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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue identificar y caracterizar genéticamente polimorfismos de nucleétido tinico
(SNPs) del gen HOXC13 y KRT31 en una poblacién de alpacas Huacaya de Huancavelica, Perd. ADN genémico (n =
96) fue usado para amplificacién por PCR y secuenciamiento de un fragmento de 581 pares de bases y 281 pares de
bases de los genes HOXC13 y KRT31 respectivamente. Un total de 13 SNPs fueron identificados, todas variantes
sindnimas. Cinco SNPs fueron identificados para el gen HOXC13 y 8 SNPs para el gen KRT31, de las cuales 3 SNPs del
gen HOXC13 y un SNPs del gen KRT31 presentaron frecuencias alélicas menores a 0,05. Todos los SNPs estuvieron
en equilibrio de Hardy Weinberg (p>0.01) con valores de FIS cercanos a cero. Los resultados indican la presencia de
moderada diversidad genética en el gen HOXC13 y KRT31 en la poblacién de alpacas Huacaya de Huancavelica.

Palabras clave: camélidos; alpaca; HOXC13; KRT31; SNPs.

ABSTRACT

The objective of this study was to identify and characterize genetic single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the
coding region of the HOXC13 and KRT31 genes from the huacaya alpaca population from Huancavelica, Peru.
Genomic DNA (n = 96) was used to PCR amplification and sequencing of 581 bp and 281 bp fragments from the
HOXC13 and KRT31 genes. A total of 5 SNPs were identified for HOXC13 gene and 8 SNPs for KRT31 gene. All 13
SNPs were synonymous variants with three SNPs for HOXC13 gene and one SNPs for KRT31 gene with allele
frequencies lower than 0.05. All SNPs were in Hardy-Weinberg equilibrium (p>0.01) with FIS values like to cero. The
results indicate the presence of moderate genetic diversity in the coding region of the HOXC13 and KRT31 genes
from the Huancavelica alpaca population.
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INTRODUCCION

La poblacién mundial de alpacas se concentra en la
zona alto andina peruana, con mas de 3 millones de
animales (Food and Agriculture Organization, 2005).
En el Per, los departamentos con mayor poblacién de
alpacas son Puno (58%), Cusco (11,9%), Arequipa
(8,1%) y Huancavelica (11,4%) (Food and Agriculture
Organization, 2005).

En la fibra de alpaca, el didmetro es el caracter
econdmico mas importante. En las dltimas décadas, el
didmetro de fibra viene incrementandose, lo cual ha
producido una disminucién de la calidad de la fibra de
alpaca y por consecuencia en su precio en el mercado
de fibras naturales (Montes, 2008). En la actualidad, el
didmetro de la fibra de la alpaca se encuentra por
encima de los 24 micrones (Food and Agriculture
Organization, 2005) produciendo grandes pérdidas
econdmicas para los productores.

El objetivo de los programas de mejoramiento
genético es maximizar los caracteres fenotipicos
deseables utilizando seleccion y diferencias genéticas
entre individuos. Los estudios en genes relacionados
con la produccién y regulacién de las proteinas de la
fibra podrian permitir entender el proceso de la
generacion de la fibra y permitir los procesos de
seleccion de animales superiores.

Diferentes estudios analizaron genes que codifican
proteinas funcionales y estructurales de la fibra o lana
como HOXC13 (Tkatchenko et al, 2001), EDAR

(Fujimoto et al, 2008), proteinas asociadas a
queratinas (KRTAPs) y queratinas (KRTs) en ma-
miferos (Foppiano, 2016; Fernandez et al., 2019).

Las queratinas son la principal proteina estructural en
el pelo de los mamiferos (Rogers, 2002), en humanos,
el gen KRT31 codifica la proteina queratina tipo I
presente en el citoesqueleto interno de la estructura
proteica del pelo (Yu et al, 2009). Muchos estudios
indican la importancia de la variacién en la estructura
de las queratinas en las caracteristicas fenotipicas del
pelo o lana en animales (Chai, 2019).

La proteina HOXC13 es un factor de transcripcién que
regula la expresion de los genes productores de
queratina y proteinas asociadas a queratinas en
humanos y ratones, donde los cambios en los niveles
de expresion de estos genes resultan en una variacion
fenotipica como alopecia, o fragilidad del cabello en
ratones (Tkatchenko et al, 2001).

En alpaca, no hay suficiente informacién acerca de
genes estructurales y regulatorios con potencial
asociacion con caracteres relacionados a la calidad de
fibra. El primer paso para la identificacién de estos
genes es identificar y caracterizar la variaciéon
genética existente en los genes involucrados en la
presentacion del caracter.

El objetivo del estudio fue identificar la diversidad
genética en un gen funcional HOXC13 y un gen es-
tructural KRT31en alpacas de Huancavelica, Pert.

MATERIAL Y METODOS

ADN gendmico fue extraido de 96 alpacas Huacaya del
Centro de Investigaciéon y Desarrollo de Camélidos
Sudamericanos - Lachocc de la Universidad Nacional
de Huancavelica, utilizando un kit comercial (GF-1
Nucleic Acid Extraction Kit - Vivantis Technologies)
siguiendo las instrucciones del fabricante.

La variacién genética in silico para fragmentos de los
genes HOXC13 y KRT31 fueron identificadas con la
informacion disponible de 3 genomas completos de
alpacas peruanas disponibles en Bioproject
(PRJNA340289) y un genoma de referencia de alpaca
(USA) (VicPac2.0.2) utilizando el software BWA
(Burrows Wheeler Aligner) (Li, 2009). Cuatro
cebadores fueron disefiados para amplificacién por
PCR un fragmento de 581 pares de bases de la region
codante del gen HOXC13 (HOXC13-F: 5'-
GGGGCGGGACAGAGAAAAAG-3' y HOXC13-R: 5'-
GAGAACCTTGCAGCTGTGAC-3’) y 281 pares de bases
de la region codante del gen KRT31 (KRT31-F: 5-
GGAGAGCGAGGACTGCAA-3 'y  KRT31-R 5-
TCAAGATGGGGAATTCCAGTGGA-3) utilizando
primer-BLAST (Ye et al., 2012).

La amplificaciéon por PCR de los genes HOXC13 y
KRT31 fue realizada en un volumen final de 20 uL

conteniendo: 5 ng DNA genémico, 0,2 mM dNTPs
(GeneOn), 1X PCR buffer (16 mM (NH4)2S04, 67 mM
Tris HCI pH 8,8, 0,1% Tween-20; GeneOn), 2,5 mM
MgCl2 (GeneOn), 0,5 U H-SPlus-Taq DNA
Polymerase® (GeneOn) y 5 pmol de cada cebador
(Macrogen, Inc.).

Las condiciones de PCR utilizadas fueron: un ciclo de
952C por 2 min, 25 ciclos de 942C por 30 s, 61°C por
30 sy 72°C por 30 s, con una extension final de 722C
por 3 min. Los productos de PCR fueron secuenciados
por ambas hebras utilizando BigDye terminator®
v3.1 kit (Life Technologies) en el analizador genético
ABI 3137 XL (servicio proveido por Macrogen Inc.).
La identificacion de SNPs fue realizada mediante
comparacion de secuencias utilizando el software
Codon Code aligner (v8.0). Los estimadores de
diversidad genética como frecuencias alélicas,
heterocigosidad observada y esperada fueron
calculados utilizando el software CERVUS v3.0
(Kalinowski, 2007). La prueba para determinacion de
equilibrio Hardy Weinberg fue calculado utilizando el
software Genepop v.4.0 software (Raymond y
Rousset, 1995).

RESULTADOS Y DISCUSION

Un total de 5 y 8 SNPs bialelicos fueron identificados
en los genes HOXC13 y KRT31 respectivamente.
Todos los polimorfismos presentes en ambos genes
fueron variantes sinénimas, con 3 SNPs en el gen
HOXC13 y un SNPs en el gen KRT31 con frecuencias

alélicas menores de 0,05. Sin embargo, la totalidad de
los SNPs (13) descritos en el estudio estuvieron en
equilibrio de Hardy Weinberg (p > 0.01) con valores
de FIS cercanos a cero (Tabla 1y Tabla 2).
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Tabla 1

Posicién del scaffold, alelo mayor, alelo menor, frecuencia del alelo menor (MAF), heterocigocidad y equilibrio de Hardy -

Weimberg (HWE) del gen HOXC13 en alpacas

Posicién del Scaffold* Alelo mayor Alelo menor MAF Hobs Hesp HWE**
1 11647923 A T 0,236 0,341 0,363 0,567
2 11647945 C T 0,385 0,418 0,476 0,271
3 11648009 C T 0,006 0,011 0,011 1,000
4 11648027 A T 0,029 0,034 0,056 0,057
5 11648042 G C 0,017 0,034 0,034 1,000
*scaffold 36, VicPac2.0.2
** p-value

MAF: Frecuencia del alelo menor, Hobs: heterocigosidad observada, Hesp: heterocigosidad esperada, HWE: Equilibrio de Hardy Weinberg

Tabla 2

Posicién del scaffold, alelo mayor, alelo menor, frecuencia del alelo menor (MAF), heterocigocidad y equilibrio de Hardy -

Weimberg (HWE) del gen krt31 en alpacas

Posicién del scaffold* Alelo mayor Alelo menor MAF Hobs Hesp HWE**

1 10534 G A 0,072 0,144 0,135 1,000
2 10572 C T 0,106 0,167 0,190 0,243
3 10575 G A 0,044 0,067 0,085 0,150
4 10628 G A 0,217 0,344 0,341 1,000
5 10657 G A 0,317 0,433 0,435 1,000
6 10963 T C 0,315 0,427 0,437 1,000
7 10995 A G 0,292 0,449 0,416 0,607
8 11007 T C 0,320 0,348 0,438 0,086

*scaffold 36, VicPac2.0.2

** p-value

MAF: Frecuencia del alelo menor, Hobs: heterocigosidad observada, Hesp: heterocigosidad esperada, HWE: Equilibrio de Hardy Weimberg

En humanos, mutaciones en el gen HOXC13 son
responsables de ciertos padecimientos relaciona-
dos con la produccién de pelo (Han, 2017). La
proteina HOXC13 tiene un efecto ambivalente
sobre los promotores del gen de queratina,
estudios en cabras mostraron su efecto en el in-
cremento de la actividad de los promotores KRT84
y KRT38, y disminucién de la actividad de los pro-
motores de los genes KRT1 y KRT2 (Wang, 2018).
Genome Wide-Association Studies (GWAS) para
caracteristicas de importancia econdmica en lana
de ovejas demostré la importancia del estudio de

genes reguladores y estructurales en la
transmision del caracter (Wang et al,, 2014). Dos
genotipos del gen KRT31 (Sulayman et al,, 2018) y
SNPs en gen EDAR (Fujimoto et al, 2008) y gen
FGFR2 (Fujimoto et al, 2009) fueron significati-
vamente asociados con el didmetro de pelo en
humanos.

La presencia de variabilidad genética en los genes
HOXC13 y KRT31 en alpacas sugiere la capacidad
de seleccion y permiten explorar la potencial
asociacién de estos polimorfismos con el didmetro
de fibra.

CONCLUSIONES

Se reporta la presencia de 13 polimorfismos tipo
SNP en los genes HOXC13 (5 SNPs) y KRT31 (8
SNPs). La totalidad de polimorfismos tipo SNPs
estuvieron en equilibrio de Hardy Weinberg y
fueron variantes sinénimas, de los cuales 4 (3 en el
gen HOXC13 y uno en el gen KRT31) mostraron
frecuencias alélicas menores a 0.05.

Los genes analizados mostraron una moderada
variabilidad genética (13 SNPs), respaldada por
valores de FIS cercanos a cero, sugiriendo su
potencial utilidad como marcadores genéticos en
genes codantes relacionados con el didmetro de
fibra en alpacas.
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