-2 que tan solo presento uno. En cuanto a la informatividad de los
marcadores, los marcadores validados en los genes KRTAP11-1 y KRTAP13-1
fueron los mas informativos de acuerdo a los indices de heterocigosidad y PIC
(Tabla 26; 31; 36; 42; 48). Ademas es importante mencionar que el gen KRTAP11-

1, ha sido descrito como componente crucial para la formacion de la fibra (Fujimoto
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etal., 2014). No se tomd en cuenta la presencia de inserciones/deleciones presentes
en los diferentes genes debido a que no pudieron ser validadas como marcadores en
este estudio, sin embargo es probable que sean de mucha importancia.

5.2.2 Andlisis de la muestra

5.2.2.1 Parentesco

Se tomaron en cuenta solo aquellas relaciones estadisticamente significativas a un
nivel de confianza de 95% donde el LOD score era alto y solo existia un mismatch
en cuanto a los genotipos. En total se encontraron 73 relaciones de parentesco que
seguian los criterios descritos. Sin embargo en 35 casos se repetian individuos, por
lo tanto se eliminaron tan solo 47 individuos de la muestra original. Los 152
individuos restantes pueden ser considerados como individuos no relacionados.

5.2.2.2 Estructuracion poblacional

Se evaluo la presencia de estructuracion poblacional en la muestra constituida por
las 152 alpacas no relacionadas. Se evalu6 la misma poblacién asumiendo distintos
nameros de clusters (K =1, 2, 3, 4, 5, 6, 7) (Anexo 5). Para la determinacion del
numero de clusters K, en el que mejor se divide la muestra, se calcularon los valores
de AK de acuerdo a Evanno y colaboradores (Anexo5) (Evanno et al., 2005). Al
observar los resutados se observa que no existe estucturacion poblacional en la

muestra (Figura 41; Anexo 5).
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Figura 41 Diagrama de barras obtenido de Structure considerando los 10
microsatelites y los 152 individuos, asumiendo 7 clusters (K = 7). En el eje X se
muestran los 152 individuos analizados, cada color corresponde a uno de los 7
clusters. Se pude observar que a lo largo del eje x no se observa ninguna diferencia
en las proporciones de cada cluster, esto indica la ausencia de estructuracion
poblacional

5.2.2.3 Distribucién normal del diametro de fibra en la muestra seleccionada
para la evaluacién de asociacion

Utilizando la prueba de Shapiro — Wilk se determin6 que el didmetro de la fibra en

la muestra sigue una distribucién normal (p = 0.054).

5.2.2.4 Poder estadistico de la prueba

Se realizaron 10000 simulaciones de muestras de 152 individuos utilizando los
parametros descritos en la seccion de Materiales y Métodos. Se determind que
utilizando una regresion lineal simple es posible detectar un efecto del gen de 8%
con un poder estadistico de 0.8. Este poder se alcanza siempre que se utilice un
marcador donde el alelo menos representado tenga una frecuencia igual o mayor al
40% (Figura 42). Los marcadores en el gen KRTAP11-1 presentan frecuencias

alélicas de alrededor de 0.4.
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Figura 42. Se muestra la relacion entre el poder de la prueba y el efecto del gen en
funcion de las frecuencias alélicas del marcador seleccionado. En el eje Y se
observa la proporcion entre resultados positivo y el total de resultados (Poder
estadistico). En el eje X se muestra el efecto del gen expresado como la
heredabilidad en sentido estricto (h?). (Fuente: Diego Veliz Otani, no publicado)

5.2.3 Amplificacion de las muestras

Las 152 muestras fueron amplificadas utilizando los cebadores 11F y 11R. Se
determind la presencia de los 152 productos de PCR mediante electroforesis en un
gel de agarosa al 1%. Al obtener las secuencias se determiné el genotipo en los 6

marcadores para los 152 individuos.
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5.2.4 Evaluacion de la asociacion del gen KRTAP11-1 vy el diametro de fibra

Al ajustar la data al modelo propuesto en la seccion de Materiales y Métodos
utilizando una regresion lineal multiple se obtuvo que los dos marcadores
analizados en KRTAP11-1 no tiene un efecto significativo sobre el didmetro de
fibra en alpaca. Se obtuvo un coeficiente de regresion de 0.101 y un p-Value de 0.8
para el genotipo en el SNP330 y un coeficiente de regresion de 0.215 y un p-Value
de 0.723 para el genotipo en el SNP956 (Tabla 52). De acuerdo al modelo, la edad
si tiene un efecto significativo sobre el didmetro de fibra, con un coeficiente de
regresion de 0.563 y un P- value de 0.01 (Tabla 52). El sexo no tiene un efecto
significativo sobre el didmetro de la fibra a pesar de presentar un coeficiente de
regresion alto. Esto podria deberse al hecho que el nimero de machos es muy
pequefio con respecto al numero de hembras (Tabla 52). EI modelo sin embargo no
explica el diametro de fibra en alpaca debido a que R? fue de 0.05.

Tabla 52. Determinacion de los coeficientes de regresion y su significancia
estadistica (P-value).

Variable | Coeficiente de regresion| ES [Valordet| Pvalue
SNP330 0.1017 0.3999 0.25 0.8
SNP956 0.2148 0.604 0.36 0.723
Edad 0.5667 0.2153 2.63 0.009
Sexo 1.015 0.8284| 1.23 0.222
Constante 18.3964 1.183 15.55 0
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VI. Discusion

El Peru es el mayor productor de fibra de alpaca a nivel mundial (Quispe et al.,
2009a), por lo tanto es necesario aprovechar este recurso al maximo garantizando
una produccion de primera calidad. Sin embargo se ha observado todo lo contrario,
de la produccion de fibra peruana solo el 30% corresponde a fibra categorizada
como fina (De los Rios, 2006). Varios factores influyen en este hecho, por un lado
la falta de tecnologia disminuye la produccion, ya que las esquilas se realizan con
elementos muy rudimentarios (Quispe, 2005; observacion del autor). Por otro lado
un mal manejo por parte de los productores, la falta de registros y los métodos de
seleccién de individuos reproductores ha llevado a la pérdida de calidad de la fibra
que se ve reflejada en un engrosamiento del didmetro promedio de las alpacas
peruanas (Quispe et al., 2013; De los Rios, 2006; Wheeler, 2012). Para mejorar la
calidad de la fibra de alpaca es necesario implementar planes de mejoramiento
genético, orientados a una disminucion del diametro de fibra (Quispe et al., 2013).
Este estudio contribuye con este fin a través de la generacion de marcadores
genéticos en genes que codifican proteinas estructurales de la fibra, estos
marcadores pueden servir como herramientas para la implementacion de programas
de mejoramiento genético. Ademas se evaluo a uno de estos genes, para determinar

esta asociado al didmetro de fibra.

Este estudio se enfocd en la familia de proteinas asociadas a queratina (KAPS),
debido a que son buenos candidatos a estar asociados a diferentes caracteristicas de
interés comercial de la fibra en alpaca (lan y lan, 2005). Khan y colaboradores
analizaron estos genes en los genomas de 30 mamiferos distintos y encontraron que

algunas especies que presentan modificaciones a nivel del pelo presentan
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diferencias importantes en el repertorio de estos genes (Khan et al., 2014). Por otro
lado en varios estudios con respecto a la expresion de estos genes, se ha observado
un control estricto, donde la expresion de estos depende de la zona del foliculo
como también de la fase del ciclo en la que se encuentra (Rogers et al., 2006;
Plowman et al., 2015). También se ha determinado que desempefian un rol critico
en la formacion del pelo, sobre todo durante el ensamblaje de los filamentos
intermedios de queratina (Fujimoto et al.,, 2014). Ademas, estos genes son
considerados altamente variables a diferencia de la otra gran familia de proteinas
estructurales; Las queratinas. Esta variabilidad podria explicar las adaptaciones tan
distintas del pelo entre las distintas especies de mamiferos, como lo es la lana en
alpaca (Khan et al., 2014; Rogers et al., 2006). Por otro lado diversos estudios en
especies productoras de fibra (oveja y cabra) han reportado polimorfismos en esta
familia de genes asociados a diferentes caracteristicas comerciales de la fibra
(Rogers y Schweizer, 2005; Gong et al., 2011a, Gong et al., 2011b; Itenge — Mweza
etal., 2007; Shimomura et al., 2002; Zhou et al 2015; Mckenzie et al., 2010; Zhang
et al., 2011; Gong et al., 2015; Yu et al., 2008). Sin embargo es importante
mencionar que existen otros grupos de genes que podrian clasificarse como buenos
candidatos, como por ejemplo genes regulatorios durante el establecimiento de
foliculos o durante la formacion de la fibra (lan y lan, 2005), siendo necesario

también generar marcadores en este tipo de genes.

Los genes con los que se trabajaron en este estudio fueron seleccionados
considerando dos criterios. En primer lugar: Que se expresen en el foliculo de
alpaca, lo cual fue determinado gracias a la disponibilidad de una biblioteca de

cDNA de piel de alpaca previamente elaborada por la Unidad de Biotecnologia
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Molecular (UPCH). En segundo lugar se buscaron genes con reportes previos de
asociacion a diferentes caracteristicas de fibra en otras especies. Se combin6 ambas
informaciones, para trabajar con genes que se estén expresando en alpaca y que

cuenten con reportes en otras especies.

El uso de una biblioteca de cDNA permiti¢ identificar 9 fragmentos de genes
KRTAP mediante la herramienta BLAST (Tabla 9). La presencia de estos genes en
la biblioteca de cDNA indica que estan siendo expresados en el foliculo de alpaca,
debido a que esta familia solo se expresa en este tejido (Plowman et al., 2015).
Adicionalmente, se buscaron estudios en otras especies donde se reporten
polimorfismos en estos genes y/o estudios de asociacion a distintas caracteristicas
de la fibra o lana. Se encontraron estudios para los genes KRTAP1-2, KRTAP9-2,
KRTAP11-1 y KRTAP13-1. Ademas de estos genes se decidié incluir al gen
KRTAP6-1, que a pesar de no haberse encontrado en la biblioteca de cDNA,
presenta varios reportes a estar asociado a diversas caracteristicas de la fibra de

otras especies.

El gen KRTAP1-2 ha sido estudiado en oveja y en humano, en ambas especies se
han identificado polimorfismos en region codante. En humano se reportaron
variaciones en la longitud de las secuencias y una diferencia alélica considerable
entre individuos japoneses e individuos caucésicos (Shimomura et al., 2002). En
oveja se reportaron 10 alelos en este gen, ademas se evaluo el perfil de expresion
encontrandose que se expresa en el cortex de la fibra (Gong et al., 2011b). Por
ultimo en un estudio de asociacion, se encontraron variantes del gen asociadas a
distintas caracteristicas de la fibra como por ejemplo al coeficiente de variacion del

diametro de la fibra (Gong et al., 2015).
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El gen KRTAP6-1 ha sido estudiado Gnicamente en oveja. Los primeros estudios
identificaron marcadores del tipo RFLP, en total 6 alelos diferentes. Estos
presentaron asociacion al diametro de fibra sin embargo solo en la progenie de uno
de seis machos (Parsons et al., 1994). Por otro lado en un estudio de patrones de
expresion se determind que este gen se expresa en foliculo de oveja (Yu et al.,
2009). Por ultimo se generaron marcadores mediante SSCP también en oveja, en
este estudio se encontré una insercion/delecion de 57 pb que estaba asociada a un

diametro de fibra mayor (Zhou et al., 2015).

El gen KRTAP9-2 ha sido muy estudiado en cabra productora de fibra cashemere.
Se ha identificado una variacion del tipo insercion/delecion de 30 nucledtidos en la
region codante del gen (Yu et al., 2008). También se ha reportado un SNP C/T en
este gen y se observé que la variante CC tenia una expresion mucho menor que CT
y TT (Wang et al., 2012). Por altimo se hizo un perfil de expresion del gen en dos
fases distintas del ciclo del pelo. Este estudio encontré que existia una diferencia
significativa en la expresion de este gen entre cabras con alta produccion y baja

produccién de fibra cashmere (Wang et al., 2015).

El gen KRTAP11-1 ha sido estudiado en oveja y en raton. En oveja se identificaron
6 alelos diferentes, todos debido a mutaciones puntuales (Gong et al., 2011a). En
este gen, a diferencia de la mayoria de KRTAPs, no se identific6 una
insercion/delecion. Por otro lado se ha observado en ratones que esta proteina es
crucial para el ensamblaje correcto de los filamentos intermedios de queratina (KIF)
y que una expresion anormal de esta proteina es uno de los factores responsables

para un fenotipo aberrante (Fujimoto et al., 2014).
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El gen KRTAP13-1 ha sido estudiado en oveja y en cabra. En cabra se encontrd una
mutacion G/T, donde el genotipo GG fue asociado a un diametro de fibra mas
delgado (Fang et al., 2010). Por otro lado hay un estudio que se realizo en oveja,
donde un grupo de ovejas fueron alimentadas con una dieta restringida (pocos
nutrientes) mientras que otro grupo sirvio de control. Lo que se observo fue que
hubo una disminucion en el diametro de fibra en el grupo de la dieta restringida con
respecto al grupo control. Luego se hizo un andlisis proteomico y se encontrd mayor
presencia de KRTAP13-1 asociado a esta diferencia en el diametro (Almeida et al.,

2014).

Para la obtencion de las secuencias de los genes en alpaca se trabajo a partir de la
informacién de un genoma de referencia de alpaca disponible en el Genebank
(Vicugna-Pacos 2.0.1) y utilizando los fragmentos de la biblioteca de cDNA. Para
determinar si las secuencias obtenidas corresponden a los genes deseados se
compararon mediante alineamiento, las proteinas ortlogas de oveja y humano con
los ORFs traducidos de alpaca. Para los genes KRTAP1-2, KRTAP6-1 y
KRTAP11-1 se utilizaron las proteinas reportadas en oveja (Figuras 14; 16; 20).
Mientras que para los genes KRTAP9-2 y KRTAP13-1 se utilizaron las proteinas
en humano debido a que estos genes no han sido reportados en oveja (Figuras 18;
22). Para los tres genes donde se utilizaron proteinas de oveja la identidad fue
aproximadamente 80% mientras que en los casos donde se utilizo la proteina en
humano la identidad fue aproximadamente 60%. Se espera que haya una mayor
identidad entre las proteinas de la alpaca y la oveja que entre las proteinas de la
alpaca y el humano, debido a que ambas pertenecen al mismo orden (Artiodactila).

Para determinar si la diferencia en el porcentaje de identidad se debe a la cercania
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evolutiva entre la alpaca y la oveja y no a una incorrecta asignacion del gen, se
alineo el ORF traducido en alpaca del gen KRTAP6-1 con la proteina en humano.
Se encontré una identidad menor que al compararla con la proteina en oveja y
similar al obtenido a las otras proteinas que fueron comparadas con proteinas
humanas (67%) (Anexo 3). Sin embargo al hacer lo mismo con la proteina del gen
KRTAP11-1 se encontr6é una identidad similar a la observada con oveja de 80%
(Anexo 3), este resultado podria sugerir que KRTAP11-1 es una proteina muy
conservada entre las distintas especies de mamiferos. Se ha visto que este gen tiene
uno de los perfiles de expresion mas constantes durante la formacion de la fibra o
pelo, tanto en humano como en oveja (Plowman et al., 2015; Rogers et al., 2006).
Estos resultados permiten determinar que las secuencias identificadas en alpaca en

este estudio corresponden a los genes deseados.

Al analizar las secuencias de los genes se observa que los elementos regulatorios
(caja TATA vy sefial de poliadenilacion AAUAAA) se encuentran distribuidos
dentro de estos de manera similar. Para los genes KRTAP1-2, KRTAP9-2,
KRTAP11-1 y KRTAP13-1 la secuencia consenso de la caja TATA se encuentra
entre 83 -84 pb upstream del coddn de inicio (Figuras 15A; 19A; 21A; 23A),
mientras que para el gen KRTAP6-1 se encuentra a 92 pb upstream del codon de
inicio (Figura 17A). Los 4 genes que tiene la caja TATA mas cerca al codon de
inicio (83 pb) pertenecen a los grupos UHS/HS (Tabla 3) mientras que el Gnico gen
que la presenta a 92 pb del coddn de inicio pertenece al grupo HGT (Tabla 3). Se
ha visto que estos grupos presentan diferencias en los patrones de expresion (Roger,
2006), la diferencia en la distancia de la caja TATA al coddn de inicio podria estar

asociado a esta diferencia. Seria interesante determinar mas secuencias de genes
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pertenecientes al del grupo HGT para observar si este patron se repite. En cuanto a
la region 3"UTR, esta tiene un tamario promedio de 400 pb, con excepcidn del gen
KRTAP6-1 donde el tamafio es menor. Esta diferencia en la region 3’'UTR va de
acuerdo a lo observado en humanos (Rogers et al., 2006). Todos los genes presentan
la secuencia sefial de poliadenilacion AAUAAA en esta region a una distancia

similar del altimo codon (Figuras 15B; 17B; 19B; 21B; 23B).

Los tamafios de las proteinas en alpaca como el contenido de aminoacidos, guardan
relacién con lo reportado en proteinas humanas. La proteina KAP1-2 en alpaca tiene
un tamafio de 13.2 kDa (Figura 15B); lo que se ha reportado para esta subfamilia
en humano es un tamafio entre 12.3 — 18.2 kDa (Rogers et al., 2006). En cuanto al
contenido de aminoacidos, la proteina en alpaca tiene 26 % de residuos de cisteina,
12.3 % de serina 'y 11.5% de glicina (Figura 15B). En humano se ha reportado entre
24.1-26.5% de cisteina, entre 12.9-17.5 % de serina y entre 8.6-11.4% de glicina
para esta subfamilia (Rogers et al., 2006). Estas caracteristicas colocan esta proteina
en alpaca dentro del grupo HS. La proteina KAP6-1 en alpaca tiene un tamafio de
7.7 kDa (Figura 17B); lo que se ha reportado para esta subfamilia en humano es un
tamafio entre 7.3 — 11.1 kDa (Rogers et al., 2006). En cuanto al contenido de
aminoéacidos, la proteina en alpaca tiene 38.7% de residuos de glicina, 21.3 % de
tirosina y 16% de cisteina (Figura 17B). En humano se ha reportado entre 32.3—
38% de glicina, entre 18.2-24.2 % de tirosina y una alto contenido de cisteina
(Rogers et al., 2006). Estas caracteristicas colocan esta proteina en alpaca dentro
del grupo HGT. La proteina KAP9-2 en alpaca tiene un tamafio de 17.5 kDa (Figura
19B), lo que se ha reportado para esta subfamilia en humano es un tamafo entre

16.4 — 26.3 kDa (Rogers et al., 2006). En cuanto al contenido de aminoacidos, la
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proteina en alpaca tiene 31.7 % de residuos de cisteina, 13.8 % de serina 'y 12.6%
de treonina (Figura 19B). En humano se ha reportado entre 31.3-32.7% de cisteina,
ademas de altos contenidos de treonina, serina y prolina (Rogers et al., 2006). Estas
caracteristicas colocan esta proteina en alpaca dentro del grupo UHS. La proteina
KAP11-1 en alpaca tiene un tamafio de 17.3 kDa (Figura 21B), lo que se ha
reportado para este gen en humano es un tamafio de 17.1 kDa (Rogers et al., 2006).
En cuanto al contenido de aminodacidos, la proteina en alpaca tiene 12.3 % de
residuos de cisteina, 17.2 % de serina y 11% de valina (Figura 21B). En humano se
ha reportado 12.8% de cisteina, 14.7% de serina y contenido alto en treonina
(Rogers et al., 2006). Estas caracteristicas colocan esta proteina en alpaca dentro
del grupo HS. La proteina KAP13-1 en alpaca tiene un tamario de 18.4 kDa (Figura
23B), lo que se ha reportado para esta subfamilia en humano es un tamafo entre
17.8 — 18.2 kDa (Rogers et al., 2006). En cuanto al contenido de aminoacidos, la
proteina en alpaca tiene 8 % de residuos de cisteina, 23.2 % de serina 'y 10.7% de
glicina (Figura 23B). En humano se ha reportado entre 12 — 12.8% de cisteina, 20.3
— 26.4 % de serina y un contenido alto en glicina (Rogers et al., 2006). Estas
caracteristicas colocan esta proteina en alpaca dentro del grupo HS. Tomando en
cuenta el grado de identidad que guardan los ORF traducidos con las proteinas
ortélogas en otras especies, ademas de los tamafios y la composicion de
aminoacidos presentadas se puede concluir que caracteristicas las secuencias

presentadas en este estudio corresponden a los genes deseados.

La identificacion de los marcadores en los 5 genes se hizo mediante
secuenciamiento directo de productos de PCR, por lo tanto el disefio de los

cebadores constituyo una parte importante de este proceso. Todos los cebadores se
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disefiaron utilizando el Software Primer3. En la medida de lo posible el contenido
de GC se mantuvo entre 40 y 60%, los tamafios de los cebadores estuvieron entre
19 a 22 nt y se procuro6 que no exista una diferencia grande (maximo 2°C) entre las
Tm. Ademas de estos parametros se tuvo en cuenta para el disefo, ¢l valor de AG
para la formacidn de las distintas estructuras secundarias posibles (homodimeros,
heterodimeros y hairpins). Para asegurar que la PCR sea eficiente se procur6 que
ninguno de los valores de AG fuera menor a -9 Kcal/mole. Todos los cebadores
disefiados en este estudio fueron probados en tres muestras distintas de ADN
genémico de alpaca. En todos los casos se observd productos de PCR que
correspondian a las regiones deseadas. Sin embargo en algunos casos hubo la
necesidad de disefiar mas de un par de cebadores por gen. En un principio todos los
cebadores se disefiaron con la intencion de amplificar la region codante y parte de
las regiones reguladoras 3'"UTR y 5"UTR. Sin embargo debido a la presencia de
inserciones/deleciones, en tres genes esto no fue posible. En los genes que
presentaron las inserciones/deleciones, aquellos individuos heterocigotos para esta
presentaban cromatogramas no informativos. Para solucionar el problema para
cada gen se optd por disefiar un nuevo par de cebadores que excluyera las
inserciones/deleciones. Al disefiar estos nuevos cebadores se obtuvieron los
productos deseados, pudiéndose validar marcadores en los fragmentos de estos

genes.

Los KRTAPs se caracterizan en otras especies por ser altamente variables,
caracteristica que también se observa en la alpaca. No es raro en esta familia de
genes encontrar polimorfismos en cuanto al tamafio. Como se mencion6 de los 5

genes con los que se trabajaron en este estudio, tres presentaron
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inserciones/deleciones. En el gen KRTAP1-2 se identifico un indel de 30 nt en la
region codante. En humano se han identificado varias variantes con respecto al
tamafo que pertenecen a la subfamilia KRTAP1. Incluso durante un tiempo todas
estas variantes fueron consideradas como distintos genes, hasta que se evalu6 los
patrones de segregacion, donde se establecid que varios de estos “genes”
correspondian a variantes de un unico gen (Shimomura et al., 2002). Por otro lado
en el gen KRTAPG6-1 se identificd un indel de 12 nt en la region codante del gen en
alpaca. En oveja se ha reportado un indel de 57 pb en KRTAP6-1 en la region
codante (Zhou et al., 2014). Asimismo en el gen KRTAP9-2 de alpaca se identifico
un indel de 15 nt en region codante. En cabra productora de fibra cashemere se ha
reportado un indel de 30 nt en la region codante de este gen (Yu et al., 2008).
Ademas de Estos tres genes se han reportado polimorfismos en el tamafio en otros
genes pertenecientes a la familia de los KRTAPs (Rogers y Schweizer, 2005). Sin
embargo hasta el momento no se han reportado estos tipos de variaciones en los
genes KRTAP11-1 y KRTAP13-1 de ninguna especie. En este estudio no se
determinaron las frecuencias de estas inserciones/deleciones, inicamente se reporta

su presencia. Seria interesante validarlas como marcadores genéticos.

Por otro lado en este estudio se identificaron 32 posiciones polimorficas en las
secuencias de los genes analizados en alpaca. En el gen KRTAP1-2 en alpaca, se
analiz6 un fragmento de 894 pb donde se identificaron 10 posiciones polimérficas.
Tres de estas posiciones se ubican en la region codante y producen cambios no
sindnimos en la proteina, mientras que las 7 restantes se ubican en la region 3'UTR

(Tabla 25). Dos de los cambios en la secuencia de proteina (posiciones: 158 y 224)
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se dan entre aminoacidos con propiedades fisicoquimicas similares, por lo que la
estructura de la proteina no se va a ver muyafectada (Tabla 25). Por otro lado el
tercer cambio en la proteina modifica el nimero de cisteinas, este cambio es
importante no solo debido al cambio en las propiedades fisicoquimicas, sino debido
a que se ha propuesto que la funcién de estas proteinas radica en su capacidad de
formar puentes disulfuro (Rogers et al., 2006). En el gen KRTAP1-2 en oveja
merino se ha reportado un grado de variabilidad similar, se identificaron 10
posiciones polimorficas de las cuales 8 se ubican en la region codante. De estas 3
son no sindnimas, de las cuales una modifica también el nimero de cisteinas (Gong
et al., 2011b). La diferencia en el nimero de sustituciones en regidén codante
probablemente se debe a que en oveja se analiz6 toda la region codante mientras
que en este estudio solo se trabajo con una porcién de esta. Se identificaron 9
haplotipos en este gen en oveja merino, de los cuales solo 6 presentaron frecuencias
haplotipicas mayores al 5% (Gong et al., 2014). Un resultado similar se observa en
alpaca donde se identificaron 8 halpotipos y 6 de estos presentaron frecuencias
mayores al 5% (Tabla 24). En alpaca todas las posiciones presentaron frecuencias
alélicas mayores al 5% (Tabla 23). En cuanto a la variabilidad expresada mediante
la heterocigosidad, todas las posiciones presentaron valores intermedios a altos (0.3
— 0.5) con excepcion de la posicion 158 (Tabla 26). Esto también se observé al
analizar los valores de PIC (Tabla 26). Por otro lado todas las posiciones se
encuentran en EHW (Tabla 26). Estos datos no han sido reportados para los
marcadores identificados en otras especies. Las 10 posiciones identificadas en este
gen presentan las caracteristicas que tiene que tener un marcador genético, por lo

tanto pueden ser considerados como tales.
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En el gen KRTAP6-1 en alpaca se analizé un fragmento de 958 pb donde se
identificaron 9 posiciones polimdrficas. Todas las posiciones se ubicaron upstream
de la regidn codante y de la secuencia de la caja TATA. Ademas se identificaron
12 haplotipos en el fragmento de este gen de los cuales 6 presentan frecuencias
mayores al 5% (Tabla 30). En oveja se han reportado 3 posiciones polimérficas en
el gen KRTAPG6-1, ninguna en region codante. Ademas considerando estas
posiciones se identificaron dos haplotipos, ambos con frecuencias mayores al 5%
(Zhou et al., 2015). La diferencia encontrada entre ambas especies probablemente
se debe a la regiones del gen que fueron analizadas, en el estudio de Zhou y
colaboradores se trabajo con toda la region codate y parte de la regién 3’'UTR
mientras que en este estudio se trabajo con gran parte de la secuencia upstream de
la caja TATA y una pequefia porcion de la region codante. En ambos casos sin
embargo no se identificaron sustituciones polimorficas en la region codante. Por
otro, lado, en alpaca, solo una de las posiciones (posicion 77) presenta una
frecuencia menor al 5% (Tabla 29). Los valores de heterocigosidad y PIC son bajos
a intermedios y se encuentran alrededor de 0.1 y 0.3 para todas las posiciones, lo
cual se explica por la baja presencia de individuos heterocigotos en varias de estas
(Tabla 31). No se han encontrado reportes de estos indices en otras especies.
También se determind que 3 posiciones (posiciones 557, 502, 110) no se encuentran
en EHW debido a un déficit en heterocigotos (Tabla 31), esto podria deberse a que
existe algun tipo de fuerza que esta afectando las frecuencias genotipicas. Estas
fuerzas que producen la desviacion del EHW probablemente sean seleccion
artificial o inbreeding, debido a que son animales de crianza para produccion de

fibra. Sin embargo, otra opcion es que se deba a la presencia de alelos nulos, un
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estudio determino que en varios casos donde se han reportado marcadores que no
estdn en EHW se debe a la presencia de alelos nulos, en especial aquellos casos
donde hay un déficit en heterocigotos (Sen y Burnmeister, 2008). Es importante
mencionar que este gen fue el que presento un mayor nimero de errores en el
secuenciamiento. Solo 5 posiciones (212, 369, 506, 612 y 697) cumplen con los

criterios para ser considerados como marcadores genéticos en este gen en alpaca.

En el gen KRTAP9-1 se trabajo con un fragmento de 836 pb, donde se identificaron
3 posiciones polimorficas. Dos de estas se ubican en la region codante y producen
cambios no sindnimos en la proteina mientras que la restante se encuentra en la
region 3’"UTR (Tabla 35). Ambos cambios en la secuencia de la proteina se dan
entre aminoacidos con propiedades fisicoquimicas diferentes, en este caso varian
de acuerdo al tamafio del aminoacido como también en cuanto a la polaridad,
probablemente estos cambios afectan la estructura de esta proteina. En dos
variedades de cabra de fibra cashmere, se identifico un solo sitio polimorfico en la
region codante de este gen (Wang et al., 2012). De las tres posiciones polimérficas
en alpaca, una de ellas (posicion 598) presento frecuencias alélicas menores al 5%
(Tabla 33). Al observar los indices de variabilidad, la posicion 86 presenta los
valores mas altos de heterocigosidad (0.289) y PIC (0.24) (Tabla 36). Las otras dos
posiciones presentan valores de heterocigosidad menores a 0.18, los valores de PIC
también son bajos en estas dos posiciones (Tabla 36). Los valores de
heterocigosidad y PIC reportados para la posicion polimdrfica en las dos variedades
de cabra son mas altos, (Ho = 0.45; PIC = 0.35) que los que se identificaron en
alpaca (Wang et al., 2012). En alpaca las tres posiciones se encuentran en EHW

(Tabla 36), mientras que en cabra la posicion identificada no lo esta (Wang et al.,
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2012). Tomando en consideracion las caracteristicas que debe tener un marcador
genético, 2 de las posiciones polimorficas identificadas en alpaca pueden ser

consideradas como tales.

En el gen KRTAP11-1 se trabajé con un fragmento de 1145 pb donde se
identificaron 6 posiciones polimdrficas. Cuatro de estas se ubican en region codante
y producen cambios no sin6nimos en la proteina, donde 2 sustituciones
nucleotidicas modifican el nUmero de cisteinas en la proteina (Tabla 41). Ademas
en alpaca se identificaron 3 haplotipos distintos con frecuencias mayores al 5%
(Tabla 40). Este mismo gen fue estudiado en oveja donde se identificaron 5
posiciones polimorficas en la region codante, de las cuales solo una produce un
cambio en la secuencia de la proteina. Ademas se identificaron 6 haplotipos
diferentes (Gong et al., 2011a). Estos resultados estarian indicando una mayor
variabilidad en KRTAP11-1 en oveja. Todas las posiciones polimorficas presentan
frecuencias alélicas mayores al 5% en alpaca (Tabla 39). Los valores de
heterocigosidad son altos, todos por encima de 0.39 menos la posicién 956 que
presenta un valor de 0.256 (Tabla 42). Los valores de PIC siguen un mismo patron
(Tabla 42). Por otro lado las 6 posiciones se encuentran en EHW (Tabla 42). No se
reportan los indices de variabilidad para estas posiciones en oveja. Considerando
estos valores, las 6 posiciones identificadas en el gen KRTAP11-1 en alpaca pueden

ser consideradas como marcadores genéticos del tipo SNP.

En el gen KRTAP13-1 se analiz6 un fragmento de 826 pb donde se identificaron 4
posiciones polimorficas. Tres de estas se ubican en la region codante de gen y
corresponden a sustituciones no sinonimas, dos de las cuales producen

modificaciones en el nimero de cisteinas (Tabla 47). En tres variedades de cabra
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cashmere se identifico una posicion polimorfica en region codante, la cual produce
cambios en la secuencia de la proteina (Fang et al., 2010). En alpaca todas las
posiciones presentan frecuencias alélicas iguales y mayores al 5% (Tabla 45). Los
valores de heterocigosidad y PIC fueron altos en todas las posiciones, 0.45 y 0.37
respectivamente (Tabla 48). Estos valores son muy similares a los reportados en
una de las variedades de cabra, donde se observaron valores de heterocigosidad de
0.46 y valores de PIC de 0.37 (Fange et al., 2010). En alpaca todas las posiciones
se encuentran en EHW (Tabla 48), mientras que en cabra las posicion identificada
no se encuentra en EHW en las tres variedades (Fang et al., 2010). Estos resultados
guardan relacion con lo observado en el gen KRTAP9-2, donde en alpaca se pudo
identificar una mayor variabilidad que en cabra. Tomando en cuenta estos
resultados, las 4 posiciones identificadas en el gen KRTAP13-1 en alpaca pueden

ser consideradas como marcadores genéticos del tipo SNP.

Ademas de evaluar si los marcadores dentro de un mismo gen se encuentran en
desequilibrio de ligamiento, el mismo test se realizd entre las 32 posiciones
identificadas. Para disminuir la presencia de falsos positivos debido al gran nimero
de test realizados (496) se utilizé la correccion de Benjamini-Hochberg, la cual
resulta menos conservadora que la correccion de Bonferroni (Bejamini y Hochberg,
1995). Al ajustar los datos se obtuvo que ademas de los marcadores dentro de cada
gen, 28 pares estan en desequilibrio de ligamiento (Tabla 58). De estos 28 pares, 18
corresponden a los genes KRTAP1-2 y KRTAP9-2. Los pares de posiciones de
estos genes que no se encuentran en desequilibrio de ligamiento coincidentemente
corresponden a aquellas posiciones que presentan las frecuencias alélicas mas bajas

0 presentan muy pocos individuos homocigotos para un alelo (Tabla 51). Debido a
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que se aplico un likelihood ratio test (LTR), este es sensible al nimero de muestra
cuando las frecuencias son bajas (Barnes y Gray, 2003). Esto indicaria que ambos
genes estan en desequilibrio de ligamiento. Se ha visto en otras especies que estos
dos genes son parte de un mismo cluster en un mismo cromosoma por lo tanto es
muy probable que estén ligados (Khan et al., 2014). Por otro lado un estudio
identifico la posicion de diversos marcadores en los cromosomas de alpaca. En este
estudio el gen IKZ3 presente en el scaffold 108 se ubica en el cromosoma 16 (Avila
et al., 2014). El gen KRTAP1-2 también se ubica en este mismo scaffold y por lo
tanto debe encontrarse en el cromosoma 16 también. Teniendo en consideracion
esto y el hecho que el gen KRTAP1-2 se encuentra en desequilibrio de ligamiento
con el gen KRTAP9-2, es probable que también este gen se ubique en este
cromosoma. Los 10 pares restantes corresponden a los genes KRTAP6-1 y
KRTAP11-1, esto era de esperarse debido a que ambos genes se ubican dentro del
mismo scaffold en el genoma de referencia. Ademas en otras especies se ha
observado que ambos genes, como también el gen KRTAP13-1, pertenecen al
mismo cluster (Khan et al., 2014). En el estudio de Avila y colaboradores se
determind la posicion del gen UCN3 que se ubica en el scaffold 101, este gen esta
en el cromosoma 35 (Avilaet al., 2014). El gen KRTAP13-1 se ubica en el scaffold
101 y por lo tanto podria estar en el cromosoma 35. Debido a que en otras especies
el gen KRTAP13-1 se encuentra en el mismo cluster con los genes KRTAP6-1 y
KRTAP11-1, es probable que estos tres genes se ubiquen en el cromosoma 35 de
alpaca. Sin embargo en este estudio no se presenta evidencia de las posiciones de
estos genes en los cromosomas de alpaca, es necesario estudios posteriores para

confirmar esta informacion.
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En el primer componente de este estudio se identificaron 27 marcadores
informativos de tipo SNP en 5 genes que codifican proteinas estructurales de fibra
(KRTAPS) en alpaca. La metodologia utilizada demostré ser util, sin embargo hoy
en dia existen métodos mas eficientes que permiten la caracterizacion de un numero
considerablemente mayor de marcadores SNP. Uno de estos métodos se denomina
genotyping by sequencing (GBS), el cual permite la identificacion y
genotipificacion de marcadores SNPs al mismo tiempo (Elshire et al., 2011). Esta
metodologia ha resultado bastante util en especies como el maiz donde se
identificaron 200 000 marcadores (Elshire et al., 2011). Esta tecnologia se pude
aplicar en especies que tienen un genoma secuenciado como especies que no lo
tienen. Sin embargo es importante mencionar que utilizando esta metodologia es
mas complejo identificar marcadores en genes especificos, por lo cual metodologias

como la utilizada en este estudio son muy dtiles también.

Los procesos de seleccion genética requieren de la identificacion de regiones del
genoma asociados a caracteristicas de tipo productivas (QTLs), para lo cual es
necesario contar con una gran cantidad de marcadores genéticos que permitan
establecer la asociacion fenotipo — genotipo (Mackay et al., 2009). Esta asociacion
permite seleccionar individuos reproductores gque tengan el efecto deseado sobre la

caracteristica que se desea mejorar.

Para el mapeo de QTLs existen hoy en dia diversas aproximaciones, la que se utilizé
en este estudio se denomina gen candidato. Consiste en seleccionar uno o varios
genes de los cuales se tenga informacion a priori que estan relacionados de alguna
forma con la caracteristica de interés (Tabor et al., 2002). Otro tipo de aproximacion

muy utilizada es el Genome Wide Association Studies (GWAS), esta consiste en la
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utilizacion de un gran nimero de marcadores que cubren gran parte del genoma
(Cardon y Bell 2001). La ventaja de una aproximacion de gen candidato es que por
un lado en vez de utilizar marcadores al azar se seleccionan marcadores teniendo
en cuenta la biologia de la caracteristica, ademas que esta aproximacion no necesita
de un numero extenso de marcadores (Tabor et al., 2002). Para este estudio se
selecciond esta aproximacion debido a que existen muchos reportes de asociaciones
entre la familia de genes seleccionada y diversas caracteristicas de fibra. Si bien
estos reportes son en otras especies, el foliculo es un tejido muy conservado en el
taxén de los mamiferos. Ademas el nimero de marcadores que han sido

caracterizados en alpaca es muy bajo para utilizar otro tipo de aproximacion.

Para la evaluacion de la asociacion de uno de estos 5 genes al didametro de fibra, se
eligi6 como gen candidato al gen KRTAP11-1. Se selecciond este gen debido a
varios factores. Este gen es el que presenta un mayor numero de marcadores en
region codante (4), ademas 2 de estos marcadores producen cambios significativos
para la funcién de la proteina involucrando dos residuos de cisteina (Tabla 41). Por
otro lado junto con el gen KRTAP13-1, tiene los marcadores mas informativos y
con las frecuencias alélicas mas altas (Tablas 39; 45). Por otro lado este gen ha
demostrado tener un rol muy importante en la formacién de la fibra. Un estudio
Ilevado a cabo por Fujimoto y colaboradores se enfoco en la relevancia que tiene
KRTAP11.1 para la formacion de pelo en ratones. Este estudio determin6 que
KRTAP11.1 tiene una regulacion estricta a nivel post-traduccional y que una
sobreexpresion de este gen imposibilitaba un correcto ensamblaje de filamentos
intermedios de queratina. En ratones Foxnlnu que tienen una mutacion en el gen

FOXN1. FOXn1 codifica un factor de transcripcion que regula la expresion de un
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cluster de genes KRTAPs y queratinas. Estos ratones presentan un pelo mas
delgado y rizado, que estd asociado a un patron de expresion andémalo de
KRTAP11.1 (Fujimoto et al., 2014). Ademas en un estudio de proteomica de fibra
en oveja se determind que este gen posee una alta y constante expresion durante
toda la formacion de la fibra (Plowman et al., 2015). Ademas es una de las pocas
subfamilias que solo consta de un Unico miembro y esta presente en todas las
especies de mamiferos donde se han estudiado esta familia de genes (Khan et al.,

2014).

Cuando se realiza un estudio de asociacion lo ideal es trabajar con una muestra
grande, que tenga caracteristicas homogéneas, que no esté relacionada y que la
variable de interés siga una distribucién normal (Balding, 2006; Foulkes, 2009). Si
todos estos criterios se cumplen en la muestra, la asociacion puede evaluarse
mediante una regresion lineal simple o multiple dependiendo de la presencia de co-
variables (Foulkes, 2009). En caso alguno de estos criterios no se cumplan se
pueden realizar correcciones o utilizar otras alternativos como por ejemplo modelos
lineales mixtos que incluyen factores aleatorios (Yu et al., 2006). Con el fin de
garantizar una muestra homogénea todas las muestras provienen del mismo centro
de crianza en Puno. Solo se utilizaron alpacas de la variedad huacaya y que
produzcan fibra de color blanco. Estas alpacas ademas cuentan con el genotipo para
10 marcadores del tipo microsatelite y una ficha técnica con informacion sobre su

peso, edad, sexo, presencia de parasitos entre otras caracteristicas.

Una muestra para un estudio de asociacion puede no ser independiente por dos
motivos distintos. Un caso se da cuando existen relaciones de parentesco dentro de

la muestra como por ejemplo una madre y una cria. El otro caso se da cuando hay
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presencia de estructuracion poblacional, en este caso la muestra puede ser
subdividida en pequefios grupos que comparten ciertos alelos especificos. ES
importante controlar ambos factores, de lo contrario esto puede llevar a la presencia
de falsos positivos (Foulkes, 2009; Balding, 2006). Para determinar si existian
individuos dentro de la muestra con relaciones de parentesco (madre — cria y padre
— cria) se realizd un test de parentesco utilizando los genotipos de los 10
microsatelites. El panel de marcadores que se utilizd constituye una prueba de
parentesco desarrollada y probada en la UBM. Se esperaba que no hubiera muchas
relaciones de este tipo, dado que la muestra de 199 individuos fue colectada al azar
de una poblacién de 40000 alpacas. Solo se tomaron en cuenta aquellas muestras
que presentaran un LOD score alto y presentaran un mismatch en los genotipos
como maximo. Este mismatch se puede deber a un error de secuenciamiento. Se
identificaron 73 pares (padre — cria 0 madre — cria), en algunos casos individuos se
repetian por lo tanto solo fue necesario retirar de la muestra 47 individuos. Es
importante mencionar que en algunos casos ambos individuos (padre/madre — cria)
tenian la misma edad, lo cual hace que esta relacion sea imposible. Aun asi para
evitar complicaciones en estos casos uno de los individuos era eliminado del
estudio. Debido a que se us6 un panel de marcadores que constituyen una prueba
de paternidad validada se asume que la muestra restante no esta relacionada a un
nivel de confianza del 95%. Para determinar la presencia de estructuracion
poblacional existen diversos métodos confiables para utilizar, uno de estos es el
algoritmo utilizado por el programa STRUCTRE. Los pardmetros se seleccionaron
de acuerdo a las recomendaciones presentadas en el manual de usuario. No se

identificd la presencia de estructuracion poblacional dentro de la muestra (Figura
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41). Estos dos resultados permitieron la seleccion de una muestra independiente

para el estudio de asociacion.

Otro criterio importante para poder evaluar la asociacion mediante una regresion
lineal es que la variable dependiente presente una distribucion normal, de lo
contrario se tendria que utilizar una prueba no paramétrica. Para evaluar la
distribucion del didametro de fibra en la muestra se aplicé la prueba de Shapiro-
Wilk, de acuerdo a esta prueba el diametro de fibra dentro de la muestra sigue una

distribucion normal (p = 0.054).

Otro criterio importante a considerar a la hora de realizar una prueba de asociacion
es si el tamario de la muestra es lo suficientemente grande para garantizar un poder
estadistico aceptable (Balding, 2006). El poder estadistico de una prueba se define
como la probabilidad de rechazar la hipétesis nula, siendo la hipétesis alterna
verdadera, generalmente el valor aceptable es de 0.8. Debido a la ausencia de
métodos para determinar el poder estadistico se opto por realizar simulaciones de
poblaciones que presentaran distintas frecuencias alélicas y distintos efectos del gen
sobre la variable dependiente. El efecto del gen se determind mediante el calculo
de heredabilidad en sentido estricto utilizando las formulas presentadas en el libro
de Falconer y Mackay (Falconer y Mackay, 1996). Para cada poblacion se evalud
mediante una regresion lineal maltiple (incluyendo sexo) si el gen se encontraba
asociado a la caracteristica de interés, luego se dividio el nimero de veces en las
que el P-value era menor a 0.05 entre el total de evaluaciones. De acuerdo al
resultado que se obtuvo luego de realizar las simulaciones, tomando en cuenta una

muestra de 152 individuos, el modelo permite detectar efectos de hasta un 8% sobre
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la varianza total con un poder estadistico de 0.8 cuando el marcador que se utilice

presenta una frecuencia minima de 0.4 (Figura 42).

Para evaluar si el gen KRTAP11-1 esté asociado al didmetro de fibra se utilizé el
genotipo de 2 de los 6 marcadores (SNP330 y SNP 956) validados en este gen. Solo
se utilizaron estos dos marcadores, porque la combinacion de estos marcadores
representa toda la variabilidad identificada para este gen. Debido a que el SNP330
se encuentra en perfecto desequilibrio de ligamiento con los 4 marcadores no
utilizados. Ademas se incluy6 al modelo como covariables la edad y el sexo. Varios
autores han reportado que la edad tiene un efecto importante sobre el diametro de
la fibra. En cuanto al sexo los reportes son un poco mas ambiguos, hay autores que
afirman que hay efecto del sexo sobre el didmetro mientras que hay otros que
rechazan esta afirmacion. No se incluyo data sobre nutricion debido a que estos
animales provienen de un mismo criadero, se asume que todas las alpacas se
alimentan del mismo pastizal. Ademés de acuerdo a las fichas técnicas ninguna
alpaca sufria de desnutricion. Tampoco se incluy6 data acerca de los parasitos en el
modelo, debido a que las 152 alpacas presentaban sarna por lo tanto en este aspecto
no habria diferencia entre los individuos. No se tenia informacion sobre el grado de

parasitosis de cada animal.

Al ajustar la data al modelo propuesto se determiné que ninguno de los marcadores
del gen KRTAP11-1 evaluados tiene un efecto significativo sobre el didmetro de
fibra (P330 = 0.8 y Pgss = 0.723) (Tabla 52). Es importante mencionar que en el caso
del SNP956 la muestra utilizada no presenta un poder estadistico adecuado debido
a que este marcador presenta un alelo con una frecuencia de 0.12 (Figura 42). Por

lo tanto para poder evaluar el efecto de este marcador sobre el diametro se deberia
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ampliar el niamero de muestra. En el caso del SNP330 si se alcanzd el poder
estadistico deseado debido a que este marcador presenta frecuencias alélicas
alrededor de 0.5. Los resultados indican que el gen KRTAP11-1 no tiene un efecto
significativo (mas del 8%) sobre el diametro de fibra. Sin embargo debido a la
importancia que se le atribuye a este gen en la formacion de la fibra aun es un buen
candidato a estar asociado a otras caracteristicas como por ejemplo produccién de
fibra. En cuanto a la edad se determind que si tiene un efecto significativo sobre el
diametro de fibra, como habia sido reportado por otros autores (P = 0.01) (Tabla
52) (Quispe et al., 2013). Mientras mas vieja es la alpaca el didametro tiende a
engrosarse, esta relacion se cree que esta asociada con el nimero de esquilas al cual
el animal es sometido. Con respecto al sexo tampoco se observo un efecto
significativo sobre el diametro de fibra (P = 0.222) (Tabla 52), sin embargo es
importante mencionar que la ausencia de significancia pueda deberse a la diferencia

entre el nimero de machos y hembras en el estudio.

En este estudio se validaron 27 marcadores informativos en 5 genes de una de las
principales familias de proteinas estructurales en fibra de alpaca. Por otro lado este
estudio ratifica lo encontrado en otros estudios de esta familia de genes; que los
KRTAPs son genes con una alta variabilidad. Ademas, los tests de desequilibrio de
ligamiento estarian indicando que la constitucion de los clusters en alpaca es el
mMisSmo que en otras especies, sin embargo es necesario mas estudios para confirmar
esta informacion. También al realizar un estudio de asociacion del gen KRTAP11-
1 al diametro de fibra, no se identifico una asociacién significativa, esto no excluye
la posibilidad que este gen no este asociado a otro tipo de caracteristicas

comerciales en alpaca. Este estudio es el primero en reportar marcadores
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informativos en genes estructurales de la fibra en alpaca y constituye un paso
importante en la investigacion de los factores genéticos que afectan las propiedades

de la fibra en este animal.
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VII.

Conclusiones

Se caracterizaron in silico los genes KRTAP1-2, KRTAP6-1, KRTAP9-2,
KRTAP11-1y KRTAP13-1 en alpaca.

Se identificaron 32 posiciones polimorficas en los genes KRTAP1-2 (10),
KRTAP6-1 (9), KRTAP9-2 (3), KRTAP11-1 (6) y KRTAP13-1 (4) en
alpaca.

Se identificaron polimorfismos de tamafio en los genes KRTAP1-2,
KRTAP6-1y KRTAP9-2.

27 sitios polimorficas fueron validados como marcadores genéticos del tipo
SNP en los genes KRTAP1-2 (10), KRTAP6-1 (5), KRTAP9-2 (2),
KRTAP11-1 (6) y KRTAP13-1 (4).

La familia de los genes KRTAP en alpaca ha demostrado ser muy variable,
presentando polimorfismos puntuales y de tamarfio, al igual que en otras
especies.

El gen KRTAP11-1 no tiene un efecto significativo sobre el didmetro de

fibra en alpaca.
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VIIl. Recomendaciones

e Evaluar con un nimero de muestra mas grande la asociacion entre el
SNP956 del gen KRTAP11-1y el diametro de fibra.

e Evaluar la asociacion de los genes KRTAP1-2, KRTAP6-1, KRTAP9-2 y
KRTA13-1 al diametro de fibra como también a otras caracteristicas de
valor comercial.

e Identificar mas marcadores en genes estructurales de fibra (KRTAPs y
queratinas), asi como en genes reguladores de los procesos bioldgicos del
foliculo en alpaca.

e Utilizar metodologias como GBS para la identificacion de un gran niamero
de marcadores esto permitird realizar estudios de asociacion del tipo

GWAS, cubriendo gran parte del genoma de la alpaca.

135



IX. Referencias Bibliograficas

Adams, N. R., Cronjé, P. B. (2003). A review of the biology linking fibre diameter
with fleece weight, liveweight, and reproduction in Merino sheep. Crop and
Pasture Science, 54(1), 1-10.

Almeida, A. M., Plowman, J. E., Harland, D. P., Thomas, A., Kilminster, T.,
Scanlon, T., Clerens, S. (2014). Influence of feed restriction on the wool proteome:
a combined iTRAQ and fiber structural study. Journal of proteomics,103, 170-177.

Antonini, M., Gonzales, M., Valbonesi, A. (2004). Relationship between age and
postnatal skin follicular development in three types of South American domestic
camelids. Livestock Production Science, 90(2), 241-246.

Avila, F., Baily, M. P., Perelman, P., Das, P. J., Pontius, J., Chowdhary, R.,
Raudsepp, T. (2014). A comprehensive whole-genome integrated cytogenetic map
for the alpaca (Lama pacos). Cytogenetic and genome research, 144(3), 196-207.

Aylan-Parker, J., McGregor, B. A. (2002). Optimising sampling techniques and
estimating sampling variance of fleece quality attributes in alpacas. Small Ruminant
Research, 44(1), 53-64.

Badajoz, L., Garcia, V., Pezo, C. (2009). Descripcién histolégica del complejo
folicular piloso en crias de alpacas. Revista de Investigaciones Veterinarias del
Per(, 20(2), 154-164.

Balding, D. J. (2006). A tutorial on statistical methods for population association
studies. Nature Reviews Genetics, 7(10), 781-791.

Barnes, M. R., Gray, I. C. (Eds.). (2003). Bioinformatics for geneticists. John Wiley
& Sons

Benjamini, Y., Hochberg, Y. (1995). Controlling the false discovery rate: a practical
and powerful approach to multiple testing. Journal of the Royal Statistical Society.
Series B (Methodological), 289-300.

Berk, A. (2000). Molecular cell biology (Vol. 4). New York: WH Freeman.

Bustamante A.V., Mat M. L. , Zambelli A., Vidal-Rioja L. (2003) Isolation and
characterization of 10 polymorphic dinucleotide microsatellite markers for llama
and guanaco. Molecular ecology Notes, 3(1):68-69

136



Cardon, L. R., Bell, J. I. (2001). Association study designs for complex
diseases. Nature Reviews Genetics, 2(2), 91-99.

Cervantes, I., Pérez-Cabal, M. A., Morante, R., Burgos, A., Salgado, C., Nieto, B.,
Gutiérrez, J. P. (2010). Genetic parameters and relationships between fibre and type
traits in two breeds of Peruvian alpacas. Small Ruminant Research, 88(1), 6-11.

Collins D.W., Jukes T.H., Rates of transition and transversion in coding sequences
since the human-rodent divergence, Genomics 20 (1994) 386-396.

Cordero, F., Contreras, P., Mayhua, M., Jurado, E., & Castrejon, V. (2011).
Correlaciones fenotipicas entre caracteristicas productivas en alpacas
Huacaya. Revista de Investigaciones Veterinarias del Pera, 22(1), 15-21.

Crossley, J. C., Borroni, C. G., Raggi, A. S. (2014). Correlation between mean fibre
diameter and total follicle density in alpacas of differing age and colour in the
Parinacota province of the Chilean high plain. Journal of Applied Animal
Research, 42(1), 27-31.

Cruz, A., Cervantes, I., Burgos, A., Morante, R., Gutiérrez, J. P. (2015). Estimation
of genetic parameters for reproductive traits in alpacas. Animal reproduction
science, 163, 48-55.

Cruz, L. (2011). Estimacién de parametros genéticos para caracteres productivos
en alpacas (Vicugna pacos), Pert 2011 (Magister dissertation).

Czaplicki, Z. (2012). Properties and Structure of Polish Alpaca Wool. Institute of
Natural fibres & Medicinal plant. 1(90), 8-12.

De Los Rios, E. (2006). Produccion textil de fibras de camélidos sudamericanos en
el area altoandina de Bolivia, Ecuador y Perd. Organizacion de las Naciones Unidas
para el Desarrollo Industrial (UNIDO).

Elliott, K., Stephenson, T. J., Messenger, A. G. (1999). Differences in hair follicle
dermal papilla volume are due to extracellular matrix volume and cell number:
implications for the control of hair follicle size and androgen responses. Journal of
investigative dermatology, 113(6), 873-877.

Elshire, R. J., Glaubitz, J. C., Sun, Q., Poland, J. A., Kawamoto, K., Buckler, E. S.,
Mitchell, S. E. (2011). A robust, simple genotyping-by-sequencing (GBS) approach
for high diversity species. PloS one, 6(5), e19379.

Evanno, G., Regnaut, S., Goudet, J. (2005). Detecting the number of clusters of
individuals using the software STRUCTURE: a simulation study. Molecular
ecology, 14(8), 2611-2620.

Excoffier, L., Slatkin, M. (1998). Incorporating genotypes of relatives into a test of
linkage disequilibrium. The American Journal of Human Genetics, 62(1), 171-180.

Falconer, D. S., Mackay, T. F., & Frankham, R. (1996). Introduction to quantitative
genetics (4th edn). Trends in Genetics, 12(7), 280.

Fang, Y., Liu, W.J., Zhang, F. Q., Shao, Y. G., Yu, S. G. (2010). The polymorphism
of a novel mutation of KAP13. 1 gene and its associations with cashmere traits on

137



Xinjiang local goat breed in China. Asian Journal of Animal and Veterinary
Advances, 5(1), 34-42.

FAO - Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion.
(2005) Situacién actual de los camélidos sudamericanos en Perd. Proyecto de
cooperacion técnica en apoyo a la crianza y aprovechamiento de los camélidos
sudamericanos en la region andina (TCP/RLA/2914):1-62.

Feeley, N. L., Munyard, K. A. (2009) Correlation of single nucleotide
polymorphisms in the melanocortin-1 receptor gene with colour in Vicugna pacos
(Alpaca). School of Biomedical Sciences , Curtin University of Technology , Perth
, Western Australia , 6845 , 49(8), 675-681.

Feral J.P. (2002) How useful are the genetic markers in attempts to understand and
manage marine biodiversity? Journal of Experimental Marine Biology and
Ecology, 268:121-145.

Ferguson, M. B., McGregor, B. A., Behrendt, R. (2012). Relationships between
skin follicle characteristics and fibre properties of Suri and Huacaya alpacas and
Peppin Merino sheep. Animal production science, 52(7), 442-447.

Fernandez Ugaz, D. A. (2015). Busqueda de genes relacionados a la sintesis de la
fibra y marcadores SSR en los ESTs de piel de alpaca Vicugna pacos. Tesis
UNMSM.

Foulkes, A. S. (2009). Applied statistical genetics with R: for population-based
association studies. Springer Science & Business Media.

Franco, F., San Martin, H., Ara, G., Olazébal, L., Carcelén, C. (2009). Efecto del
nivel alimenticio sobre el rendimiento y calidad de fibra en alpacas. Revista de
Investigaciones Veterinarias del Perd, 20(2), 187-195.

Fraser, R. D. B., MacRae, T. P., Rogers, G. E. (1972). Keratins: their composition,
structure, and biosynthesis. Charles C. Thomas.

Fujimoto, S., Takase, T., Kadono, N., Maekubo, K., Hirai, Y. (2014). Krtap11-1, a
hair keratin-associated protein, as a possible crucial element for the physical
properties of hair shafts. Journal of Dermatological Science, 74(1), 39-47.

Galtier, N., Nabholz, B., GIémin, S., Hurst, G. D. D. (2009). Mitochondrial DNA
as a marker of molecular diversity: a reappraisal. Molecular ecology, 18(22), 4541
50.

Gillespie, J. M. (1972). Proteins rich in glycine and tyrosine from Kkeratins.
Comparative biochemistry and physiology. B, Comparative Biochemistry, 41(4),
723-34.

Gillespie, J. M., Broad, A. (1972). Ultra-high-sulphur proteins in the hairs of the
artiodactyla. Australian journal of biological sciences, 25(1), 138-45.

Gillet, E. M. (1999) Minimum sample sizes for sampling genetic marker
distributions. In: Gillet, E. M. (ed.), Sampling strategies for marker analysis. Final
compendium of the research project development, optimisation and validation of

138



molecular tools for assessment of biodiversity in forest trees in the European Union
DGXIl Biotechnology FW 1V Research programme molecular tools for
biodiversity.

Gong, H., Zhou, H., Dyer, J. M., Hickford, J. G. H. (2011a). Identification of the
ovine KAP11-1 gene (KRTAP11-1) and genetic variation in its coding sequence.
Molecular biology reports, 38(8), 5429-33. d0i:10.1007/s11033-011-0697-2

Gong, H., Zhou, H., Hodge, S., Dyer, J. M., Hickford, J. G. (2015). Association of
wool traits with variation in the ovine KAP1-2 gene in Merino cross lambs. Small
Ruminant Research, 124, 24-29.

Gong, H., Zhou, H., Yu, Z., Dyer, J., Plowman, J. E., & Hickford, J. (2011b).
Identification of the ovine keratin-associated protein KAP1-2 gene (KRTAP1-
2).Experimental dermatology, 20(10), 815-8109.

Goto, Y., Yue, L., Yokoi, A., Nishimura, R., Uehara, T., Koizumi, S., & Saikawa,
Y. (2001). A novel single-nucleotide polymorphism in the 3'-untranslated region of
the human dihydrofolate reductase gene with enhanced expression. Clinical Cancer
Research, 7(7), 1952-1956.

Gregorius, H.-G. (1980) The probability of losing an allele when diploid genotypes
are sampled. Biometrics, 36, 643-652.

Grigg, G. C., Beard, L. A., Augee, M. L. (2004). The evolution of endothermy and
its diversity in mammals and birds. Physiological and Biochemical Zoology, 77(6),
982-997.

Guridi, M., Soret, B., Alfonso, L., Arana, A. (2011). Single nucleotide
polymorphisms in the Melanocortin 1 Receptor gene are linked with lightness of
fibre colour in Peruvian Alpaca (Vicugna pacos). Animal genetics, 42(6), 679-82.

Hamilton, M. (2009). Population genetics. First Edition. Great Britain. Wiley -
Blackwell. Chapter 2, pp. 13; pp. 41; Chapter 9, pp. 283.

Handjiski, B. K., Eichmdiller, S., Hofmann, U., Czarnetzki, B. M., Paus, R. (1994).
Alkaline phosphatase activity and localization during the murine hair cycle. British
journal of dermatology, 131(3), 303-310.

Hardy, M. H., Lyne, A. G. (1956). The pre-natal development of wool follicles in
Merino sheep. Australian Journal of Biological Sciences, 9(3), 423-441.

Havill, L. M., Dyer, T. D., Richardson, D. K., Mahaney, M. C., Blangero, J. (2005).
The quantitative trait linkage disequilibrium test: a more powerful alternative to the
quantitative transmission disequilibrium test for use in the absence of population
stratification. BMC genetics, 6(Suppl 1), S91.

Hesse, M., Zimek, A., Weber, K., Magin, T. M. (2003). Comprehensive analysis of
keratin gene clusters in humans and rodents. European Journal of Cell Biology,
83(1), 19-26.

139



Hocker, H. (2002) Fibre morphology. In: Wool: Science and technology. (Edited
by Simpson W. S. and Crawshaw G. H.), pp. 60-79. Woodhead Publishing Limited,
Cambridge, England.

Hwang, K. A., Hwang, Y. L., Lee, M. H., Kim, N. R., Roh, S. S, Lee, Y Choi, K.
C. (2012). Adenosine stimulates growth of dermal papilla and lengthens the anagen
phase by increasing the cysteine level via fibroblast growth factors 2 and 7 in an
organ culture of mouse vibrissae hair follicles. International journal of molecular
medicine, 29(2), 195-201.

lan William, P., lan Robert, F. (2005). Major genes and QTL influencing wool
production and quality: a review. Genet. Sel. Evol, 37(1), S97-S107.

Itenge-Mweza, T. O., Forrest, R. H. J., McKenzie, G. W., Hogan, A, Abbott, J.,
Amoafo, O., Hickford, J. G. H. (2007). Polymorphism of the KAP1.1, KAP1.3 and
K33 genes in Merino sheep. Molecular and cellular probes, 21(5-6), 338-42.

Jacobson, E. M., Concepcion, E., Oashi, T., Tomer, Y. (2005). A Graves’ disease-
associated Kozak sequence single-nucleotide polymorphism enhances the
efficiency of CD40 gene translation: a case for translational
pathophysiology. Endocrinology, 146(6), 2684-2691.

Jahoda, C. A., Reynolds, A. J., Oliver, R. F. (1993). Induction of hair growth in ear
wounds by cultured dermal papilla cells. Journal of investigative
dermatology, 101(4), 584-590.

Jones, L. N., Rivett, D. E. (1997). The role of 18-methyleicosanoic acid in the
structure and formation of mammalian hair fibres. Micron, 28(6), 469-485.

Kadwell, M., Fernandez, M., Stanley, H. F., Baldi, R., Wheeler, J. C., Rosadio, R.,
Bruford, M. W. (2001). Genetic analysis reveals the wild ancestors of the llama and
the alpaca. Proceedings of the Royal Society of London B: Biological
Sciences, 268(1485), 2575-2584.

Kaufman, C. K., Zhou, P., Pasolli, H. A., Rendl, M., Bolotin, D., Lim, K. C., Fuchs,
E. (2003). GATA-3: an unexpected regulator of cell lineage determination in
skin. Genes & development, 17(17), 2108-2122.

Khan, I., Maldonado, E., Vasconcelos, V., O’Brien, S. J., Johnson, W. E., Antunes,
A. (2014). Mammalian Kkeratin associated proteins (KRTAPs) subgenomes:
disentangling hair diversity and adaptation to terrestrial and aquatic
environments. BMC genomics, 15(1), 1.

Langbein, L., Rogers, M. A, Winter, H., Praetzel, S., Schweizer, J. (2001). The
catalog of human hair keratins. Il. Expression of the six type Il members in the hair
follicle and the combined catalog of human type I and Il keratins. The Journal of
biological chemistry, 276(37), 35123-32.

Langbein, L., Rogers, M. A., Winter, H., Praetzel, S., Beckhaus, U., Rackwitz, H.,
Schweizer, J. (1999).The Catalog of Human Hair Keratins.l.Expression of the nine
type I members in the hair follicle. The journal of biological chemistry. VVol. 274,
No. 28, Issue of July 9, pp. 19874-19884.

140



Ledn-Velarde C.U, Guerrero J. 2001. Improving quantity and quality of Alpaca
fiber; using simulation model for breeding strategies.
http://inrm.cip.cgiar.org/home/publicat/01cpb023.pdf.

Lupton C.J., McColl A. Stobart R.H. 2006. Fiber characteristics of the Huacaya
Alpaca. Small Rumin. Res., 64: 211-224.

Mackay, T. F., Stone, E. A., Ayroles, J. F. (2009). The genetics of quantitative traits:
challenges and prospects. Nature Reviews Genetics, 10(8), 565-577.

Mamani, G. (1991). Pardmetros genéticos del peso vivo y vellon en alpacas
Huacaya de La Raya, Puno. VII Conv. Int. Especialistas en Cam. Sud., Jujuy,
Argentina.

Marin, J. C., Zapata, B., Gonzalez, B. A., Bonacic, C., Wheeler, J. C., Casey, C.,
Spotorno, A. E. (2007). Sistemética, taxonomia y domesticacion de alpacas y
Ilamas: nueva evidencia cromosémica y molecular. Revista chilena de historia
natural, 80(2), 121-140.

Martinez-Arias, R., Calafell, F., Mateu, E., Comas, D., Andrés, A, Bertranpetit, J.
(2001). Sequence variability of a human pseudogene. Genome research, 11(6),
1071-85.

Mc Elwee, K. J., Kissling, S., Wenzel, E., Huth, A., & Hoffmann, R. (2003).
Cultured peribulbar dermal sheath cells can induce hair follicle development and
contribute to the dermal sheath and dermal papilla. Journal of investigative
dermatology, 121(6), 1267-1275.

McGregor B.A. y Butler K.L. 2004. Sources of variation in fibre diameter attributes
of Australian alpacas and implications for fleece evaluation and animal selection.
Aust. J. Agric. Res., 55: 433-442.

McKenzie, G. W., Abbott, J., Zhou, H., Fang, Q., Merrick, N., Forrest, R., H.
Hickford, J. G. (2010). Genetic diversity of selected genes that are potentially
economically important in feral sheep of New Zealand. Genet Sel Evol, 42, 43.

Mcpartlan, H. C., Matthews, M. E., Robinson, N. A., (1998) Alpaca micro-
satellites at the VIAS Al and VIAS A2 loci. Animal Genetics, 29:158.

Moore, K. E., Maloney, S. K., Blache, D. (2015). High follicle density does not
decrease sweat gland density in Huacaya alpacas. Journal of thermal biology, 47,
1-6.

Morante, R., Goyache, F., Burgos, A., Cervantes, I., Pérez-Cabal, M. A., Gutiérrez,
J. P. (2009). Genetic improvement for alpaca fibre production in the Peruvian
Altiplano: the Pacomarca experience. Animal Genetic Resources Information, 45,
37-43.

Nei, M. (1973). Analysis of gene diversity in subdivided populations. Proceedings
of the National Academy of Sciences of the United States of America, 70(12),
3321-3.

Nelson D. L., Cox M. M. (2009) Lehninger principles of biochemistry. W.H.
Freeman and Company. New York. Fifth Edition: 288 — 292.

141


http://inrm.cip.cgiar.org/home/publicat/01cpb023.pdf

Obreque, V., Coogle, L., Henney, P., Baileye, E., Mancilla, R., Garcia-Huidobro,
J., Hinrichsen, P., Cothran, E. (1998) Characterisation of 10 polymorphic alpaca
dinucleotide microsatellites. Animal Genetics, 29:461-462.

Orwin, D. F. (1979). The cytology and cytochemistry of the wool follicle [Includes
fiber development and properties]. International review of cytology.

Panigrahi, S., & Kushwaha, R. L. (2013). Alpaca Fibre Processing Methodology.
University of Saskatchewan.

Paredes-Peralta, M. M., Alonso-Moraga, A., Analla, M., Machaca-Centty, J.,
Munoz-Serrano, A. (2011). Genetic parameters and fixed effects estimation for
fibre traits in alpaca huacaya (Lama pacos). Journal of Animal and Veterinary
Advances, 10(11), 1484-1487.

Parry, D. A D., Smith, T. A, Rogers, M. A, Schweizer, J. (2006). Human hair
keratin-associated proteins: sequence regularities and structural implications.
Journal of Structural Biology, 155(2), 361-9.

Parsons, Y. M., Cooper, D. W., Piper, L. R. (1994). Evidence of linkage between
high-glycine-tyrosine keratin gene loci and wool fibre diameter in a Merino half-
sib family. Animal genetics, 25(2), 105-108.

Paus, R., Cotsarelis, G. (1999). The biology of hair follicles. N Engl J Med, 341(7),
491-497.

Penedo M.C., Caetano A.R., Cordova K . (1999) Eight microsatellite markers for
South American camelids. Animal Genetics, 30(2):166-7 61.

Penedo M.C., Caetano A.R., Cordova K.I. (1998) Microsatellite markers for South
American camelids. Animal Genetics, 29(5):411-2 62.

Penedo M.C., Caetano A.R., Cordova K.I. (1999) Six microsatellite markers for
South American camelids. Animal Genetics, 30(5):399

Picoult-newberg, L., Ideker, T. E., Pohl, M. G., Picoult-newberg, L., Ideker, T. E.,
Pohl, M. G., Boyce-jacino, M. (1999). Mining SNPs From EST Databases, Genome
Research 167-174.

Plowman, J. E., Harland, D. P., Ganeshan, S., Woods, J. L., van Shaijik, B., Deb-
Choudhury, S., Scobie, D. R. (2015). The proteomics of wool fibre
morphogenesis. Journal of structural biology, 191(3), 341-351.

Plowman, J. E., Paton, L. N., & Bryson, W. G. (2007). The differential expression
of proteins in the cortical cells of wool and hair fibres. Experimental
dermatology, 16(9), 707-714.

Ponzoni R.W., R.J. Grimson, J.A. Hill, D.J. Hubbard, B.A. McGregor, A. Howse,
I. Carmichael G.J. Judson. 1999. The inheritance of and association among some
production traits in young Australian alpacas. En:
http://www.alpacas.com/AlpacaL ibrary/InheritanceTraits.aspx.

142


http://www.alpacas.com/AlpacaLibrary/InheritanceTraits.aspx

Powell, B. C., Rogers, G. E. (1997). The role of keratin proteins and their genes in
the growth, structure and properties of hair. Exs, 78, 59-148.

Presciuttini, S., Valbonesi, A., Apaza, N., Antonini, M., Huanca, T., & Renieri, C.
(2010). Fleece variation in alpaca (Vicugna pacos): a two-locus model for the
Suri/Huacaya phenotype. BMC genetics, 11(1), 1- 8.

Quispe, E. C. (2005). Mejoramiento genético y medioambiental de alpacas en la
region de Huancavelica. Proyecto de Inversion Publica a nivel de Perfil.

Quispe, E. C., Rodriguez, T. C., Ifiiguez, L. R., & Mueller, J. P. (2009). Produccion
de fibra de alpaca, llama, vicufia y guanaco en Sudameérica. Animal Genetic
Resources Information, 45, 1-14.

Quispe, Q., Poma, A, Purroy, A. (2013). CARACTERISTICAS PRODUCTIVAS
Y TEXTILES DE LA FIBRA DE ALPACAS DE RAZA HUACAYA/A REVIEW
OF HUACAYA ALPACAS FIBER TRAITS. Revista Complutense de Ciencias
Veterinarias, 7(1), 1.

Rogers, G. (2004). Hair follicle differentiation and regulation. International
Journal of Developmental Biology, 48(2-3), 163-170.

Rogers, G. E. (1964). Structural and biochemical features of the hair follicle. InThe
epidermis (pp. 179-236). Academic Press New York.

Rogers, G. E. (2006). Biology of the wool follicle: an excursion into a unique tissue
interaction system waiting to be re-discovered. Experimental dermatology, 15(12),
931-949.

Rogers, G. E., Powell, B. C. (1993). Organization and expression of hair follicle
genes. J. Invest. Dermatol. 101, 50s-55s.

Rogers, M. A, Langbein, L., Praetzel-Wunder, S., Winter, H., Schweizer, J. (2006).
Human hair keratin-associated proteins (KAPS). International review of cytology,
251(06), 209-63.

Rogers, M. A, Langbein, L., Winter, H., Beckmann, I., Praetzel, S., Schweizer, J.
(2004). Hair keratin associated proteins: characterization of a second high sulfur
KAP gene domain on human chromosome 21. The Journal of investigative
dermatology, 122(1), 147-58.

Rogers, M. A, Langbein, L., Winter, H., Ehmann, C., Praetzel, S., Korn, B.,
Schweizer, J. (2001). Characterization of a cluster of human high/ultrahigh sulfur
keratin-associated protein genes embedded in the type | keratin gene domain on
chromosome 17q12-21. The Journal of biological chemistry, 276(22), 19440-51.

Rogers, M. A, Langbein, L., Winter, H., Ehmann, C., Praetzel, S., Schweizer, J.
(2002). Characterization of a first domain of human high glycine-tyrosine and high
sulfur keratin-associated protein (KAP) genes on chromosome 21g22.1. The
Journal of biological chemistry, 277(50), 48993-9002.

Rogers, M. A, Schweizer, J. (2005). Human KAP genes, only the half of it?
Extensive size polymorphisms in hair keratin-associated protein genes. The Journal
of investigative dermatology, 124(6), vii—ix.

143



Rogers, M. A, Winter, H., Langbein, L., Wollschléger, A., Praetzel-Wunder, S.,
Jave-Suarez, L. F., Schweizer, J. (2007). Characterization of human KAP24.1, a
cuticular hair keratin-associated protein with unusual amino-acid composition and
repeat structure. The Journal of investigative dermatology, 127(5), 1197—-204.

Rufaut, N. W., Goldthorpe, N. T., Craven, A. J., Wallace, O. A., Wildermoth, J. E.,
Nixon, A. J. (2012). The germinative epithelium of sheep vibrissae and wool
follicles has extensive proliferative potential but is dependent on the dermal
papilla. International journal of trichology, 4(2), 75.

Ruiz de Castilla, M., Alagon Huallpa, G., Quirita Bejar, C. R. (1992). Estudio de
pardmetros genéticos en alpacas Huacaya. Informe de trabajos de investigacion en
alpacas y llamas de color, 2, 1-28.

Sasse, J., Mariasegaramm, J., Jahabar, Ali M., Pullenayegum, S., Babu, R., Kinne,
J., Wernery, U. (2000) Development of a microsatellite parentage and identity
verification test for dromedary racing camels. Abstracts of the 27th Conference of
the international society of animal genetics (ISAG). Mineappolis. EE.UU.

Schweizer, J., Bowden, P. E., Coulombe, P. A, Langbein, L., Lane, E. B., Magin,
T. M. Wright, M. W. (2006). New consensus nomenclature for mammalian
keratins. The Journal of cell biology, 174(2), 169-74.

Sen, S., Burmeister, M. (2008). Hardy-Weinberg analysis of a large set of published
association studies reveals genotyping error and a deficit of heterozygotes across
multiple loci. Human genomics, 3(1), 1.

Shete, S., Tiwari, H., Elston, R. C. (2000) On Estimating the Heterozygosity and
Polymorphism Information Content Value. Theoretical population biology. Vol.
57, (3), 261-275.

Shibuya, K., Kudoh, J., Obayashi, I., Shimizu, A., Sasaki, T., Minoshima, S.,
Shimizu, N., 2004a. Comparative genomics of the keratin-associated protein (KAP)
gene clusters in human, chimpanzee and baboon. Mamm. Genome, 15, 179-192.

Shimomura, Y., Aoki, N., Schweizer, J., Langbein, L., Rogers, M. A., Winter, H.,
Ito, M. (2002). Polymorphisms in the human high sulfur hair keratin-associated
protein 1, KAP1, gene family. Journal of Biological Chemistry, 277(47), 45493-
45501.

Smith, E. J., Shi, L., Drummond, P., Rodriguez, L., Hamilton, R., Ramlal, S.,
Foster, J. (2001). Expressed sequence tags for the chicken genome from a
normalized 10-dayold White Leghorn whole embryo cDNA library: 1. DNA
sequence characterization and linkage analysis. The Journal of heredity, 92(1), 1-
8.

Sunnucks, P. (2000). Efficient genetic markers for population biology. Trends in
ecology & evolution, 15(5), 199-203.

Tabor, H. K., Risch, N. J., & Myers, R. M. (2002). Candidate-gene approaches for
studying complex genetic traits: practical considerations. Nature Reviews
Genetics, 3(5), 391-397.

144



Thomas, A., Harland, D. P., Clerens, S., Deb-Choudhury, S., Vernon, J. A., Krsinic,
G. L., Dyer, J. M. (2012). Interspecies comparison of morphology, ultrastructure,
and proteome of mammalian keratin fibers of similar diameter.Journal of
agricultural and food chemistry, 60(10), 2434-2446.

Valbonesi, A., Cristofanelli, S., Pierdominici, F., Gonzales, M., & Antonini, M.
(2010). Comparison of fiber and cuticular attributes of alpaca and llama
fleeces.Textile Research Journal, 80(4), 344-353.

Van Tassell, C. P., Smith, T. P. L., Matukumalli, L. K., Taylor, J. F., Schnabel, R.
D., Lawley, C. T., Sonstegard, T. S. (2008). SNP discovery and allele frequency
estimation by deep sequencing of reduced representation libraries, Nature methods
5(3), 247-252.

Vandebergh, W., & Bossuyt, F. (2012). Radiation and functional diversification of
alpha keratins during early vertebrate evolution. Molecular biology and
evolution, 29(3), 995-1004.

Vasquez, R., GOmez-Quispe, O. E., & Quispe, E. (2015). Caracteristicas
Tecnoldgicas de la Fibra Blanca de Alpaca Huacaya en la Zona Altoandina de
Apurimac: Technological Characteristics of the White Fibre of Huacaya Alpaca in
The andean Region of Apurimac. Revista de Investigaciones Veterinarias del
Perd, 26(2), 213-220.

Vignal, A., Milan, D., SanCristobal, M., Eggen, A. (2002). A review on SNP and
other types of molecular markers and their use in animal genetics.Genetics
Selection Evolution, 34(3), 275-306.

Wang, B., Yang, W., McKittrick, J., Meyers, M. A. (2016). Keratin: Structure,
mechanical properties, occurrence in biological organisms, and efforts at
bioinspiration. Progress in Materials Science, 76, 229-318.

Wang, X., Wang, L., Liu, X. (2012). The quality and processing performance of
alpaca fibres. Rural Industries Research and Development Corporation (RIRDC).

Wang, X., Zhao, Z. D., Xu, H. R., Qu, L., Zhao, H. B,, Li, T., & Zhang, Z. Y.
(2012). Variation and expression of KAP9. 2 gene affecting cashmere trait in
goats. Molecular biology reports, 39(12), 10525-10529.

Wheeler, J. C. (1995). Evolution and present situation of the South American
Camelidae. Biological Joumal of the Linnean Society, 54: 27 1-295.

Wheeler, J. C. (2012). South American camelids - past, present and future. Journal
of Camelid Science. 1-24.

Wu, D. D., Irwin, D. M., Zhang, Y. P. (2008). Molecular evolution of the keratin
associated protein gene family in mammals, role in the evolution of mammalian
hair. BMC Evolutionary Biology, 8(1), 1.

Wuliji T., Davis G.H., Dodds K.G., Turner P.R., Andrews R.N. y Bruce G.D. 2000.
Production performance, repeatability and heritability estimates for live weight,
fleece weight and fiber characteristics of alpacas in New Zealand. Small Rumin.
Res., 37: 189-201.

145



Xavier, S. P., Gordon-Thomson, C., Wynn, P. C., McCullagh, P., Thomson, P. C.,
Tomkins, L., Moore, G. P. (2013). Evidence that Notch and Delta expressions have
a role in dermal condensate aggregation during wool follicle
initiation. Experimental dermatology, 22(10), 659-662.

Yan, S., Yu, Z., Ning, L., Hai-dong, W., Jian-Shan, X., Shu-yuan, G., Xiao-yan, H.
(2016). Let-7b promotes alpaca hair growth via transcriptional repression of
TGFBR 1. Gene, 577(1), 32-36.

Yu, H., Wang, X., Chen, H., Wang, M., Zhao, M., Lan, X. Y., Wang, X. L. (2008).
The polymorphism of a novel 30bp-deletion mutation at KAP9. 2 locus in the
cashmere goat. Small Ruminant Research, 80(1), 111-115.

Yu, J., Pressoir, G., Briggs, W. H., Bi, I. V., Yamasaki, M., Doebley, J. F.,
Kresovich, S. (2006). A unified mixed-model method for association mapping that
accounts for multiple levels of relatedness. Nature genetics, 38(2), 203-208.

Yu, J., Yu, D., Checkla, D. M., Freedberg, 1. M., Bertolino, A. P. (1993). Human
hair keratins. The society for investigative dermatology. Vol. 101, No. 1.

Yu, Z., Gordon, S. W., Nixon, A. J., Bawden, C. S., Rogers, M. A., Wildermoth, J.
E., Pearson, A. J. (2009). Expression patterns of keratin intermediate filament and
keratin associated protein genes in wool follicles.Differentiation, 77(3), 307-316.

Zhang, Y., He, Y., Xue, P., & Chen, Y. (2011). Sequence variant in the KAP 1.1
gene associate with cashmere trait in two cashmere goat breeds. African Journal of
Agricultural Research, 6(12), 2889-2894.

Zhou, H., Gong, H., Li, S., Luo, Y., Hickford, J. G. H. (2015). A 57-bp deletion in
the ovine KAP6-1 gene affects wool fibre diameter. Journal of Animal Breeding
and Genetics, 132(4), 301-307.

Zhu, A. J., Haase, l.and Watt, F. M. (1999). Signalling via b1 integrins and mitogen-
activated protein kinase determines human epidermal stem cell fate in vitro. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 96: 6728-6733

Zhumbaeva, B. D., Gening, L. V., Gazaryan, K. G. (1992). Cloning and structural
characterization of human hair sulfur-rich keratin genes. Mol. Biol. 26, 550-555.

Zimek, A., Weber, K. (2005). Terrestrial vertebrates have two keratin gene clusters;
striking differences in teleost fish. European journal of cell biology,84(6), 623-635.

146



X. ANEXos

Anexo 1. Secuencias a partir de las cuales se identificaron los genes en el genoma
de referencia de alpaca.

>Secuencia gen KRTAP1-2 biblioteca de cDNA (543 pb)

ACCTCGCCCAGGCCTCCTGCTGCCGCCCATCCTACTGTGGACAGTCCTACTGCCGCCCAGCCTGC
TGCATCTGCTGTGAGCCCACCTGCTGTGAGCCCACCTGCTGAGAGCCCACCTGCTAAAAGTCAG
GTTTCTGATTTTCAACTTGAAATTTCAACTTCCAGCTCAGTCCATGAACTAATAATCTCCTCAATC
ACCCCTGGGCCACTAACAAGTTCTTGAATTTTTATTCGACTCTTTTTTGAAGGTTTACCAAATATT
TGGGCCTCACAGACCTGTCTGATTCCATTCAATGTTAAAAAGATCTTGAGCGCTCCACTGAAGCT
GCCAAGATATAAGTTTGACCTAAGAAATGTGAAAACCAATTTGCCTCAGGATCAGCCTTCAGCA
AGCATCTTCTCCACGGCCCATTGCTTCCAAGGCTGTGGCAGAACCATCTGTCCTTCTCAGAAACA
TTCATCTCCTAAACTCCACCATCTTGCAAACTGCATTTCCTATGATAGGGGAACAATATACCGAG
GTTTAATAAACTCTATCTTTGGT

>Secuencia gen KRTAP6-1 de oveja (Acc. Nr. NP_001180328.1)

ACACTCAAGTGACACTTCTACTCTCATTCTCTACCCGAGAACAACCTCAACAAGCAACACCATGT
GTGGCTACTACGGAAACTACTATGGCGGCCTCGGCTGTGGAAGCTACGGCTATGGAGGCCTGG
GCTGTGGCTGGCTCCTGCTACGGCTCTGGCTTCCGCAGGCTGGGCTGTGGCTATGGCTGTGGCT
ATGGCTATGGCTCCGCTCTCTCTGTGGAAGTGGCTATGGCTATGGCTCCCGCTCTCTCTGTGGAA
GTGGCTATGGATGCGGCTTGGCTATGGCTCTGGCTTTGGCTACTACTATTGAGGATGCCACGGA
AGACTCTCATCCTCTATACCTGGACACCAGGATTCACCAGTTCTGAATGAACCCCATACATTCTTC
GTCCTGCTAAAGACTTGCCTTCCGGTGCCCTCTACATCTGATACACCAACCCTTCCCTTTTTGCAT
TTGATGTCAAAAGAGTGGAAGAATGTGAAATTCATTTAAGAACTCTAGTCATGATCTCTCATTAG
AATGATGCCATCACAGAAACTCTCTTTTGACTTCCATGCAGAAGACTTTTCTCTATTTTCCTAATA
AACTTGTTCAATATGGAATCATAAA

> Secuencia gen KRTAP9-2 biblioteca de cDNA (142 pb)

ACCACCCCACGTGCTGCTGCCTGCCTGGGTGCCTGGCCCAGGGCTGTGGATCCAGCTGCTGCCA
GCCTCGCTGCCGCCCTGTCTGCTGTCAGACCACGTGCTGCCGCCCTAGCTGTGTGTCCAGCTGCT
GCCAGCCCTCCTG

>Secuencia gen KRTAP11-1 biblioteca de cDNA (467 pb)

ACCAGCAGTCTTGGGTGTCCAGCTGCCGAAGAACTTGCTAAGTGTGCAGGAGCCAGTGAGCGA
ATCAAGCCTCTATGACCTGTCAGCTGTGTTTCCAGGATCTTCCAACATGCTGTCTGTCCCTGAAG
AATTCTTCATTGCTGACTGCTATTCTAACTGCCTGATTGCTGGCTGCCAGCCCTGAATAAGCTGC
CTTTGGCCATCTAAGCGTTTCCTGGCCAGCACCAATCTTATTTTAAGGGTTTGATCACCGGTGGC
ACGTATACCTCTGGAGGTTTCCAGAAATTTACCACCCACGCGCAAGTCTCTAATGGTTTTGGCAT
GTCTTGACCTTTCTGCTTTGTCTGGCTTCTGGCTTCTGTTTTGTGCCTGTGAAAAAGGGAACTTGT
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CTCGCTCTGTGTTTCTCAATAAACCTTCATTACTTGGCATTGTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAGCTTGT

>Secuencia gen KRTAP13-1 biblioteca de cDNA (720)

GTCACCATGTCCTACAACTGCTGCTCTGGAAACTTCTCCTCTCGCTCCTTTGGGGGCCACCTGCG
CTGCCGAGGCTCCTCCTGTGGCTCTTCCTACCCCAGCAACCTGGTCTACACCACGGACCTCTGCT
CTCCCAGCACCTGCCAGCAGGACTCCTCTCTCCACAGCGGCTGTCAGGAGATCTGCTCTGAGCCT
ATCAGGTGCCAGACGTTCCAGGTGGAGTCCAGTCCCTGCCAGTCATCCTGCTACCGCTGGAAGA
CCTCCACGCTCTGCCGTCCCTGGCAGACGACTTACTCTGGGTCTCTGGGCTTTGGCTCCAGAGGT
TTTCAATCTTTTGGTTGTGGCTTCCCGTCTCTGGGCTTTGGATCCAGTGGTTTCCAATCAGTGGGT
TGTGGTCCCAGGGCTTTCTCATCTGTAAGATGGAGATCCAGCTTTGACAGTCCAAACTACTTCTC
TTCTAGGAGCTGGCAGCCTGCTTCTTTCCAACCAATCTTTAGATCTGGCTTCTTCTAATCTTATGC
TTGAAAACAACACCGACTGTATCTAGAAATTTGATGCAATATCTCCTATATCAAGATCTATACTAT
CTATTGGTCTCCTGTCCTACTGTTAGCTTACAAATTTGACTTCTAGTGTAATCTATTATAGATTGG
GAATAATTTGAATACCAGTAACTGGAAATGCAATCAGTAAAGAAAGATGTCAAAACTTCTTCCTT
GT
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Anexo 2. Relacion de las 96 muestras utilizadas para la validacion de los
marcadores
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ID de la muestra

ID de la alpaca

Region de procedencia

ID de la muestra

ID de la alpaca

Regidn de procedencia

Al 253 Puno A7 2956 Cusco

B1 B.LEE Puno B7 76 Cusco

Cl 925 Puno Cc7 2315 Cusco

D1 180 Puno D7 704 Cusco

E1l 084-1 Puno E7 2367 Cusco

F1 458 Puno F7 51 Cusco

G1 082-1 Puno G7 2794 Cusco

H1 086-1 Puno H7 60 Cusco

A2 087-1 Puno A8 3682 Cusco

B2 088-1 Puno B8 2510 Cusco

C2 089-1 Puno Cc8 2408 Cusco

D2 144R Puno D8 621 Junin

E2 20R Puno E8 E1611 Junin

F2 19R Puno F8 19536 Junin

G2 149R Puno G8 AB--A-11 Junin

H2 150R Puno H8 025C Junin

A3 151R Puno A9 19930 Junin

B3 155R Puno B9 AB--A-7 Junin

C3 161R Puno C9 7654 Huacavelica
D3 162R Puno D9 13met2 Huancavelica
E3 163R Puno E9 7643 Huancavelica
F3 190R Puno F9 7644-1 Huancavelica
G3 189R Puno G9 8693 Huancavelica
H3 196R Puno H9 8295 Huancavelica
A4 158R Puno A10 8643 Huancavelica
B4 1192 Puno B10 2076 Huancavelica
Cc4 309 Puno C10 pal-12-2 Huancavelica
D4 3075 Puno D10 palld Huancavelica
E4 429 Puno E10 pall5 Huancavelica
F4 245 Puno F10 pal-20 Huancavelica
G4 781 Puno G10 pal-28 Huancavelica
H4 1187 Puno H10 palll Huancavelica
A5 122 Puno All palé Huancavelica
B5 127 Puno B11 pal122 Huancavelica
C5 6121 Puno C11 pal 108 Huancavelica
D5 693 Puno D11 pam-13 Apurimac
ES5 6146 Puno E11 pam-34 Apurimac
F5 672 Puno F11 pam-24 Apurimac
G5 444 Puno G11 pam-6 Apurimac
H5 49V PUNO H11 pam-36 Apurimac
A6 13v Puno Al12 pam-38 Apurimac
B6 2V Puno B12 pam-68 Apurimac
C6 3629 Cusco C12 pam-56 Apurimac
D6 2690 Cusco D12 ard Arequipa
E6 3602 Cusco E12 ar5 Arequipa
F6 2234 Cusco F12 arl0 Arequipa
G6 58 Cusco G12 ar3 Arequipa
H6 3645 Cusco H12 arl8 Arequipa

Anexo 3. Alineamientos entre las proteinas predichas para KRTAP6-1y
KRTAP11-1 de alpaca y las proteinas ortélogas en humano.
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Alineamiento entre la proteina predicha a partir del gen KRTAPG6-1 de alpaca y la
proteina KAP6-1 en humano (Acc. Nr. NP_853633.1) (66.3% de identidad)

V.pacoskKAPG. 1 1 MC-DYYGNYYGGRGYGLC------- GYGEaLECaYasCYaCGFRRLGLGYG 42
L sastensiies 1 ACSYGIYETPOIGFCEIGSLGIBYGSL A ESECGrRRL .
V.pacoskKAPG. 1 43 CoYe(aYGrasR5LCGCaYECasaYasar oy ™y 75
asiensiiPs 45 - GCEIBIGRELCSIGIC - GSeEeY 71

Alineamiento entre la proteina predicha a partir del gen KRTAP11-1 de alpaca y
la proteina KAP11-1 en humano (Acc. Nr. AAI30558.1) (82.8% de identidad)

V.pacosKAPLL. 1 MSYNCSTRNCSSRLIGGQYSVPVTPWTASTQDADCLSGIHLPSSFQTGS 58
L= TEPLLEEEE e e E T TR LT
H.sapienskAPl 1 MSFNCSTRNCSSRPIGGRCIVPVAQUTTTSTTDADCLGGICLPSSFQTGS 58
V.pacosKAPLL. 51 WLLDHCQETCCEPTVCQPTCYQQTSCVSSPVQVTCSRQTNCYSNPCSTAY 188
LEREEPELEREETE A P = e PPV R T PP =TT
H.sapienskAPl 51 WLLDHCQETCCEPTACQPTCYRRTSCVSNPCQUTCSRQTTCISNPCSTTY 188
V.pacoskAP1l. 181 SRPLSFVSSGCRPLGGISTVCQPVRSVSTWCRPVGGYSTICQPACGVSRT 150

LT DN T = LT TR = PR = FEV LT
H.sapiensKAP1 181 SRPLTFVSSGCQPLGGISSVCQPVGGISTWCQPVGGVSTVCQPACGVSRT 158

V. pacoskKAPLL. 151 YQQ5CWSSCRRTC 163

H.sapiensKAPL 151 YOQQ5CWSSCRRTC 163

Anexo 4. Cromatogramas de los genotipos para cada una de las posiciones
polimorficas identificadas

KRTAP1-2
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Anexo 5. Resultados del analisis de estructuracion poblacional
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Determinaciéon de K

Datos obtenidos para cada una de las simulaciones en STRUCTURE

Nr. de simulacion|Ln P (D) K=1|Ln P (D) K=2[{Ln P (D) K=3|Ln P (D) K=4[LnP (D) K=5|Ln P (D) K=6{LnP (D) K=7
1 -6226.0 -6309.7 -6357.3 -6782.5 -6821.1 -6835.6 -6336.6
2 -6225.8 -6352.6 -6243.7 -6719.2 -7071.1 -6510.7 -7578.8
3 -6225.8 -6391.1 -6271.6 -6582.1 -6451.5 -6977.8 -7212.8
4 -6226.1 -6388.5 -6442.8 -6346.5 -6615.4 -6445.7 -6582.5
5 -6225.3 -6321.6 -6572.7 -6544.8 -6632.8 -6767.6 -7106.5
6 -6226.1 -6400.4 -6543.6 -6638.8 -6870.5 -6558.6 -6714.0
7 -6226.0 -6324.8 -6409.8 -6469.0 -7302.9 -7074.9 -7238.9
8 -6225.9 -6339.1 -6572.2 -6924.2 -6878.6 -7150.8 -7819.3
9 -6225.8 -6251.9 -6259.0 -6824.0 -6578.0 -6966.0 -7229.0
10 -6226.4 -6314.7 -6548.7 -6347.4 -6755.0 -6361.8 -7085.8
11 -6226.4 -6463.6 -6641.2 -6514.1 -6721.7 -6896.6 -6802.4
12 -6226.1 -6386.5 -6684.9 -6501.9 -6933.8 -7230.0 -7465.3
13 -6225.6 -6401.5 -6382.9 -6746.2 -6610.3 -6838.6 -6794.7
14 -6225.5 -6400.2 -6694.0 -6904.5 -6571.5 -6560.2 -6746.1
15 -6225.8 -6239.5 -6575.0 -6676.6 -7065.6 -6884.6 -6309.3
16 -6225.5 -6328.2 -6573.2 -6590.6 -6328.4 -6469.8 -6373.1
17 -6225.9 -6378.1 -6448.6 -6650.2 -6286.8 -6505.8 -6652.3
18 -6227.6 -6268.7 -6425.1 -6789.5 -6252.9 -6688.0 -7084.7
19 -6226.3 -6356.0 -6538.5 -6497.6 -7211.5 -6518.1 -7484.7
20 -6226.3 -6290.0 -6385.5 -6680.2 -6599.1 -6891.4 -7282.1

Promedio -6226.0 -6345.3 -6478.5 -6636.5 -6727.9 -6756.6 -6994.9
Calculo del delta de K (Evanno et al., 2005)

K L(K) StDev L'(K) L (K) [L(K)] Delta K
1 -6226.0 0.5 - - - -

2 -6345.3 57.3 -119.3 -13.9 13.855 0.2

3 -6478.5 136.2 -133.2 -24.8 24.8 0.2

4 -6636.5 165.2 -158.0 66.6 66.6 0.4

5 -6727.9 294.4 -91.4 62.7 62.7 0.2

6 -6756.6 255.3 -28.7 -209.6 209.61 0.8

7 -6994.9 432.3 -238.3 238.3 238.3 0.6

Grafico Delta de K vs K

168




Determinacion de K
0.9
0.8
0.7
"4
s 06
T os
w
$ 04
[=]
S 03
0.2
0.1
0.0
2 3 4 5 6 7
Valores de K

Diagramas de barras

ParaK=2

1.00
020
0.60
0.40
0.20
0.00

ParaK=3

o0
0.z0
0.a0
040
020
0.on

ParaK =4

L.on
0.0
0.&0
0.40
0.20
ooo =

169




170



Anexo 6. Datos de entrada para el estudio de asociacién

ID Alpaca|ID Muestra|Edad|Sexo|Snp 1|Snp2 | Diametro de Fibra]ID Alpaca|ID Muestra|Edad |Sexo|Snp 1|Snp2 | Diametro de Fibra
1R Al 1 1 1 1 16.5 81R E10 3 1 2 1 20.1
2R B1 1 1 0 0 15.6 82R F10 2 1 1 1 19.0
24R Cl 2 1 1 0 17.9 83R G10 1 1 1 0 19.7
27R D1 4 1 1 0 25.4 84R H10 1 1 2 0 19.9
28R E1l 2 1 0 0 17.4 87R All 2 1 2 0 20.6
29R F1 4 1 1 0 25.2 88R B11 1 1 2 0 20.0
30R Gl 3 1 1 0 19.0 90R C11 1 1 0 0 23.3
31R H1 2 1 1 1 26.4 91R D11 1 1 0 0 23.1
33R A2 2 1 1 0 19.7 92R E11 1 1 1 0 18.3
35R B2 2 1 2 0 15.8 94R F11 1 1 1 0 21.2
36R C2 4 1 2 0 23.4 95R G11 2 1 1 0 24.1
37R D2 4 1 0 0 24.5 97R H11 1 1 0 0 22.4
38R E2 1 1 1 1 21.5 98R Al12 2 1 1 0 28.1
39R F2 3 1 2 0 24.0 99R B12 2 1 2 1 21.7
40R G2 3 1 0 0 13.6 100R C12 1 1 0 0 23.0
41R H2 4 1 1 1 20.6 123R D12 1 1 0 0 17.6
43R A3 4 1 1 0 23.7 125R E12 2 1 1 0 23.7
46R B3 2 1 0 0 20.8 206R F12 4 1 0 0 24.9
48R C3 3 1 1 0 22.3 209R G12 2 1 1 0 19.5
50R D3 1 1 1 1 21.3 210R H12 4 1 1 0 22.0
51R E3 3 1 1 0 19.1 126R Al 2 1 1 1 25.4
52R F3 2 1 1 0 21.9 127R Bl 2 1 2 1 24.4
54R G3 2 1 1 0 16.3 128R Cl 1 1 0 0 19.7
55R H3 2 1 2 0 19.3 131R E1l 2 1 1 0 23.4
58R A4 4 1 2 0 23.0 132R F1 1 1 1 1 19.4
25V B4 1 1 1 0 20.6 133R Gl 1 1 1 0 23.4
12V C4 3 1 1 0 17.3 134R H1 2 1 1 0 23.1
13V D4 2 1 2 1 18.6 135R A2 1 1 1 0 20.8
14V E4 4 1 2 0 21.6 137R B2 1 1 1 0 21.6
15V F4 4 1 1 0 24.2 138R C2 4 1 1 0 29.9
16V G4 4 1 0 0 18.1 139R D2 4 1 2 0 19.7
18V H4 4 1 2 1 22.2 140R E2 2 1 1 0 18.4
19v A5 3 1 1 0 24.9 141R F2 2 1 1 0 23.4
20V B5 4 1 1 1 23.6 142R G2 1 1 1 1 25.5
5V C5 1 2 1 0 20.4 143R H2 2 1 0 0 18.7
22V D5 2 2 1 0 21.2 21R A3 1 1 1 0 14.0
11V ES 2 2 1 0 21.1 147R Cc3 3 1 1 0 18.9
24V F5 3 2 1 0 20.7 152R D3 1 1 0 0 17.3
47V G5 2 2 0 0 23.4 153R E3 2 1 1 0 17.8
49V H5 4 2 0 0 23.2 154R F3 2 1 1 0 18.3
52C A6 1 1 1 1 15.9 156R G3 2 1 2 0 18.9
53C B6 1 1 1 0 15.4 157R H3 2 1 0 0 18.8
54C C6 1 1 2 0 15.4 160R A4 4 1 1 0 21.1
55C D6 1 1 1 0 19.1 164R B4 2 1 0 0 28.1
18C E6 2 1 1 0 19.1 167R C4 2 1 1 1 20.4
19C F6 4 1 0 0 22.2 168R D4 2 1 1 0 22.4
59C G6 1 1 2 0 22.6 170R E4 3 1 1 0 18.3
20C H6 2 1 2 0 21.7 171R F4 3 1 1 0 22.7
21C A7 4 1 1 0 25.9 172R G4 4 1 2 0 20.1
22C B7 2 1 2 0 21.4 173R H4 4 1 1 0 20.0
70C Cc7 1 2 1 0 18.6 174R A5 4 1 2 1 19.1
75C D7 1 2 2 0 27.8 175R B5 3 1 1 0 22.0
80C E7 1 2 0 0 20.8 176R C5 4 1 2 0 19.9
81C F7 2 2 1 0 18.8 177R D5 4 1 2 1 20.5
68C G7 2 2 1 1 18.8 178R ES 2 1 1 0 19.5
30C H7 3 2 1 0 26.3 179R F5 3 1 0 0 19.3
31C A8 2 2 0 0 16.4 181R G5 4 1 1 0 23.3
32C B8 3 2 0 0 24.6 183R H5 3 1 1 0 19.6
33C C8 2 2 1 0 23.2 184R A6 2 1 1 0 20.5
34C D8 2 1 1 0 19.7 185R B6 4 1 1 1 20.0
060R E8 1 1 2 0 20.3 188R C6 4 1 2 0 19.9
061R F8 1 1 2 1 19.6 191R D6 4 1 1 1 17.9
062R G8 1 1 1 0 22.9 193R E6 4 1 1 1 19.7
064R H8 1 1 2 1 20.6 195R F6 2 1 1 1 19.5
65R A9 3 1 2 2 28.8 197R G6 4 1 2 0 20.7
70R B9 1 1 0 0 18.4 198R H6 2 1 1 0 22.6
71R C9 1 1 1 1 17.6 200R A7 4 1 2 0 19.9
72R D9 1 1 1 1 20.7 207R B7 1 1 1 0 18.3
73R E9 2 1 1 0 28.1 101R C7 4 1 0 0 23.0
74R F9 1 1 1 0 21.3 104R D7 2 1 0 0 20.6
75R G9 1 1 1 0 27.8 110R F7 4 1 0 0 24.2
76R H9 1 1 1 0 20.2 201R G7 2 1 1 0 18.7
77R A10 1 1 1 0 20.4 202R H7 3 1 0 0 18.2
78R B10 1 1 0 0 17.6 203R A8 4 1 1 0 20.8
79R C10 1 1 1 1 19.7 204R B8 4 1 1 0 15.4
80R D10 1 1 1 0 18.8 205R C8 2 1 1 0 24.3
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Explicacion de la tabla anexo 6: En la tabla del Anexo 5 la edad esta expresada
como una variable categorica con escala ordinal que refleja la dentadura del
animal, donde: el valor 1 corresponde a dientes de leche, el valor 2 corresponde a
2 dientes, el valor 3 corresponde a 4 dientes y el valor 4 corresponde a boca llena.
En el sexo, el valor 1 corresponde a hembras y el valor 2 corresponde a machos.
La variable SNP1 corresponde al haplotipo de la combinacion de los SNPs 330,
583, 595, 761 y 795. Donde se identifican 2 alelos (TGACG y GTCGA). El valor
0 corresponde a la ausencia del alelo TGACG, el valor 1 corresponde a la
presencia de un solo alelo TGACG vy el valor 2 corresponde a la presencia de dos
alelos TGACG. EI SNP2 corresponde al genotipo del SNP 956, donde el valor 0
corresponde a la ausencia del alelo A, el valor 1 corresponde a la presencia de un
alelos Ay el valor 2 corresponde a la presencia de 2 alelos A. Por ultimo se

muestra el diametro de fibra medido en micrometros.
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