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RESUMEN

Estudios funcionales realizados en células de melanocitos humanos y de raton revelaron que el gen
IRF4 esta directamente involucrado en la regulacion de la expresion de melanina, lo que sugiere
una funcioén clara en la pigmentacion de melanocitos. El gen IRF4 no se ha analizado hasta ahora
en las poblaciones de camélidos sudamericanos para evaluar si algunos de estos sitios de variacion
a lo largo del gen IRF4 pueden estar asociados con la pigmentacion de la fibra. Los objetivos del
estudio fueron evaluar las regiones codificadoras y no codificadoras e identificar variaciones
asociadas con el fenotipo de color de pelaje en 210 muestras, 83 alpacas color blanco, 17 alpacas
color negro y 53 alpacas color marron mediante la secuenciacion de ADN. Se secuencio el gen
IRF4, encontrandose 220 variantes, de las cuales se identificd 106 variaciones, 28 SNPs en la
region exonica 'y 78 SNPs en la region intronica. Se realizé un andlisis de asociacion de alpacas de
color de fibra blanca y de color, encontrandose 2 SNPs intronicos fuertemente asociados con el
color de capa en el intron 6, en las ubicaciones ¢.17381093 con cambio en A>T con un valor P<.
0.000003685 y ¢.17381207 con cambio en T>C con un valor P<. 0.00002506. Concluimos que el

gen IRF4 esta relacionado con el fenotipo de color de manto en alpacas.

Palabras claves: Color de manto en alpacas, polimorfismo de nucleo6tido simple, region exonica,

region intronica, inserciones, deleciones, variantes genéticas



INTRODUCCION

La crianza de alpacas, tiene una gran importancia para el desarrollo de la poblacion alto
andina en nuestro pais, por su adaptacion a condiciones medioambientales dificiles y a la
proporcion de recursos valiosos como fibra, carne y trasporte (Vidal, 1996). El gen del factor
regulador de interferén 4 (IRF4), esta asociado principalmente con el desarrollo y la respuesta
inmune y expresada exclusivamente en células del sistema inmune y cepas melanociticas en
humanos (Vidal, 1996 y Laino et al., 2018). Aunque muchos estudios han asociado al gen IRF4
con diversas afecciones, como el melanoma y la leucemia linfocitica crdnica, estudios de
asociacion del genoma identificaron que un alelo introénico estad asociado con la variacion
fenotipica en la pigmentacion de piel y del cabello (Gathany et al., 2009; Laino et al., 2018 y
Jacobs et al., 2015). Los resultados en células melanociticas humanas y de raton revelaron que este
SNP estd directamente involucrado en la regulacion de la expresion del gen IRF4, lo que sugiere
una funcidn clara en la pigmentacion de melanocitos, a pesar de estos hallazgos, la diversidad de
las regiones reguladoras y de codificacion de IRF4 no se han analizado hasta ahora en camélidos
sudamericanos, (Praetorius et al., 2013 y Sturm, 2009). El uso de tecnologias de genotipado de
alto rendimiento, combinado con nuevos enfoques bioinformaticos, tiene un gran potencial para
identificar nuevos sitios de variacion relacionados con las caracteristicas de pigmentacion animal
(Liu et al., 2013). Esta especie nos ofrece la diversidad de colores en fibra que van desde el color
blanco hasta el color negro, constituyendo un recurso genético valioso para la conservacion y
formacioén de rebanos de alpacas de color (Bustinza y Apaza, 1990). El descubrimiento y analisis
de genes candidatos asociados al color del pelaje han llevado a una mejor comprension del
mecanismo de pigmentacion en los mamiferos (Almathen et al., 2018). Se han identificado mas de

150 genes asociados al color del pelaje en mamiferos con o sin interacciones epistatico (Cieslak et



al., 2011). Dentro de ellos, el gen IRF4 participa en la biosintesis de melanina (Praetorius et al.,
2013). Las variaciones en sus regiones reguladoras afectan la expresion y disponibilidad de este
factor de transcripcion, sin embargo, el conocimiento sobre la regulacion transcripcional en los
melanocitos y como estos procesos influyen en la pigmentacion sigue siendo limitado (Visser et
al., 2014). Es de gran relevancia no solo por la necesidad de la biologia molecular de la
pigmentacion de la piel, sino por la importancia que tiene estas variaciones en el gen IRF4, en el
contexto del uso que se le podria dar en la produccion de fibra, con el fin de establecer una
adecuada seleccion los caracteres productivos.

El objetivo de este estudio fue analizar las variantes genéticas asociadas con el color de

pelaje blanco marrén y negro con el gen IRF4 candidato



CAPITULO1
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
1.1. Desarrollo del problema

La fibra de la alpaca, conocida como ligera, calida y resistente, tiene un valor econdémico
considerable y se ha convertido en un buen modelo para estudiar los genes del color del pelo de
los animales (Gregor., 2006).

El gen del factor regulador de interferon 4 (IRF4), es miembro de la familia de factores
reguladores de interferon (IRF), un grupo de factores de transcripcion que se unen al ADN. El gen
IRF4 esta asociado principalmente con el desarrollo y la respuesta inmune, expresada en células
del sistema inmune y cepas melanociticas en humanos (Vidal., 1996 y Laino et al., 2018).

Aunque muchos estudios han asociado al gen IRF4 con diversas afecciones, como el
melanoma y la leucemia linfocitica crénica, estudios de asociacion del genoma identificaron que
un alelo intronico esta asociado con la variacion fenotipica en pigmentacion de piel y de cabello
(Sulem et al., 2007; Liu et al., 2010; Eriksson et al., 2010; Jacobs et al., 2015; Liu et al., 2015 y
Han et al., 2008).

En estudios de células melanociticas humanas y de ratén revelaron que este SNP esté
involucrado en la regulacion de la expresion de IRF4, lo que sugiere una funcién clara en la
pigmentacién de melanocitos (Praetorius et al., 2013 y Sturm. 2009).

El gen IRF4 no se ha analizado hasta ahora en las poblaciones de camélidos sudamericanos,
para evaluar si algunos de estos sitios de variacion a lo largo del gen puedan estar asociados con

la pigmentacion de la fibra.



1.1.1. Problema general
e Existiran variantes genéticas del gen IRF4 en alpacas asociadas a fenotipos de
color fibra?
1.1.2. Problemas especificos
e ;Existirdn variantes del gen IRF4 asociadas al color de fibra en alpacas mediante el
tipo de variante polimorfica?
e /Existiran variantes del gen IRF4 asociadas al color de fibra en alpacas mediante
nimero de variantes encontrados en intrones?
e Existiran variantes del gen IRF4 asociadas al color de fibra en alpacas mediante
numero de variantes encontrados en exones
e /Existiran variantes del gen IRF4 asociadas al color de fibra en alpacas mediante

analisis de asociacion de variantes con fenotipos de color?



1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivos generales
e Determinar las variaciones del gen IRF4 asociadas con fenotipos de color de fibra
en alpacas.
1.2.2. Obijetivos especificos
e Evaluar las variantes del gen IRF4 asociadas al color de fibra en alpacas mediante
el tipo de variante polimorfica.
e Describir las variantes del gen IRF4 asociadas al color de fibra en alpacas mediante
numero de variantes encontrados en exones.
e Identificar las variantes del gen IRF4 asociadas al color de fibra en alpacas
mediante nimero de variantes encontrados en intrones.
e Analizar las variantes del gen IRF4 asociadas al color de fibra en alpacas mediante

analisis de asociacion de variantes con fenotipos de color.



1.3. Hipotesis
1.3.1. Hipdtesis general
e Ho: No existen variantes del gen IRF4 asociadas con fenotipos de color de fibra en
alpacas.
e Ha: Existen variantes del gen IRF4 asociadas con fenotipos de color de fibra en
alpacas.
1.3.2. Hipdtesis especifica
e Existen variantes del gen IRF4 asociadas al color de fibra en alpacas mediante el
tipo de variante polimorfica.
e Existen variantes del gen IRF4 asociadas al color de fibra en alpacas mediante
nimero de variantes encontrados en exones.
e Existen variantes del gen IRF4 asociadas al color de fibra en alpacas mediante
numero de variantes encontrados en intrones.
e Existen variantes del gen IRF4 asociadas al color de fibra en alpacas mediante

analisis de asociacion de variantes con fenotipos de color.



1.4. Justificacion

El gen IRF4 participa en la biosintesis de melanina, dado que su producto es un factor de
transcripcion y en vista de la influencia que juegan los elementos reguladores en la pigmentacion
animal, es posible que esta molécula tenga funciones aun no establecidas en la biologia de los
melanocitos (Praetorius et al., 2013 y Sturm, 2009).

Las variaciones en sus regiones reguladoras afectan la expresion y disponibilidad de este
factor de transcripcion (por ejemplo, influir en la interaccion de MITF u otros factores de
transcripcion con la region reguladora del gen IRF4) y la regulacion de la expresion del gen diana
se veria alterada (Praetorius et al., 2013; Song et al., 2018 y Chhabra et al., 2018). Sin embargo, el
conocimiento sobre la regulacion transcripcional en los melanocitos y como estos procesos
influyen en la pigmentacion sigue siendo limitado (Visser et al., 2014).

El uso de tecnologias de genotipado de alto rendimiento, combinado con nuevos enfoques
bioinformaticos, tiene un gran potencial para identificar nuevos sitios de variacion relacionados
con las caracteristicas de pigmentacion animal (Alvarado et al., 2020), que pueden contribuir por
ejemplo, a predecir caracteristicas fenotipicas, utiles en la mejora genética en camélidos
sudamericanos, es de gran importancia saber la biologia molecular de la pigmentacion de la piel
de los camélidos sudamericanos, para poder saber el poder discriminante entre cada uno de los
tipos de fibra de color que poseen (Gregor., 2006).

Es de gran relevancia no solo por la necesidad de la biologia molecular de la pigmentacién
de la piel, sino por la importancia que tienen estas variaciones genéticas del gen IRF4, en el
contexto del uso que se le podria dar en la produccion de fibra, con el fin de establecer una

adecuada seleccion los caracteres productivos.



CAPITULO Il
MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes de la investigacion

Adhikari et al. (2016) reportaron una exploracion de asociacion del genoma completo en
mas de 6 000 latinoamericanos para detectar caracteristicas del cabello del cuero cabelludo (forma,
color, canas, calvicie) y vello facial (grosor de la barba, cejas, cejas). Adhikari et al, econtraron
que el encanecimiento del cabello muestra una asociacion significativa en todo el genoma con el
SNP rs12203592 en el intron 4 del gen del factor regulador del interferén 4, este SNP también
muestra asociacion con el color del cabello en su estudio.

Eriksson et al. (2010) realiz6é un examen de 22 rasgos comunes diferentes en casi 10 000
participantes, ello reveld asociaciones entre varios polimorfismos de un solo nucleétido,
verificandose asociaciones de una gran cantidad de genes previamente identificados, con
variaciones en el color del cabello, el color de los ojos y las pecas. Encontraron, ademas, una
asociacion significativa del intron 6 rs12203592, del gen IRF4 con el color del cabello, el color de
los ojos y la respuesta de bronceado a la luz solar.

Gathany et al. (2009) realizarom un estudio en 990 casos de linfoma no Hodgkin y 828
controles de un estudio multicéntrico de EE.UU, utilizando medidas de exposiciéon y sensibilidad
al sol, mediante entrevistas personales asistidas por computadora. Evaluaron los efectos de las
exposiciones al sol en relacion con los genotipos IRF4, encontrando asociaciones significativas
entre IRF4, rs12211228 y NHL y entre el color de cabello y ojos y linfoma no Hodgkin. El
polimorfismo IRF4 rs12203592 (genotipo CT / TT) se asocid estadisticamente significativamente
con el color de los ojos y particularmente con el color del cabello (odds ratio, Rubio Claro = 0.24,

intervalo de confianza 95% = 0.11- 0.50, Chi cuadrado total p = 0.0002). Los datos respaldan que
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los polimorfismos genéticos en el gen regulador de la inmunidad IRF4 estan relacionados tanto
con el riesgo de linfoma no Hodgkin como con el color del cabello y otras medidas fenotipicas de
sensibilidad y exposicion al sol.

Han et al. (2008) llevaron a cabo un estudio de asociacion en todo el genoma en varias
etapas del color natural del cabello en mas de 10 000 hombres y mujeres de ascendencia europea
de los Estados Unidos y Australia. Un andlisis inicial de 528 173 polimorfismos de un solo
nucleotido (SNP) genotipados en 2 287 mujeres identificé IRF4 y SLC24A4 como loci altamente
asociados con el color del cabello, junto con otras tres regiones que abarcan genes de pigmentacion
conocidos. El gen IRF4, el SNP rs12203592, se asocio con el color de la piel, el color de los ojos
y la respuesta del bronceado de la piel a la luz solar (p<0.01).

Jacobs et al. (2013) Cuantificaron digitalmente el color de la piel en dimensiones de tono
y saturacion para 5 860 europeos holandeses sobre la base de fotografias de piel de alta resolucion.
Prob¢ una lista extensa de 14 185 polimorfismos de un solo nucledtido en 281 genes candidatos

potencialmente involucrados en la pigmentacion de la piel humana para su asociacidon con
fenotipos cuantitativos del color de la piel. Se reveld una asociacion confirmatoria para varios
genes conocidos del color de la piel, incluidos HERC2, MCI1R, IRF4, TYR, OCA2 y ASIP.
Encontraron que el gen IRF4 altamente significativo (rs12203592, b=0.010, SE =0.002, p<0.01

Jacobs et al., (2015) Identificaron una asociacion significativa en todo el genoma con
manchas pigmentadas en tres loci genéticos: IRF4 (rs12203592, p<0.01), MCIR (puntaje de
heterocigosidad compuesta, p<0.01, y RALY / ASIP (rs6059655, p<0.01). Las sefiales de
asociacion observadas en los cuatro loci se replicaron con éxito p<0.01, en una cohorte holandesa

independiente n = 599. Aunque los cuatro genes se han asociado previamente con la variacion del
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color de la piel y el riesgo de céncer de piel, todas las sefales de asociaciéon se mantuvieron
altamente significativas p<0.01 al condicionar los analisis de asociacion en el color de la piel.

Liu et al. (2015) investigaron la genética del color de la piel humana mediante la
combinacion de una serie de estudios de asociacion de todo el genoma en un total de 17 262
europeos con un seguimiento funcional de los loci descubiertos. Dicho trabajo proporcioné la
primera evidencia significativa en todo el genoma de que el cromosoma 20q11.22 que alberga el
gen ASIP se asocia explicitamente con el color de la piel en los europeos. Ademas, se confirmé
que los loci gendmicos en 5p13.2 (SLC45A2), 6p25.3 (IRF4), 15q13.1 (HERC2/OCA2) y 16q24.3
(MC1R) estan involucrados en la coloracion de la piel en los europeos.

Nan et al. (2009) llevaron a cabo un estudio de asociacion de genoma completo de varias
etapas de la respuesta al bronceado después de la exposicion a la luz solar en mas de 9 000 hombres
y mujeres de ascendencia europea que viven en los Estados Unidos; como resultado de ello,
encontraron varios SNP que alcanzan el nivel de significacion de todo el genoma estan ubicados
en los loci previamente conocidos como genes de pigmentacion o adyacentes a ellos: MATP, IRF4,
TYR, OCA2 y MCI1R. En general, estos loci relacionados con la capacidad de bronceado son
similares a los loci relacionados con el color del cabello previamente informado en el GWAS del
color del cabello. Encontraron el intron 4 del gen IRF4, estaba fuertemente asociado con fenotipos
pigmentarios, como el color del cabello, la capacidad de bronceado y el color de la piel con un
p<0.01.

Praetorius et al. (2013) demostraron que los polimorfismos de secuencia vinculados a
enfermedades y fenotipos humanos en estudios de asociaciéon de genoma, a menudo afectan a
regiones no codificantes. E1 SNP rs12203592 dentro del intrén 4 del gen que codifica el Factor 4

Regulador de Interferdn (IRF4), es un factor de transcripcion sin papel conocido en la biologia de
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los melanocitos, este se encuentra fuertemente asociado con la sensibilidad de la piel a la
exposicion al sol, pecas, ojos azules y cabello castafio. Ademas con este estudio se demostré que
este SNP se encuentra dentro de un potenciador de la transcripcion IRF4 en los melanocitos.

Sturm. (2009) utiliz6é una combinacion de enfoques que incluyen la genémica comparativa
de genes candidatos y la identificacion de regiones del genoma humano bajo seleccion positiva,
junto con estudios de asociacion de alelos especificos y de todo el genoma. Sturm realizo estudios
de asociacion de todo el genoma para la pigmentacion e identificados marcadores de polimorfismo
de un solo nucleotido de genes candidatos, TYR, TYRP1, OCA2, SLC45A2, SLC24A5, MCI1R,
ASIP, KITLG y SLC24A4, IRF4, TPCN2 previamente desconocidos. Sturm encontrd que el gen
IRF4 tiene una variacion en el color de cabello en el SNP rs12203592 con una variaciéon de C > T
encontrandose una frecuencia de SNP de la poblacion china, japonés, africana y europea,
concluyendo que, a partir de la culminacion de estudios genéticos y funcionales, es evidente que
varios genes que afectan la biogénesis del melanosoma o la via biosintética de melanina, son
candidatos para explicar la diversidad observada en la pigmentacion humana.

Visser et al. (2015) investig6 la regulacion transcripcional de IRF4 en los melanocitos, con
un enfoque especial en las diferencias alélicas del potenciador rs12203592. Visser estudio la
expresion de IRF4 y factores de transcripcion potencialmente implicados en su regulacion
transcripcional en muestras de piel epidérmica de donantes de diferentes fenotipos de color de piel
y genotipos 1512203592, en melanocitos de piel cultivados derivados de piel de diferente
pigmentacion, asi como en dos lineas celulares de melanoma Visser demostrd que el potenciador
rs12203592 interactia fisicamente con el promotor IRF4 y proporcionamos evidencia de una
interaccidon con un elemento regulador adicional potencial en el intron 7 de IRF4 , ambas

interacciones dependen del genotipo rs12203592.
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Zhang et al. (2013) hicieron un resumen del conocimiento actual sobre como la variacion
del ADN, influye en la pigmentacion humana, incluida la variacion del color del iris, el cabello y
la piel. Revisaron el progreso en el campo de la genética de la pigmentacion humana, enfocandonos
en los genes y los polimorfismos del ADN, descubrieron que estan involucrados en la
determinacion de los rasgos de pigmentacion humana, su asociacion con enfermedades
particularmente canceres de piel y su poder para predecir el color del ojo humano, el cabello y la
piel con potencial utilizacion en investigaciones forenses. El gen IRF4 observaron que tiene un

nivel de significancia de p<0.01.
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2.2.Revision bibliografica
2.3.Marco conceptual
2.3.1. Importancia de los Camélidos Sudamericanos.

Los camélidos sudamericanos son una especie de gran importancia econdémica y
sociocultural para el Perti, son un modelo de adaptacion fisioldgica a las rigurosas condiciones
climaticas existentes en las regiones alto andinas, ademas tienen gran importancia cientifica y
bioldgica porque representan un recurso genético unico (Raggi y German, 1998).

La alpaca y la vicufia tienen una cotizacion alta en el mercado internacional porque generan
productos como fibra fina y carne organica de valor nutritivo superior a otras carnes, las pieles y
cueros son utilizados en la artesania de paises como Perti y Bolivia (Solis, 2000; Fernandez, 1991).

En diversos paises como Pert, Bolivia, Argentina y Chile, los camélidos sudamericanos
tienen gran importancia en la industrial textil, por el didmetro y produccion fibra fina que poseen
estos animales (FAO, 2005).

2.3.2. Laalpaca

La alpaca (Vicugna pacos), se asemeja a su antecesor, la vicufia (V. mensalis), en ciertos
aspectos morfologicos y de organizacion social. Existen dos fenotipos: Huacaya, sus formas
anatomicas tienden hacia un conjunto mas armoénico y balanceado, lo que le da un aspecto mas
robusto que la alpaca Suri, su vellon es esponjoso, compacto, las fibras y las mechas se disponen
perpendicularmente a la superficie del cuerpo y se mantienen en esa posicion por los rizos que
tiene la superficie de la fibra, de superficie aspera y rizos pronunciados, la fibra acepta facilmente
los tintes y el fenotipo Suri, estd cubierto de la cabeza a los pies por fibras que cuelgan a lo largo
de su cuerpo, sus fibras, son de superficie lisa, es lacia y estas crecen y se mantienen en paralelo a

la superficie del cuerpo, es lustrosa y resbaladiza, sin presencia de rizos esta caracteristica hace
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que la fibra Suri no pueda absorber facilmente los tintes, usdndose en muchos casos con otras
fibras como, la lana de ovino (Solis, 2000).

En el Peru la poblacion nacional actual de alpacas es de 3 685 516, a comparacion de los
censos de 1994 y 1972 (2 456 642 y 1 978 827 alpacas respectivamente) indican que esta
incrementando (INEI, 2012).

2.3.3. Color de capa en mamiferos.

La importancia del estudio de color de pelaje y fibra de los animales domésticos radica en
que regula la temperatura corporal de animales que se desarrollan en zonas aridas tropicales, donde
los colores claros reflejan la radiacion solar, en cambio, los pelajes oscuros captan mayor fuente
de calor, previene de enfermedades de la piel, la pigmentacion y pelaje oscuro reduce la presencia
del cancer de 0jo y mucosas. Para la identificacion y evaluacion de razas de animales, los animales
de raza pura tienen colores definidos, debido a que los colores uniformes tienen mayor valor en la
industria artesanal, los colores naturales de fibra, lana, tienen mayor demanda para la confeccion
de prendas de vestir. El color de pelaje de los animales se utiliza como referencia para determinar
las lineas de progenitores denominados como razas marcadas. El color uniforme o entero del pelaje
o fibra de los animales produce ciertas expresiones como: belleza, confort, armonia, deleite a la
vista, produce un equilibrio psicoldgico, constituye un aspecto que transforma y embellece todo el
ambiente que rodea al hombre (Gallegos, 2005; Caballero de la Calle y Carrion, 1995).

La variacion del color de pelaje en los mamiferos, esta influenciado también por un gran
numero de otros genes, por ejemplo, hay cerca de 127 genes identificados que regulan al color de
pelaje en ratones, de estos, cerca de 59 genes estan relacionados con las mutaciones del color de

pelaje en esta especie, que en la actualidad han sido molecularmente clonados (Bennett y Lamoreu,

2003).
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Para la expresion del color de pelaje en mamiferos, intervienen diferentes genes que tienen
efectos sobre el color, siendo el raton el mejor mamifero estudiado para determinar el control
genético del color de pelaje. En los mamiferos, este mecanismo de regulacion genética, es muy
parecido a lo que ocurre en el raton, por ello se considera como un sistema modelo. Se ha
determinado que al menos 5 genes participan en la determinacion del color de pelaje en ratones
como los siguientes:

2.3.4. El sistema pigmentario de mamiferos

La variacion del color de la fibra en los mamiferos ha sido de interés para los cientificos.
La pigmentacion en mamiferos tiene muchas funciones, incluida la proteccion de la luz solar
(Hearing, 2000), la seleccion de pareja (Safran y McGraw, 2004; Protas y Patel, 2008) y la elusion
de depredadores (Protas y Patel, 2008 y Slagsvolt, 1995). Como las mutaciones de color son
facilmente identificables y generalmente no letales, también es un sistema ideal para estudiar la
funcion e interacciones genéticas. Los estudios de pigmentos en ratones han formado gran parte
de la base de nuestro conocimiento sobre la base genética de la variacion de pigmentos de
mamiferos (Silvers, 1979).

El modelo de raton ha servido como una plataforma util para analizar la variacion del color
del pelo en otras especies, debido a la homologia significativa de los genes de pigmentacion entre
los mamiferos (Steingrimsson et al., 2006).

Se ha demostrado que los genes que se han asociado con fenotipos especificos en ratones
producen fenotipos similares en otras especies, por lo tanto, pueden ser ttiles cuando se utiliza un

enfoque de gen candidato para estudiar el pigmento en otras especies (Jackson, 1997).



17

2.3.5. Pigmentacion

La pigmentacion de los mamiferos es producida por tipos de células especializadas,
melanocitos en el pelo, la piel por melanocitos coroidales y células del epitelio pigmentario
retinario en el ojo. La sintesis del pigmento de melanina en si tiene lugar en el melanosoma, un
orgéanulo especializado de la célula de pigmento, que se deriva del lisosoma (Dell’ Angelica, 2003;
Schiaffino, 2010 y Wasmeier et al., 2008).

La pigmentacion ha sido un area fructifera para la investigacion genética desde el siglo
XIX, cuando los cientificos se dieron cuenta de que los ratones con variados colores de pelaje que
desarrollaron fenotipos faciles de rastrear para el analisis genético, obtuvieron gran avance en la
genética de pigmentacion del pelo (Steingrimsson et al., 2004). Recientemente, se han descubierto
muchas variantes genéticas subyacentes a la variacion "normal" en la pigmentacion humana
(Valverde et al., 1995 y Han et al., 2008).

2.3.6. Sintesis de pigmento.

La pigmentacion del pelo, los ojos y la piel en los mamiferos es generada por los
melanocitos y causada por dos biopolimeros diferentes: Eumelanina (pigmentacion oscura,
marron-negra, altamente polimerizada) y feomelanina (pigmentacion clara, rojo-amarilla, menos
polimerizada). La proporcion de las dos melaninas determina la aparicion de diferentes fenotipos
de pigmentacion de amarillo a casi negro. La pigmentacion esta regulada por MITF, ya que muchas
de las enzimas de los pasos clave en la biosintesis de melanina, asi como los pasos posteriores en
el procesamiento y transporte del pigmento, estan bajo el control de MITF (Dell’ Angelica, 2003;
Schiaffino, 2010; Wasmeier et al., 2008).

El aminodcido tirosina es convertido por la enzima tirosinasa (regulada por MITF) en

dopaquinona. Este paso inicial de la sintesis de melanina es también el paso limitante de la
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velocidad, ya que ambas melaninas necesitan dopaquinona para la sintesis adicional (Land et al.,
2003). Las mutaciones en el gen TYR pueden causar trastornos pigmentarios como el albinismo
oculocutaneo tipo I (Oetting y King, 1994). Los siguientes pasos de reaccion dependen de si se
fabrica eufeomelanina o feomelanina. Para la eumelanina, dopaquinona se procesa adicionalmente
en 5,6-indolquinona que luego se oxida y se polimeriza en eumelanina. La sintesis de feomelanina
es diferente, ya que dopaquinona primero reacciona con el aminoacido cisteina para formar
cisteinildopa, que luego se oxida mas y finalmente se polimeriza en feomelanina (Kondo y
Hearing., 2011)

Las enzimas TYR, la proteina 1 relacionada con la tirosinasa (TYRP1) y la dopacromo
tautomerasa estan involucradas en la sintesis de eumelanina, mientras que para la feomelanina solo
son necesarias TYR y cisteina. La cantidad total de pigmento depende de la produccion de
dopaquinona (que depende de la actividad de TYR).

La relacion entre eufeomelanina y feomelanina depende de tres condiciones: la produccion
de los isdbmeros de cisteinildopa, que solo es posible cuando la concentracion de cisteina es superior
a 0,13 uM. EIl siguiente paso es la oxidacion de cisteinildopa a feomelanina, para lo cual la
concentracion de cisteinildopa debe ser superior a 9 uM. La eumelanina solo se sintetiza cuando
la concentracion de cisteina es inferior a 0,76 M. De lo contrario, la sintesis es impulsada por la
cisteinildopa en direccion a la feomelanina (Ito y Wakamatsu, 2008; Land et al., 2003).

2.3.7. Melanocitos

Los melanocitos se desarrollan a partir de células precursoras derivadas de la cresta neural
que se originan en el ectodermo embrionario. Durante la neurulaciéon, un grupo de células
experimenta una transicion epitelial mesenquimal y migra fuera del neuroepitelio. Estas células de

la cresta neural, que migran a muchos lugares en el embrion, son multipotentes al principio, pero
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se vuelven restringidas por el linaje durante la diferenciacion adicional (Betters et al., 2010;
Ernfors, 2010).

Las células de la cresta neural se dividen por su distribucion regional en cuatro grupos:
craneal, sacro, tronco y vagal, con melanoblastos que se originan principalmente de las células de
la cresta neural craneales y derivados del tronco (Le Douarin et al., 2004). Durante su migracion,
los melanoblastos se multiplican en nimero y comienzan a expresar secuencialmente genes
melanogénicos. Los melanocitos se encuentran en la capa basal de la epidermis, donde cada uno
de ellos esta rodeado por 30 a 40 queratinocitos y juntos forman la unidad de melanina epidérmica
(Fitzpatrick y Breathnach, 1963; Jimbow et al., 1976).

Los melanocitos en la epidermis se comunican con los queratinocitos circundantes y los
fibroblastos dérmicos a través de factores secretados y también por contactos celulares. El
melanocito en si mismo se controla en crecimiento, actividad y forma a través de hormonas
paracrinas y moléculas de adhesion celular. El queratinocito secreta a-MSH (hormona estimulante
de melanocitos) cuando la célula estd expuesta a la radiacion UV. La hormona estimulara el
receptor de melanocortina 1 (MCI1R) en la superficie del melanocito y estimulara la sintesis de
melanina (Haass y Herlyn, 2005; Yamaguchi et al., 2007).

Otras proteinas importantes son la proteina P 12 transmembrana y la MATP (también
conocida como SLC45A2), que se cree que estan involucradas en el transporte de proteinas desde
la sala de emergencias hasta el melanosoma. Se ha informado de un enrutamiento incorrecto de
TYR, cuando MATP estd mutado, asi como interrupciones en el transporte de DCT y TYRP1, lo
que explica los fenotipos de pigmentacion. Ademds, ambos también son supuestos
intercambiadores de protones (Smith et al., 2004). Otro factor importante para la sintesis de

melanina es el pH intramelanosomico. La actividad enzimatica de TYR es mayor cuando el
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ambiente es neutral en un pH 4cido. Esta observacion condujo a la hipdtesis de que el pH
intramelanosomico es clave en la decision de si un melanosoma se vuelve feomelanocitico (Ancans
etal.,2001; Fuller et al., 2001). Esta idea esta respaldada por la observacion de que los melanocitos
cultivados de piel oscura contienen melanosomas neutros, mientras que los melanocitos cultivados
de piel blanca son acidos (Smith et al., 2004; Watabe et al., 2004). El nimero de melanosomas y
la cantidad de enzimas parecen ser similares en la piel oscura y blanca, pero los primeros presentan
una actividad enzimatica diez veces mayor (lozumi et al., 1993). Los melanosomas se mueven de
los lisosomas de los melanocitos hacia la membrana plasmatica a lo largo de los microtibulos
utilizando proteinas de dineina (Hirokawa y Noda, 2008), mientras acumulan su contenido de
melanina. El transporte intracelular estd mediado por moléculas de dineina y kinesina en la
superficie de los melanosomas (Vancoillie et al., 2000; Watabe et al., 2008). Los melanosomas
maduros pierden su actividad de tirosinasa y finalmente son transportados a los queratinocitos
circundantes (Schallreuter et al., 1998).

Ademas del papel en la atraccion (por ejemplo, para pajaros de colores) o el camuflaje, el
pigmento tiene un papel protector importante (al menos para los humanos) contra la radiacion
ultravioleta. La piel mas oscura (més pigmento) protege contra los efectos del sol. En los
queratinocitos, los melanosomas forman una capa supra nuclear alrededor del nucleo y, por lo
tanto, lo protegen de la radiacion ultravioleta rica en energia (Kobayashi et al., 1998).

2.3.8. Melanaocitos en el foliculo piloso.

Ademas de su ubicacién en la piel, los melanocitos también se encuentran en el bulbo de
cada pelo. La proporcion entre melanocitos y queratinocitos en el pelo es de 1:5 y, por lo tanto,
mas densa que en la epidermis, donde es de 1:30 a 1:40 (Jimbow et al., 1976; Slomkinski et al.,

2005). El proceso de pigmentacion del pelo es el resultado de la interaccion de los melanocitos
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foliculares que producen el pigmento, la transferencia del pigmento a los queratinocitos y la
formacion de un pelo pigmentado. Se supone que el transporte de la melanina hacia los
queratinocitos en el tallo del cabello en crecimiento funciona de manera similar que en la piel y
esta mediado por el receptor PAR-2. Los melanosomas y las células pigmentarias en el bulto
capilar son mas grandes que los de la epidermis (Commo y Bernard, 2000; Slominski et al., 2005;
Tobin, 2011). Las diferencias en el color del pelo pueden explicarse por la cantidad y la proporcion
de feomelanina amarillo-rojo y eumelanina negro-marrén (Ito y Wakamatsu, 2011).

La sintesis de melanina en el cabello es similar a la epidermis y bajo el control de las
moléculas de senalizacién y las hormonas secretadas por las células circundantes, a saber,
queratinocitos, células endoteliales y fibroblastos. Mientras que los melanocitos epidérmicos son
células de larga vida, los melanocitos del foliculo piloso mueren al final de cada ciclo capilar, que
dura de 3 a 8 afios. El proceso de melanogénesis solo esté activo durante la fase de crecimiento del
cabello (etapa anagena). La produccion de pigmento se apaga durante la fase de regresion (etapa
de catageno) y los melanocitos diferenciados en el bulbo piloso entran en apoptosis. La
melanogénesis esta completamente ausente en la fase de reposo (etapa telogena). Los melanocitos
en el bulbo piloso se reponen del grupo de células madre de melanocitos en el bulbo piloso.
(Commo y Bernard, 2000; Nishimura, 2011; Tobin, 2011).

2.3.9. Polimorfismo genético: importanciay aplicaciones

En esencia, un polimorfismo (SNP) hace referencia a la existencia de multiples alelos de
un gen y es considerado como tal cuando la frecuencia de uno de los alelos en la poblacion es
superior al 1 Aquellos polimorfismos que afectan a la secuencia codificante de una enzima o a las

regiones que regulan su expresion, producen cambios importantes en la estructura de la proteina o
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en el mecanismo de regulacion de su expresion; pudiendo afectar directamente al funcionamiento
de la enzima (Hattori, 2005).

Aproximadamente el 99.9% de la secuencia del ADN de dos individuos diferentes es la
misma. Una proporcion significativa de las diferencias encontradas en los individuos, es decir, sus
diferencias fenotipicas y/o susceptibilidades a ciertas enfermedades, radica en el 0.1% de
variacion; a este tipo de variaciones genéticas se les conoce como polimorfismos genéticos, los
cuales representan diferentes formas en las secuencias de ADN. El estudio de estas variaciones
tiene diversas aplicaciones en el campo de la medicina, asi como en el desarrollo de investigaciones
bioldgicas y de su evolucion (Caratachea, 2007).

2.3.10. Polimorfismo de nucleétido simple (SNP)

Se conoce la existencia de aproximadamente 10 millones de SNPs, que consisten en una
variacion en la secuencia de ADN que afecta a una sola base (Adenina (A), Timina (T), Citosina
(C) o Guanina (G)) de una secuencia del genoma. Sin embargo, algunos autores consideran que
pequedias inserciones y deleciones (INDELS) pueden ser consideradas también como SNP. Cabe
mencionar que la variabilidad fenotipica de cada individuo, asi como la susceptibilidad o la
resistencia individual a distintas enfermedades, radica principalmente en los genotipos presentes
en los SNPs (Hattori, 2005).

En las poblaciones, este tipo de alelos se clasifican en alelo principal “silvestre o salvaje”
y el alelo secundario “alelo minoritario o mutante”, clasificacion basada en la frecuencia observada
en las poblaciones. Por tanto, un individuo puede tener uno de estos tres genotipos: homocigoto
para el alelo mas frecuente, heterocigoto, u homocigoto para el alelo menos frecuente. Los SNPs
pueden estar presentes en regiones codificantes y provocar un cambio en un aminoacido

denominéndose “no sindnimos”, estas modificaciones pueden generar un cambio en la estructura
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cuaterna-ia de las proteinas (estructura tridimensional) a la que codifican que puede conllevar
cambios en las propiedades funcionales de la proteina (Sunyaev et al., 2000; Botstein et al., 2003).

Otro tipo de SNPs son los llamados “sinonimos” (o silenciosos) los cuales no alteran la
secuencia de aminoacidos. Sin embargo, se ha descrito que algunos de estos polimorfismos pueden
tener consecuencias funcionales por algin tipo de mecanismo atn desconocido (Duan et al., 2003).
Segtn su localizacion en el genoma, los SNPs se clasifican en: iSNP, si estan localizados en
regiones intronicas; cSNP, localizados en regiones codificantes (exones); rSNP, localizados en
regiones reguladoras; y gSNP, si estan localizados en regiones intergenomicas. Los cSNP pueden
ser sindnimos (sSNP) o no sinénimos (nsSNP) (Cargill et al., 1999).

Dependiendo de la region donde se localicen, pueden afectar a la region promotora del gen,
influenciando la actividad transcripcional del gen (modulando la unién de factores de
transcripcion) en el caso de los rfSNP; o bien afectar a intrones que modulan la estabilidad de la
proteina, como es el caso de los iSNP (Lin et al., 2003; Betticher et al., 1995).

2.3.11. Los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) del gen IRF4 vinculados a fenotipos
especificos

En los estudios de asociacion de todo el genoma, los polimorfismos a menudo se
encuentran en regiones del genoma no codificantes. A diferencia de las variantes de codificacion
que afectan la funcion de la proteina, estos SNPs no codificantes, son mas complicados de
caracterizar funcionalmente (Edwards et al., 2013).

El SNP 1512203592 esté ubicado en el intron 4 del gen del factor regulador de interferon 4
(IRF4) en humanos, que codifica un miembro de una familia de factores de transcripcion de union
a ADN de hélice-bucle-hélice involucrados en la regulacion aguas abajo de la sefializacion de

interferon. Los IRF se asocian principalmente con el desarrollo y la respuesta del sistema
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inmunitario (Paun y Pitha, 2007). El gen IRF4 se expresa predominantemente en linfocitos,
macrofagos, células B y células dendriticas, pero también en linajes melanociticos (Gualco et al.,
2010).

La implicacién de este gen se ha descrito en varios tipos de linfoma y leucemia humana
(Gualco et al., 2010), incluida la leucemia linfoblastica aguda infantil en humanos (Do et al., 2010),
pero también en enfermedades no hematopoyéticas (Gualco et al., 2010). IRF4 estd implicado en
la pigmentacion a través de la asociacion de variantes de ADN ubicadas fuera de este gen,
particularmente con pecas en humanos (Sulen, 2007). En sucesion, se descubrié que el SNP
intronico rs12203592 estaba fuertemente asociado con el cabello, los ojos, el color de la piel, la
respuesta al bronceado y el recuento de nevus (Han et al., 2008; Nan et al., 2009). Este SNP no
codificante también se identific6 como asociado con Leucemia linfoblastica infantil (especifica
para hombres) y en ese estudio se dio la primera evidencia de que rs12203592 se encuentra dentro
de un elemento regulador, que controla la expresion de IRF4 a través de la union del factor de
transcripcion TFAP2a (Do et al., 2010).

En las células B de linfoma de Burkitt (Raji), las células de rifién embrionario humano
HEK293T y en las células suprarrenales humanas NCI-H295R, se demostré que la region
rs12203592 que contiene el alelo C se une fuertemente al factor de transcripcion TFAP2a y reprime
la actividad del promotor IRF4, mientras que el rs12203592 y la region con el alelo T se une a
TFAP2a con menos afinidad y tiene un efecto menos represivo sobre la expresion de IRF4 (Do et
al., 2010). Mas recientemente se demostrd que en los melanocitos de la piel, rs12203592 se
encuentra dentro de un potenciador especifico de melanocitos que regula la expresion de IRF4

(Praetorius et al., 2013).
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El factor de transcripcion TFAP2o. se une al elemento potenciador que contiene el alelo C
con alta afinidad y, junto con MITF, se activa la transcripcion de IRF4. Cuando el alelo T
rs12203592 esta presente, la union de 7FAP2a se reduce, lo que a su vez conduce a una
disminucion de la expresion de IRF4 (Praetorius et al., 2013). Ademas, se demostro que el fenotipo
de pigmentacion mas ligero asociado con el alelo T rs12203592 es el resultado de la activacion
alterada de la transcripcion de tirosinasa debido a los niveles reducidos de IRF4 (Praetorius et al.,
2013). La diferencia entre los dos estudios, que describe la represion transcripcional (Do et al.,
2010) o la activacion (Praetorius et al., 2013) podria deberse a los efectos especificos del tipo de
células mediados por factores de transcripcion distintos de 7FAP2a y al hecho de que TFAP2a
puede comportarse como un activador, asi como un represor en diferentes contextos (Tellez et al.,
2013).
2.3.12. Marcadores Moleculares
Los datos moleculares son una herramienta que permite entender los procesos de la historia
genético-evolutiva de las especies. Estos datos son utilizados para elaborar programas de
conservacion de especies catalogadas como vulnerables o en peligro de extincion (Moritz, 1999).
Un marcador molecular de ADN, es una porcion de ADN cuya transmision de una
generacion a otra es posible rastrear y se caracterizan por tener una localizacién cromosémica fija
y poder presentar diferentes variantes o alelos que determina su elevado polimorfismo, ademas se
deben identificar de una manera sencilla, rapida y econdmica y que es una importante herramienta
para estudios filogenéticos y busqueda de genes utiles, analisis de variabilidad genética de
poblaciones, establecimiento de mapas gendomicos, seleccion asistida por marcadores, pruebas de
paternidad, asi como para el diagndstico de determinadas enfermedades hereditarias (Moritz,

1999).
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Un buen marcador debe reunir una serie de caracteristicas para maximizar su utilidad:
buena distribucion a lo largo del genoma, alto grado de polimorfismo, la técnica para analizar el
marcador debe ser rapida y practica, y debe poder repetirse con fiabilidad en otros laboratorios.
Para elegir el tipo de marcador a utilizar, este debe presentar, ademés de las caracteristicas
anteriormente descritas, una herencia estable por su tasa de mutacion, ser muy reproducible y
preciso, presentar pocos alelos “nulos”, una informacion del genotipo no limitada inicamente a
muestras frescas, no requerir grandes cantidades de ADN, y segregar independientemente de otros
marcadores (Aranguren y Jordana, 2001).

2.3.13. Melanogenia

El paso limitante de la velocidad en la produccioén de melanina es catalizado por la enzima
tirosinasa dependiente de cobre (TYR), que convierte el aminoacido tirosina en dopaquinona.
Muchos genes de pigmentacion regulan la sintesis, la estabilizacion, la maduracion y la
localizacion de TYR activo en los melanosomas donde se produce la melanina. A pH neutro, la
dopaquinona se autooxida espontdneamente a través de varios intermedios para formar eumelanina
0, en presencia de cisteina o glutation, se convierte en feomelanina. La eumelanogénesis se
controla a través de la via de sefializacion del receptor de melanocortina 1 (MC1R) en respuesta a
aMSH, pero cuando el antagonista de MC1R, la proteina de sefalizacion aguti (ASIP), se une a la
feomelanina MCIR se produce predominantemente. La sefializacion de MCIR estimula la
transcripcion del factor de transcripcion asociado a microftalmia (MITF) (Steingrimsson et al.,
1994), que coopera con el factor regulador de interferon 4 (IRF4) para activar la expresion de
TYRS8. TYR junto con otra enzima melanogénica, la proteina relacionada con la tirosinasa (TYRP1),
a los melanosomas que brotan del aparato de Golgi. TYR tiene una actividad 6ptima a pH neutro

y, por lo tanto, el pH melanosomal estd estrechamente regulado. Se proponen varios genes para
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regular el pH del melanosoma (por ejemplo, OCA2, SLC45A2) y por lo tanto, la produccion de
feomelanina y eumelanina (Steingrimsson et al., 1994).
2.3.14. Gen IRF4
Ubicado cerca del complejo mayor de histocompatibilidad, el gen IRF4 (6p25-p23)
pertenece a la familia de factores de transcripcion del factor de regulacion del interferon (IRF) y
parece expresarse exclusivamente en células del sistema inmunitario y actiia sobre la respuesta
inmune contra las infecciones virales y de melanocitos (Gualco et al., 2010; Gupta et al., 1999).
Expresandose ampliamente, no solo modulan la respuesta al interferon, sino que también
participan en el crecimiento celular, la transformacion neoplasica, la induccion de apoptosis y el
desarrollo de la respuesta inmune mediada por células T, en humanos (Harada et al., 1998).

Los factores de transcripcion de la familia IRF actian junto con otros factores de
transcripcion para la expresion del gen objetivo. Es probable que estos factores interactien
directamente con los modificadores de histonas, controlando el entorno de cromatina de los genes
diana. Hacerlo puede afectar no solo los eventos de inicio de la transcripcion anteriores, sino
también influir en los pasos posteriores, como el alargamiento y la terminacion (Ozato et al., 2007).

Aunque no depende de la induccion de interferén, como otros genes de esta familia, IRF4
se une al elemento de respuesta al estimulo de interferon presente en la region promotora de los
genes sensibles al interferén (Escalante y Aggarwal, 1998). IRF4 se considera un mediador critico
del desarrollo de células dendriticas, mieloides y linfoides (Ozato et al., 2007; Shaffer et al., 2009).

Este gen se ha relacionado con la maduracion de células B, con una funcion critica en los
procesos de cambio de clase mediante recombinacion y generacion de células plasmaticas a partir

de centros germinales y células B de memoria (Klein et al., 2006).
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En el mieloma multiple, IRF4 funciona como un oncogén, siendo su expresion esencial
para el desarrollo de células cancerosas (Shaffer et al., 2008). En algunos casos de mieloma
multiple y linfomas de células T, el gen aun puede translocarse en regiones reguladoras no
reguladas de la cadena pesada de inmunoglobulina (Shaffer et al., 2009).

La proteina codificada por IRF4 comprende una unica cadena de polipéptidos, que puede
asumir dos posibles isoformas, que consta de 451 (isoforma 1) o 450 (isoforma 2) aminoacidos
(Xuan et al., 2013). Los alelos y los genotipos de los polimorfismos de IRF4 se asociaron con
melanoma (Duffy et al., 2010), leucemia linfocitica cronica (Crowther-Swanepoel et al., 2010).
2.3.15. Estructura del gen IFR4

IRF4 es una proteina de 51 kDa que consta de 450 aminodcidos en humanos. La proteina
IRF4 contiene un dominio de unién al ADN hidrofilo (residuos 1-134) y un dominio regulador C
terminal (residuos 170-450) separados por una region enlazadora flexible (Brass et al., 1999). Los
dominios conservados de unién al ADN N-terminal estd altamente conservado entre los diferentes
miembros de IRF y contiene 5 residuos de triptéfano separados por 10-18 aminoacidos que forman
un motivo de hélice-giro-hélice (Matsuyama et al., 1995).

El dominio regulador C terminal de IRF4 consiste en un dominio de activacion y un
dominio de auto inhibicion que regula la unidén al ADN y la formacion de complejos ternarios. Los
residuos 401- 408 del dominio de autoinhibicion enmascaran los dominios conservados de union
al ADN a través de interacciones hidrofobas directas (Brass et al., 1996; 1999).

2.3.16. IFR4 en la pigmentacién
Como se mencion6 anteriormente, Grossman y sus colegas encontraron una alta expresion

de IRF4 en una linea celular de melanoma y en la piel de ratones recién nacidos (Grossman et al.,
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1996). Seis anos después de la identificacion de IRF4, Natkunam y sus colegas (2001) investigaron
la expresion de la proteina IRF4 en un gran nimero de tumores malignos humanos,

Curiosamente, de los trastornos so6lidos, no hematolinfoides y tejidos normales
investigados, solo los melanomas malignos mostraron asociacion IRF4 (Natkunam et al., 2001).

Estudios realizados por Sundram y colegas (2003) que investigaron el papel del IRF4 en
los melanomas. Mostraron que la exposicion a IRF4 fue alta en el 86% de los melanomas primarios
convencionales y en los melanomas metastasicos.

Los nevus benignos (trastorno generalmente benigno de las células de la piel productoras
de pigmento), también mostraron una fuerte expresion de IRF4 (Sundram et al., 2003).

En 2007, realizaron un estudio de asociacion de genoma completo para identificar
variantes de secuencia que influyen en el color del cabello, las pecas y la sensibilidad de la piel en
las poblaciones de Islandia y Holanda (Sulem et al., 2007).

Los estudios de secuenciacion de chips y expresion génica han sugerido que MITF puede
estar involucrado en la regulacion de la expresion génica de IRF4 (Hoek et al., 2008, Strub et al.,
2011). Se analiz6 el gen IRF4 en la expresion en ratones que carecen de MITF, encontrandose
que los melanocitos estan ausentes, ello dio como resultando el color de capa blanco en los ratones
(Hodgkinson et al., 1993).

En humanos, la variante del gen IRF4 rs12203592-T, estéd relacionada con el color del
cabello castafio (Sulem et al., 2007).

2.3.17. Secuenciacion del ADN

A mediados del siglo XX se hizo cada vez mas claro que las secuencias bioldgicas tenian

un papel esencial en los sistemas vivos. El descubrimiento de la secuencia de nucleotidos de una

molécula puede proporcionar informacion sobre la secuencia de aminodcidos de los genes, las
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relaciones evolutivas de los genes o genomas, informacién sobre enfermedades genéticas, etc. El
ADN secuenciado puede ser un cromosoma, ADN complementario o cualquier otro tipo de
secuencia (Stockholm, 2007).

En los afos sesenta, el foco se desplazod al desarrollo de métodos para la secuenciacion de
nucleotidos. Uno de los primeros proyectos exitosos de secuenciacion fue el "extremo adhesivo"
de 20 nucleotidos del fago lambda (Wu y Kaiser., 1968). Después de algunos avances iniciales en
las técnicas de secuenciacion (Sanger et al.,1973; Sanger et al.,1975; Maxam y Gilbert., 1977), el
avance se produjo en 1977 cuando Frederick Sanger introdujo inhibidores de terminacién de
cadena (Sanger et al., 1977). La secuenciacion de Sanger funciona mediante la construccion de
una molécula de ADN monocatenario en una molécula de ADN bicatenaria mediante la adicion
de nucledtidos complementarios. La introduccion de nucledtidos comienza en una secuencia corta
conocida, llamada cebador, que se une al ADN. La enzima ADN polimerasa se usa para incorporar
los nucleotidos y alargar la cadena bicatenaria. Esto se hace con una gran cantidad de moléculas
de ADN idénticas simultaneamente. Una pequefia porcion de un nucleétido carece de la capacidad
de unirse, terminando asi la cadena. Cuando las secuencias de doble cadena se separan
posteriormente, la cadena producida habra terminado en todos los casos del nucledtido de
terminacion. Esto se repite para los cuatro nucledtidos. Los fragmentos pueden resolverse segin
el tamafio en un gel, y la secuencia puede leerse. Al principio, esta técnica podria secuenciar
alrededor de 200 nucledtidos, la separacion del gel limita la longitud. Hoy en dia, las modernas
técnicas de secuenciacion de Sanger dan secuencias de hasta 1 000 nucleotidos. Una secuencia de
nucleotidos obtenida mediante secuenciacion a menudo se denomina lectura. Los obstaculos en
los primeros dias de la secuenciacion de Sanger incluyeron el fraccionamiento de los fragmentos

de ADNy la separacion de una molécula de ADN de doble cadena en una cadena unica
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secuenciable. El fraccionamiento fue necesario para obtener una muestra pura de una molécula de

ADN. Una muestra de fragmento de ADN impuro daria secuencias ambiguas, ya que diferentes

secuencias habrian sido "leidas" y mezcladas en el gel. Ambos problemas se resolvieron clonando

el ADN como recombinante en un bacteriofago monocatenario (Gronenborn y Messing., 1978;

Sanger et al., 1980).

Hubo mejoras adicionales, pero esencialmente la secuenciacién de Sanger es el método
que todavia se usa en la actualidad. En cambio, las mejoras en robdética y procesamiento de datos
son avances que llevaron a la secuenciacidon a gran escala que vemos hoy ya que la secuencia no
es perfecta, los errores de secuencia incluyen confundir un nucleétido con otro, omitir un
nucledtido o insertar un nucleétido en exceso, y la incapacidad para determinar el nucledtido
correcto (Ewing et al., 1998; Ewing y Green, 1998). Un método comun para reducir la tasa de error
en una secuencia es repetir la secuencia, por ejemplo, leyendo la secuencia tanto en direccion hacia
adelante como hacia atras. Esto resuelve problemas de secuencia aleatoria pero no dificultades
sistematicas. (Ewing y Green, 1998).

2.3.18. lon S5 sistema de secuenciacion de proxima generacion para la secuenciacion dirigida
Los sistemas Ion S5 ™ proporciona el flujo de trabajo de ADN a datos mas simple para la
secuenciacion dirigida con velocidad y asequibilidad. La tecnologia Ion Torrent™ ha sido

referenciada en mas de 3 300 publicaciones hasta la fecha. La tecnologia de secuenciacion lon

Torrentes un  avance reciente, se introdujo la  primeratecnologia  de

secuenciacion PostLight ™ (Ion Torrent). Esta tecnologia crea una conexién directa entre la

informacion quimica y la informacidn digital, permitiendo una secuenciacion rapida, simple y

masivamente escalable (Metzker, 2010). Utiliza la quimica de Watson de acido nucleico simple y

la tecnologia de semiconductores que utiliza la ley de Moore (Moore, 1965).
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El principio de la tecnologia de semiconductores lon Torrent se basa en un proceso
bioquimico bien caracterizado, en el que un nucledtido se incorpora en una cadena de ADN por
una polimerasa, lo que resulta en una liberacion de iones de hidrogeno como subproducto. El
dispositivo tecnologico utiliza una matriz de micro pozos de alta densidad; para realizar este
proceso bioquimico de una manera masivamente paralela con cada pozo que contiene una plantilla
de ADN diferente, debajo de los pozos hay una capa sensible a iones y debajo de eso un sensor de
iones patentado. Por ejemplo, si un nucleétido se agrega a una plantilla de ADN y se incorpora a
una cadena de ADN vy luego se liberara un ion hidrogeno. La carga de ese ion cambiara el pH de
la solucion y puede ser detectada directamente por el sensor de iones sin escaneo, camaras y
luz. De esta manera, el secuenciador, inunda secuencialmente el chip con un nucledtido tras otro
(Sutton et al., 2011).

2.3.19. Preparacion de bibliotecas

Consiste en la adicion de adaptadores a ambos extremos de cada uno de los millones de
fragmentos de ADN a secuenciar (conocidos con el nombre de inserto). Ademas, en esta etapa, se
pueden anadir etiquetas (secuencias establecidas de ADN para diferenciar cada muestra, llamados
habitualmente codigos de barra de la muestra, por lo que en un mismo ensayo se pueden combinar
multiples muestras sin riesgo de entrecruzamiento entre las mismas (Yohe y Thyagarajan, 2017).

Los adaptadores son especificos para cada plataforma de secuenciacion; se trata de
fragmentos de ADN de doble cadena con secuencias consenso, donde se alinean los primers para
las etapas de amplificacion del templado y los cebadores para la secuenciacion propiamente dicha

(Rehm et al., 2013).
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ADN
Primers » . Amplificacion
Amplicones
Digestion parcial de amplicones
Adaptadores de X rooc00c Ligacion de
codigo de barra P1rooeas adaptadores
X P1
Biblioteca con codigo
VOO CODDOOOROTOTROOOR  de barras
OOV OO TOOOOOPOOOS

Cuantificacion de Librerias

Combinacion de librerias

Figura 1. Diagrama de trabajo para la creacion de la libreria
Nota: Imagen modificada del protocolo Ion AmpliSeq™ ADN preparacion de librerias

2.3.20. Amplificacidn de platilla con sistema ion onetouch 2 ™

La amplificacion de plantilla se realiza por métodos de PCR en emulsion , primero se
genera una biblioteca de ADN a través de la fragmentacion aleatoria del ADN gendmico. Los
fragmentos de ADN mono catenarios (plantillas) se unen a la superficie de las cuentas con
adaptadores o conectores, y una cuenta se une a un fragmento de ADN tnico de la biblioteca de
ADN (Nakano et al., 2003; Dressman, 2006).

La superficie de las perlas contiene sondas de oligonucleotidos con secuencias que son
complementarias a los adaptadores que unen los fragmentos de ADN. Las perlas se
compartimentan luego en gotitas de emulsion de agua y aceite, cada una de las gotitas que capturan
una perla es un micro reactor de PCR que produce copias amplificadas de la plantilla de ADN

individual (Chee et al., 2010; Dressman et al., 2006).
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Idealmente, cada vesicula/gotita contiene una esfera, una molécula plantilla mono
catenaria, uno de los cebadores unidos a la esfera y todos los demads reactivos necesarios para la
reaccion de PCR; el segundo cebador permanece en la solucion para detectar moléculas unidas a
los mismos adaptadores (Buermans y Dunnen, 2014). Por lo tanto, cada vesicula funciona como
un micro reactor de PCR aislado que conduce a la generacion de numerosas copias de las plantillas
unidas que facilitan la deteccion de la sefial (Nakano et al., 2003; Dressman, 2006).

Existen varias ventajas al usar el PCR por emulsion, para el paso de amplificacion de
plantilla en plataformas basadas en secuenciacion de siguiente generacion. La amplificacion por
PCR de bibliotecas de ADN complejas en plataformas basadas en secuenciacion de siguiente
generacion, generalmente se asocia con problemas inherentes. Estos son principalmente de dos
tipos: amplificacion preferencial de fragmentos cortos y formacion de moléculas de ADN
quimérico por recombinacion de regiones homologas (Meyerhans et al., 1990).

Estos se vuelven especialmente importantes cuando se utiliza ADN de plantilla de bajo
aporte, a menudo el caso en diagnosticos clinicos, ya que requiere un mayor numero de ciclos de
PCR. EI PCR por emulsion es capaz de mitigar estos problemas de manera efectiva al separar las
moléculas de la plantilla en numerosos compartimentos, evitando asi la competencia de la plantilla

y minimizando las posibilidades de recombinacion (Williams et al., 2006).
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Figura 2. Diferentes pasos de un PCR por emulsién
Fuente: (Vierstraete, 2012).
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- primer

Amplificacion Clonal
Figura 3. PCR por emulsién OneTouch™
Fuente: Kohn et al., (2013).
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2.3.21. Enriquecimiento de plantillas positivas de los ISP ion 520 ™

El enriquecimiento se refiere a un paso de lavado para las perlas, también llamado
particulas de esfera idnica (ISP) que elimina los restos de cebadores y el desoxinucledtido trifosfato
(ANTP) del proceso de PCR. Para desarrollo de un protocolo de secuenciacion, es necesario
enriquecer las regiones de interés a la vez que se separa el resto del ADN genomico. A lo largo de
los afios se han perfeccionado una serie de métodos para aislar positivamente regiones de interés.
Estos se podrian englobar en dos grupos mayoritarios: enriquecimiento basado en captura y

enriquecimiento basado en PCR (Mamanova et al., 2010).

Perlas con ADN Perlas sin ADN Perlas de
' amplificado O amplificado enriguecimiento

e® .
°ee o on o
o® 00, e_op ® o0
e 0%, :00090 ®o o %
e®® o, — e el e® o o,
e 2 ®
e% s @ ® %29 e 00 ®
C‘.‘so ego s <
::o @ 2 0,% o
00 0.00 »
D - >
v :0 QQOO * @
I " L Q

Figura 4. Enriquecimiento de perlas mediante imanes
Fuente: (Vierstraete, 2012).
Luego de preparar las bibliotecas con dichos fragmentos, esta se hibrida con sondas de
ADN o ARN complementarias a las regiones de interés. En un principio se utilizaron micro
matrices donde las sondas con secuencias complementarias se encontraban en una fase so6lida, pero
posteriormente fueron reemplazadas por sondas en solucion liquida, que han ganado en tultima

instancia mayor popularidad (Okou et al., 2007 y Gnirke et al., 2009).
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Cabe mencionar que las sondas en solucion se encuentran marcadas (con biotina, por
ejemplo), por lo tanto, pueden capturarse (con perlas magnéticas, con avidina, por ejemplo), para
terminar, descartando todas las secuencias indeseadas que no se han hibridado (Gnirke et al., 2009)

Este método suele ser un poco mas costoso y consumir mas tiempo, pero tiene la ventaja
de ser capaz de enriquecer mayor cantidad de regiones (mejor funcionalidad en exomas o grandes
paneles de genes), ademas de eliminar la amplificacién por PCR, un paso que podria introducir
errores en la amplificacion, ya que las polimerasas habitualmente cuentan con una tasa de error de
entre 5x10*y 5,3x107 bases (Potapov y Ong., 2017).

Enriquecimiento

maméti;o 7 p "‘A 2 X | : < . Y
atmatiads NS " bt W s ’

e
hy ’

:

lislamiento Posidva .
Particulas de esfera de iones 3 Perlz de Mylne +

Estreptaviding

&
| ISP sin plantilla

Figura 5. Enriquecimiento Automatizado OneTouch ES™

Fuente: Kohn et al., (2013).
2.3.22. Secuenciacién con Chip ion 520 ™

Ion Torrent desarroll un sistema basado en el uso de la quimica de secuenciacion estandar,
pero con un novedoso sistema de deteccion basado en semiconductores. Este método de
secuenciacion se basa en la deteccion de iones de hidrégeno que se liberan durante
la polimerizacion del ADN, a diferencia de los métodos Opticos utilizados en otros sistemas de
secuenciacion. Un micro pocillo que contiene una cadena de ADN de plantilla para ser

secuenciado se inunda con un solo tipo de nucleotido (Rusk, 2011).
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Si el nucledtido introducido es complementario al nucleodtido principal lider se incorpora
en la cadena complementaria en crecimiento. Esto provoca la liberacion de un ion de hidrogeno
que activa un sensor de iones hipersensibles, lo que indica que se ha producido una reaccién. Si
las repeticiones de homopolimeros estan presentes en la secuencia de plantilla, se incorporaran
multiples nucleo6tidos en un solo ciclo. Esto conduce a un nimero correspondiente de hidrégenos
liberados y una sefial electronica proporcionalmente mas alta (Rusk, 2011). Cuando se incorpora
un nucleotido en una cadena de ADN en crecimiento, se libera un H'. El H' libre produce un
cambio en el pH, que es detectado por un sensor en los pozos. Se agrega un nucleétido (A, T, G o
C) al chip a la vez, en los pocillos, donde los nucledtidos son complementarios al siguiente
nucledtido en la cadena de la plantilla, habrd un cambio en el pH. En los pozos donde no se

incorporan nucledtidos, no habra cambio de pH (Buermans y Den Dunnen 2014).

-y ( — =
‘ A MM AN jom—

Figura 6. Sistema de secuenciacion lon-Torrent

Fuente: Niedringhaus et al., (2011).
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CAPITULO 11
DISENO DE LA INVESTIGACION

3.1.Ambito de estudio
3.1.1. Ubicacion Geografica

El trabajo de investigacion, se llevo a cabo en:

Centro de Investigacion de Camélidos Sudamericanos (CICAS) la Raya de la

Universidad Nacional San Antonio Abad del Cusco.

Que esta ubicado a 14°28°42,59” de latitud sur y 71°01°41,55°” de longitud oeste, a una
altura de 4120 msnm. (Apaza et al., 2006).

Fundo Chaupi Wasi

Esta ubicado en el distrito de Marangani, provincia de Canchis y departamento de Cusco.
Esta ubicado en las coordenadas de Altitud: 4608 m.s.n.m. Latitud Sur: 14°14°24.9>” Longitud
Oeste: 070°50°52.2°.

Fundo Oquemarca Phinaya

Esta ubicado en la comunidad Phinaya est4 ubicada al norte del Distrito de Pitumarca y al
noreste de la Provincia de Canchis, en la Regién Cusco, entre las coordenadas Altitud: 4831
m.s.n.m. Latitud Sur: 13°53'43.3" Longitud Oeste: 70°58' 56.2"

CAP. Huaycho Nuiioa

Esta ubicado en el distrito de Nufioa, Provincia de Melgar y departamento de Puno.
Estad ubicado en las coordenadas de Altitud: 4316 m.s.n.m. Latitud 14°16'43.5"S y longitud
70°33'02.4" W.
3.1.2. Duracion del estudio

El estudio se realiz6 entre los afios de 2018 y 2019.
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3.2.Materiales de estudio
3.2.1. Material biologico
e Muestra de sangre de 210 alpacas de las razas huacaya y suri, de los cuales se
obtuvo material bioldgico de 83 alpacas de color de fibra blanco, 74 alpacas de
color de fibra negro y 53 alpacas de color de fibra marrén.
3.2.2. Materiales para trabajo de campo
3.2.2.1. Materiales para muestreo de sangre periférica
e Botas de hule.
e Guantes descartables.
e Plumon indeleble.
e Marcador spray.
e Vacutainers estériles.
e Agujas 22x 1%.
e Gradillas con una inclinacion de 45°.
e Recipiente para trasporte de muestra.
e Algodon.
e Alcohol al 70 %.
e QGuantes de exploracion.
e Bolsas de plastico.

e (inta masking.
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3.2.3. Materiales para el trabajo en Laboratorio

3.2.3.1. Materiales para la extraccion y cuantificacion de ADN

Mandil descartable.

Guantes de nitrilo.

Barbijo.

Lentes.

Crondmetro.

Puntas descartables de 2, 10, 20, 100, 200, 1000 pL.

Tubosde 2 y 1.5 mL.

Materiales de plastico.

Reactivos del kit comercial.

Kit de purificacion de ADN gendmico: Gene JET Scientific Thermo # K0721,
K0722 # - Pub. N. ° MANO0012663.

Kit de extraccion de ADN gendémico: Gene JET Whole Blood Genomic DNA

#K0781, #K0782 - Pub. N°. MANO0012667.

3.2.3.2. Materiales para la secuenciacion de ADN

Mandil descartable.

Guantes de nitrilo.

Crondmetro.

Puntas descartables de 2, 10, 20, 100, 200, 1000 puL.
Tubosde 2 y 1.5 mL.

Materiales de plastico.

Barbijo.
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e Lentes.
e Reactivos de la secuenciacion:
0 Ion AmpliSeq™ 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

0 Ion 520™ & Jon 530™ Kit — OT2 - Catalog Number A27751 - Pub. No.

MANO0010849 Rev. D.0.
3.2.4. Equipo de laboratorio

3.2.4.1. Extraccion de tejido sanguineo
e (Congeladora a -20 °C (Thermo Fisher TSX).
e Gradillas de plastico.
e Bolsas de plastico.
e Tubo con 3 mL con EDTA 5.2 mg (anticoagulante).
e Lapicero indeleble.

3.2.4.2. Extraccion de ADN
e (Centrifuga 16 000 gravedades (Spectrafuge 24D Labnet).
e (Congeladora a -20°C (Thermo Fisher TSX).
e Refrigeradora a 2 a 8°C (Thermo Fisher TSX).
e (Céamara de flujo laminar (Biobase Modelo BBS-H1100).
e Vortex (Thermo Scientific™ Agitador votex LP).

e Micropipetas de varios volimenes (Thermo Scientific™ Kits Finnpipette™ F2

GLP y Eppendort).
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e Termociclador (Thermo Fisher Applied Biosystems).
e (alefactores (OFR11AO 2500W).
3.2.4.3. Cuantificacion del ADN
e Vortex (Thermo Scientific™ Agitador votex LP y USA Scientific).
e Micro centrifuga (mySPIN™ 12 Mini centrifuge — Thermo Fisher).
e Vortex (USA Scientific).
e Cuantificador del ADN (Qubit™ Fluorometer - Thermo Fisher).
3.2.4.4. Secuenciacion de ADN
e Centrifuga (Thermo Fisher de placa).
e (Congeladora (Thermo Fisher TSX).
e Refrigeradora (Thermo Fisher TSX).
e (Camara de flujo laminar (Biobase Modelo BBS-H1100).
e Vortex (USA Scientific).
e Agitador (Vortex LP Thermo Fisher).
e Micro centrifuga (mySPINTM 12 Mini centrifuge — Thermo Fisher).
e Micro centrifuga de chip (Ion Chip Minifuge — Thermo Fisher).
e Micro pipetas (Thermo Scientific™ Kits Finnpipette™ F2 GLP y Eppendorf).
e Material de plastico (puntas, tubos y otros).
e Termociclador (Thermo Fisher Applied Biosystems).
e (alefactores (OFR11AO 2500W).
e Formacion de primers (Ion Touch 23 Thermo Scientific™).
e Purificador de primers (Ion Touch E Thermo Scientific™).

e Secuenciador (ION S5TM Thermo Scientific™).
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Bioinformatica
e Computadora.
e Software.

0 Software Torrent Suite™ v4.4.3.

* Software Base Calling.
= Software Mapeo Torrent.
= Software Torrent Variant Caller.

= Software PLINK v1.90b4.

3.3. Método de la investigacion

3.3.1.

3.3.2.

3.3.3.

Tipo y nivel de investigacion

El nivel que se usé en el presente trabajo de investigacion fue relacional.
Diseiio de investigacion

El tipo de disefio fue analitico, descriptivo.

Poblacion de estudio

La poblacién de estudio fue alpacas los fundos alpacas de los fundos Oquemarca (Phinaya),

Chaupi Wasi (Marangani) y CAP. Huaycho (Nufioa).

3.3.4.

Muestra

Se tomaron muestras de 210 alpacas de las razas Huacaya y Suri, 83 alpacas de color

blanco, 74 alpacas de color negro y 53 alpacas de color marron.

El tipo de muestreo fue no probabilistico.
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3.3.5. Diseiio estadistico

Se realiz0 el andlisis de asociacion del gen IRF4 con alpacas de fibra de color; mediante la
prueba de asociacion estadistica de Chi?, se determind si existe asociacion del gen IRF4 y alpacas
de color blanco; se determind mediante p-value, la probabilidad del que el gen IRF4, esté presente
en alpacas de fibra de color y se ajusté con el tes de correccion de Bonferroni.

Las frecuencias alélicas para las variantes del gen IRF4 fueron estimadas utilizando los
genotipos de los casos y controles, se tom6 como control al total de alpacas analizadas y casos a
los grupos de color de fibra.

Se compararon las frecuencias alélicas entre casos y controles para determinar el cambio
nucleosidico existente.

3.4. [Evaluacion en el laboratorio
3.4.2. Laboratorio CICAS “La Raya”

Se llevo a cabo en el laboratorio de “Genética Molecular”, de la Escuela Profesional de
Medicina Veterinaria, en el Centro de Investigacion de Camélidos Sudamericanos — “La Raya” la
realizacion de resultados finales de extraccion de ADN, PCR a tiempo final y secuenciacion del
gen.

3.5. Metodologia de estudio
3.6. Variables evaluadas en el estudio
3.6.2. Variable independiente
e Fenotipos de color de fibra en alpacas (X).
3.6.3. Variable dependiente

e Secuenciacion del gen IRF4 e identificacion de variaciones (Y).



3.6.4. Flujo grama

» Muestra sanguinea.

« Se agrego proteinasa K a la muestra de sangre

* Se agrego solucion de lisis y se mezclo bien e incubar 10 mina 56 ° C
* Se Agrega etanol

» Se transfirio la solucion a una columna de centrifugacion GeneJET

* Se centrifugo 1 min y se desecho el tubo de recoleccion con flujo
* Se transfirio a una columna spim nueva y a un tubo de recolecta de 2 ml
« Se agrego el Tapon de lavado [

« Centrifugar 1 min
* Se desecho el flujo continuo

* Se agrego el tampon de lavado 11 1

« Se centrifugo a 3 min y se desecho el tubo con recoleccion
* Se transfirio a una columna de centrifugadoa 1.5 ml

* Se afladio 200 ul de tampon de elucion

* incubar 2 min

* Centrifugo 1 min

* Recoleccion de ADN y almacenado a -20C°

Figura 7. Flujo grama de Extraccion de ADN

. Preparacion de
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de biblioteca. sistema lon
OneTouch™ 2

~6.5h

~ 6 horas

Analice el
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Figura 8. Flujo grama de Secuenciacion de ADN

~
* Los datos son generados por PGM y guardados en el servidor lon Torrent.

J

~\

* Analisis de datos primarios, generacion del informe resumen.
* Generacion de archivo VCF.
« Los ultimos incluyen solo alelos unicos, diferentes de la secuencia de referencia.

J

~N

« Exportacion de los datos al servidor Ion Reporter (IR) basado en la nube.
* Analisis de datos en IR.

Figura 9. Flujo grama de analisis de datos de lon Torrent
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3.6.5. Obtencién de muestras sanguineas

Se recolectaron 210 muestras sanguineas de alpacas de raza Huacaya y Suri, procedentes
del: Fundo CAP Huaycho Fundo, CICAS la Raya, Fundo Chaupi Wasi y Fundo Oquemarca.

Las muestras de sangre fueron obtenidas de la vena yugular de 74 alpacas de color negro,
53 alpacas de color marrén y 83 alpacas de color blanco (Tabla 1), mediante venopuncién, usando
vacutainers estériles y agujas 22 x 1% en tubos con anticoagulante de acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) de 2 mg/ml (Montes et al., 1983).

Las muestras se conservaron mediante cadena de frio y fueron trasladadas hasta el
laboratorio para ser conservadas a temperaturas de -20 °C, las cuales se mantuvieron congeladas

hasta el momento de la extraccion de ADN.

Figura 10.

Fenotipo de color de fibra de alpacas realizado en el estudio
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Tabla 1.

Lugares de recoleccién de muestra sanguinea

Lugares de Fundo Fundo Chaupi Fundo CAP CICAS La TOTAL
Muestreo Oquemarca Wasi Huaycho Raya

Alpacas Blancas 36 39 6 2 83
Alpacas Negras 23 2 0 37 74
Alpacas Marron 13 13 13 14 53
TOTAL 210

Figura 11. Obtencion y almacenado de muestras sanguineas

3.6.6. Disefio de primers

Se disefio primers para la region codificadora y no codificadora del gen IRF4, para ello se
utilizé el servicio que ofrece la empresa Thermo Fisher para el disefio de primers compatibles con
el kit lon AmpliSeq. Para el estudio se utiliz6 2 pool de genes de 212 amplicones de los cuales se

utilizaron 16 primers para la secuenciacion (Tabla 2), amplificdndose y secuenciandose en el

estudio 9 intrones y 10 exones (ver anexol).
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Tabla 2.
Listado de primers del Gen IRF4
N© Primers Forward 5' Primers Reverd 3'  Inicio del Final del Tamaiio
a3 as' Amplicon amplicon (Pb)
GGGATGCGGAAG CTGAGAAGGTG
1 ATGCTC CCTTCTCTGG 17384474 17384815 341
GCCCTAACACT
2 géggj%%[('}r%((:}CTA GTTCTTTCCTTT 17382825 17383117 292
AGAAATA
AATAATGCCCA
3 GTTTGCCTTGGCT AGGGAATTGCA 17381853 17382220 367
GTTTGACTA
AAAA
CCCTGCAATGTTT AGCAGGTTCAC
4 AAAGAAGATTCC AACTACATGAT 17380998 17381367 369
A CC
CATCTGATTCTT
5 COGTGGAGGCAG  orprGeAAATA 17379044 17379362 318
ATTAGAGGAA
CAGGT
CCTGGAAACTT
CCTGACAAGAAC
6 TGCTGAGTGT %GTTTGCAGAC 17376866 17377240 374
TTTTCCTCCTCC
AAACACTCACGT
7 GAGCTGTAATGA ¥TCATTCCTCTC 17374361 17374735 374
CCCTCAAGTGTT TTGTTCTGGTGT
) GAACTGAAGC GTTACGAACCT 17372259 17372622 363
TGAGAAAGTGC
GGCACAAGCATA
9 GAAGGTTCCT IJ:ETCCTCCTTCA 17379302 17379514 212
TGTTTGGAAAG
CGGTAGTAGAGG
10 CAGATGTGGA XCC}}CCCAGTTAG 17377190 17377441 251
CCACCCTCCTAC GGGCTCAAGGG
11 CCAGCTT CATTCTTG 17384865 17385197 332
CTGAAGCGGGAT CGACTCGGTCT
12 AGGTTGGAAG CTCCAAGTTTC 17383225 17383561 336
CCCTACAAAGT
CGCCTCCCTTCTA
13 CAAAACAGT gTACAGGATCG 17382510 17382880 370
CCAGTGCCCTCC CAAGAGGTTCC
14 TTACCATTTT CGAGGAGTTTG 17381205 17381452 247
TTCTAGGAAACT CTGGAGAGAGA
15 TAAAGGAGCCAA CCAGACCTGCA 17376559 17376918 359
AACA A
TTGAAGAACAAA
16 GGACACAGGAAG OGOTTCTGAACG 15300140 17374516 372
CCTCTCTTGTG
GATG
Total 5277
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3.6.7. Extraccién de ADN

Se utilizd una alicuota de 200 uL de sangre por muestra de 210 alpacas para la extraccion

de ADN, en el estudio se utiliz6 el Kit de purificacion de ADN genéomico Gene JET Scientific

Thermo # K0721, Pub. N° MANO0012663 (Thermo Fisher Scientific Inc, WA, USA).

Se agregaron 20 pL de Solucion de Proteinasa K a 200 uL. de sangre completa, y se
procedio a la mezcla por vortice.

Se agregaron 400 pL de solucion de lisis, y se procedid a mezclar bien mediante
vortice o pipeteando para obtener una suspension uniforme.

Se procedio a incubar la muestra a 56 °C durante 10 minutos mientras se agitd en
vortex ocasionalmente, hasta que las células estén completamente lisadas, se
transfirid la mezcla preparada a la columna de centrifugado.

Se procedi6 a centrifugar durante 1 minuto a 6 000 x g (~ 8 000 rpm).

Se desecho el tubo de recoleccion que contiene la solucion de flujo continuo para
colocar la columna en un nuevo tubo de recoleccion de 2 mL (incluido) y procedid
a agregar 500 pL de Wash Buffer WBI (con etanol agregado).

Se procedid a centrifugar durante 1 minuto a 8 000 x g (~ 10 000 rpm).

Se desecho el flujo y coloco la columna nuevamente en el tubo de recoleccion.

Se agregaron 500 pL de Wash Buffer II (con etanol agregado) a la columna y se
procedid a centrifugar durante 3 minutos a la velocidad maxima (=20 000g >14 000
rpm), la columna de purificacion se colocé nuevamente en el tubo y se volvid a
girar la columna durante 1 minuto a velocidad maxima (>20 000g).

Se agregaron 200 pL de tampdn de elucion al centro de la membrana de la columna

para eluir el ADN gendémico.
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e Se incub6 durante 2 minutos a temperatura ambiente y se procedid a centrifugar
durante 1 minuto a 8000g.

e Se desecho la columna de purificacion y el ADN purificado, inmediatamente se uso
para la secuenciacion o se procedio al almacén para proximas utilizaciones a -20
°C.

e La cuantificacion de ADN se determind mediante Qubit® 2.0 Fluorometer, usando

QubitTM dsDNA HS Assay Kit (Invitroge™, Thermo Fisher Scientific Inc., WA,

Figura 12. Proceso de extraccion de ADN

3.6.8. Secuenciacion de ADN

Se llevaron a cabo 20 corridas de secuenciacion, obtenidas en 210 ciclos con lecturas de
pares: 54.60 Gbp con 63 237 090 lecturas que pasan el filtro en la carrera, 1 266 074 880 Tbp con
78 245664 lecturas que pasaron los filtros.

Cada individuo secuenciado presentd un porcentaje diferente de contribuciones de lectura
identificadas en la secuenciacion, la diversidad del gen IRF4 se evalu6 en todas ellas con un
promedio de densidad del 85% en cada chip, obteniendo una buena densidad de particulas de
esferas ionicas (Fig. 14).

Se pudo secuenciar un total de 6 662 variantes del gen IRF4 en 3 fenotipos de color de

manto en alpacas de las cuales se obtuvieron, 2 290 variantes para el fenotipo de color de manto
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blanco, 728 variantes para el fenotipo de color de manto color negro y 3 644 variantes para el

fenotipo de color de manto color marrén.
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Figura 13. Resultado de ejecucion de secuenciacion de lon Torrent S5

3.6.8.1. Preparacion de ADN para bibliotecas
A. Proceso de preparacion de reacciones de amplificacion de ADN
e Se agregaron los siguientes componentes a un solo pocillo de una placa de PCR de
96 pocillos.
Tabla 3.

Adicion de reactivos para preparacion de ADN con grupo de primers

Componentes Volumen
Panel de primers

5X Ton AmpliSeq™ HiFi Mix 4 uL

2X Ton AmpliSeq™ Grupo de Primers 10 uL

ADN (1-100 ng) <6 uL

Agua libre de nucleasas Hasta 20 pL
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e Se procedidé a mezclar completamente, pipeteando hacia arriba y hacia abajo 5
veces, luego se transfiri6 las mezclas maestras de la muestra a 2 pocillos de una
placa de PCR de 96 pocillos.

e Se transfiri6é un volumen de 5 pL de mezcla maestra a 2 pocillos y se agregaron 5
pL del grupo de primers 1 al primer pocillo y 5 pL del grupo de primers 2 al segundo
pocillo.

e Se procedio a sellar la placa con una pelicula adhesiva transparente MicroAmp™.

5puL2X
primer pool 1

Figura 14. Union de pool de primers con ADN

B. Amplificacion de grupo de primers por PCR

e Para amplificacion de regiones objetivas, se ejecutd el siguiente programa.
Tabla 4.

Amplificacién de primers por PCR para bibliotecas

Etapa Paso Temperatura Tiempo
Mantenimiento ActlvaC{on dela 99 °C 2 minutos
enzima
Desnaturalizacion 99 °C 15 segundos
Ciclo Ahneaml.eflto y 60 °C R minutos
extension

Mantenimiento 10 °C
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Figura 15. Amplificacion de primer mediante PCR
C. Proceso de combinacion de reacciones de amplificacion objetivo
e Se centrifugd brevemente para recoger el contenido en el fondo de los pocillos.
e Se procedi6 a retirar con cuidado el sello de la placa.
e Para cada muestra, se combin¢ las reacciones de amplificacion objetiva de 10 pL.
e El volumen total para cada muestra debe ser de 20 pL.
D. Proceso de digestion parcial de amplicones

e Se centrifugd brevemente para recoger el contenido en el fondo de los

pocillos, luego se procedio al retiro del sello de la placa.
e Seagregaron 2 pL de reactivo FuPa™ a cada muestra amplificada.
e Se procedio al sellado con una pelicula adhesiva transparente, se agitd en vortex y

luego se centrifugo6 para recoger las gotas.

e Se colocd una almohadilla de compresion en la placa y se cargd en el

termociclador.

e Se procedio a la ejecucion del siguiente programa en el PCR.
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Tabla 5.

Proceso de digestion parcial de amplicones mediante PCR

Temperatura Tiempo

50 °C 10 minutos
55°C 10 minutos

60 °C 20 minutos

10 °C Mantenimiento

E. Proceso de purificacion y ligacion de adaptadores a los amplicones

e Se aplicaron los reactivos de acuerdo a la siguiente tabla:

Tabla 6.

Proceso de purificacion y ligacion de adaptadores

Orden de

o es Componentes Volumen
adicion
1 Solucion Switch™ 4 uL
Adaptadores de cddigo de barras lon
2 Torrent™ 2 pL
3 ADN Ligasa 2 uL

Total, volumen incluyendo ~ 22 pL de

amplicén digerido ~30 pLL

e Se procedi6 a sellar la placa con una nueva pelicula adhesiva transparente

MicroAmp ™, se agitd en vortex y se centrifugd brevemente para recoger las gotas.

e Se colocod una almohadilla en la compresion MicroAmp ™ y se procedi6 a la

ejecucion del siguiente programa.
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Tabla 7.

Ligacion de adaptadores con amplicones mediante PCR

Temperatura Tiempo

22 °C 30 minutos

68 °C 5 minutos

72 °C 5 minutos

10 °C Mantenimiento

F. Proceso de purificacion de librerias
e Se centrifugd brevemente la placa para recoger el contenido en el fondo de los
pocillos.
e Se retird con cuidado el sello de la placa, luego se agregaron 45 pL (1.5 x volumen
de muestra) de Reactivo Agencourt ™ AMPure ™ XP a cada biblioteca.

e Se procedio a pipetear hacia arriba y hacia abajo 5 veces para mezclar bien la

suspension de micro esferas con el ADN.

e Se incubo la mezcla durante 5 minutos a temperatura ambiente.

e Secoloco la placa en una rejilla magnética como el iman lateral DynaMag™, luego
se procedio a incubar durante 2 minutos o hasta que la solucion se aclare.

e Se retird con cuidado y se desecho el sobrenadante sin alterar el sedimento.

e Se agregaron 150 pL de etanol al 70% recién preparado, luego se agit6 la placa de
lado a lado en las dos posiciones del iman para lavar las cuentas y se procedio a
retirar con cuidado, luego se desecho el sobrenadante sin alterar el sedimento.

e Se procedid a un segundo lavado.

e Se aseguro de eliminar todas las gotas de etanol de los pozos, manteniendo la placa

en el iman y se seco las cuentas al aire a temperatura ambiente durante 5 minutos.
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Figura 16. Purificacion de librerias de ADN
Nota: A. Unién de amplicones con perlas, B. Lavado de perlas con alcohol para
purificacion

G. Proceso de amplificacion de libreria

e Seretird la placa con bibliotecas purificadas del iman, luego se agregaron 50 pL de
Platinum™ PCR SuperMix HiFi™ y 2 uL de Library Amplification Primer Mix™
a cada granulo de perlas y se procedio al sellado de la placa con la pelicula adhesiva
MicroAmp™ y se agito en vortex.

e Se coloco la placa nuevamente en el iman durante al menos 2 minutos para
transferir cuidadosamente ~50 pL de sobrenadante de cada pocillo a un pocillo
nuevo o una placa nueva sin alterar el sedimento.

e Se procedio a la ejecucion del siguiente programa.

Tabla 8.

Proceso de amplificacion de libreria por PCR.

Etapa Temperatura Tiempo
Mantenimiento 98 °C 2 minutos
98 °C 15 segundos
5 ciclos
64 °C 1 minuto

Mantenimiento 10 °C Mantenimiento
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H. Proceso de purificacion de biblioteca amplificada
H.1 Primera ronda de purificacion

e Se centrifugo brevemente para recoger el contenido en el fondo de los pocillos,
luego se retiro el sello de la placa.

e Se agregaron 25 pL de reactivo Agencourt™ AMPure™ XP a cada pocillo de la
placa que contenga ~ 50 pL de muestra.

e Seincub6 la mezcla durante 5 minutos a temperatura ambiente.

e Seprocedi6 a colocar la placa en un iman como el iman lateral DynaMag™ durante
al menos 5 minutos, o hasta que la solucion esté transparente.

H.2 Segunda ronda de purificacion

e Al sobrenadante del paso anterior, se agregaron 60 uL (1.2 x volumen de muestra
original) de Reactivo Agencourt™ AMPure™ XP.

e Se procedi6 a incubar la mezcla durante 5 minutos a temperatura ambiente.

e Se coloco la placa en el iman durante 3 minutos o hasta que la solucidon esté
transparente y se procedi6 a retirar con cuidado y luego, se procedid a desechar el
sobrenadante sin alterar el sedimento.

e Al final del proceso se observd que los amplicones estan unidos a las perlas.

e Se procedi6 a agregar 150 uL de etanol al 70% recién preparado a cada pocillo,
luego se movid la placa de lado a lado en el iman para lavar las cuentas y se procedid
a desechar el sobrenadante sin alterar el sedimento.

e Se procedi6 a repetir los pasos para un segundo lavado.

e En el proceso de segundo lavado, se asegurd de eliminar todas las gotas de etanol

de los pozos.
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e Manteniendo la placa en el iman, se seco las perlas al aire a temperatura ambiente

durante 2 a 5 minutos.

e Se retir6 la placa del imén, luego se agregaron 50 uL de LowTE al granulo para

dispersar las perlas.

e Se procedio al sellado de la placa con la pelicula adhesiva MicroAmp™, se agito

bien en votex y luego sé centrifugo para recoger las gotas.
e Se procedi6 a incubar a temperatura ambiente durante al menos 2 minutos.
e Se coloco la placa en el iman durante al menos 2 minutos, luego se procedid

analizar una parte (alicuota) del sobrenadante con el flurometro Qubit™, para la

dilucion de la libreria.

Figura 17. Cuantificacion de librerias mediante flurémetro Qubit™

3.6.8.2. Amplificacion y enriquecimiento de platilla con Sistema Ion OneTouch™ 2
A. Proceso de amplificacion de plantilla
e Se diluyeron las bibliotecas con codigo de barras, como se describe en la (Tabla 9).
Tabla 9.

Dilucion de biblioteca amplificada

Componentes Volumen
100- pM biblioteca combinada 6 -8 uL
Agua libre de nucleasas 92 -94 uLL

Volumen total de biblioteca diluida para agregar a la soluciéon
de amplificacion 100 pL
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e Se procedi6 a agitar en votex la biblioteca diluida durante 5 segundos, luego se

centrifug6 durante 2- 5 segundos.
e Se coloco la biblioteca diluida en hielo.

e Al tubo, que contiene 2 mL de mezcla de Ion S5™ Reagent Mix 15 °C a 30 °C, se

agrego los siguientes componentes en el orden designado.

Tabla 10.

Adicion de reactivos para la amplificacion de plantilla

Orden Reactivo Volumen
1 Agua libre de nucleasas 80 pL
2 Ion S5™ Enzyme Mix™ 120 puL
3 Particulas de esferas i6nicas 100 uL
4 Biblioteca diluida 100 pL
Volumen total (incluida la mezcla de reactivos) 2 400 pL
B. Proceso de llenado del filtro de reaccion

e Se coloco el filtro de reaccion Ion OneTouch™ en una rejilla para tubos, de modo

que los 3 puertos del filtro estén hacia arriba.

e Se identifico el puerto de muestra en el filtro de reaccion Ion OneTouch™ vy se

precedio a agregar la solucion de amplificacion a través del puerto de muestra.
e Se pipeted lentamente un volumen de 800 puL de la solucidén de amplificacion de
2.4 mL a través del puerto de muestra.

e Se procedié a agregar 200 uL el aceite de reaccion Ion OneTouch™ a través del

puerto de muestra.

e Con el émbolo presionado, se retird la punta del puerto de muestra.
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Figura 18. Proceso de llenado de filtro de reaccion lon OneTouch™.

C. Proceso de instalacion del filtro de reaccion en el lon OneTouch™
e Se levant¢ el filtro de reaccion Ion OneTouch™ directamente del estante de tubos.
Con el puerto de muestra todavia a la izquierda, se gir6 el conjunto del filtro en el
sentido de las agujas del reloj, hasta que el tubo de reaccion se invierta y los tres
puertos apunten hacia abajo.
e Se insertaron los tres puertos en los tres orificios Ion OneTouch ™, de modo que
el filtro de reaccion quedo firmemente asentado en el instrumento.
D. Ejecucion de la carrera del Ion OneTouch™

e Después de la instalacion del filtro de reaccion Ion OneTouch™, se inici6 la

ejecucion de la carrera.

Figura 19. Ejecucion del equipo lon OneTouch™
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. Recuperacion de las particulas de esferas ionicas con plantilla positiva

Al final de la ejecucion, se procedié a centrifugar la muestra siguiendo las

indicaciones de la pantalla del Ion OneTouch™,

Tubo de
recuperacion

Localizacion
de laz perlas

Figura 20. Tubo de recuperacion con esferas ionicas de plantilla positiva

F.

Lavado de particulas de esferas ionicas de plantilla positiva

Se us6 una pipeta para eliminar el sobrenadante hasta 100 pL de solucion de
recuperacion Ion OneTouch ™ de cada tubo de reactivo Ion OneTouch™.

Se retir6 el sobrenadante de la superficie y en el lado opuesto de las perlas, sin
perturbar el sedimento de las esferas i6nicas positivas de la plantilla.

Se procedi6 al re suspension de las esferas idnicas positivas de plantilla en la
solucion de recuperacion restante en cada tubo, pipeteando la suspension hacia
arriba y hacia abajo.

Se combind la suspension de cada tubo de recuperaciébn en un nuevo tubo
Eppendorf Lobina™ de 1.5 mL.

Se agregaron 100 pL de agua libre de nucleasas a cada tubo de recuperacion, se
pipeteo hacia arriba y hacia abajo para mezclar, luego transfirié las perlas restantes
al tubo etiquetado de 1.5 mL.

Se llevaron las suspensiones combinadas en el tubo de 1.5 mL a 1 mL con agua

libre de nucleasas.
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e Se agito durante 30 segundos para re suspender completamente las esferas ionicas
positivas de la plantilla y luego se centrifugd durante 8 minutos a 15500g.

e Se procedio a eliminar todo el sobrenadante menos 20 pLL

e Se procedid a etiquetar el tubo como referencia.

e En el nuevo tubo etiquetado, se aumentd el volumen de las suspensiones lavadas
combinadas a 100 pL con la solucion de re suspension.

e Se agitdo en votex el sedimento durante 30 segundos para re suspender
completamente las esferas i0nicas positivas, luego sé procedio a centrifugar el tubo

durante 2 segundos.

Figura 21. Lavado de particulas de esferas ionicas de plantilla positiva
3.6.8.3. Enriquecimiento de las esferas ionicas positivas
A. Preparacion de la solucion Melt-Off™

e Se preparé la solucion de Melt - Off™ combinando los componentes en el siguiente

orden.
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Tabla 11.

Adicién de reactivos para la solucién Melf-Off™

Orden Componentes Volumen

1 Soluciéon Tween™ 280 pL

2 NaOH 40 uL
Total 320 pLL

B. Proceso de lavado y suspension de perlas Dynabeads™ MyOne

e Se trasfirieron 100 uL de Dynabeads™ MyOne™ y perlas de Estreptavidina C1 a
un nuevo tubo Eppendorf ADN LoBind™ de 1.5 mL.

e Se coloco en el DynaMag ™ durante 2 minutos y se procedi6 a retirar y desechar
el sobrenadante sin alterar el granulo de perlas del Dynabeads™ MyOne™
Estreptavidina CI1.

e Se agregd 1 mL de solucion de lavado Ion OneTouch™ a la parte alicuota de
Dynabeads™ perlas de Estreptavidina C1.

e Seretiro6 el tubo del imén y se procedi6 a mesclar con el Vortex durante 30 segundos
para luego centrifugar el tubo durante 2 segundos.

e Se coloco el tubo en el DynaMag™ durante 2 minutos, luego se procedio a retirar
y desechar el sobrenadante.

e Se agregd 130 puL de solucion de captura de perlas MyOne™ a las perlas
Dynabeads™ MyOne™ vy Estreptavidina Cl1.

e Se retir6 el tubo del iman, agitando el tubo en vortice durante 30 segundos, luego

se centrifugo el tubo durante 2 segundos.
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C. Proceso de llenado de la tira de 8 pocillos del OneTouch™ ES

Se asegurd de que la pestafia de forma cuadrada de la tira de 8 pocillos esté a la
izquierda.

Se procedid a pipetear particulas de esferas ionicas hacia arriba y hacia abajo 10
veces para mezclar, luego transfirié todo el volumen (100 pL) de las particulas de
esferas ionicas re suspendidas en la solucion de re suspension del pozo 1 de la tira
de 8 pozos.

Se confirma que la pestana de forma cuadrada esté a la izquierda, luego se inserto
la tira llena de 8 pocillos con la tira de 8 pocillos y se presiona hasta el extremo

derecho de la ranura de la bandeja de instrumentos Ion OneTouch™ ES.

Tabla 12.

Adicion de reactivos en la tira de 8 pocillos

Numero de Reactivo para dispensar en el pozo

pozos
Muestra de particulas de esferas ionicas positiva de plantilla completa (100 pL;

Pozo 1 preparada en el paso 1)

Pozo 2 130 TEﬂie Dynabeqc,isTM MyOne™ Estreptavidina C1 perlas re suspendidas en
MyOne™ y la solucion de captura de perlas.

Pozo 3 300 pL de Ion OneTouch™ ES, Solucion de lavabo.

Pozo 4 300 pL de Ion OneTouch™ ES, Solucion de lavabo.

Pozo 5 300 pL de Ton OneTouch™ ES, Solucion de lavabo.

Pozo 6 Vacio.

Pozo 7 300 pL de solucion Melt-Off.

Pozo 8 Vacio.

Figura

s r .?. / x

22. Tira de 8 pocillos del OneTouch™ ES
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3.6.8.4. Realizar la carrera en el OneTouch™ ES
e Se procedid a cargar una punta nueva y un tubo de PCR abierto de 0.2 mL en el
instrumento Ion OneTouch™ ES, y la tira de 8 pocillos.
e Elpozo | (muestra particulas de esferas i0nicas) es el pozo mas a la izquierda y la
tira de 8 pozos se empujo a la posicion mas a la derecha en la ranura (Fig 23).
e Se procedid a pipetear el contenido del pozo 2 hacia arriba y hacia abajo para re
suspender las cuentas antes de comenzar la ejecucion teniendo cuidado de

introducir burbujas en la solucion.

e Se procedio a la ejecucion de la carrera.

Figura 23. Ejecucion de OneTouch™ ES. Nota: A, Cargado de tira de pozos y B,
ejecucion de OneTouch™ ES
A. Proceso de lavado de las particulas de esferas ionicas enriquecidas
e Se procedi6 a centrifugar el tubo de PCR de 0.2 mL que contiene las particulas de
esferas i6nicas enriquecidas a 15500g durante 5 minutos.
e Se retir6 el sobrenadante hasta 10 pL sin alterar el sedimento, luego se agregd 200

uL de agua libre de nucleasas.
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Se pipete6 la solucidon hacia arriba y hacia abajo 10 veces para re suspender el

sedimento.

Se procedi6 a centrifugar el tubo de PCR de 0.2 mL a 15500g por 5 minutos.

B. Cargado de la muestra al chip Ion 520 ™ para la secuenciacion

Se procedio a dispensar lentamente 40 puL. de la muestra directamente en el puerto
de carga del chip, luego se dispenso los 20 pL restantes en el pozo de carga del chip
y s€ centrifugo durante 5 minutos.

En un tubo de 1.5 mL, se combina 900 uL de Annealing Buffer " al 50% con 100
uL de Solucion Foaming ™ (10% Triton™ X-100).

Se cre6 espuma agitando vigorosamente.

Se procedio a colocar el chip en una superficie estable, luego se procedio a inyectar
100 uL de espuma en el puerto de carga del chip.

Se retir6 el liquido expulsado del pozo de salida.

Se repitio el paso de inyeccion de espuma tres veces mas para un total de 4
inyecciones.

Se inyectd 100 uL de Annealing Buffer al 50% en el puerto de cargado de chips,

luego retir6 el liquido expulsado del pozo de salida.

Se repitio el paso de lavado tres veces mas para un total de cuatro.

Figura 24. Cargado de muestra en el chip 520™ para la secuenciacion
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C. Proceso de cargado de Chip en el secuenciador ion torrent S5
e Se procedi¢ a inicializar el secuenciador.
e Se aseguro el chip cargado con Particulas Ion Sphere™ positivas para plantilla en

la abrazadera del Secuenciador y se procedi6 a seleccionar el plan de ejecucion en

el software Torrent Suite ™,

Figura 25. Ejecucion del secuenciador lon Torrent. Nota. A. Cargado del Chip en el

secuenciador, B. ejecucién del programa lon Torrent
3.6.9. Analisis de datos

Tras la secuenciacion de las muestras se realizo un analisis primario mediante el software
Torrent SuiteTM, en un proceso denominado base calling se obtuvieron diferentes ficheros tipo
fastq, que contienen los “datos crudos” de la secuenciacion para cada muestra, las secuencias de
las bases nucleotidicas y un valor de calidad técnico asociado a cada una de ellas, ademas se
obtuvieron informacion sobre otros datos técnicos, tales como uniformidad o espectro del tamafio
de los fragmentos, asi como una primera aproximacion de las variantes alé¢licas detectadas en cada
muestra (fichero alleles IonExpress.xls).

Los datos de las ejecuciones no alineados de secuenciacion en Ion Torrent PGM™ se
transfirieron automaticamente al servidor Torrent, que aloja el software Torrent Suite™ v4.4.3

(Thermo Fisher Scientific, Inc).
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El software Torrent Suite utiliz6 el navegador Torrent, que incluye el programa de Mapeo
Torrent para la alineacion y Torrent Variant Caller el llamado de variantes, el programa de
alineacion de Mapeo Torrent, realiz6 automéaticamente la alineacion de la secuencia de acuerdo
con la secuencia de referencia de la alpaca Carlotta -Vicugna pacos-2.0.1 (GCA _000164845.2)
obtenidas del NCBI (Centro Nacional de Informacion Biotecnologica).

El software Torrent Variant Caller realizo, el control de calidad y el analisis de datos, el
llamado de polimorfismos de un solo nucle6tido (SNP), polimorfismos multinucleotidicos (PNM),
inserciones (INS) y deleciones (DEL) dentro secuencia del genoma de la alpaca como referencia
en el Software Torrent Suite™.

Se configurd el programa Variant Caller, para ajustar la configuracion de los parametros,
para afectar la rigurosidad de las llamadas de variantes. Los ajustes a los pardmetros equilibraron
la especificidad (es decir, las llamadas de falso positivo) y la sensibilidad (es decir, las llamadas
de verdadero positivo). Con los filtros de calidad, los cuales se utilizaron:

e Frecuencia alélica menor: 5%
e Valor p de equilibrio de Hardy Weinberg: 0.001%

e Maximo de variantes faltantes por muestra: 90%

Los datos generados a través de la secuenciacion se transfirieron y analizaron
simultdneamente en el servidor lon Torrent; el analisis inicial incluy6 el procesamiento de sefiales
y llamadas de bases, produciendo secuencias de ADN asociadas con lecturas individuales. Las
secuencias fueron ensambladas y analizadas con el programa Ion Reporter del equipo, se anotaron
y exportaron todas las variantes; se exportd mediante en el formato Variant Caller, que incluia
llamadas de alelos y varias estadisticas de secuenciacion (como la profundidad y calidad de
secuenciacion, la frecuencia de alelos y el tipo de marcadores y ubicacion cromosoémica) para cada

muestra, los resultados se descargaron en linea en formato de (fichero alleles IonExpress.xls).
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3.7. Aplicacion estadistica

Los analisis de asociacion de genes con fenotipos de color de fibra, se realizaron con la
prueba basica de asociacion de casos y controles chi?, utilizando el software PLINK v1.90b4
(Purcell et al., 2007).
Para corregir los errores de falso positivo que se dan por el tamafo de variantes, se aplicéd la

correccion de Bonferroni o la tasa de falsos descubrimientos (Laurie et al., 2010)
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CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1.1dentificacion de variantes del gen IRF4 asociadas al color de fibra en alpacas mediante

el tipo de variante polimorfica

Se identificd 224 nuevas variaciones del gen IRF4, en la region promotora, S'UTR y 3'UTR,

codificadora (exones) asi como regiones intronicas parciales en 210 alpacas de colores blanco,

negro y marrdn, de las cuales se encontraron 180 SNP, 14 polimorfismos de multiples nucledtidos,

21 deleciones y 9 inserciones (Tabla 13).

Tabla 13.

Ndmero de variantes encontradas en alpacas de color blanco, café y negro

Variantes g:pacas Alpacas Alpacas TOTAL
ancas Negras marrones

N.° de SNP 70 37 68 174

N.° de MNP 7 1 8 16

N.° de DEL 10 3 8 22

N.° de INS 4 0 4 8

TOTAL 91 41 88 220

En el 100% de alpacas secuenciadas, hubo 19% de variantes heterocigotas, 7% de variantes

homocigota, 36% de variantes ausentes y 38% de las muestras no pudieron ser leidas (Fig. 26).

> No llamado
_3_§%

——

Figura 26. Porcentaje de variantes encontradas en 210 alpacas
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En 83 alpacas de color blanco se encontr6 un total de 91 variantes (Tabla 13), de los cuales
se encontrd un promedio de 21% de variantes heterocigotas, 5% de variantes homocigotas, 32%
de variantes ausentes y 41% de variantes no llamadas (ver anexo 5), del total de variantes se
encontraron 70 polimorfismos de nucleétido simple, 7 polimorfismos de multiples nucledtidos, 10
deleciones y 4 inserciones (Tabla 13).

En 74 alpacas de color negro se encontrd un total de 41 variantes (ver anexo 3) de los
cuales se encontr6 un promedio de 29% de variantes heterocigotas, 71% de variantes homocigotas,
no se encontraron variantes ausentes y variantes no llamadas (ver anexo 6), del total de variantes
encontradas se encontraron 37 polimorfismos de nucleétido simple, un polimorfismo de multiples
nucledtidos, tres deleciones, no se encontraron inserciones en las alpacas analizadas (Tabla 13).

En 53 alpacas de color marron se encontr6 un total 88 variantes (ver anexo 4) de los cuales
se encontr6 un promedio de 8% de variantes heterocigotas, 3% de variantes homocigotas, 45% de
variantes ausentes y 44% de variantes no llamadas (ver anexo 7), del total de variantes encontradas
se encontraron 68 polimorfismos de nucledtido simple, 8 polimorfismos de multiples nucledtidos,
8 deleciones y 4 inserciones (Tabla 13).

Se amplifico un fragmento de, 4715 pares de bases que corresponde al 99.64% de la region
codificante, asi como regiones intronicas parciales del gen IRF4, utilizando para ello 16 pares de
cebadores (Tabla 2). El gen fue secuenciado en un total de 210 alpacas para el cromosoma 20,
donde se ubica el gen IRF4. El alineamiento de dichas secuencias por el programa Multalin
permitid obtener una secuencia consenso que fue comparada mediante el programa BlastN

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) con las secuencias de genes ortdlogos en otras especies (Tabla 14).
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Tabla 14.

Similitud nucleotidica del IRF4 en alpacas. y secuencias ortologas

Especie N.? de acceso Similitud nucleotidica (%)
Camelus bactrianus XM _010968565.2 95.35
Bos taurus XM 024983463.1 91.83
Homo sapiens NG 027728.1 86.56
Sus scrofa XM_021097964.1 91.88

Estos resultados indican que el gen IRF4 tiene una alta variacion a entre especies, incluso
una cercana como es el Camelus bactrianus. Al realizar el alineamiento de la secuencia
aminoacidica con otras especies se encontrd una similitud mas cercana con el Camelus bactrianus,

comparando con el Camelus dromedarius, los detalles se observan en la Figura 27.

OViS.
Ipaca_unsaac
Euamebac
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| [ o
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Figura 27. Comparacion con secuencias aminoacidicas entre la alpaca y otras especies

4.2.1dentificacion de variantes del gen IRF4 asociadas al color de fibra en alpacas mediante
numero de variantes encontrados en exones

En el presente estudio se ha podido secuenciar el 99.64% del gen IRF4 en alpacas, se
encontraron variaciones en la region codificadora, de un total de 9 exones en 8 se encontraron
variaciones, encontrandose que en el exén 3 y exon 5, no se encontraron variaciones. En la region
codificadora se encontraron 47 variantes en los 9 exones del gen IRF4, entre ellos 35
polimorfismos de nucleodtido simple, dos polimorfismos de nucle6tido multiple, cuatro deleciones

y seis inserciones (Tabla 15).
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Tabla 15.

Ndmero de variantes encontradas en exones en 210 alpacas

ALPACAS

TOTAL DE
EXONES ~ SNP MNP DEL  INS \\ briiNTES
Exon 1 4 0 0 0 4
Exén 2 4 2 0 ! 7
Ex6n 3 0 0 0 0 0
Exén 4 2 0 1 0 3
Exon 5 0 0 0 0 0
Ex6n 6 3 0 2 0 5
Exén 7 6 0 0 4 10
Exén 8 6 0 1 ! 8
Ex6n 9 2 0 0 0 2
Ex6n 10 8 0 0 0 8
TOTAL 35 2 4 6 47

En 83 alpacas blancas en la region codificadora se encontrd un total de 19 variantes, de los
cuales, 14 fueron polimorfismos de nucledtido simple, un polimorfismo de nucle6tido multiple,
una delecion y tres fueron inserciones (ver anexo 8).

En 74 alpacas de color negro en la region codificadora solo se encontraron un total de 3
polimorfismos de nucleo6tido simple, en los exones 6, 8 y 10 respectivamente (ver anexo 9).

En 53 alpacas de color marron, se encontré un total de 25 variantes en la region
codificadora, encontrandose, 18 polimorfismos de nucledtido simple, un polimorfismo de
nucledtido multiple, tres deleciones y tres inserciones (ver anexo 10).
4.3.1dentificacion de variantes del gen IRF4 asociadas al color de fibra en alpacas mediante

numero de variantes encontrados en intrones

En la region no codificadora se encontraron 173 variantes en los 9 intrones del gen IRF4,
entre ellos 140 polimorfismos de nucleotido sencillo, 13 polimorfismos de nucledtido multiple, 18

deleciones y dos inserciones (Tabla 16).
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Tabla 16.

Ndmero de variantes encontradas en Intrones en 210 alpacas

ALPACAS
TOTAL DE

INTRONES SNP MNP DEL INS VARIANTES
Intrén 1 2 0 0 0 2
Intrén 2 7 0 0 0 7
Intrén 3 5 1 1 0 /
Intrén 4 28 1 0 0 29
Intron 5 3 0 0 0 3
Intrén 6 18 3 3 0 24
Intr6n 7 28 1 2 . 32
Intron 8 27 2 7 0 36
Intrén 9 22 5 S ! 33
TOTAL 140 13 18 2 173

En 83 alpacas blancas en la region no codificadora de alpacas de color blanco se encontro
un total de 38 variantes, de los cuales, se encontraron 34 polimorfismos de nucleoétido simple, un
polimorfismo de nucle6tido multiple, 3 deleciones y no se observaron inserciones (ver anexo 8).

En 74 alpacas de color negro en la region no codificadora de alpacas de color negro se
encontro un total de 38 variantes, de los cuales, se encontraron 34 polimorfismos de nucledtido
simple, un polimorfismo de nucledtido multiple, tres deleciones y ninguna insercion. (Ver anexo
9).

En 53 alpacas de color marrdn, en la region no codificadora de alpacas de color negro, se
encontr6 un total de 63 variantes, de los cuales, se encontraron 50 polimorfismos de nucleotido

simple, seis polimorfismos de nucle6tido multiple, seis deleciones y una insercion (ver anexo 10).
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4.4. Estudios de asociacion entre el gen IRF4 y polimorfismos con relacion al color en alpacas
Tabla 17.

Analisis de asociacion de alpacas de color blanco y alpacas de color

Cromosoma Posicion Alelo Frecuencia Frecuencia Alelo Chi- P-Valué
del SNP menor de alelo en de alelo en mayor cuadrado
casos controles
NW_005882714 17381093 T 0.7857 0,1429 C 23.26 0.00002506
NW_005882714 17381207 A 0.7692 0,1429 T 21.42  0.000003685

En el andlisis de asociacion de alpacas de color de fibra blanco y alpacas de color, se
identificaron dos SNPs sinénimos, en las ubicaciones ¢.17381093 y ¢.17381207 (Tabla 17).

En la ubicacion ¢.17381207, se encontrd el cambio de A>T en el intro 6, mediante la
realizacion equilibrio de Hardy-Weinberg observamos una frecuencia alelica de 79% del alelo
menor a comparacion del 14% en el alelo mayor; se realizo la prueba de hipotesis de chi-cudrado
al 5% para evaluar la asociacion del polimorfismo del gen IRF4 con el fenotipo de, obteniendo un
valor P<. 0.000003685 (Tabla 17).

En la ubicacion ¢.17381093, se encontrd el cambio de T>C en el intro 6, mediante la
realizacion equilibrio de Hardy-Weinberg observamos una frecuencia alelica de 77% del alelo
menor a comparacion del 14% en el alelo mayor; se realiz6 una prueba de hipotesis de chiq-
cudrado al 5% para evaluar la asociacion del polimorfismo del gen IRF4, obteniendo un valor P<.

0.00002506 (Tabla 17).



77

DISCUSION

Estos resultados guardan relacion con lo que sostiene Praetorius (2013), Adhikari (2016),
Gathany (2009), Sturm (2009), Do et al., (2010), Zhang et al., (2013) y Han, (2008), quienes

sefialan que el gen IRF4 estd asociado con el color del cabello y la pigmentacion de la piel en
humanos. Estos autores expresan que el polimorfismo SNP rs12203592 del gen del factor
regulador del interferén 4, muestra asociacion significativa con el fenotipo de pigmentacion del
cabello. Sulem (2007), Liu (2010), Eriksson (2010). Jacobs (2013), Jacobs et al. (2015), Nan
(2009), Liu et al., (2015) y Han (2008), ubican el SNP rs12203592 del gen IRF4 relacionado con
la asociaciéon con fenotipos de pigmentacion humana y el color de cabello, ello no es
completamente acorde con lo que en este estudio se halla, puesto que en este trabajo se encontrd
que esta variante asociada al color de fibra de alpaca esta en el intron 6.

De igual manera, en el estudio de Viseer (2015), sefiala que el intron 7 del gen IRF4 esta
asociado al fenotipo de pigmentacion del cabello en humanos. Ello también no es acorde con lo
que se halla en el estudio, puesto que en este trabajo afirma que la variante asociada con el color
de fibra de alpaca esta en el intrén 6; estos resultados diferentes se explican por la ausencia de
homologia en las regiones intronicas de humanos y camélidos sudamericanos.

Varios estudios demostraron que los SNP no codificantes, asociados con un determinado
fenotipo, pueden tener elementos potenciadores que regulan la transcripcion de un gen diana, las
actividades de esos potenciadores se modulan segtn el estado alélico del gen asociados a rasgos
Visser, (2015) y Harismendy (2011).

El presente estudio es inédito, puesto que no se encontraron reportes de las variantes del

gen IRF4 asociada al color de fibra en camélidos.



78

CONCLUSION

A partir de los hallazgos encontrados, se acepta la hipdtesis alternativa, que establece la

existencia de variaciones del gen IRF4 asociadas con el fenotipo de color en fibra de alpaca.

e Con el presente estudio se identificaron 220 nuevas variaciones del gen IRF4, en la
region promotora, S'UTR y 3'UTR y codificadora (exones e intrones), de las cuales se
encontraron 174 polimorfismos de nucleétido simple, 16 polimorfismos de multiples
nucledtidos, 22 deleciones y 8 inserciones.

e En laregion codificadora, se encontraron 47 variantes del gen IRF4, no se indentifico
variaciones en el exon 3 y 5.

e En laregion no codificadora, se encontraron 173 variantes del gen IRF4.

e En la asociacion de alpacas de blancas y de color, se identificaron 2AE SNPs
sinonimas en el introén 6, en las ubicaciones ¢.17381093, con cambio en A>T con un
valor P<. 0.000003685 y ¢.17381207 con cambio en T>C con un valor P<

0.00002506.
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Se recomeinda a la UNSAAC o veterinarios interesados realizar estudios in vitro que
demuestren que el intron 6 influye en la funcion de un elemento potenciador que regula
la expresion de IRF4.

Se recomeinda a los investigadores realizar estudios de asociacion del gen IRF4 y la enzima
tirosinasa (TYR), para descubrir si el gen participa en la induccion con esta enzima, que es
una pieza clave en la sintesis de melanina.

Se recomeinda a los investigadores en genética realizar estudios de asociaciéon con

fenotipos especificos de color de fibra, con ayuda de espectofotometro.
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ANEXOS

Anexo 1. Tabla con el Gen IRF4 en alpacas marcadas con Primers

CTGGGGCTCAAGGGCATTCTTGGGGCAAAGAGTGGAGCAGTTGTTGGGTGCGGCGCACCTGAGATG
CGAGATCCTTGGCACGCGGGGCCACCAAGGGAGCGGGAACTCAGGAGTGGGCAAGAGTGGAAACT
GACAGCAAGAGGGGACCTGACTGGCCACGGCTTGAGAATGGGCGGAGGGGCGGAAACTACGAGTG
AGTGCAGAAACGGAGTGCCACGCGTCGTGGCGGCTGGACCGGCGAGGGCGCGCGAAGGCTAGAGC
TGCGTGTCTGGGCAGCGCTTGTGCTGCGGGCGCGTCACAGGAATGGAGAGTCCAGAAAGCTGGGTA
GGAGGGTGGACTGGGGAGGCGGCGGGACTGCGGCGCCCAGGGCAGGAGCCCGGGCCCCTGAGAAG
GTGCCTTCTCTGGGGGCCGTCGGCAACGCCGACTCGGTAGCGCTCGCCCCGCCACCTCAGAGCCTCC
GGGGCCTCGTGGTCATTGCCGGAGGGCGGCCCTCCTCTCCCCTGCAGCCCAGAGCGAGCGCGGGAG
GCGGATCCCGGGCGTGCGGGAGGACGGTGTCTGCGCACGGGGCATGAACCTGGAGGGCAGCGGCC
GCGGCGGGGACTTCGGCATGAGCGCCGTGAGCTGCGGCAACGGGAAGCTGCGCCAGTGGCTGATCG
ACCAGATCGACAGCGGCAAGTACCCGGGGCTGGTGTGGGAGAACGAGGAGAAGAGCATCTTCCGC
ATCCCCTGGAAGCACNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNTGTTTCTCCCTCTGTCATCTCGGTCCGACTCGGTCTCTCCAAGTTTCTCTCCGGGAA
GTTTTCGCAGGCTCTCGCGCCTACCCTCTTCTTCTCTCTCCCTCTCAGGGCCTCTGTTTGGGCCTCTCT
CTACCGGTTTGCCCTCGCCCCCCGTGTGTGTCCCTGTCATGACCGCTTCCCCCTTGGGCAGTTTACCC
AGTGACCTGTGCTTTCAGACTCAGCCCTACCACCTGTGGGCAGAGCAGAGGGGACTTCCTCAGGGA
ACTTGCCTCAGAGCATCTCAGATCGAATGATGGCCAGAGGTGCTCTGTGGGCGGCCCCTCGCCCCAC
AGCTCTGCCCCTACTTCCAACCTATCCCGCTTCAGACGCTGGGTGGGCGGGGCCCTTTCCAGGGGTC
CTGCAGCCTCACGCACCTTTCACAAAAACCTGGCATCTTTCTGTTCCACAGTTCTGGCAACCCTGTG
AATCTGAAGCCCTAACACTGTTCTTTCCTTTAGAAATACAGTTCACAGATTCTTTTCTGAAAGATCTA
CATTTTACCCTCCCCCCTCTTCCTTCCACCCAGGCTTGGGCACTATTCAAAGGAAAGTTTCGAGAAG
GCATCGACAAGCCAGACCCTCCTACCTGGAAGACACGTTTGCGATGTGCTCTGAACAAGAGCAACG
ACTTCGAGGAGCTGGTGGAGCGGAGCCAGCTGGACATCTCGGACCCCTACAAAGTGTACAGGATCG
TCCCCGAGGGCGCCAAGAAAGGTAGGGCTTCCTGGACTGGGGCTGCCGCCACTTTAACGCCTTAAT
TTCAATCTCGGGGCCTCTTTTTCTGGTCTTGGTTTTTTTGTAGCCTGTCTGCCAGCCTCAGCCTCCCAT
TCAAGCCCAGCAAGCTATTTGGGTCACACATGGAAATTCTCCAGCGCAGGCTAATTTCTCAGACTCC
AAGTCTCTACCTGTGTGTGCGTGCATGTATGTTTTCCAGTTCTGCTAAGATGTGGGCCAAATTTCCAA
ACCAAAAATGAAAAGGCTGTTCGAACCGTTACTTCTCTATCAGTTCTCTCATGATTAACTGTTTTGTA
GAAGGGAGGCGCACACAGTCCAGATGTTGTTGCCATTCATCTTAATAAAAGTGTCAACTTCAAAGT
GTGCCATGGTCAACTTGGGTGCTTATTAATATTCAGATTCCCACTTTCCAAGATTCTGACCAGTGTGT
CAAAACAGAGCCCAGGAGTCTGCCATTTAAACCACAAGGTGACCTCACCAGCAGCGTATTTGCTGG
GCCCGTCACGTCACAAGGCTCATGGCCCATGGCTTCACCCACTTCCCTCCTTGCCCTACACGCGTTG
GACCTCGCGGGAACCAGTTTAATGGCCTGGACAAATAATGCCCAAGGGAATTGCAAAAAAATGCCT
TATTTGTCAACAATGTTATGCATTCTAGGAATTAAACCCTCAGGTATTTTTCTAAGATTTGACGTTTA
GTCATGTCAGTTCCCTTTTTCACTCTGTGCACTTCCCTTCTGCCTAAACACTCAGGAGCAAAGCAGCT
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[ GGCCCTGGAGGACCCACAGCTGCCCATGAGCCACCCCTACAGCGTGACAGCACCTTACACCCCACT |
CCCGGCTCAGGTATGGGAGGGCAGGGCTTCAGGAAGGGGAGGCTGGGTCTGTGTGAGGCACACAC
AGCGGAAGAGACCCAAGACAAAACAGCAGAACTTCATTTTTGCTCTTAGTCAAACAGCCAAGGCAA
ACCCTGGGCCACTGGGTGACTGCCTGGCTTCCCACCTGGTGTTGCCGTGGGAGCAGGTTTCAGGCGG
AGGAGGGCGGGAGTGTCTGCCTGTTGGCCAGATGCTACTACGGATGCTGAAATCTGGGAAACAGGC
CTITTTGTGGAAGTCAAAGCTTCTGGAACCAGGGCTTTATCATGTGAAACCACAGGGCAGATGATCCC
TGCAGACTCAACTGCTGTGAATTACAGCTCTGTTTGATCCGCTCTGCTGGGTGGGAGAAGACGCATT
TCCCGGCAGTGCGTCTGGTGCAGGTTTAACCATGTGATGAGCTTTACAACACTGTCTCCACTGTGCT
TTTCGTTCTTCGTGGCGAGTTTCCACCAAGCCTTCTCGGATGATAAGACAATTTGGCCGCCGGCCAC
ACAAGAGGTTCCC AGGAGTTTGCAGGACTCCTCGAGGCCGCCCCCTGAGCTGGTGGCTCCCCTCA
AGCTCCACTCTGGTCCCTCCAGCAGGTTCACAACTACATGATCCCGCCCCACGACCGAGGCTGGAG
GGAGTTCGTCCCTGATCAGCCGCACCCAGAGATCCCGTACCAGTGTCCTGTGGCCTTTGGACCCCGC
AGCCACCACTGGCAAGGCCCATCCTGTGAAAATGGTAAGGAGGGCACTG GACAGCTCCTGTGGCC
AGAAGGCCTGCCCCTCCTGGCCTGTCCTCTGGGCAGTCCCTCCTCAGAGCTGCTGGGAAAGGCACCC
CCTGCAGTGAAGGAGAGGAGGGGACCCCAGAGGAGGGATACTGAAGGTCACTGACGCCTGGCCTG
TGTGTGCCAGGACTTAGGCTCAGCGCTGCCTCCTGGAATCTTCTTTAAACATTGCAGGGGTCCTTCC
AGGCCCCTGTTTCTATAGGTGCAAGCTCACACCATGTAAGCAACGTGCCCAAAGTTACCCAGTGAG
AGTGGAGGGCTGGGATTCAGTGTCAGGCCTCCTAACCCCAAAGTCCAGCCACGTAACACAGAAGAT
GTCAGATTTCAAACTGGTTGGCAGTATTTCTTAAATTATCTGCTTAGTAAGGTAGCATGTTTCTTCCT
CCCTGAATAATCTTAAACTTCGTTTTCAACCTTGGGGAAAAAGTAGTAGATTTTGGCAGTCTCCCCA
GAGAAGACGGAATTGTCCCTTAATGCTGGCTGTTCCTGTCCACGTGTCTGTGAAACCAGCACATGGC
AGCTGTGCCCGTGCCCTCCCTCCACAGGGACACTGGGAGGTCGCTGCCCCAGCGTGTTTCTCCTACA
CGGCAGTCGTGCCCACCGAGTTGTTGCTGGGCTAGGGCGACAATAAGAAGGGAGTGAATGAGCACT
GTCAGGAGGACGTAAAAGGCCCCCCGAGCCCCTGGCTGGGGCCGGTTTGGTCTGGATTGGAAGTGC
TTGCCCAGAGCCTTCCCCAGACACCGAGATGAGATCTTGCCGCAGAAGCACTGACTTGCTAAGTGC
AGAGAAGATTTCACATGGTATGATTCAGTACATCAAAGCACAAGCTTTTAGGACTTCCGAGTTAGTT
ATCCGAGTGGAAATTCTAAGACTGGTCAACATACAGATCCTTTTGTATGTTCTAGGAGTATTTGCTG
CTTTCTCTGGTCACGTCCCGGTCACTCTTGGCTTGTGGTATTGGCTACATATACGGTTATTTCAGATT
AGTATTGCATGACATGTTTATTAAAAAGCTCAGATTTTGGTTTTAATAGCTTTTCCAGAGTGATTCGC
AGCAAAGTCGGCTTTCCATGTAGTGAAGGAGTTAACTGACGTTGGACTGGTTTCCAGAGTCTAGACC
TATGTCCAGTGCGCCAGCACCTCTAGACTAGTGACCTGCGTGAAGAGGCACCACCTGGAGCTGGGA
CAGGGTGTGTGAGGCAGACATACCTTGAAGCACAGGCGACATTAAGTGAAGCTCCAGCAAAATCGG
GTTCTACTGCATGTTCTTTCTCTATTAACGTTGCTGGCAAGAGACAAGGTCCAGTTTTCCCCCAAACC
CAGGAGCAGCAAGCTAAGTAAACGTGGGCTGAGCAGTTTGTAGGGGCTTCTTTTTAATCAGGCTCTT
TAAGCTGGGCTCACAGCTCTGCTGTGCACCTGCTGTGTGAACGGGGGCGAACCCCGCCGTCTGTCTG
AGCCCCAGTTTCCCTGCACGTCAGTCGTGGAGGAATGTGGGTCCGAGGGCATAGATTGAGAGTTGC
CAGGAGGGTAGGTCTTTTCTCTCAGCAAACTCACACACAGGCCCACAGGCCTTCTGTGAGGTGAGG
AGGTGTTAGCCAACCAAAGGGAAATGAGGGACGGAGGGAGGAAGAAAACAGGGAGACGCCAAGT
CTCCTTCAGTGAGAAAGTGCATTCCTCCTTCAACCCTGGTCTCCCGGCTGGATGCCAGCTTGTCTTGT
GGCTCTGGAGGGCCCGAGCCCTTCCGCCCAGGCTGGTGCACCCCAGGGGCTGACTGGACACACCCT
GCGGGGCTGGATGGACTGTCTGGCTGCCATCTGATTCTTCTTTGCAAATACAGGTTGCCAGGTGACA
GGAACCTTCTATGCTTGTGCCCCGCCTGAGTCCCAGGCCCCCGGGATCCCCATAGAGCCAAGCATA
AGGTCTGCTGAAGCCTTGGCGCTCTCAGGTGAGTGGGGGGCCCCGAGGCGGCGTCTGCAGGCTCCC
CTCGCGTCTGGGTGGATTTGAGGGGTCAGTGAGCACAGCTGGGCCCGGAGCAGTGACGCCCCTGAC
CCCCGACCGTGAGCGAGGTTGGAAGGTTAGCAGGGGGAGGAGGGCTCCGATCCTGGTCATTCCTCT
AATCTGCCTCCACCGCTGGTCCCACCTGGCCCCGCTGGAGGCTGACCTTGCAGGAGTGTGCAGACCC
CCGGTGCATTCCTCCAGGCCCTCTGCAGCCGGCACCCTCGCGGCACGGTAGGCTCCTCAGAGCAGA
GCGCGGGGCTCCTAGAAAGAGCAACCAGGGGCCTTCGTCAGCTTCCCGCGGACACTAGCCCTGGGT
CCTTCTCACTGTGTGCGCTGCCCGAGGAGACAAGCGTGGTGGCCTCCCCCTGAACTTGATGTGTCCT
GCAGACAAACATGGATTCGATCTGGTTTTTAAAGTTTCATTTCTAAAAGACTCCCTGCAGCTTGGAG
ACCATGCCTGTTTTAAGGAAGGCACCCCAAGGCTCACTGCACTTGCGTGGTGTATGTGTGTTTGTTT
TTAGATAATGTTCTGATTTTTTTAGGTGGGATTTGTGTTAATATTAAAACTGAATAGCTAAGCCCCCC
GCCTTGCCCCCGGCCTCTTTGAAGATGAGCCACAGAAAGTGTAAGCCGAGTTCTCGAGGTTCCGGG
AGGTGAGAGCCGGGCTGTCCTCGCCCCCAGGGGCCTGGGCCTCCACGCACGGACCTTCCTGGTGCC
GCGGCTCTGCAGGAGTCTCGCCGGCCCTGGACGTATCAGGGAGGAGGGGCTTCTGAACAGAAAGGC
CTGTGTGTGTTTTTAGAAACTTTCAAACCCTTTTCTTGAACACCTCAGGCTTGTGTGGGTCCCTGAAG
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[ AGTAGGAAATAGATAGCTATTTATATCCCTGTGACCTCGTGATTTCTGATGACGTTCAATGAAATGA |
AACCTCTAGTGGCCGACACCCACTCCTGGGGCTCAGAGCAGCAGAAGTCGAAGGGGAGGCTCGAG
ACAGTGATGTGGGTTGTCTGAGTGTCAAAACCTGCCATTGAGGAACAAGAGGCTTTTGTGGGTTTCC
CTGGGCACACAGTTCAGCTAAGTCCCAGCCTCGCCAGCTCAGCAGAGGACCGCCGTCCCTCGTGGT
GAGCCTGCACGGTCACTTAGGACGGGCTGAAGCTCCTCGGCCTTTCAGATCAGGGCACCTCTCCAGC
CTGGCTTGGTCCCTTCAGCCTGTGGGTTGTATTTTAAAGAAGGTTCTGAAATCAACGAAATTTTAAA
AATTAGTTCATCTTGTTTGACGTTTGAGGAAGTGAAGTTCTAGAGCCAAACTCAAACACAAAGTGTC
AGCCCTGGGAACATGGCCCTCACAAGGTAATTTCGTTAAGCAAGTGGTACATTAACAGTGGAAAAA
TAATTTAAAAATCAGAAAAGCAACAATGAAAAACGATAGTGTCACAGTCCCACCGCCCAGAGAGC
ACCACCGTCCCAGGGCTTCTGCGTGTGCGTGTGCGTGTGGGGAGCACCATCCTGACACTTCAGGGCG
GCTTCAGGTGTGTGGAAATATTTGCTTTTTTTCTCAAACACCATTGTACTTTTTTTGCTGAAAGTTGA
ACTTAGGGTTTACTTCTTCCAAAATCAGAACTGCTTGTCTGGCTTAAAATGCATTTTTTGCTCAGCAG
CACAGGACTTAGTGTATTGGAGACGAGTGTCCTCGTCACCAGTGTGGTGCCCCCGCCAGCAAAAAG
TAAATCCGTGTCATGTGTGTTTGGAAAGTGCCCAGTTAGAGGGCAGTGAGGAGACTCCTGGCAGAC
GTCTCCACCTCCCTCCGAGTCCCCAGGAGGGACGTGAGTCTTGCAGGGTCCTCTTGGCCCCTCAGCA
ACGTCCCACCAGATGCCCCTCGCCCTGGTCAGCGGCTTGGCCTCCGGGGCGGGGGTCCGGCGCGGL
GCGGCTCCTCAGCGCTGAC CTGGAAACTTTGTTTGCAGACTGCCGGCTCCACATCTGCCTCTACTA
CCGGGAGGTCCTGGTGAAGGAGCTGACCACGTCCAGCCCTGAGGGCTGCCGGATCTCCCATGGGCA
CACCTACGATGCCAGCAGCCTGGACCAGGTCGTCTTCCCCTTCCCGGAGGACAGCGGCCATCGGAA
GAACATCGAGAAGCTGCTGGGCCACCTGGAAAGGGGTGTGGTCCTCTGGGTGGCCCCCGACGGGCT
TTACGCCAAGAGACTGTGCCAGAGCAGGGTCTACTGGGACGGGCCCCTGGCGCTGTGCAGCGACCG
GCCCAACAAG TGGAGAGAGACCAGACCTGCAAGCTCTTCGACACTCAGCAGTTCTTGTCAGG GA
GGCCGCTGATCTCCGTCAGGATGGAGGTCCTGGGGGGAGGACCTGCCTCAGGGGTCTTCCGTCTGTT
AACCCCGGGCCTGCCGGGCAAGGCCCCAGGGTAGGTTTCTGGGGGGCTCGCCTGTCACCCCATCAG
CAGAGGCGTGTGAGAAGGAGGCTGACCTCAGGAGGACTGTGGTTCAGGCTGAGGTCTCGAAGTTCT
GGTGTTCACCAAGTACTCACCAGCTAACAAGGCTCACATCTGGCTGGCAGTGTGGCCTCAGCGAGC
ATGTCTGCCGATGTTTTGGCTCCTTTAAGTTTCCTAG AAAATTGTAAGGTTGGAAGTATGTTGTTAA
CACTCTGGCTGTGAGGTGTGTCACCCTCAAGAGAGGCCTTCCAGCAGGTGGGACCAAGGCTGAGTG
TGTTGAACTGATTTTGCAGCAGGGAAGTTATGAGCTGTCTCTGTAGGTTTCACATCACGTTTTCCAG
AACCAGTAGGTGTCGTGTCCCTAGTTTTGATCTCGTGGTAGTTAGCTGAGCCCTGGGCTGGCTTTTGT
GGAGAGCGCTGGCCACCACACGGAGGAAGCTTTGCCCAATGTCCGTTTACGTCTGGACTCGTGTTGC
CTCTTCTGGGGCAGAAGCAGTTCTCCGAGCGTCCGCATTGTCGCTAATGACCCTGTGCAAGTGCCCC
TCCAGAAACACTCTGTCCTGGGCTTTCTCGTGCCTCTGCTCTCCCTGAAGGTGCTGCTCAACTCCACT
CACGTCAAGTAACAGGATGAGGCATCCTGGAGCCTCACTGCCGGAGGCACTTGCTCAAATGTGGGG
TTGAAGTTGCCCGAGTTTGCTTGGGGTCACCCAAATTCTCTTTTTGTGCCGAAGCAAACGCATCCCC
AGACAACCGGTCCCCTGCAGGGCCGGACAAGAGGGAGAGCCGAGCCCTGGCACCCGAGGTGGGAA
GGCGCGCGGGGCTGGCTGCCCCGCCCACCCGGAGCCTCGGAGCTGCCTCCCGGGGGCCTGGAGGGL
GCCTGGGTATGGGTCTCTCCGAGGCGGTGGGGCTGAGGCTCAGAAGGCACCGCAGGGCGGGGGCTC
TAACGGCAGGCCCCCGGGCAGTGGCCCTTCTTCCCCGAGTCCCTCACACCTAGGAAGGGGGCCTCCT
CCCTTTCTGGCCAGGCGAGAAGCTGCGCCTGAGCCTCGGGGCCTGGAGGGCTGCACTCACTTCACGT
TTATCTGTGAGCAAGGGCTGTTTTGCTTTTTCTTCCTCTGTGACCCAGGGCTGTGCCCTTAGCCCAGT
GCTGCCTCTTTTTATATCCTGAGGTGTCACTGAGGTTCAAGAGGCCTGTGAGCTCAGAACTGCAGCT
GCGCAGAGCAGCCCCTCCAGCGAAGGGCTCCCACGAGTGTCCGCAGGTTACCGGCCTTCAGAGAAC
CGTGCCACCGTGCCCCTGCGAGCAGCCTGTGTGGTGTGGGCGCCTCTGCCCACCTCGCAGCGTGGAA
GCCTTTCACATGTTCTGACTAAGCCGGTTGGGTTTGATTTGAATTCTGGAAGACAAAAAGAAAAGCA
GGAAGTCAAATGGTCCACTGAGTTAGCTAGAAACTTTTCTTCAGTTGAAGAGAACAGTGGAAATCT
TTGATATCTGCCCTTTCAGGACCTGCCGGCTCCGGGGACAGCCCCAAGGGGCCCGGGGTGCTCATCT
GATAAGAAGGCAGCCGCAGCTCTGCAGACGTGACATCTGGCTGTAGCAGGAGGGCAGGGCCAGCC
GGGGCACTGTCACCCTGACTGAGGCTGGGGGCCGGGGCCCCGCAGGGGAGCACATGGCTCAGCGGT
GCCCCTCGCGTGGCGGTATAGCCGCCGGGACACACCCACACCCACAGGCTCGCAGCCCATCACCCC
CACCCCAGTCTCAAACCCATGGCAAGAAGTCAGCCCAGAGTCAGTTTGGGATGCAGCTGCCCACGG
CTGGGGCTGAGTCTCCGCTTTGGCGGTGTCTGCGTCGCGCCTGTGGAGGTCCCGGTGGCGAGGACG
GATTAAGGGCTCAGCAGTTTTGAGATGAGGTTCATGAGTAGACCAGGGTCAAATCAGACCATTCTA
TTTTTTTAAAGAGAATTTCTCTTTGGTATAAATTATTCTCTTGCCTCGATGTGGCTTCGCTTCC TTTC
CTCCTCCTTCATTCCTCTCTGCCGCCTTTGCCTCCTCACGGGTCACCAGCTGCAAAGTGCAGGCCCTG
GTCTTAGGCTGCGTCCGCTCGAGGTGAAGGCGGGAGCCTGCGGGAGGGACTCCATGAACGCGCGGT
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GGTCCTGCCCTCCCTGCCTCCTGCCCTGGTCCCTGAGTAGGCGTGGGCTCCCTGCTCCAGCCTGCATC
CCATCCCTGTGGGGTTCTGAACGCCTCTCTTGTGGGTCCCTGCAGAGCTCCAAGCGTTCGCCCACCA
CGGCCGGCCTCTGCCGAGGTTCCAGGTGACTCTGTGCTTCGGGGAAGAGTTTCCAGACCCTCAGAG
GCAACGGAAGCTCATTACAGCTCACGTGAGTGTTT CTGCCTTAATGATAGCGTTTCCTTGGCCTGC
ATGGAGAGCAAGGTCCCGCTCAGAGAGGTTCGGTTGAGACATGAGTGTCCAGTGACCAGGCAAAGC
AGGTGCAGCAAGCAGCGCAGCCCGAGCCCACCCACCTCCCGGLCGCCCGTGACCCCGLCGLTGCCG
CGCCCGTGACCCCCAGCCCTGGCTGCATCCTTCCTGTGTCCTTTGTTCTTCAAGGAAGTTGTCGTATC
CCCCTTTGTGGGGATTTAACAGGATGGAAGCTGAATGTTGCCCTTTAGAATTCTTCCCCCTTAATACT
GCTTTTCAAGTGCTCATCTTCCCTTGGGGGGAGAAGCTTTTCCCAAACTGACTTTTGTGTATCTTGTA
GGCCCCTCCAGATGTTCCCCAGATCCTCTTTTATTTCTGAATTTTAAAAATTATTTAATTGCTGGAAA
CCAAGAGCATGTGTTATCTGGAAGAAGCTAAACCGTTCAAGCATTTCGAATGGGTCAGCTCATCAC
CAGGTTCACCAGCAGTTTAAGATGGGATTCACCCGTGGCAAGGAAACATTTCACAAAAAAGGAAAG
AAACGGGACTTAGATAAATAACATTTAGCATTCCTTTGCCACAGAAAACAGAGTTTTGAATACTTAA
GATTTTTGAACTTGAAATTTGAAGACTTTGCATTGCATTCAGGCGTTATTAATGGGCCCAGATAATG
AGCAGTAACAGGTAAAAAATTACACCAAATAATAACAAAATTCAGGTCAGATTTTAGTTCTGATAC
CGGTTCTTGTTGAAATCTGACATAAAACACTGTCTAACGTGCGCTCTCTAATGCACCCCCCCCTTCCT
GATTGTAAAATCAAAAAACAACCAACCAATAAACAAAAGTATAGTCCCCATAAACTTTAGGGTTTT
CTCACAAGTTCTCTCCCGGGATCGATACAATTGTTGATTTAGTAACTGATCCTTGTTAACAACTGTCA
AAGGACTAAAGCATCTTGGCCCTGGGAGATAGCATCTCAGACGGCAATGGTGACCCCGAGCCTGTG
GAGCTGGACACACTGGCCCTGGTTGGGCAAGGATTGTCCCCAGCCGGGATCCCGAAATCGAGGGGA
TGGAAGGTGGACGTGGGAACACTCCGGAGTTCTGCTCCTTTTAACTATGGATGTATTTCAGTTACTT
CCTGTGAGGCATGCTTAAGTCGGTCTGTCTCAAATAACACCAAGGCTCAATTAACAGCACACTTGAT
TGGCTGAAAGAAAGCATTCGGTTTTCTTAGACACTTAGGTTCAGGAAGAGCTGAATGTTGACTATTT
GTTTGGTGAACGTGGTCTACACTAATAACCAAACTTGATGAATTTGGGATCAGTTAACTTCTCTTTTT
TTCACAATATCAGTTTGTTTTTGTTTGATTTTGCTGCTTTTTTTTTCAAATCTTTGGTTTAGAAATATG
CAGATTATCCAGGTTGTCCATGAATTGTGAGTCCCTGAGCCCTCAGGCCTGTCAGACTGCAGGTGTG
GAAATATAAATCCATTGGCCTAAATTACCTGATTGCCTCAAACTTACTTTTAATTTGGTTGTTCTTGC
CTGATTTGCTTCAGTCTTAGTTAAACGTGAATTTCAGGCAGCAGTTGGTTTACAGATGCCATCTCTAC
CTGTCCTGTCAATTGAAACCCAGAGTTAAGGAGGTTCTGTTTATAGGCTGGTGCATGTAACAGAAAG
TTAGTTCTCCAGAAGCCCCCAGTGGGACTTGTTCTGGTGTGTTACGAACCTGCACCTGGACCTCACC
CTCAGCTGTGGAGGCTGCCGCACGGAGTCAGAAGGAGTAGCTCAGTAACGCTCTCTTGAAAATCTT
CTGTTGAAGGTTGAACCTCTCCTCGCCAGGCAGCTGTATTACTTCGCTCAGCAGAACAGCGGGCACC
TCCTGAGGGGCTACGACTTACCTGAGCACGTGGGCAGCCCGGAGGATTACCACAGGTCCATCCGCC
ACTCCTCCATCCAAGAGTGAGGACCGTCAGGCCAGACACTGTGCTGTAAATACCTGTCCTAGGACA
GCTGATGGGACCCCCACCTTTCTTTCGGGGAACCCGGGGCTTCAGTTCAACACTTGAGGGGAACGT
GTGGAGAGCTGCCCCATGTGACTGACAGACGAAAGGGAGCACCACACCCAGCACCGTCTGCAGACC
CCGCGCTGACGAGAATGTGAAAAGCACAAAAATCAGTTTATGTTTACCAAAGTGCCGTCTTCAGTTT
GATGTGGACTCTCTCTTGCCTGAAGCCTGAGAAAACCTTTACCAGTGCTGACCACGAGGAAGGGTC
CGAGAGCCGCGCTGTATCTCAGGGAAGTAAAACCCAAGTTTCCGCCCCAAGAGAAATGGACCGATA
CCTGGAAACAGACTCTGCCTGAGGGCATCACTCCC

Leyenda 10 | Primer N°7 Forward y Reverds
1 IRNA 11 | Primer N°8 Forward y Reverds
12 | Primer N°9 Forward y Reverds
2 | Intrones 13 | Primer N°10 Forward y Reverds
3 | Exones(CDS con traduccion de proteinas) 14 | Primer N°11 Forward y Reverds
4 | Primer N:l Forward y Reverds B 15 Primer N°12 Forward y Reverds
S Pr%mer N°2 Forward y Reverds 16 | Primer N°13 Forward y Reverds
6 Pr¥mer No3 Forward y Reverds 17 | Primer N°14 Forward y Reverds
7 Pr¥mer N°4 Forward y Reverds 18 | Primer N°15 Forward y Reverds
8 | Primer N°5 Forward y Reverds 19 | Primer N°16 Forward y Reverds | ‘
9 | Primer N°6 Forward y Reverds




Anexo 2. Tabla de datos de alpacas de color blanco
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Fundo
1 (107 72 Huacaya | Blanco [ Oquem | 42 0 17 25
arca
Nin Fundo
2 124 a 657 | Huacaya [Blanco [Oquem | 71 0 71 0
arca
Fundo
3 |126 |C.C. Suri Blanco | Oquem | 68 4 3 60
arca
68 Fundo
4 127 |173 Huacaya | Blanco | Oquem [ 70 1 37 32
8 arca
Fundo
5 129 |66 |[1046 | Suri Blanco [Oquem | 71 18 6 46
arca
Fundo
6 |130 |38 |664 |Huacaya |Blanco [Oquem | 71 1 2 67
arca
Fundo
7 [131 gzu i’g 4 Huacaya [ Blanco | Oquem 0 0 0 0
arca
Fundo
8 133 (|52 Suri Blanco [Oquem | 71 1 2 67
arca
MD CICAS
9 [134 1 68-12 | Huacaya | Blanco |La 71 0 3 67
Raya
Fundo
10 [ 137 1\2]2)0 ?gé- Huacaya | Blanco | Chaupi | 71 2 34 35
Wasi
MD FundO.
111139 57 5608 | Huacaya [Blanco |Chaupi | 71 0 33 38
Wasi
Fundo
12 | 142 1\;[]6) ?55 03 Huacaya | Blanco | Chaupi | 71 0 71 0
) Wasi
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Fundo
13 | 142 77-12 | Huacaya | Blanco | Chaupi | 71 1 0 36 34
Wasi
93- Fundo
14 (143 13 66 Huacaya [ Blanco | Oquem | 73 5 11 35 22
arca
MD Fundo .
15 1146 9 40-12 | Huacaya |Blanco [Chaupi | 71 3 1 46 21
Wasi
Fundo
16 | 147 MD | B133 Huacaya | Blanco | Chaupi | 71 2 2 38 29
-33 |6-a )
Wasi
MD Fundo
17 1148 1350 57040 [ Huacaya | Blanco | Chaupi | 71 3 1 43 24
Wasi
Fundo
18 [ 149 11)74 60 Huacaya | Blanco I(iﬁ;;ch 76 12 2 55 7
0
62- Fundo
19 1152 280 130 Huacaya |Blanco [ Oquem | 76 6 0 59 11
arca
Hua . Fundo
20 | 181 ~ Suri Blanco | Oquem | 71 2 1 66 2
reflo
arca
Fundo
a1 182 | |B0 sui | Blanco [Oquem | 71 | 3 1 2 | 65
arca
MD 060 Fundo
22 [ 183 - 15 0_ Huacaya |Blanco [Chaupi | 71 0 0 71 0
040 Wasi
Fundo
23 [ 184 1\;[? ??6)9_ Huacaya |Blanco | Chaupi | 71 2 3 45 21
] Wasi
38- Fundo
24 1185 006 Huacaya [ Blanco | Oquem | 44 3 0 37 1
4 arca
MD Fundo
25 (186 |- 55 186 | Huacaya |Blanco [Chaupi | 70 0 8 41 21
Wasi
MD Fundo
26 | 189 65 12113 | Suri Blanco | Chaupi [ 71 3 1 41 26
Wasi
MD Fundo .
27 1191 62 B567 |Huacaya | Blanco | Chaupi [ 71 3 1 45 22
Wasi
LA Fundo
28 1201 EY |Huacaya |Blanco [ Oquem | 18 17 1 0 0

arca
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B13 Fundo
29 202 36 MD | Huacaya |Blanco | Chaupi [ 16 12
Wasi
XA Fundo
30 (203 VI EY Huacaya [Blanco | Oquem | 16 16
arca
68- MD- Fundo
311204 121 12 Huacaya |Blanco [ Oquem 1 0
1 arca
Pied Fundo
32 (205 ra 32 Huacaya [Blanco | Oquem | 16 15
arca
Fundo
33 1206 B13 | MD- Huacaya | Blanco | Chaupi 5 4
41 |41 )
Wasi
Fundo
34 (207 >61 | MD- Huacaya [ Blanco | Chaupi 18 17
0 80 :
Wasi
Fundo
351208 S71 | MD- Huacaya | Blanco | Chaupi 16 15
4 29 -
Wasi
Fundo
36 [200 |94 MD 1 hacaya | Blanco | Chaupi | 4 3
15 240 :
Wasi
Fundo
37 1210 031- | MD Huacaya | Blanco | Chaupi 3 2
15 148 )
Wasi
Fundo
38 (211 998 MD-  yacaya | Blanco | Chaupi | 3 2
150 1410 :
Wasi
Chi Fundo
39 1212 nita EY Huacaya [ Blanco | Oquem [ 16 15
arca
Fundo
40 | 267 62- | MD- Huacaya [ Blanco | Chaupi 4 4
13 |28 )
Wasi
Fundo
41 | 268 B56 | MD- Huacaya [ Blanco | Chaupi 1 0
7 33 )
Wasi
Fundo
4 260 |MP 121 Hgy Blanco | Chaupi | 16 15
-65 |13 )
Wasi
MD Fundo
43 (270 76 81-13 [Huacaya | Blanco | Chaupi | 13 12
] Wasi
Fundo
44 1271 %? 125_ Suri Blanco | Chaupi 17 16

Wasi
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Fundo
45 |272 | B3 [MD- Huacaya |Blanco |Chaupi | 16 15 1
42 160 ;
Wasi
Rosi Fundo
46 273 ta 7 Huacaya [ Blanco | Oquem 4 3 1
arca
Fundo
47 |274 | MD [ 268 Huacaya |Blanco | Chaupi | 4 3 1
-31 |14 )
Wasi
MD Fundo
48 1275 |- 56 5123 | Huacaya | Blanco [ Chaupi 3 2 1
Wasi
MD Fundo
49 1276 66 93-13 | Huacaya | Blanco | Chaupi 17 4 13
Wasi
Fundo
50 | 277 MD | B503 Huacaya |Blanco [Chaupi | 21 1 20
-26 |65 :
Wasi
MD Fundo
511278 35 5704 [Huacaya | Blanco | Chaupi 13 12 1
Wasi
or | 1006 Fundo
521279 Pied | EY Huacaya [ Blanco | Oquem | 20 19 1
arca
ra
Fundo
53 [280 | MD |060- Huacaya |Blanco |Chaupi | 5 5 0
-40 |15 ;
Wasi
Ven Fundo
541282 |gad |2 Huacaya [ Blanco | Oquem [ 20 19 1
ora arca
RIT Fundo
551283 TI 4 Huacaya |Blanco [ Oquem 6 6 0
arca
MD Fundo
56 | 284 5705 | Huacaya |Blanco | Chaupi 2 1 1
=27 :
Wasi
MD Fundo
57 285 46 12923 [ Huacaya | Blanco | Chaupi 2 1 1
i Wasi
Fundo
58 1286 iIN Huacaya |Blanco [ Oquem 1 0 1
arca
MIS Fundo
59 (287 TI 1041 | Huacaya |Blanco | Oquem | 16 15 1
arca
RI1 Fundo
60 | 288 Huacaya |Blanco [ Oquem 1 0 1

034

arca
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Carr Fundo

61 |289 ]idal [OO6 |Huacaya |Blanco [ Oquem 7 6
e arca
EQ Fundo

62 (290 M 22580 | Huacaya | Blanco [ Oquem 1 0
arca
Fundo

63 | 291 1014 | Huacaya |Blanco [Oquem | 18 17
arca
MD Fundo

64 1292 12 68-12 | Huacaya | Blanco | Chaupi 1 0
Wasi
Fundo

65 [203 | MD [0O8- Huacaya |Blanco | Chaupi | 18 17
41 |15 .
Wasi
Fundo

66 294 MD- | O35- Huacaya [ Blanco | Chaupi 16 15
-50 |15 )
Wasi
Fundo

671295 |C.C Huacaya |Blanco [ Oquem 4 3
arca
Fundo

68 |206 |MD | 1068- Huacaya |Blanco | Chaupi | 18 17
-14 (10 )
Wasi
Fundo

Estr .

69 | 342 ella Suri Blanco [Oquem | 16 15
arca
Fundo

70 343 Oso | 027 | Huacaya |Blanco [ Oquem 2 1
arca
Cuc Fundo

71 [ 344 uchi O14 |[Huacaya | Blanco | Oquem 2 1
arca
. Fundo

72 | 345 I:en 5026 Suri Blanco |Oquem | 4 3
arca
Har ' Fundo

73 [355 ofio 11 Suri Blanco | Oquem 4 3
arca
MD Fundo

74 356 51 5609 | Huacaya | Blanco [ Chaupi 1 0
Wasi
Hug Fundo

75 357 R EY Huacaya | Blanco | Oquem 2 1
arca
MD Fundo

76 358 .59 46-13 | Huacaya | Blanco | Chaupi 5 4

Wasi




77

359

Chu
rra

508

Huacaya

Blanco

Fundo
Oquem
arca

111

78

360

52

Suri

Blanco

CICAS
La
Raya

79

380

Huacaya

Blanco

Fundo
CAP
Huaych

80

381

Huacaya

Blanco

Fundo
CAP
Huaych

81

382

Huacaya

Blanco

Fundo
CAP
Huaych

16

15

82

383

4-307

Huacaya

Blanco

Fundo
CAP
Huaych

83

384

Huacaya

Blanco

Fundo
CAP
Huaych

18

17

Total

2299

491

123

939

743




Anexo 3. Datos de alpacas de color negro
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Fundo
1 1301 236-13 | Suri | Negro | Oquem 16 15 1 0
arca
2 302 H5199 | HUaCa | Nooro | CICAS |y 1 1 0
ya la Raya
3 [303 H5870 | HU3% | Neoro [CICAS |5 19 1 0
ya la Raya
4 1304 S0396 |Suri |Negro fICAS 20 1 19 0
a Raya
5 [305 S0068 |Suri |Negro fICAS 20 1 19 0
a Raya
Fundo
6 |306 |Burro |60 Suri | Negro [ Oquem 20 0 20 0
arca
7 |307 H6329 | Y863 | N | CICAS | 1 1 0
ya la Raya
8 |308 0438 | U | Noory [CICAS |5 0 20 0
ya la Raya
Fundo
9 1309 891 Suri | Negro [ Oquem 4 3 1 0
arca
10 |310 Ha682 | HUAC | oo [CICAS |5 0 20 0
ya la Raya
11 (311 4718 | HU8C3 | N [ CICAS |y 0 1 0
ya la Raya
12 |312 H5071 | Y808 N [ CICAS | g 19 0 0
ya la Raya
13 |313 H5506 | Y% | Negro | CICAS | 5 0 2 0
yo la Raya
Fundo
14 |314 2823 |Suri |Negro|Oquem [ 5 1 4 0
arca
Huca Fundo
15 315 121 Negro [ Oquem 2 1 1 0
yo arca
Fundo
16 |316 SR0072| Suri | Negro | Oquem 6 5 1 0
arca
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Fundo
17 1317 S0261 | Suri | Negro | Oquem 1 0 1 0
arca
Huca Fundo
18 318 S0263 (:1 Negro | Oquem | 2 1 1 0
y arca
19 |319 14958 | HU8 | Negro | TCAS | g 16 2 0
yo la Raya
20 320 80266 | Y% | Negro [C1EAS | 2 20 0 0
yo la Raya
21 321 H4632 |Suri | Negro | SISAS | 13 16 2 0
la Raya
Fundo
22 (322 | Mach |89 Suri | Negro | Oquem 13 13 0 0
(0] arca
23 323 15871 | U8 | Negro | CIEAS | 11 0 0
yo la Raya
24 [341 S0249 | Huaca |y [CICAS 1 2 1 0
ya la Raya
] Fundo
25 | 342 | AJUSt Huaca | \ooro |Oquem | 4 3 | 0
ado ya
arca
26 |343 H4690 | 1Y | Neor [ CICAS | g 17 1 0
ya la Raya
Huaca Fundo
27 1344 S0293 N Negro | Oquem 19 18 1 0
y arca
Fundo
28 345 SURI | Suri | Negro [ Oquem 18 18 0 0
arca
Fundo
29 | 346 | Manc Huaca | Georo [Oquem | 4 3 I 0
has ya
arca
Fundo
30 [347 |Negro|600  |Suri |Negro|Oquem | 20 1 19 0
arca
31 | 348 4678 | U3 | Nogro [CICAS | 5 2 1 0
ya la Raya
32 349 14976 | HUaCa | Nooro [ CICAS |y I I 0
ya la Raya
Fundo
33 [350 0089 |Suri |Negro|Oquem | 16 15 1 0
arca
34 | 351 H0249 | HU863 | N | CICAS |y 1 1 0
ya la Raya
35 352 15747 | V38| Negro [ CICAS | 0 1 0
ya la Raya
36 [353 S0411 |Suri |Negro|STCAS | 19 18 1 0

la Raya
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Huaca Fundo
37 [355 215 Negro | Oquem 2 1 0
ya arca
Huaca Fundo
38 [356 309 o [Negro|Oquem | 18 17 0
y arca
39 [ 357 4256 | U3 | Negro [CICAS | 1 0
ya la Raya
40 | 358 $0236 |Suri |Negro ICICAS 17 16 0
a Raya
41 (359 H2008 | U3 | Negro [ CICAS | 0 0
ya la Raya
42 360 Ha646 | 193 | Neoro ICICAS 20 19 0
ya a Raya
43 361 166 | Huacalye, o |CICAS 1y 3 0
ya la Raya
44 362 H4678 | U | Negro [CICAS | 5 2 0
ya la Raya
45 363 H4s533 | Huaca | oo [CICAS 1y 1 0
ya la Raya
Huaca Fundo
46 | 364 359 ; Negro |Oquem | 2 1 0
y arca
Huaca Fundo
47 | 365 334 Negro | Oquem | 4 3 0
ya arca
48 366 H0716 | U3 | Negro [ CIEAS | 1 0
ya la Raya
49 367 H4056 | U3 | Negro [CICAS | 5 2 0
ya la Raya
50 | 368 H4905 |HUac| oo [CICAS | 1 0
ya la Raya
51 | 369 50271 | HUaCE | Neoro [CICAS |y 3 0
ya la Raya
Toma Huaca Fundo
52 370 Negro | Oquem 16 15 0
sa ya
arca
Huaca Fundo
53 (371 119-14 Negro | Chaupi 1 0 0
ya .
Wasi
Huaca Fundo
54 (372 235-13 Negro | Chaupi | 4 3 0
ya Wasi
as1
Huaca Fundo
551373 235 Negro [ Oquem 4 3 0

ya

arca




Huaca

CICAS

115

56 (374 H4676 va Negro la Raya 2 1 0
57 | 375 H6021 | 11U | Nogro | CICAS | oy 23 0
ya la Raya
58 |376 S0242 | HuaCa | Nooro [CICAS | 0 0
ya la Raya
Huaca Fundo
59 (377 1334 Negro [ Oquem 19 18 0
ya arca
Huaca Fundo
60 378 225 N Negro | Oquem 2 1 0
y arca
61 1379 50247 | U | Negro [CICAS 1y 0 0
ya la Raya
62 | 380 50260 | MU | Negro [ CICAS |5 0 0
ya la Raya
CAP
63 [381 829 Suri | Negro | Huaych 16 15 0
0
CAP
64 | 382 892 Suri | Negro | Huaych 16 15 0
0
CAP
65 [383 44 Suri | Negro | Huaych 18 17 0
0
Huaca CAP
66 | 384 1 y; Negro | Huaych | 20 19
0
Huaca CAP
67 1385 2 va Negro | Huaych 19 19
0
Huaca CAP
68 | 386 3 va Negro | Huaych 16 16
0
Huaca CAP
69 | 387 0192 y;c Negro | Huaych | 17 16
0
Huaca CAP
70 | 388 5 va Negro | Huaych 1 0
0
Huaca CAP
71 1389 6 va Negro | Huaych 4 3
0
Huaca CAP
72 1390 7 Negro | Huaych 4 3

ya
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CAP
73 1391 Suri | Negro | Huaych 21 1 20 0
0
CAP
74 392 Suri | Negro | Huaych 17 16 1 0
0
TOTAL 728 518 211 0




Anexo 4. Datos de alpacas de color marrén

Puca 63 puca . Fundo
1 102 Rumi rumil04 | Suri | Marrén | Oquem | 42 13 0 27
umi
0 arca
Fundo
2 1103 | Rojizo 62 Suri | Marrén | Oquem | 43 2 19 22
arca
Huaca Fundo
3 104 612 va Marrén | Oquem | 42 1 19 22
arca
. Huaca Fundo
4 |105 Vino 2821 va Marrén | Oquem | 43 1 2 41
arca
Fundo
s |10 Mo | o | Marron | Oguem |71 I 6 | 63
arca
Fundo
6 |111 1030 Suri | Marrén | Oquem | 72 1 8 62
arca
Huaca Fundo
7 [114 614 va Marrén | Oquem | 71 1 25 44
arca
Huaca Fundo
8 |[118 Keta 440 va Marréon | Oquem | 71 16 20 35
arca
. Huaca Fundo
9 |121 Osita 13 va Marrén | Oquem | 71 16 8 46
arca
Huaca Fundo
10 [ 123 16 va Marrén | Oquem | 71 3 38 29
arca
Fundo
1124 a1 suri | Marron | Oquem | 71 0 s4 | 17
arca
Huaca Fundo
12 [ 125 Flor 1 va Marrén | Oquem | 71 16 4 50
arca
5724 Fundo
13 [ 125 MD-25 | Suri | Marrén | Oquem | 71 13 6 51
2) arca
Huaca Fundo.
14 | 127 610 Marrén | Chaupi | 71 1 38 32
ya .
Wasi
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Huaca Fundo
15 [ 128 B1267 Marréon | Chaupi | 71 5 2 40 24
ya -
Wasi
Vin u Fundo
16 [ 129 mno U84 | N arron | Chaupi | 71 1 1 34 35
Viejo ya Wasi
asi
Fundo
17 | 130 | Carpi 1 Suri | Marrén | Chaupi | 71 18 1 2 50
Wasi
181-15 Huaca Fundo
18 | 130 MD-44 uac Marrén | Chaupi | 71 0 0 69 2
) M Wasi
Herma Huaca Fundo
19 [ 132 45 Marrén | Chaupi | 71 0 1 38 32
na Oso ya .
Wasi
Fundo
20 | 135 47 015 Suri | Marrén | Chaupi | 71 3 1 50 17
Wasi
Campi Huaca Fundo
21 | 137 p 14 Marrén | Chaupi | 71 2 0 34 35
ta ya -
Wasi
Fundo
22 | 140 3752 | Huaca | yrn | Chaupi | 71 4 0 48 | 19
MD-52 | ya W
asi
Fundo
23 | 143 3114 ) Huaca | \pvn | Chaupi | 73 3 13 33 | 24
MD-78 ya 3
Wasi
Huaca Fundo
24 1150 H4661 Marrén | Chaupi | 76 6 2 61 7
ya Wasi
asi
Fundo
25 | 153 187-15 1 Huaca | \povon | Chaupi | 73 2 0 65 | 6
MD-74 | ya :
Wasi
Fundo
26 | 154 42(0061 Suri | Marrén | Chaupi | 75 9 0 62 4
0) (1) Wasi
Fundo
H4259 | Huaca , CAP
27 | 154 2) va Marrén Huaych 75 9 0 62 4
0
Fundo
Herma Huaca CAP
28 | 155 | nade | 45(1) Marron 71 0 1 40 30
Osi ya Huaych
sita
0
Fundo
H4650 | Huaca . CAP
29 | 155 ?) va Marrén Huaych 73 7 1 60 5
0
Fundo
30 | 156 | Osita | 46 (1) | 7Y% | Marron | CAP | 71 16 1 2 52
ya Huaych
0
H5761 | Huaca . Fundo
31 [ 156 ?) va Marrén CAP 72 2 0 70 0
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Huaych
(6]
Fundo

32 |157 | PSS 47 | Suri | Marron | AP | 73 1 2 63 7
e Huaych
(6]
Fundo

33 |163 | Corani| A-11 | FU3 | Narron | CAP g 0 1 39 | 31
ya Huaych
(6]
Fundo

34 |174 | Elia | 8 Suri | Marrén | AP | 70 0 0 70 | o
Huaych
(0]
Fundo

35 [ 175 16513 | Suri | Marrén | CAP | 42 2 1 2 38
Huaych
(6]
Fundo

36 | 175 %;51213 H‘;ica Marrén chlaAy};h 71 0 0 70 1
(6]
Fundo

37 | 185 1\311-)130 H‘;z"a Marrén chlaAy};h 71 I ! a1 | 28
0
Fundo
31-14 | Huaca .| cap

38 | 188 MD20 va Marréon Huaych 71 4 1 1 65
(6]
Fundo

39 |201 HR0078 | 1932 | Marron | CAP | 7 18 1 3 49
ya Huaych
(6]
Huaca CICAS

40 |203 H5874 2| Marrén | La 71 16 1 10 44
Y Raya
Huaca CICAS

41 | 204 S0287 2% Marrén | La 71 | 21 6 43
y Raya
Huaca CICAS

42 | 205 H5265 "% | Marron | La 71 1 21 2 47
M Raya
Huaca CICAS

43 | 206 H4711 Marron | La 7 4 1 2 65
ya Raya
Huaca . CICAS

44 1210 H5513 Marron | La 71 3 1 1 66

ya

Raya
CICAS

45 | 211 S0290 | Suri | Marron | La 71 16 1 1 53

Raya
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Huaca CICAS

46 | 213 HR0049 Marrén La 71 1 4 38 28
ya Raya
Huaca CICAS

47 | 215 H4715 Marrén La 71 3 1 3 64
ya Raya
Y
Huaca CICAS

48 218 H5730 a Marrén La 71 18 1 7 45
y Raya
Huaca CICAS

49 219 HRO0079 a Marrén La 72 17 1 6 48
M Raya
CICAS

50 | 237 S0263 Suri | Marrén La 71 0 0 71 0
Raya
Huaca CICAS

51 | 239 H5032 Marrén La 71 2 1 44 24
ya Raya
CICAS

52 1241 H5201 Suri | Marréon La 71 3 2 59 7
Raya
Huaca CICAS

53 | 244 H5072 a Marrén La 71 1 1 50 19
Y Raya

TOTAL 3644 284 97 1606 1659

Anexo 5. Figura de porcentaje de variantes en alpacas de color de fibra blanco

Absente,

32%

igoto, 5%

Anexo 6. Figura de porcentaje de variantes en alpacas de color de fibra negro
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Anexo 7. Figura de porcentaje de variantes en color de fibra marrén

Homocigoto

Anexo 8. Tabla de exones e intrones en alpacas de color blanco

ALPACAS DE COLOR BLANCO

Exén/Intrén SNP MNP DEL TOTA DE

VARIANTES

-
Z,
9]

Exo6n 1
Exo6n 2
Exo6n 3
Exo6n 4
Exon 5
Ex6n 6
Exo6n 7
Exo6n 8
Exo6n 9
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Intréon 1
Intron 2
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Anexo 9. Tabla de exdnes e intrones en alpacas de color negro

ALPACAS DE COLOR NEGRO

Exén/Intron SNP MNP DEL INS \;l“ f}ﬁfﬁ?}gs
Exon 1 0 0 0 0 0
Exon 2 0 0 0 0 0
Exon 3 0 0 0 0 0
Exon 4 0 0 0 0 0
Exon 5 0 0 0 0 0
Exo6n 6 1 0 0 0 1
Exon 7 0 0 0 0 0
Exon 8 1 0 0 0 1
Exo6n 9 0 0 0 0 0
Exon 10 1 0 0 0 !
Intron 1 0 0 0 0 0
Intron 2 3 0 0 0 3
Intrén 3 1 0 0 0 1
Intrén 4 3 0 0 0 3
Intrén 5 1 0 0 0 1
Intron 6 5 1 1 0 7
Intron 7 9 0 0 0 9
Intrén 8 5 0 1 0 6
Intrén 9 7 0 1 0 8
TOTAL 37 1 3 0 41
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Anexo 10. Tabla de exdnes e intrones en alpacas de color marron

ALPACAS DE COLOR MARRON
TOTAL DE

Exén/Intron SNP MNP DEL INS VARIANTES

Exon 1
Exon 2
Exon 3
Exon 4
Exon 5
Ex6n 6
Exén 7
Ex6n 8
Exén 9
Exo6n 10
Intrén 1
Intrén 2

N N — A = W W = O N O NN
BN = B —m LW WL WO WO K~ N

Intréon 3

—
()
—
()

Intréon 4

—
—

Intrén 5
Intrén 6 7
Intrén 7

Intréon 8 11
Intrén 9 7

TOTAL 68
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W A
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Anexo 11. Tabla de exdnes e intrones en alpacas en el total de alpacas estudiadas

TOTAL DE ALPACAS

Exén/Intrén SNP MNP DEL iINs JOTAL DE

VARIANTES

[\

Exon 1
Exon 2
Ex6n 3
Exo6n 4
Exo6n 5
Exo6n 6
Exo6n 7
Exon 8
Exo6n 9
Exon 10
Intrén 1
Intrén 2

N W = W = W W N o = O W
W W = B = O O O N OO W

Intréon 3

—_
(@)
—_
~

Intréon 4

—_—
[
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