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Resumen

El presente proyecto tuvo como objetivo identificar SNPs en el gen KRT33A y gen FGFS5.
Un total de 80 alpacas huacaya provenientes del fundo Lacchoc, departamento de
Huancavelica fueron utilizadas para la identificacion de SNPs mediante el analisis
bioinformatico, disefio y validacion de cebadores especificos para la amplificacion por PCR
y posterior secuenciamiento. Los resultados sugieren la ausencia de polimorfismos en el gen
FGF5 y la presencia de 2 SNPs en el gen de KRT33A. Se recomienda continuar con el
analisis en un mayor niimero de genes ¢ individuos.

Palabras clave: Alpacas; Genotipos; Queratina; Nucleo6tidos; Camélidos sudamericanos

Identification and validation of SNPs markers in (Keratine 33A) and
FGF5 (Fibroblast Grown Factor 5) genes

Abstract

The present project has to objetive identificate SNPs in KRT33A and FGF5genes. A total of
80 alpacas huacaya from Lacchoc breeding center from Huancavelica province were used to
SNP identification, primer design and validation using bioinformatic tools, PCR
amplification and sequencing. The results suggest the absent of polimorphism in the FGF5
gene and the presence of 2 SNPs in the KRT33A gene. We suggest continue with the
analysis of more genes and increase the alpaca sample.

Keywords: Alpaca; Genotype; Keratin; Nucleotides; South American camelids

Introduccién

ISSN 1684-1662 (impreso)

(https://www.ncbi.nln.nih.gov/), este recurso

El Peru es el principal productor de fibra de
alpaca en el mundo, porque cuenta con la
mayor poblacion de alpacas en el orden de los
3 millones de ejemplares [1]. Sin embargo, en
las ultimas décadas la alpaca peruana viene
siendo sometida a una fuerte presion de
seleccion para una mejora continua de las
caracteristicas textiles como el diametro de
fibra, principalmente [2]. La variabilidad
genética en proteinas relacionadas con la
constitucion y calidad de la fibra podrian
permitir  realizar una  seleccion  para
determinar caracteristicas de interés econo-
mico, para lo cual estudios que identifiquen
marcadores genéticos en poblaciones de
alpacas constituyen una herramienta muy util
y primordial en la generacion de programas
de seleccion y mejoramiento genético. En la
actualidad, se cuenta con un genoma de
alpaca disponible en la web

genético permite la blisqueda de potenciales
marcadores genéticos para ser usados en
procesos de seleccion asistida.

Las queratinas han sido considerados como
buenos genes candidatos a estar asociados con
distintas caracteristicas de fibra en diferentes
especies, incluyendo oveja y cabra, a los que
se han asociado con alguna caracteristica de
fibra [3], mientras que genes involucrados en
la regulacion de la produccion de fibra como
el FGF5 ha sido asociada con la presencia de
pelo largo en perros, gatos, conejos, raton y
ratas, habiéndose encontrado polimorfismos
tipo SNPs en dicho gen en otras especies.

2. Metodologia

2.1 Identificacion de secuencias para los
genes de queratinas KRT33A y FGF5 por
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Andlisis bioinformatico

Informacion de tres genomas de alpaca
pertenecientes a la Unidad de Biotecnologia
Molecular de la Universidad Peruana
Cayetano Heredia (UPCH) fueron utilizados
para la identificacion de secuencias
reguladoras y codantes y la presencia de
potenciales polimorfismos presentes en los
genes KRT33A y FGF5 mediante homologia
con secuencias reportadas para especies de
ungulados.

2.2 Disefio,
cebadores

sintesis y evaluacion de

Se disefiaron cebadores de 18 a 24
nucledtidos con capacidad de amplificacion
de fragmentos entre 400 y 700 pares de bases,
complementarios a los extremos de las
secuencias que incluyan la presencia de SNPs
putativos utilizando el programa online Oligo
AnalyzerTM. La especificidad de los
cebadores fue evaluada mediante Ia
herramienta de NCBI ‘Primer-BLAST’ para
las secuencias target de cada par de
cebadores.

2.3 Identificacion de polimorfismos tipo
SNPs en KRT33Ay FGF5

Un total de 80 alpacas de la raza huacaya
adultas no emparentadas fueron utilizadas
para la identificacion de polimorfismos de
nucleotido tnico (SNPs) en los genes de
KRT33A y FGFS5.

ADN gendmico fue extraido mediante GF-1
Nucleic Acid Extraction Kits - Vivantis
Technologies siguiendo las instrucciones del
fabricante. El ADN gendmico obtenido fue
diluido hasta una concentracion final de 5
ng/ulL. Fragmentos entre 500 y 700 pares de
bases fueron amplificados mediante reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando
los siguiente cebadores: para el exén 1 del
gen FGF5: FGF5f 5°-GGC AAA CTGG
AAG CAA GGT G-3’y FGF5r 5°-TTT CCC
AAG GCT ATG TCC AC-3’ y para el gen de
KRT33Af: 5°-AGA GCC GAG GAC TGC
AAA CTC-5° y KRT33Ar 5’-
GCCCTAAAGTAAAACCTGGAGC-3’
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utilizando las siguientes condiciones: 5
nanogramos de ADN, 1X Buffer PCR, 1.5
mM de MgCl2, 0.2mM dNTPs 5 picomoles
de cada cebador, 1U de ADN polimerasa
(Thermo Scientific). Las condiciones termales
para ambos genes fueron las siguientes: 95 °C
por 3 minutos, 25 ciclos de 94 °C por 30
segundos, 60 °C por 45 segundos, 72 °C por
30 segundos.

Los productos de PCR fueron secuenciados
por ambas direcciones usando ABI PRISM
Big Dye Terminador Cycle Sequencing
Ready Reaction Kit y un secuenciador
automatico ABI PRISM 3130 Genetic
Analyser®. La edicion de las secuencias y un
alineamiento multiple para la identificacion
de los SNPs se realizé6 mediante el Programa
Mega v6.0 [4].

Una tabla de genotipos fue generada para
cada gen y a partir de esa informacion se
calcularon las frecuencias alélicas, numero de
alelos por locus, heterocigosidad observada y
esperada, contenido de  informacion
polimérfica (PIC), probabilidad de exclusion
[5] para los 2 genes identificados.

3. Resultados y Discusién

El exén 1 del gen FGF5 no presentd
polimorfismos tipo SNPs en la totalidad de su
secuencia, siendo la secuencia consenso la
misma que la obtenida a partir del analisis de
los genomas de la alpaca, observandose un
alto nivel de conservacion similar a lo
reportado en otros mamiferos, en contraste
con el gen KRT33A que presentd un total de
2 polimorfismos tipo SNPs (T/C, G/A) con
frecuencias mayores al 30 %. La heteroci-
gosidad esperada (Hg) para los dos SNPs en
KRT33A fueron 0.508 y 0.427. La
probabilidad de exclusion vari6 entre 0.164 y
0.187 con una probabilidad de exclusion
acumulada para el total de SNPs de 0.323. El
numero de alelos por locus, heterocigosidad
observada y esperada, contenido de
informacioén polimoérfica (PIC), probabilidad
de exclusion para los SNPs del gen KRT33A
se detallan en la Tabla 1.
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Tabla 1. Alelos, frecuencia alélica, heterocigosidad observada (HO), heterocigosidad esperada (HE),
contenido de informacion polimérfica (PIC) y probabilidad de exclusion (PE) para 2 SNPs del gen KRT33A.

Locus N2alelos Alelos Frecz,le.ncia Ho Hg PIC PE
Alélica
K33-1 2 C/T 0.5;0.5 1.000 0,508 0,375 0,187
K33-2 2 A/G 0.7;0.3 0.000 0,427 0,332 0,164
Promedio 2 0,500 0,468 0,354

Ambos SNPs en KRT33A se encontraron en
desequilibrio de ligamiento (p<0.05) vy
desequilibrio de Hardy Weinberg (p<0.05),
K33-1 debido a un exceso de heterocigotos
(p<0.05) mientras que k33-2 debido a
deficiencia de heterocigotos (p<0.05).

Estos resultados son similares a los
observados para KRT33A y otros genes de
queratinas y proteinas asociadas a queratinas
en otras especies [6] siendo necesario realizar
analisis de asociacién para estas variantes,
para determinar si se encuentran asociadas
con caracteristicas como didmetro de fibra.

Los resultados confirman la presencia de
polimorfismos tipo SNPs en el gen KRT33A,
con un fuerte desequilibrio de ligamiento
entre ellos y desequilibrio de Hardy
Weinberg, lo cual limita la capacidad de
informacion que se puede obtener de ellos.
Marcadores que se encuentran en un mismo
gen presentan de moderado a altos niveles de
desequilibrio de ligamiento debido a la
cercania entre ellos, asi mismo la presencia de
desequilibrio de Hardy Weinberg nos indica
que alguna fuerza evolutiva esta fuertemente
afectada. Una fuerza evolutiva muy fuerte es
la seleccion; sin embargo, el limitado numero
de muestras constituye un problema en el
analisis de la importancia del polimorfismo e
incluso en el analisis de equilibrio de Hardy
Weinberg.

Se requiere de mds estudios y un nimero
muestral mucho mayor para caracterizar la
variabilidad disponible en el gen de KRT33A
y conocer las implicancias de este gen en las
caracteristicas de la fibra de alpaca.

4. Conclusiones

Se identificaron 2 polimorfismos tipo SNPs
en el gen KRT33A de alpaca, ambos en
desequilibrio de ligamiento y desequilibrio de
Hardy Weinberg.

El ex6n 1 del gen FGFS5 present6 un alto nivel
de conservacion de secuencias sin la
presencia de polimorfismos tipo SNPs.
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