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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion secuenciamos regiones codificantes y no codificantes del
gen ASIP por medio de secuenciacion de ADN de nueva generacion lon Torrent S5 en
poblaciones de alpacas de Cusco y Puno. Se analizaron en total 217 muestras, siendo 84
alpacas de color blanco, 59 alpacas de color café y 74 alpacas de color negro, amplificando
el 100% de la region codificante y regiones intronicas parciales con el objetivo de analizar la

asociacion entre el color de pelaje y el gen ASIP en las alpacas.

Se encontré doce polimorfismos de los cuales 10 fueron de tipo SNP, 1 delecién de 57 pares
de bases y 1 insercion. De estos doce polimorfismos, tres tuvieron una fuerte asociaciéon con
el color del pelaje, uno de ellos de tipo sindnimo (c.102A>G), otro ubicado en la regién 3'UTR
(c.+38A>G) y uno ubicado en la regién del intrén 2 (c. +1197G>A), cuatro presentaron una
asociacion menor, donde uno de ellos fue de tipo no sinénimo (¢.292T>C), uno ubicado en la
region 3’'UTR (c.+10T>C) y dos ubicados en la regién del intrén 3 (c.+34C>T y c.+2105A>G).
Asi mismo se encontré una delecién de 57 pares de bases ubicada en la region codificante
(c. 324Del 325-381). Se pudo observar que la asociacién de polimorfismos (principalmente
tres de ellos) podria ser la causa de la pigmentacion blanca en estado homocigoto o negra en
estado heterocigoto en el vellon de las alpacas y no asi en el color marron donde se
encontraron poblaciones en similar cantidad tanto homocigotos como heterocigotos,
indicando que la proteina ASIP serviria para dar una respuesta a la pigmentacion en alpacas

blancas y negras.

Palabras clave: Gen ASIP, color de alpacas, secuenciacién de SNPs.



ABSTRACT

The genetics of coat color in different studies show that the ASIP gene has an important role
in regulating the synthesis of eumelanin and pheomelanin. In this study we sequenced coding
and non-coding regions of the ASIP gene by means of lon Torrent S5 next-generation DNA
sequencing in populations of alpacas from Cusco and Puno. A total of 217 samples were
analyzed, 84 white alpacas, 59 brown alpacas and 74 black alpacas, amplifying 100% of the
coding region and partial intronic regions in order to analyze the association between coat

color and the ASIP gene in alpacas.

Twelve polymorphisms were found, of which 10 were of the SNP type, 1 deletion of 57 base
pairs, and 1 insertion. Of these twelve polymorphisms, three had a strong association with coat
color, one of them of a synonymous type (c.102A>G), another located in the 3'UTR region
(c.+38A>G) and one located in the region of intron 2 (c. +1197G>A), four presented a minor
association, where one of them was non-synonymous (c.292T>C), one located in the 3'UTR
region (c.+10T >C) and two located in the region of intron 3 (c.+34C>T and c.+2105A>G).
Likewise, a deletion of 57 base pairs located in the coding region (c. 324Del 325-381) was
found. It was possible to observe that the association of polymorphisms (mainly three of them)
could be the cause of the white pigmentation in the homozygous state or black in the
heterozygous state in the fleece of alpacas and not so in the brown color where populations
were found in similar quantity. both homozygous and heterozygous, indicating that the ASIP

protein would serve to give a response to pigmentation in black and white alpacas.

Keywords: ASIP gene, alpacas color, SNPs sequencing.



INTRODUCCION

La crianza de alpacas en el Peru tiene la mayor poblacién a nivel mundial, constituyéndose en
Puno y Cusco una mayor cantidad, siendo los principales productores de fibra y que es fuente
muy valiosa de sustento economico para pequefios productores.

Requiriendo identificar con éxito mutaciones claves en genes involucrados como el gen ASIP en
la pigmentacién de la fibra, ante el blanqueo inminente de los rebafios de alpacas, que se
encuentra poblaciones de alpacas de color en posible extincion por la exigencia del mercado y la
demanda de fibra blanca. Con la finalidad de comprender el misterio que rodea la herencia del
color en las alpacas empleando enfoques como el mendeliano, fisico y genético

La fibra presenta un potencial genético, para obtener ganado selecto, donde los avances de la
genética molecular, biotecnologia y gendmica ya estan manifestando logros (Fuijita, 2007). La
base molecular de la herencia del color de la fibra de alpaca es escasamente conocida
(Cransberg y Munyard, 2011). Esto puede deberse a la relacién epistatica de un gen con otros
genes de color de capa, especialmente gen ASIP (proteina de sefalizacion agouti) (Powell et al.,
2008) Donde el gen ASIP regula el cambio entre la sintesis de feomelanina y eumelanina en

mamiferos ocasionadas por mutaciones (Chandramohan et al., 2013).



I. PROBLEMA DE LA INVESTIGACION

La alta demanda del mercado textil ocasiono el blanqueamiento de poblaciones alpaqueras,
conllevando a decisiones drasticas como sacas forzadas de alpacas de color (castracién de
ejemplares en alpacas de color), causando erosion a la variabilidad genética de camélidos. La
variedad de tonalidades de fibra en alpaca muestra que el fenotipo blanco es dominante frente al
fenotipo pigmentado y asimismo en manchado en alpacas asombrosamente poco o nada se ha
realizado en el campo de genética molecular con respecto al color de fibra en alpacas.

El gen ASIP, ha demostrado ser clave en la regulacion de la produccion de pigmentos en
mamiferos (Suzukil, 2013), por otro lado, las mutaciones de pérdida de funcién en el gen ASIP
dan lugar a animales de color oscuro en presencia de alelos funcionales del gen MC1R, ya que
la coloracién esta determinada principalmente por la eumelanina. (Royo et al., 2008).

El propdsito de conservar poblaciones de alpacas de color, es por su recurso genético muy

valioso para los paises andinos, con el fin de formar rebafos de alpacas de color entero.



1.1.

1.2,

Problema general

¢ Participara el gen ASIP en la caracterizacion de la secuencia y variabilidad genética
para el color de fibra en alpacas?

Problemas especificos

¢ Existira la asociacion en regiones 5, region 3'UTR y codificadora (exones y parte de las
regiones intronicas) del gen ASIP en alpacas de color blanco?

¢,Guardara asociacion en regiones 57, region 3’'UTR y codificadora (exones y parte de las
regiones intronicas) del gen ASIP en alpacas de color café?

¢ Mantendran una asociacién en regiones 5°, region 3’'UTR y codificadora (exones y parte

de las regiones intrénicas) del gen ASIP en alpacas de color negro?



Il. OBJETIVOS Y JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

2.1. OBJETIVO GENERAL

o Evaluar la secuencia del gen ASIP y su variabilidad genética para el color blanco, café y

negro en alpacas.

2.2. OBJETIVO ESPECIFICO

e Caracterizar la asociacion que existe en regiones 57, region 3'UTR y codificadora (exones
y parte de las regiones intrénicas) del gen ASIP en alpacas de color blanco.

o Determinar la asociacion que existe en regiones 5°, regién 3'UTR y codificadora (exones
y parte de las regiones intrénicas) del gen ASIP en alpacas de color café.

¢ identificar la asociacion que existe en regiones 5°, region 3’'UTR y codificadora (exones y

parte de las regiones intrénicas) del gen ASIP en alpacas de color negro.



2.3. JUSTIFICACION

El color del pelaje es un rasgo de produccion importante donde la variabilidad en el color es
primordial para la investigacién de la funcion de los genes y la regulacion de los loci que afectan
la pigmentacion (Klungland y Vage, 2003). La proteina de sefializacion de Agouti (AS/P) sirve
para regular la pigmentacion en ratones, mientras que su papel en muchos otros animales no ha
sido completamente determinado (Norris y Whan, 2008; Chandramohan et al., 2013). Se conoce
que los genes ASIP y MC1R estan asociados en el color de fibra en alpacas interviniendo en las
vias de pigmentacion como el tipo, la cantidad y la distribucion de los pigmentos de eumelanina
y feomelanina de los melanocitos (Bathrachalam et al., 2019; Daverio et al., 2016), estos genes
(ASIP y MC1R) contienen mutaciones que afectan el color (Munyard, 2013) y se sugieren que
el melanismo es provocado por la variacion en el locus de Agouti y que una gran delecién en el
gen ASIP puede ser responsable del fenotipo eumelanico (Kingsley et al., 2009) para conseguir
evidencia adicional del papel del gen ASIP en la pigmentacion recesiva del color negro es
necesario la amplificacion de la regién promotora del AS/P (Royo et al., 2008), Sin embargo, estas
mutaciones no explican todos los casos de pigmentacién negro ni toda la variacion fenotipica que

es posible en el gen ASIP (Feeley et al., 2011).



Il HIPOTESIS

3.1. HIPOTESIS GENERAL

e Ho: No existe relacion al caracterizar la secuencia de gen ASIP y su variabilidad genética
para el color blanco, café y negro en alpacas.

o Ha: Existe relacion al caracterizar la secuencia de gen ASIP y su variabilidad genética
para el color blanco, café y negro en alpacas.

3.2. HIPOTESIS ESPECIFICA

o Existe asociacion en regiones 5°, region 3'UTR y codificadora (exones y parte de las
regiones intronicas) del gen ASIP en alpacas de color blanco.

o Existe asociacion en regiones 5°, region 3'UTR y codificadora (exones y parte de las
regiones intronicas) del gen ASIP en alpacas de color café.

o Existe asociacién en regiones 5°, region 3'UTR y codificadora (exones y parte de las

regiones intronicas) del gen ASIP en alpacas de color negro.



IV. REVISION BIBLIOGRAFICA
ANTECEDENTES

Riede et al., (2001), indican que en equinos se hallaron sustituciones intrénicas en, A845G y
C2374A, una mutacion en 3'UTR A4734G y una delecion de 11pb en el exdn 2. Donde la delecion

era homocigoto y esta relacionada al color negro recesivo.

Hart, et al., (2003), demostraron que el loci Agouti y Extension tienen interacciones que influyen
en la herencia de fibra de color blanca en las alpacas. Donde es controlado por un analogo del
alelo dominante ovino agouti, hallado que el locus extension sea segregante y esta incluya el

alelo recesivo Ee y codifique colores feomelanicos

Kerns et al., (2004), mencionaron que diferentes patrones de cambio de tipo de pigmento estan
controlados por el uso alternativo de diferentes promotores y primeros exones no traducidos. No
se descubrié ningun polimorfismo relacionados, pero identificaron que en pastores alemanes
negros la sustitucién de Arginina (Arg) por una Cisteina (Cys) en el codon 96 que esta sea la

responsable de la herencia recesiva en pelo negro.

Norris y Whan., (2008), identificaron una segunda copia de la secuencia de codificacion
ASIP regulada por una copia duplicada de la ITCH cercana a un promotor que causa el fenotipo
de oveja blanca. Un gen ASIP de una sola copia con un promotor ASIP silenciado se produce en

ovejas negras recesivas.

Royo et al., (2008), mencionaron que la asociacion entre diferentes niveles de ARNm del gen
ASIP y el color negro recesivo del pelaje en la raza de ovejas Xalda presenta una gran cantidad
de animales negros y estas no eran homocigotas para la delecion de 5 pb que podrian ser la

causa de color negro recesivo en ovejas.

Lai et al., (2009), identificaron una delecion de 4pb en el exdn 3 que son responsables del color
de pelaje negro en cobayos, donde hallo individuos de tipo salvaje que eran homocigotos para el
alelo de tipo salvaje y los otros eran heterocigotos para la delecién de 4 pb, mientras que los 44

individuos negros eran homocigotos para la delecion.

Feeley et al., (2011), demostraron que en el exén 4 existen ocho mutaciones en alpacas de color
(negros, negros y tostados, marrones y beige), cinco en regiones codificantes y tres en region no

codificantes, donde, tres de las cinco mutaciones tienen una fuerte asociacion color negro.

Chandramohan et al., (2013), identificaron tres mutaciones en alpacas, donde el exén 4 alberga

las tres mutaciones recesivas y una delecién que provoca pérdida de funcién del gen ASIP en



animales negros y se sugiere que el fenotipo blanco en alpacas puede ser causada por un alelo

en el locus ASIPy la mutacion pueda ser causada por un reordenamiento cromosomico.

Daverio, (2014), refirio que el hallazgo mas importante fue la delecion de 57 pares de bases en
el Exén 4 con posible pérdida de funcion, Donde, el alelo delecionado es homocigota en llamas

eumelanicas y el alelo sin delecionar es homocigota o heterocigota en llamas feomelanicas.

Daverio et al., (2016), indicaron que polimorfismos del exén 4 del gen ASIP, ¢.325_381del y
€.292C>T produce efectos nocivos en proteina y se encontran homocigotas en gran cantidad de

[lamas eumelanicos.

Marin et al., (2018), evaluaron patrones de variacién en el gen ASIP donde dos de las 12
sustituciones provocan cambio de aminoacido C292T y G353A y una delecion 57pb 325-381 que
producen cambios en el marco de lectura del gen ASIP y otras siete sustituciones observadas en
region de codificacion (+C34T, +G48A, +A49C, +G51C, +C56A, C291A, +C10T y +G38A) o son

cambios sinénimos (G102A).

Almathen et al., (2018), manifiestan que en dromedarias se encontré dos polimorfismos asociados
con el exén 2 que incluye una delecion y un SNP las cuales estas estan fuertemente relacionadas

con color de pelaje negro y marrén oscuro.

Bathrachalam et al, (2019), demostraron que en alpacas el gen MC1R es epistatico sobre el gen
ASIP ocasionado fenotipo negro con la mezcla de alelo recesivo, también confirma el dominio del

marrén sobre el negro.

Anello, (2019), indica que el gen ASIP tiene una estructura compleja con varios promotores y
primeros exones no codificantes que se transcriben en region 5’UTR. Donde, la sobreexpresion
que existe es causada por un transcripto cuya region 5’UTR pertenece al gen NCOAG6 sugiriendo

que este reordenamiento afecte a fenotipos blancos y feomelanicos.

Daverio et al., (2019), revelaron que en todas las llamas oscuras fueron homocigotas para la
delecion, homocigotas para el polimorfismo ¢.292C> T o heterocigoto para ambas expresiones,

pero ninguna de esta mezcla se hallé en animales feomelanicos.

Alshanbari et al., (2019), confirman que gran parte de los dromedarios negros son homocigotos
para una mutacion en el exon 2 y exon 4 del gen ASIP. En la busqueda de mas mutaciones

subyasentes al color de pelaje negro hallaron otra mutacion de cambio de marco en el exon 4.



Shang et al., (2019), mencionaron que en siete fenotipos de color de pelaje en equinos (negro,
marron, castafio oscuro, castafo, blanco y gris). La frecuencia de fenotipos en el gen ASIP fue
en el color castafios con un 83% respecto a los otros colores. los genes ASIP y MC1R trabajan

de manera sinérgica con relacion a la cantidad de melanina.

Pallotti et al., (2020), encontraron que todas las alpacas negras eran heterocigotos para alelos no
funcionales en el locus ASIP, también encontraron alpacas de pelaje pardo heterocigotas u
homocigotas para el alelo AS/IP dominante. Cabe senalar que los genotipos negros se

caracterizan por una alta heterogeneidad alélica recesiva.



MARCO TEORICO

4.2. LAFIBRA EN ALPACA.

La fibra de la alpaca tiene cualidades, como calidez, suavidad (Wang et al.,2005), que refiere
como fibra especial y esta clasificada como articulo de lujo por suavidad al tacto (Quispe et al.,
2009). La demanda de fibra blanca aument6é a diferencia de la fibra de color generando el
denominado blanqueamiento (Huanca et al., 2007), por suerte la demanda creciente en la
industria textil se debe a la amplia variedad de colores naturales, ya que permite una diversidad

de combinaciones (Trejo, 1986).

En razones econdmicas y de conservacion genética es importante mantener la variabilidad de
color, dado que la fibra de color es una alternativa para promover y capitalizar los telares

artesanales (Caballero y Flores, 2004).
4.3. VARIABILIDAD DE COLORES EN ALPACAS.

Existe una extensa variabilidad de colores, que va desde el blanco, cafés, gris, hasta el negro
(Bustinza, 2001), que tiene la capacidad de un alto indice de solidez ante los rayos solares,
lavado, uso y proceso fisico quimico (Trejo, 1986), la herencia del color blanco se debe a un solo
gen que predomina sobre los pigmentados, sin ningun efecto modificador e independiente de la
segregacion de los patrones negro y marrén. Sin embargo, la evidencia no respalda la dominancia
simple del negro contra el marron. (Valbanesi et al., 2011), de igual forma los mecanismos
genéticos de los rasgos de vellbn muestran que el fenotipo blanco es dominante sobre el fenotipo

pigmentado y el fenotipo manchado (Frank et al., 2006).
4.4. CARACTERISTICAS DE LA PIEL EN ALPACAS.

La estructura de la piel de alpaca es parecida a otros mamiferos (Torres de Jasaui et al., 2007),
conformada por tres capas bien definida epidermis, dermis y la hipodermis (Chambilla, 1983;
Lancera, 1993; Bustinza, 2001), asi como también en otras caracteristicas como los foliculos

pilosos y glandulas anexas (Torres de Jasaui et al., 2007).

4.4.1. EPIDERMIS Y DERMIS

La epidermis esta formada por epitelio estratificado, plano y queratinizado (Bustinza, 2001) con

un grosor aproximado de 60 um (Torres de Jasaui et al., 2007), 29.94 micras en alpacas jévenes

10



(Gonzales y Pumasupa, 2005). Presenta cuatro estratos diferenciados por la morfologia de los
queratinocitos (Estrato basal, espinoso, granuloso, corneo). El estrato corneo formado por
escamas llenas de queratina este estrato esta superficial. El estrato granuloso formado por una
capa de células planas (Bustinza, 2001). El estrato basal, formado por células cubicas de aspecto
cilindricos, de citoplasma claro y ligeramente basdfilo en el polo basal, su nucleo redondeado de
cara abierta y los melanocitos estdan en contacto con la membrana basal, evidenciado la

coloracién (Torres de Jasaui et al., 2007)

La dermis constituida de tejido conectivo contiene fibras de colageno que en su lecho se hallan
foliculos pilosos, glandulas sebaceas, glandulas sudoriparas. La dermis superficial es delgada y
presenta tejido conectivo laxo con bastantes células conjuntivas o fibrosas y se denomina como

lamina propia que esta ubicada en la parte profunda (Bustinza, 2001).

4.4.2. FOLICULO PILOSO

La fibra de alpaca es una estructura queratinizada, estan orientados en angulo agudo entre el
bulbo piloso y la piel. La matriz pilosa tiene células epidérmicas altamente modificadas llamadas
células matriciales, de forma poliédrica y contiene melanina, entre las cuales se encuentran
algunos melanocitos. La matriz estd en constante mitosis, con el fin de formar fibra: la médula
contiene células con granulos de melanina en su raiz y que disminuyen a medida que crece la
fibra, la corteza esta formada por células muy cohesionadas y la cuticula de la fibra muy fina.
(Torres de Jasaui et al., 2007).

Los grupos foliculares estan formados por uno o mas foliculos primarios y un numero variable de
foliculos secundarios; sin embargo, en las alpacas Suri se observa un trio folicular primario,

caracterizado por presentar un foliculo primario central y dos laterales (Badajoz et al., 2009).
4.5. BIOLOGIA DEL COLOR DE PELAJE EN LOS MAMIFEROS.

La pigmentacién en mamiferos es un proceso altamente conservado, Las diferencias que vemos
entre especies son causadas por la variacion dentro de los genes que controlan el color (Munyard,
2013), por lo tanto, se caracterizan por una gran variabilidad alélica de genes que se asocian al
color del pelaje, existen 300 locis genéticos hasta la fecha y mas de 150 genes identificados y
asociados con el color del pelaje, que influyen en la pigmentacién en varias especies (Cieslak et
al., 2011).

La embriologia de la pigmentacion se da en las células de la cresta neural que se distinguen en

melanoblastos que después llegan a migrar a lo largo de la espalda y hacia los lados del cuerpo.
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A medida que migran, se diferencian en melanocitos que estos producen organulos internos
llamados melanosomas en los que los granulos de pigmento son la melanina a todo este proceso
se denomina melanogénesis. Los melanosomas maduros se exportan del melanocito a células
especializadas de la piel y el cabello llamadas queratinocitos, para producir el fenotipo, el color

visual que podemos observar (Munyard, 2013).

4.5.1. MELANOSOMAS

Son organelos citoplasmaticos con enzimas que participan en la sintesis de los pigmentos
melanicos y son transferidos a los queratinocitos vecinos (Ochoa, 2006). El desarrollo se da en
cuatro etapas distintas. Durante la etapa |, el melanosoma se desarrolla por una pieza del reticulo
endoplasmico. Luego, se transporta al melanosoma y esta se divide en su forma activa.
Desarrollando una estructura fibrilar dentro del melanosoma durante la Etapa Il, con el fin de
estabilizar el melanosoma (Munyard, 2013). Las enzimas que participan en la sintesis de
melanina se hallan en los melanosomas (Sulaimon y Kitchell, 2003). La etapa Ill da origen a la
melanogénesis, y la etapa IV se consigue cuando el melanosoma esta repleto de pigmento y esta

listo para el transporte a los queratinocitos (Munyard, 2013).

4.5.2. SINTESIS DE MELANINA EN MAMIFEROS

La sintesis de melanina se desarrolla dentro del melanosoma, existen dos tipos de melaninas en
mamiferos, eumelanina y feomelanina. La eumelanina da coloraciones oscuras, negro o marron,
mientras que la feomelanina normal es de color amarillo a rojo. Para ambos tipos de melanina la
molécula precursora es el aminoacido tirosina. Esta se transforma a través de una serie de
reacciones y productos intermedios en feomelanina o eumelanina. (Munyard, 2013). El tipo de
melanina sintetizada por los melanocitos en los mamiferos esta regulada a nivel genético,

bioquimico y ambiental (Sulaimon y Kitchell, 2003).

4.6. PIGMENTACION DE LA PIEL Y FOLICULO PILOSO.

En mamiferos el color del pelaje se debe a la accidon de la melanina que es sintetizada a partir
del aminoécido Tirosina y se divide en dos grupos distintos, se ha determinado que la feomelanina
se presenta por una desviacién de la eumelanina debido a la accion del aminoacido cisteina
(Castrignano et al., 2001). En seres vivos la piel y sus componentes asociados permiten sobrevivir
en diversos ambientes ecoldgicos (Meruane y Rojas, 2012). Los genes que estan involucrados
en la pigmentacion del pelaje pueden actuar de manera pleiotrépica o epistatica (Yajima y Larue,

2008). Ademas, existe una gran variabilidad de tonalidades en el color de la fibra, que va desde
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colores claros hasta oscuros (Bustinza, 2001). De tal forma la cantidad de eumelaninas disminuye
de negro a marron rojizo (Cecchi et al., 2004).

Los camélidos sudamericanos tienen un gran grupo de sustancias denominadas melanina (Ruiz
de Castilla, 2004). Se sabe que ciertos melanocitos derivan de células inmaduras procedentes
del area ventral del tubo neural y presentes en las fibras nerviosas cutaneas (Adameyko et al.,
2009). Su principal actividad es la produccién de melanina, aportando pigmentacién en la piel,

ojos y pelo (Portocarrero y Poteros, 2009).
4.7. MELANOGENESIS.

Durante la melanogénesis se identificaron mas de 150 genes diferentes que regulan la
pigmentacion en ratones (Miller et al., 2012). Los melanoblastos manifiestan una serie de genes
que estan involucrados en la supervivencia de células melanociticas, (determinacién, migracién
y proliferacién) (Lin y Fisher, 2007), de esta manera los genes implicados en la regulacion del
pigmento en el pelo del ratén, ha permitido describir a sus homoélogos en el ser humano (Mantoux,
2003).

Una transcripcion esencial entre la expresion y diferenciacion de muchas enzimas implicadas en
la sintesis de melanina es la clave de la melanogénesis, tirosinasa (McGill et al., 2002). La
tirosinasa (TYR) ejecuta la hidroxilacion de tirosina a L-3,4-dihidroxifenilalanina (DOPA) que se
oxida con prisa a DOPAquinona (Fitzpatrick et al., 1967). La DOPAquinona reacciona con la
cisteina, produciendo 3 o 5-cisteinil-DOPA, que luego se oxidan y polimerizan, dando lugar a
melanina soluble de color rojo-amarillo-feomelanina (Simon et al., 2009; Hearing, 2011) En
ausencia de cisteina, glutation o tiorredoxina, se origina la eumelanina aportando pigmentacién
marréon oscuro. La DOPAquinona se cicla a DOPAchrome (Sugumaran, 1991) la DOPAchrome
pierde el enlace acido carboxilico generando 5,6-dihidroxiindol (DHI), que se oxida con facilidad
y se polimeriza para desarrollar melanina insoluble marrén oscuro-negra. Sin embargo, si esta
presente DOPA - cromo tautomerasa (TYRP2 / DCT), DOPAchrome formara acido DHI - 2 -
carboxilico (DHICA) (Marmol y Beermann, 1996). La tirosinasa cataliza nuevas mutaciones
obteniendo por ultimo un color marrén mas claro DHICA-melanina (Simon et al., 2009; Slominsk
et al., 2004)

4.8. GENETICA DEL COLOR DE FIBRA.

Algunos factores reguladores del tipo y cantidad de la melanina incluyen la radiacion ultra-violeta

(UV), hormona estimuladora de melanocito - alfa (a-MSH) y la sefial proteina agouti (AS/P). Estos
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factores regulan la expresion de los genes que codifican las 7 enzimas melanosémicas, quienes

regulan la proporcion de eumelanina y feomelanina (Sulaimon y Kitchell, 2003).

Los genes candidatos para causar tal dilucién incluyen la tirosinasa y proteina de transporte
asociada a la membrana, en otras especies ambas se han asociado para la dilucion del color del
pelaje. Es posible que la diluciéon del color esté influyendo principalmente en animales que
retardan su concentracién total de melanina, en oposicion a concentraciones relativas de

feomelanina y eumelanina (Cransberg y munyard, 2011).

En el control genético del color de fibra en alpacas existen escasos estudios, donde, los
principales genes que regulan el color de fibra son: a) colores basicos como: Locus Aguti (ASIP)
regula los pigmentos negros morenos o pardos, siendo los colores pardos dominante sobre el
negro, Locus Extension, formado en primer lugar el negro dominante con relacion a otros genes

de este locus, segundo alelo regula la expresion del locus Aguti (sponenberg, 2004).
4.9. PIGMENTACION EN MAMIFEROS.

La variacién del color en mamiferos nos facilita una visién fundamental de la biologia del color. En
la mayoria de los vertebrados se ha encontrado dos genes claves, el gen Agouti (ASIP) y
el receptor de Melanocortina 1 (MC1R) que codifican un método ligando-receptor que regula el
cambio de tipo de pigmento y estan involucradas en todas las etapas de la pigmentacién (Candille
et al., 2007), MC1R codifica un receptor de la familia de la melanocortina y tiene un papel
importante en la sintesis de eumelanina o feomelanina, en los melanocitos. Cuando la hormona
estimuladora de los melanocitos (a-MSH) se liga al receptor MC1R, se incrementan los valores
intracelulares de AMP ciclico y la actividad de la enzima tirosinasa. Como efecto de la produccion
de eumelanina en los melanocitos se une al receptor MC1R por medio de un ligando alternativo
y la proteina de sefalizacién agouti (ASIP), se reduce la actividad de la tirosinasa y se sintetiza

feomelanina (Parra, 2011).

4.10. GEN ASIP.

El gen ASIP ejerce su accion dentro del microambiente donde se ubica el foliculo piloso para
regular la pigmentacion del color del pelaje (Bultman et al., 1992). La expresién de la proteina de
sefalizaciéon aguti (ASIP) que actua durante el crecimiento del pelo y produce la coloracion roja /
amarillo feomelanina, también es un antagonista de los receptores de melanocortina MC1R
(Miltenberger et al., 2002). El gen ASIP en ratones ocasiona un efecto pleiotrépico caracterizado

por el color amarillo uniforme, obesidad, sobrecrecimiento y trastornos metabdlicos similares a la
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diabetes tipo Il en humanos. (McNulty et al., 2005), asimismo las mutaciones ocasionadas en el
gen ASIP produce el fenotipo de color negro en varias especies (Lai et al., 2009), ocasionado

recombinaciones homdélogas (Chen et al., 1996).

4.10.1. ESTRUCTURA DEL GEN ASIP

La proteina de sefalizacion agouti en el proceso de crecimiento del cabello ocasiona el pigmento
rojo / amarillo feomelanina. La sintesis y la estructura del dominio C-terminal, buena
concentracién de cisteina, donde el gen ASIP acoge al inhibidor de pliegue de cistina vy,
conjuntamente con su homdélogo de neuropéptidos de la proteina relacionada con agouti (AgRP),
son solo estas proteinas con esta clase de estructura en mamiferos. Ademas. Los estudios
demuestran que la conformacién menor con dos enlaces de péptida cisteina es responsable de
la actividad en todos los receptores de MCR (McNuty et al., 2005). En ratones se han descrito en

promedio 100 alelos en el gen ASIP con diferentes efectos en el fenotipo (Dunner, 2014).

4.11. GEN ASIP EN LA PIGMENTACION DE FIBRA EN ALPACAS.

El gen de la proteina de senalizacién agouti (AS/P) en alpacas contiene 402 nucledétidos de largo
(Feeley et al., 2011), que ademas tiene tres exones codificantes 2, 3 y 4. El exén 1 no esta
codificado en otras especies, el exén 2 engloba 160 pb, el exdn 3 con 65 pb y el exén 4 con 177
pb a lo largo de gen ASIP en la Alpaca siendo mas grande que en los homdlogos de humanos,
perros y ratones y mas corto que el gato. El gen ASIP es muy similar al de otras especies, con

un 89% de similitud entre alpacas y ovejas, vacas y cabras, y un 88% de similitud con los cerdos.

En alpacas, el gen ASIP tiene 133 aminoacidos de longitud y es muy semejante a los homdlogos
en ovejas, vacas (83%) y caballos (81%) (Munyard, 2013). En contraste, el alelo dominante (A)
del gen ASIP produce un patrén de color amarillo-rojo, mientras que el alelo recesivo (a) esta
asociado con un negro uniforme. Las mutaciones ocasionan pérdida de funcion del gen ASIP
relacionadas con fenotipos de pigmentacién negra se han descrito en varias especies como en
alpacas (Bathrachalam et al.,2019), llamas (Anello, 2019), dromedarios (Almathen et al.,2018)
ovinos (Royo et al.,2008), equinos (Rieder et al.,2001), y caninos (Kerns et al.,2004).
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Figura 1. Organizacién de la estructura del gen ASIP en alpacas.
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4.12. SECUENCIA DE NUEVA GENERACION ION S5™:-

El sistema de secuenciacion masiva de genes esta generando buena cantidad de referencias
gendmicas que se pueden utilizar en estudios ecoldogicos y evolutivos, también estan
relacionados con conservacién, manejo y analisis de la diversidad biolégica de SNP, como
analisis de genomas completos con el fin de resolver problemas taxonémicos, filogenéticos, de
biologia de la conservacién de ecosistemas (Escalante et al., 2014). Esta tecnologia es referencia
de muchas publicaciones a la fecha. Existe cuatro tipos de chips en la actualidad que llegan a
obtener un rango de 2 a 80 millones de repeticiones, este metodo de semiconduccion ionica de
hidrogeno es liberada y traducida en sefial quimica que agrega una base nitrogenada (G,T,A,C)

obteniendo informacién en forma digital del chip de modelo 520 (Frank et al., 2006).

4.13. SECUENCIACION DE ADN.

La secuencia de DNA tiene uno de los aspectos valioso para la biologia moderna, donde el
desarrollo de la tecnologia de secuenciadores de DNA automatizados es de mucha utilidad. La
aplicacion de tecnologia de reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) en la secuenciacién de
DNA, la cual ha sido sometido al desarrollo de la secuenciacion de amplificacion lineal (Griffin y
Griffin, 1993). Es el proceso mediante el cual se determina el orden de las bases nucleicas
(Adenina, Guanina, Citosina y Timina) a lo largo de un segmento de ADN (Pacheco et al.,2015).
El método mas utilizado es de tejido sanguineo (glébulos rojos inmaduros, glébulos blancos)
donde la secuenciacion, desnaturalizacion y la combinacion de un cebador ocasiona accion sobre
la polimerasa de ADN. La incorporacion de nucleétidos en la cadena se produce cuando un
nucleotido se une y previene la union de otros, esto genera la formacion de fragmentos de DNA
marcados con fluorescencia y estos se separan por medio de electroforesis, migran por el capilar
y recorren por un laser. La funcion de la fluorescencia fija el orden del color de las bandas y estas
se traducen en secuencia de DNA si existen cambios al compararlas con la secuencia original

esto se denomina como mutacion (Martin et al., 2008).
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V. DISENO DE LA INVESTIGACION
5.1. UBICACION.

Lugar donde se realizd el estudio de investigacion fue en el Laboratorio de Genética que
pertenece al Centro de Investigacion CICAS La Raya UNSAAC a una latitud -71.018717, longitud
-14.47468 del departamento de cusco.

Figura 2. Ubicacién geografica de centro de investigacion CICAS La Raya UNSAAC.

SICUANI - CUSCO

MELGAR - PUNO

LAYO - CUSCO

Las muestras se llegaron a obtener del Fundo Chaupi Wasi (Marangani) provincia de Canchis y
departamento de Cusco y esta ubicado en las coordenadas de Altitud: 4608 m.s.n.m. Latitud Sur:
14°14°24.9” Longitud Oeste: 070°50°52.2’. Centro de Investigacion de Camélidos Sudamericanos
(CICAS) la Raya de la Universidad Nacional San Antonio Abad del Cusco ubicado a 14°28’42,59”
de latitud sury 71°01’41,55” de longitud oeste, a una altura de 4120 msnm. Fundo Oquemarca

(Phinaya) en la region Cusco entre las coordenadas Altitud: 4831 m.s.n.m. Latitud Sur:
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13°53'43.3" Longitud Oeste: 70°58' 56.2" y CAP Huaycho (Nufioa), Provincia de Melgar y
departamento de Puno ubicado a una Altitud: 4316 m.s.n.m. Latitud 14°16'43.5"S y longitud
70°33'02.4".

Figura 3. Selecciéon de animales para la recoleccién de muestra de sangre.

o d
Fuente: Lugares de muestreo, CICAS La Raya (a), fundo Chaupi Wasi (b), fundo Oquemarca (c)
y fundo CAP Huaycho.

5.2. MATERIAL BIOLOGICO.

La muestra sanguinea se obtuvo por medio de puncién directa en la vena yugular de la alpaca
(Rockett y Bosted, 2015), en una cantidad de 3 mL utilizando tubos al vacio estériles con
anticoagulante EDTA (acido etilendiaminotetraacetico) y agujas 21G para obtener buena cantidad
de ADN. Luego se almacenaron en un termo de transporte con bolsas de geles congelados a fin
de mantener la cadena de frio, en promedio de tres horas hasta llegar al laboratorio del Centro
de Investigacion de Camélidos Sudamericanos (La Raya) para su conservacion a temperaturas
de -20°C. En total se obtuvieron 217 muestras de sangre tal como se muestra en la siguiente
tabla.
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Tabla 1. Namero de alpacas muestreadas.

Lugar de procedencia de muestras Color de fibra
Blanco Café Negra
Fundo Chaupi Wasi - region Cusco 39 6 2
Fundo Oquemarca - region Cusco 36 28 32
Centro de investigacion CICAS La Raya — UNSAAC 2 18 37
Fundo CAP Huaycho — region Puno 7 7 3
Total 84 59 74

Figura 4. Extracciéon de muestra sanguinea por medio de la técnica de venopuncion directa

de la vena yugular.
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5.3. MATERIALES DE LABORATORIO.
5.3.1. EXTRACCION DE MUESTRAS

— Algodon.

— Alcohol.

— Tubo vacutainer de 3 ml con EDTA.
— Jeringa de 3ml.

— Guantes de exploracion.

— Plumodn indeleble.

— Cinta masking.

— Sogas.

— Gradilla de plastico

— Termo de transporte

— Bolsas de geles congelados

5.3.2. EXTRACCION DE ADN

— Mandil descartable.

— Guantes de nitrilo (Talla S)

— Barbijo.

— Lentes.

— Temporizador (Fisherbrand™).

— Puntas descartables de 2, 10, 20, 100, 200, 1000 microlitros.
— Tubos de 2y 1.5 ml (Eppendort).

a. Reactivos del kit comercial
— Kit de purificacion de ADN gendémico GeneJET Scientific Thermo # K0721, KO722 # -
Pub. N° MAN0012663
b. Equipos para la extraccion de DNA
— Centrifuga 16’000 gravedades (Spectrafuge 24D Labnet).
— Congeladora a -20°C (Thermo Fisher TSX).

— Refrigeradora a 2 a 8°C (Thermo Fisher TSX).
— Céamara de flujo laminar (Biobase Modelo BBS-H1100).
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— Vortex (Thermo Scientific™).

— Micropipetas de varios volumenes (Thermo Scientific™ Kits)
— Termociclador (Thermo Fisher Applied Biosystems).

— Calefactores (OFR11AO 2500W).

5.3.3. CUANTIFICACION DEL DNA
a. Materiales y reactivos para la cuantificacion de DNA

— Tubos eppendort (Thermo Fisher).
— Micropipetas (Thermo Fisher).

— Gradillas de plastico.

— Lapicero indeleble(marcador)

—  fluorometro Qubit™.

b. Equipo para la cuantificacion del DNA

— Calentador de bloques para tubos de ensayo 8887000 series.

— Vortex (Thermo Scientific™ LP y USA Scientific).

— Microcentrifuga (mySPINTM 12 Mini centrifuge — Thermo Fisher).
— Cuantificador del ADN (Qubit™ Fluorometro - Thermo Fisher).

5.3.4. SECUENCIACION DE DNA
a. Materiales y reactivos para la secuenciacion de DNA

— Mandil descartable.

— Guantes de nitrilo.

— Temporizador (Fisherbrand™).

— Puntas descartables de 2, 10, 20, 100, 200, 1000 microlitros.
— Tubos de 2y 1.5 ml (Eppendort).

— Lapicero indeleble.

— Barbijo.

— Lentes.

— Gradillas de plastico
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b. Reactivos de la secuenciacion.

— lon AmpliSegq™ Library Kit 2.0 - DNA Library Preparation with 1- or 2-Pool Panels
Using Qubit™ Fluorometer or Agilent™ 2100 - Bioanalyzer™ Quantification - Catalog
Numbers 4475345, 4480441, 4480442, 4479790, A31133, A31136, A29751 - Pub.
No. MAN0006943 Rev. C.0.

— lon 520™ & lon 530™ Kit — OT2 - Catalog Number A27751 - Pub. No. MAN0010849
Rev. D.0.

c. Equipos para la secuenciacion de DNA

— Centrifuga (Thermo Fisher de placa).

— Congeladora (Thermo Fisher TSX).

— Refrigeradora (Thermo Fisher TSX).

— Camara de flujo laminar (Biobase Modelo BBS-H1100).

— Vortex (USA Scientific).

— Agitador (Votex LP Thermo Fisher).

— Microcentrifuga (mySPINTM 12 Mini centrifuge — Thermo Fisher).

— Microcentrifuga de chip (lon Chip Minifuge — Thermo Fisher)

— Micropipetas (Thermo Scientific™ Kits Finnpipette™ F2 GLP).

— Termociclador (Thermo Fisher Applied Biosystems).

— Calefactores (OFR11AO 2500W).

— Preparacién de librerias y amplicones (lon Toch 2 Thermo Scientific™, lon Toch
E1 Thermo Scientific™)

— Secuenciador (ION S5TM2 Thermo Scientific™)
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5.4 METODOLOGIA.

5.4.1. FLUJOGRAMA DEL PROYECTO DE INVESTIGACION.

l COLECCION DE MUESTRAS ]‘ Rotulado y almacenamiento a -20°C
\
l N\
ki ial ificacio ADN
EXTRACCION DE ADN it cgmgrma de puri |cz.aC|o.n. de
genomico Thermo Scientific Gene.
‘ & \
CUANTIFICACION DE ADN A
Equipo Qubit™ Fluorometro, para obtener la
PURIFICADO cantidad de ADN
\
1 )
OH - \
PREPARACION DE PANEL DE PRIMERS Se utilizé la pIatafo.rma lon torrent S5
L Ampliseq,
Nyn N
N\
AMPLIFICACION Y PREPARACION DE Termociclador (fragmentacion, amplificacion
LIBRERIAS y ligacion de amplicones)
) & N
z e \
CUANTIFICACION DE LIBRERIAS P Uso del equipo Qubit™ fluorometro
N\ — \
. N
PREPARACION Y PURIFICACION DE lon One Touch 2TM lon One
BIBLIOTECA (lonSphere™ Particles) Touch ES
) 3 N
N\
SECUENCIAMIENTO DE MUESTRAS ION S5™ Se utilizo el Kit comercial para la
extraccion y secuenciacion
) 3 A
] N\
ANALISIS BIOINFORMATICO Interpretacion de resultados
\

Fuente: elaboracion propia




5.5. EXTRACCION DE ADN.

Se retird las muestras almacenadas para el procesamiento a temperatura ambiente de 22 °C,
luego registrar individualmente. Se utilizé 200 pL de sangre de cada muestra, agregandose a la

muestra 20 pL proteinasa K para homogenizar (vortex).

Se agrego 400 pL de solucién de lisis se homogeniza, para luego incubar a 56°C por 10 minutos
luego se transfirio a la columna de centrifugados por un min a 6,000 x g (8,000 rpm), se desechd

el tubo de recoleccion para colocar la columna en un nuevo tubo de recoleccién de 2mL.

Se agregd6 500 uL wash buffer WB | (con etanol) se centrifugd por un min a 8,000x g (10,000rpm)
nuevamente se desechd el contenido y se colocé otra columna en el tubo recolector,
seguidamente se agregaron 500 uL de wash buffer Il (con etanol) durante 3 min a velocidad
maxima 20,000 x g (14,000rpm).

Se agreg6 200 pyL de tampdn de elucion se incubd por 2 minutos a temperatura ambiente se
centrifugo por un minuto a 8,000 x g (10.000rpm). Se empled el protocolo de Kit de purificaciéon
de ADN genomico Gene JET Scientific Thermo # KO721K0722 # Pub. N° MANO0012663 (Thermo
Fisher Scientific Inc., WA, USA). La cuantificacion de ADN se determiné mediante el protocolo
Qubit® 2.0 Fluorometro, usando QubitTM dsDNA HS Assay Kit (InvitrogeTM, Thermo Fisher
Scientific Inc., WA, USA).

Figura 5. Extracciéon de ADN.

Fuente: proceso de extraccion de ADN(a), muestras ya procesadas(b).
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Figura 6. Cuantificacion de ADN, usando el equipo Qubit™ Fluoréometro.

5.6. PREPARACION, AMPLIFICACION Y DISENO DE PRIMERS O INICIADOR POR PCR.

Se utilizé la plataforma ION torrent S5 Ampliseq para la preparacion de paneles de primers, a la
vez con la plantilla del genoma completo de la alpaca, en Genbank online. Se empleé para la
amplificacion de las regiones codificantes disefiados con la plataforma lon Amplisep 6.0.1, lon

Torrent S5 New Generation (Lite Technologies, www.amplisep.com). Con la concentracion de

100 nm cada uno (Lite Tecnologies, Carlsbad, CA, EE. UU.). La cual fue desarrollado por la

empresa thermo fisher.
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Tabla 2. Primers del gen ASIP en el genoma de la alpaca.

ID de Primers Forward Primers Reverd Inicio del Final del Tamafio
amplicones 5ad 3a¥b Amplicon amplicon (Pb)
2093986 AGCTCAAGGC TCCGCTGGTC 10007454 10007818 364
CTGGAAAGTT TATGTCTCAA
TT GAT
2093987 GCAAGCTACA TTCCCAGGCA 10005091 10005390 299
CCTGCTAGAG GAGATGAGAG
AT AGAGT
2093985 CACAGCAATG GTAGGGTCCA 10008854 10009228 374
GATCCTGGTA GCCCAAAGAA
TCA ACAC
2093988 CCTTTTTCTGC GCCAGTTAGG 10005314 10005542 228
GAGGAAACAC TTTGATGAGG
TG ATAGAG
Total 1125

5.7. PREPARACION DE LIBRERIAS Y SECUENCIACION.

Para seguir los procedimientos de las tres etapas utilizamos el protocolo comercial, en plataforma
™ ™ ™
de secuenciacion masiva ION S5™ (lon AmpliSeq  Library Kit2.0y lon 520  &lon 530

™
Kit— OT2). Protocolo lon AmpliSeq Library Kit2.0.

5.8. PREPARACION Y REACCIONES DE AMPLIFICACION DE ADN.

Se utilizé un panel de ADN con 2 grupos de cebadores, para ello se dara inicio en la siguiente
tabla, protocolos que se sigue en cada equipo que integran la secuenciacién masiva de nueva

generacion ION S5 (Thermo Fisher) para la obtencion de resultados.
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Tabla 3. Inicio para la amplificacion de ADN (reactivos).

Panel de primers

Procedimiento Volumen
5X lon AmpliSeq™ HiFi Mix (tapa roja) 4 uL
2X lon AmpliSeq " Grupo de inicidores 10 uL
DNA (1-100 ng) <6 pL
Agua libre de nucleasas Hasta 20 uL

Tabla 4. Amplificaciéon del ADN: segundo grupo de cebadores (reactivos).

Componente Volumen
2X 2-Panel de primers
5X lon AmpliSeq " HiFi Mix (tapa roja) SuL
Preparaciéon de DNA (2—100 ng), o directa DNA <7.5uL
Agua libre de nucleasas to 12.5 pL
5X2- Panel de primers
5X lon AmpliSeq " HiFi Mix (tapa roja) 4.5 uL
Preparacién de DNA (2—100 ng) <13.5 uL
Agua libre de nucleasas Hasta 18 pL
Tabla 5. Proceso de amplificacion de regiones en el termociclador.
Periodo Etapa Temperatura Tiempo
Activacion de enzimas 99°C 2 minutos
Primero, Desnaturalizacién 99°C 15 segundos
segundo y
; Alineamiento, reconocimiento
tercer periodo . y 60°C 8 minutos
extension
mantenimiento 10°C Se puede guardar
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Tabla 6. Proceso de digestion y fragmentacion de amplicones.

Temperatura Tiempo
50°C 10 minutos
55°C 10minutos
60°C 20 minutos
10°C Almacenamiento hasta por una hora

Tabla 7. Ligacién de adaptadores a los amplicones con lon Code para generar librerias

(reactivos).

Orden Componentes Volumen

1 Solucién de cambio (tapa amarilla) 4 uL

Adaptadores de lonCode ™

2 Mezcla de adaptadores de cédigo de barras (cédigo de barra 2 il
para las bibliotecas- diluido lon Xpress) adaptadores lon

AmpliSeq ™ (tapon verde, para las bibliotecas no Codigo de

barras)

3 DNA Ligasa (tapa azul) 2 uL

- Volumen total 30 yuL

Tabla 8. Ligacion de adaptadores, lon Code y amplicones en termociclador.

Temperatura Tiempo
22°C 30 minutos
68°C 5 minutos
72°C 5 minutos
10°C Mantenimiento hasta por 24 horas
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Durante el proceso de preparacion de librerias, se realizd la primera purificacién y lavado de
librerias por medio de unas series de reacciones como muestra el protocolo en las tablas

anteriores (protocolo preestablecido por la empresa Thermo Fisher):

Se centrifugd la placa para recoger el contenido en el fondo de los pocillos.
2. Se retird con delicadeza el sello de la placa y se afiadié 45 uL (of Agencourt™ AMPure™
XP Reagent) a cada biblioteca. Se mezcl6 la suspension de perlas con el ADN a fondo.
3. Seincubo por 5 minutos a temperatura ambiente y luego se coloco la placa en un bastidor
magnético como el DynaMag™ Side Magnet, nuevamente se incubo por 2 minutos hasta
que la solucién se aclare. Cuidadosamente se retiré el sobrenadante sin alterar el pellet.
4. Se afiadio etanol al 70% y luego se mueve la placa de iman para lavar las perlas. Y se
retiré cuidadosamente el sobrenadante sin alterar el pellet (Figura 7).
Se repitid el paso numero 4 para un segundo lavado.
Se asegurd que no quede restos de etanol al retirar de los tubos, secar al aire por 5

minutos

Prosiguiendo con el protocolo se realiza la cuantificacion de biblioteca amplificada utilizando el
qubit-fluorometro, después de cuantificar, se determiné el factor de dilucién que da lugar a una
concentracién de 100Pm, que es adecuado para la preparacién de la plantilla utilizando un kit de

plantilla lon.

Figura 7. Purificacién de librerias usando perlas imantadas.

Para la amplificacion de bibliotecas se retir6 la biblioteca purificada del iman de placa, para luego
anadir 50 pL de (platinum TM PCR super Mix Hifi) y 2 yL de (Library amplification primer Mix) a

cada sedimento de perla. Para luego sellar realizar vortice y centrifugado. Nuevamente a la placa
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de iman por 2 minutos, se transfirio 50 uL de sobrenadantes a un nuevo tubo sin tocar el pellet
seguidamente llevamos al termociclador. En este periodo hay posibilidad de realizar un punto de

parada para almacenar las muestras a -20°C.

Tabla 9. Proceso de amplificacion de biblioteca en el termociclador.

Periodo Temperatura Tiempo
Mantenimiento 98°c 2 minutos
98°c 15 segundos
5 ciclos
64°c 1minutos
Mantenimiento 10°c Mantenimiento

En el proceso de purificacion de bibliotecas en la primera fase se agregd a cada muestra 25 L
reactivo (Agencourt™ AMPure™ XP) mezcla bien, para luego incubar por 5 minutos y colocar al
iman (DynaMag) por 5 minutos hasta que se despeje la muestras, trasferimos el sobrenadante a
otros nuevos tubos sin alterar los pellets (el sobrenadante contiene amplicones deseados).

La segunda fase de lavado y purificacion se utiliz6 el sobrenadante y se afadid 60 pL
(Agencourt™ AMPure™ XP) incubamos por 5 minutos para luego colocar al iman por 3 minutos
hasta que se despeje la solucidon desechamos el sobrenadante si alterar los pellets.

Se afiadieron 150 yL de etanol al 70% a cada pocillo, luego se mueve la placa de lado a lado, se
retiré el sobrenadante y repetimos un segundo lavado con etanol eliminando por completo las
gotas de etanol dejamos que secar de 2-5 minutos. Siguiendo con el protocolo se agregd 50 L
de (low TE) para dispersar las perlas imantadas realizamos vértice se incubd por 2 minutos y
nuevamente en el Dinamax y trasladando el sobrenadante a nuevos tubos maximo recoberi de

1.5 ml, se analiz6 el sobrenadante con Qubit TM Fluorometro.
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Figura 8. Obtencién de libreria purificado.

Se utilizo el equipo OneTouch-2 donde se insert6 la placa de amplificacion lonTouch TM cerramos
el bloque de calor, luego se colocé el inyector desechable, botella de aceite (450ml), solucién de
recuperacion y proseguimos a vaciar el contenedor de residuos para luego volver a colocar al
equipo.

Para la preparacion se llegd a diluir de 6-8 uL de biblioteca con agua libre de nucleasa, se

homogeniza y centrifuga y se agrego los siguientes componentes que indica (tab 10).

Tabla 10. Reactivos para la preparacion de librerias con fragmento de ADN (reactivo).

Orden Reactivo Color Volumen
1 Agua libre de nucleasas — 80 pL
2 lon S5™ mezcla de ezimas Marron 120 uL
3 Particulas de esferas ionicas (lon Sphere ™ Pat) Negro 100 uL
4 Biblioteca diluida — 100 pL
— Total volumen (mezcla de reactivos) — 2400 pL

Como resultado se obtuvo amplificacién masiva por medio del equipo lon One Touch 2™ con
ayuda de microesferas (lon Sphere™ Particles) donde creamos millones de reacciones idénticas

por medio del PCR de emulsion.
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Figura 9. Amplificacion por medio de emulsion en el quipo lon One Touch 2TM.

Luego se prosiguio con la purificacién de la hebra de ADN duplicada usando el equipo lon One

Touch ES utilizando soluciones para los lavados de perlas enriquecidas.

Tabla 11. Enriquecimiento de particulas de iones de esferas (ISPs) reactivos.

Numero de pocillo

Cantidad de reactive

1

Muestra de ISP (100 pL; preparada en el paso 1 de este
procedimiento)

130 pL de ( DynabeadswI MyOneTM Streptavidin), las perlas
se volvieron a suspender en MyOne- perlas de captura
(preparado en el lavado y resuspencion las Dynabeads)

300 uL de lon OneTouch ™ES solucién de lavado

300 pL de lon OneTouch ™ES solucién de lavado

300 pL de lon OneTouch ™ES solucién de lavado

Vacio

300 pL de solucién Melt-Off recién preparada (preparacion
de la solucion de fusion)

[ee] ~ | O A~ | W

Vacio

Siguiendo con la secuenciacion de primer a perlas enriquecidas se centrifugo y retiramos

cuidadosamente el sobrenadante sin alterar el sedimento, se agrega reactivos como (lones S5-
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cebador de secuencia y lon S5- tampdn de hibridacion). Luego se programo en el termociclador,

después del ciclo se afadi6 lon S5-polimerasa.

Figura 10. Programacion del termociclador térmico.

5.9. SECUENCIACION.

Para la secuenciacion se cargd el producto final con la solucion Sphere™ Particles y ADN
Polimerasa al chip modelo 520 con micropocillos, sitio donde se produce la secuenciacién masiva,

se transfiere el chip al secuenciador hasta la ejecucién completa.

Figura 11. Microchip lon 520 de secuenciacion.

33



Figura 12. Ejecucion y carga de micro chip 520 en el secuenciador.

5.10. ANALISIS DE VARIANTES.

Para realizar el analisis, primero se ejecuto el llamador de variantes de lon Torrent (TSVC) con
las primeras 168 muestras, esas variantes se combinaron utilizando el kit de herramientas de
analisis del genoma (GATK) y el archivo VCF resultante tenia 17 variantes. A continuacioén, se
volvié a ejecutar la llamada de variantes con las 49 muestras restantes utilizando la lista de
variantes generada en la primera pasada como puntos calientes para las variantes. Este
procedimiento permite detectar no solo las variantes sino también los puntos con el alelo de
referencia. La matriz final con todas las muestras tiene 12 variantes. Las secuencias se alinearon

utilizando el software Bosque 2.0.2 (Ramiréz-Flandes & Ulloa, 2008).

5.11. ANALISIS ESTADISTICO.

Se analizé utilizando el software Variant Caller de lon Torrent (TSVC), analizandose variantes
que nos proporciona resultados para cada animal con caracteristicas fenotipicas propias y
permitié encontrar polimorfismos en cada muestra evaluada. Los archivos se procesaron con el
software plink v 1.90b4. Se analizaron las variantes con p-valor ajustado por el método de Holm’s

y el software Scan Prosite para el analisis de codificacion del gen ASIP en alpacas.
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El andlisis de la secuencia aminoacidica mediante el programa Scan Prosite

(http://www.expasy.ch/tools/scanprosite) reveld la existencia de un perfil de dominio AGUTI

(Figura 13) que presenta 40 residuos de longitud, hay diez residuos de cisteina en el dominio C-
terminal que forman una red de cinco enlaces disulfuro. El dominio C-terminal aguti contiene una
hoja B antiparalela de tres cadenas, donde las dos ultimas cadenas forman una horquilla. La
region de giro de la horquilla presenta un triplete de residuos (Arg-Phe-Phe) que se sabe que son

esenciales para la union del receptor de melanocortina (McNullty et al., 2005)

Figura 13. Secuencia aminoacidica del gen ASIP de alpaca, observandose el perfil de

dominio AGUTI (zona oscura).

MDVSRLLLATLLVCLCFLTACSHLAPDEKPRDEGSLRSNSSKNLLDFPSVSIVALNKKSKKISRK

NS GGERN QGG LG S SRR CVATCDSCKPPAPACCDPCAFCQCRFFRSVCSCRY]

LSPTC

5.12. CARACTERIZACION DE LA SECUENCIACION.

Para determinar frecuencias observadas y esperadas, asi como valor de Chi- cuadrado utilizado
como prueba de bondad de ajuste y p- valor se utilizé el programa estadistico R Studio lo

podemos observar en (Anexo 5).

5.13. DIVERSIDAD GENETICA.
La determinacion de diversidad haplotipica (Hd) y diversidad nucleotidica (1) (Nei, 1987) fueron

determinados usando el programa DNAsp (Rozas et al, 2003). Los sitios de informacién
parsimoniosa y sitios conservados de las secuencias fueron obtenidos a través del programa
MEGA (Tamura et al., 2007).

Al analizar las muestras obtenidas se encontré una diversidad haplotipica de 0.592946, una
diversidad nucleotidica 1 de 0.005484.

La diversidad nucleotidica encontrada en el gen ASIP fue elevada (1= 0.005484) comparando
con la llama (1= 0.00191) (Daverio, 2014) y perro (11=0.00057) (Wang et al., 2013) indicado por

el mayor numero de polimorfismos encontrados en las alpacas.
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5.14. FRECUENCIAS ALELICAS Y GENOTIPICAS.

Se determinaron las frecuencias alélicas, esto se determina contando cuantas veces aparece un
alelo en la poblacion y dividiendo esta cifra entre el niumero total de copias y genotipicas para
cada uno de los polimorfismos encontrados en el presente estudio, dichas frecuencias se detallan

en la tabla 12.
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Tabla 12. Frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos encontrados en el gen

ASIP en alpacas.

Alelo  Alelo Frecuencia Frecuencia Frecuencia
Polimorfismo  Color 1 2 homocigota heterocigota homocigota FAM
p? 2pq q?
Blanco 091 0.09 0.8281 0.1638 0.0081 0.09
A102G Negro 0.64 0.36 0.4096 0.4608 0.1296 0.36
Café 0.72 0.28 0.5184 0.1296 0.0784 0.28
Blanco 0.92 0.08 0.8473 0.1464 0.0063 0.08
+G1197A Negro 0.63 0.37 0.3928 0.4679 0.1393 0.37
Café 0.67 0.33 0.4530 0.4401 0.1069 0.33
Blanco 0.07 0.93 0.0046 0.1271 0.8682 0.07
+T34C Negro 0.32 0.68 0.1024 0.4352 0.4624 0.32
Café 0.56 044 0.3123 0.4931 0.1946 0.44
Blanco 0.90 0.10 0.8059 0.1836 0.0105 0.10
+A56C Negro 0.53 0.47 0.2857 0.4976 0.2167 0.47
Café 0.6 0.4 0.36 0.48 0.16 0.4
Blanco 0.02 0.98 0.0003 0.0343 0.9654 0.02
+T2097C Negro 0 1 0 0 1 0
Café 0 1 0 0 1 0
Blanco 0.09 0.91 0.0073 0.1559 0.8368 0.09
+A2105G Negro 0.57 0.43 0.3195 0.4915 0.1890 0.43
Café 0.22 0.78 0.0486 0.3439 0.6075 0.22
Blanco 0.11  0.89 0.0111 0.1884 0.8005 0.11
A291C Negro 0.55 0.45 0.2975 0.4959 0.2066 0.45
Café 0.37 0.63 0.1386 0.4674 0.3940 0.37
Blanco 0.10 0.90 0.0109 0.1866 0.0825 0.10
T292C Negro 040 0.60 0.1634 0.4817 0.3549 0.40
Café 0.24 0.76 0.0567 0.3628 0.5805 0.24
324Del Blanco 0.65 0.35 0.4195 0.4564 0.1214 0.35
305 381 Negro 0.53 047 0.2778 0.4985 0.2237 0.47
- Café 0.43 0.57 0.1827 0.4895 0.3278 0.43
Blanco 0.10 0.90 0.0095 0.1755 0.8150 0.10
+T10C Negro 0.55 0.45 0.2991 0.4956 0.2053 0.45
Café 0.34 0.66 0.1159 0.4491 0.4350 0.34
Blanco 0.03 0.97 0.0009 0.0571 0.9420 0.03
+37InsA Negro 0 1 0 0 1 0
Café 0 1 0 0 1 0
Blanco 0.86 0.14 0.7361 0.2437 0.0202 0.14
+A38G Negro 0.58 042 0.3421 0.4856 0.1723 0.42
Café 0.70 0.30 0.4868 0.4218 0.0914 0.30

Fuente: FAM: Frecuencia del alelo menor.
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5.15. ANALISIS FILOGENETICO.
La red de haplotipos o network para las secuencias obtenidas fue realizada con el programa

Network join10.2.0 (Bandelt et al., 1999) empleando el algoritmo median joining para encontrar
relaciones filogenéticas entre las secuencias. Esto permite poder visualizar de forma grafica

haplotipos en las poblaciones analizadas y patrones demograficos.

5.16. DETERMINACION DE HAPLOTIPOS Y ESTUDIO DEL GEN EN LOS TRES
FENOTIPOS DE COLOR.

Analizando los polimorfismos presentes en la regién codificante se encontraron 10 haplotipos,
teniendo frecuencias distintas y a las cuales se denominé haplotipo 1 al 10. La definicion de cada
uno de ellos se reporta en la tabla 13. A su vez se identificaron dos haplogrupos bien marcados
haciendo el analisis filogenético de las alpacas analizadas (Figura 14), siendo 5 haplotipos de

baja frecuencia.

Figura 14. Red de haplotipos utilizando el programa Network v.10.2.0.0.

Fuente: Las frecuencias de cada haplotipo se correlacionan con el tamafo de los circulos y la

diferencia de colores indica el color de las alpacas que se analizo.
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Tabla 13. Definicion de haplotipos.

Posicion de las variantes

Nombre
102 291 292 Delecién
Haplotipo 1 (75) G C C No
Haplotipo 2 (67) G A T No
Haplotipo 3 (29) G C T No
Haplotipo 4 (21) G A C No
Haplotipo 5 (10) A A C Si
Haplotipo 6 (3) G A C Si
Haplotipo 7 (1) N C T Si
Haplotipo 8 (1) G C C Si
Haplotipo 9 (1) A A C No
Haplotipo 10 (1) G A N No

Fuente: (): Numero de animales por grupo.

El haplotipo 1 y 2 representaron el 35.89% y el 32.06% del total de haplotipos agrupado, los
haplotipos 5, 6, 7 y 8 fueron aquellos donde se encontraba la delecién de 57 pares de bases,
siendo el mas frecuente dentro de este grupo el haplotipo 5 y los menores los haplotipos 6 y 7

con frecuencias muy bajas (0.48%)

5.17. PRUEBAS DE MODELO NEUTRO

La teoria de mutacion neutral propuesta por (Kimura, 1968) sefiala que la mayoria de los cambios
son fijados por deriva genética y son adaptativamente neutros, es decir, que no van a ser
afectados por la seleccion natural (Ramires-Olaya, 2016). Para determinar la hipotesis de

mutacion neutra se utilizan métodos como el test de Tajima (Tajima, 1989) y Fs de Fu (Fu, 1997).

5.18. TEST DE TAJIMA

Descrito por Tajima en 1989, permite comparar de forma estimada el numero de sitios
segregantes, el cual se ve afectado por el tamafio de la muestra como por los alelos de menor
frecuencia, y el de promedio del numero de diferencias a pares, que es afectado en mayor medida
por los alelos mas frecuentes y es independiente por el tamafio muestral (Chirinos, 2012). Un

valor de D'Tajima > 0 sugiere un reciente cuello de botella poblacional o alguna forma de
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seleccion balanceada, mientras que un valor de D'Tajima < 0 sugiere expansion poblacional o

seleccion purificante (Chirinos, 2012).

Asi mismo, se obtuvo un valor de Tajima (usando la prueba que lleva este nombre) con un valor
negativo de -0.170722, lo cual indicaria una expansién poblacional o seleccion purificante de los

animales analizados.

5.19. TESTFS DE FU

Yun- Xin Fu (1997) propone un modelo estadistico basado en el modelo de sitios infinitos de
mutacion. Un valor negativo de Fs indicaria un exceso en el nimero de alelos, lo cual se daria en
una reciente expansién poblacional. En caso de un valor positivo indicaria un déficit de alelos
ocasionado por una seleccion de sobredominancia o un cuello de botella sufrido en la poblacién.
El uso de este test permite ser mas sensitivo que el test de Tajima en caso de recientes
expansiones poblacionales. El programa DnaSP (Rozas et al., 2003) fue utilizado para determinar
ambos tests. Corroborado por un test mas sensitivo (Test Fs de Fu) el cual da un valor de -

0.241335, usando para ello el programa DnaSP 6.0.

En el caso del test de Tajima y de Fs de Fu muestran valores negativos ( -0.170722 y -0.241335
respetivamente) lo cual indicaria una expansion poblacional o seleccion purificante a favor de

colores definidos.

5.20. EFECTO DE LA DELECION.
Para determinar como la delecion de 57 pares de bases afecta la estructura de la proteina se
utilizé el programa Swiss model (Waterhouse et al., 2018) para la creacion de la modelacién de

la proteina a partir de la informacién de secuencias publicadas en la red y el programa UCSF

Chimera (Pettersen et al. 2004) para determinar una mejor visualizacién de la proteina.

40



Figura 15. Estructura proteica del gen ASIP.

Fuente: A proteina completa con 133 aminoacidos. B: proteina con delecion de 19 aminoacidos

que claramente afecta.
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VI. RESULTADOS

6.1. AMPLIFICACION Y SECUENCIACION DE LA REGION CODIFICANTE Y REGIONES
INTRONICAS PARCIALES DEL GEN ASIP EN ALPACAS.

Un total de 1125 pares de bases (pb) que corresponden al 100% de la regién codificante, asi
como regiones parciales intronicas y regién 3’'UTR fueron amplificados, las cuales abarcan el
exén 2 con 160 pb y de donde se origina la regidn codificante del gen ASIP, el exdn 3 con 65
pb, el exén 4 con 177 pb, 31 pb del intrén 1, 220 pb del intrén 2, 326 pb del intrén 3 y 82 pb
de la region 3'UTR, utilizando cuatro pares de cebadores o primers que se detallaron la Tabla
2 y que pueden visualizarse graficamente en el anexo 6 para tener una mejor idea de los
fragmentos amplificados y la regién que abarcan. El gen fue secuenciado en un total de 217

alpacas, este gen se encuentra en el cromosoma 19 segun referencia VicPac3

6.2. BUSQUEDA DE POLIMORFISMOS EN LA REGION CODIFICANTE DEL GEN ASIP.

Al realizar el alineamiento de las secuencias obtenidas del gen ASIP en alpacas se hallaron
doce polimorfismos SNP (Tabla 14), donde tres se encontraron en la region codificante y sélo
uno de ellos fue de tipo no sinbnimo, cinco se encontraron a nivel de regiones intronicas y dos
de ellos en la region 3’UTR. Asi mismo se encontraron dos InDels (Inserciones - deleciones),
una de ellas es una delecién de 57 pares de bases en la region codificante y la otra es una

insercion de un nucledtido en la region 3’'UTR (Tabla 14).

Tabla 14. Polimorfismos identificados en el gen ASIP.

Polimorfismo Localizacion Cambio aminoacidico Dominio
proteico
c. 102A>G Exon 2 Sinénimo
c. +1197G>A Intron 2 NA -
c. +34T>C Intron 3 NA -
c.+56A>C Intron 3 NA -
c.+2097T>C Intron 3 NA -
c.+2105A>G Intron 3 NA -
c.291A>C Exoén 4 Sinénimo Aguti
€.292T>C Exoén 4 p. Arg98Cist Aguti
c.324Del325 381 Exo6n 4 p.109DelCDPCAFCQCHFFRSVCSCRV Aguti
c.+10T>C 3'UTR NA -
c.+37InsA 3'UTR NA -
c.+38A>G JUTR NA -

Fuente: c. Regién codificante, UTR. Region no traducida, NA. No presenta cambio.



Figura 16. Organizacion estructural del gen ASIP en alpacas blancas y de color.

Fuente: La delecidon del Exdon 4 esta sombreada en color verde.

6.3. ANALISIS DE ASOCIACION ENTRE LOS POLIMORFISMOS PRESENTES EN EL
GEN ASIP Y FENOTIPOS DE COLOR.

De los 12 polimorfismos presentes en el gen ASIP, ocho de estos resultaron significativos con
el color de pelaje, siendo dos de ellos sinénimos (c.102A>G y ¢.291A>C), uno de ellos no
sinébnimo (c. 