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RESUMEN

Los objetivos de esta investigacion fueron cuantificar la variacion del color de fibra,
determinar la asociacion de los genes MC1R y ASIP y su respectiva interaccion en la
expresion del vellon negro y marrén en alpacas Huacaya. El color de la fibra se cuantifico
mediante colorimetria, agrupandose el color negro y marrén-negro en una sola categoria,
diferente al marron oscuro, marrén claro y vicufia. La reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), purificacion de amplicones y secuenciacion para los genes MC1R y ASIP se
desarroll6 de forma separada. Las secuencias de ambos genes fueron analizadas tomando
como referencia la secuencia de vicufia. En el gen MC1R de alpaca se identificé una
secuencia codificante de 954 pb con una delecion c.224 227del y nueve polimorfismos.
De ellos cinco fueron no sinénimos: ¢.82A>G, ¢.259G>A, ¢.376G>A, ¢.587T>C,
€.901C>T (p.T28A, p.M87V, p.G126S, p.F196S, p.R301C) y cuatro sinénimos:
€.126C>T, ¢.354C>T, ¢.618G>A, ¢.933A>G. Basado en el analisis de haplotipos se
propone el alelo dominante (E), recesivo (e) y silvestre (E*) para este gen. Las alpacas de
color negro/marrén-negro presentan el alelo E en homocigosis y/o heterocigosis. En el
exon 4 del gen ASIP se identifico dos polimorfismos no sinénimos (c.292C>T,
€.353G>A) y una delecién de 57 pb (c.325_381del), en base a ello se propone tres alelos
con pérdida de funcion al, a2, a® en alpacas negro/marrén-negro, marrén oscuro y claro,
mientras que el alelo silvestre (A*) en homocigosis se presentd en 50 por ciento de alpacas
blancas, 18.18 por ciento del marrén claro y 100 por ciento de vicufias. Los alelos a*, a2,
a® del gen ASIP en combinacidn con el alelo E del gen MC1R definen los colores negro y
marron-negro. Las alpacas marrones tienen mayor variabilidad alélica en los genes MC1R
y ASIP con genotipos heterocigotos que resultan en una gran diversidad fenotipica. En
conclusion, el color del vellon de alpaca se debe a los diferentes alelos de los genes MC1R
y ASIP, estos alelos y genotipos propuestos contribuird en la seleccién de alpacas
Huacaya de color negro y marron y en el mejoramiento de la produccion de vellones

uniforme.

Palabras clave: Gen, MC1R, ASIP, haplotipo, genotipo, color de fibra



ABSTRACT

The objectives of this research were to quantify the fiber color variation, to determine the
association of MC1R and ASIP genes and their respective interaction in the expression of
black and brown fleece in Huacaya alpacas. Fiber color was quantified by colorimetry,
grouping black and brown-black in a category, different from dark brown, light brown
and vicufia. Polymerase chain reaction (PCR), amplicon purification, and sequencing of
MC1R and ASIP genes were performed separately. The sequences of both genes were
analyzed considering the vicufia sequences as reference. In alpaca MC1R gene, a coding
sequence of 954 bp with ¢.224 227del and nine polymorphisms was identified. Five were
non-synonymous: ¢.82A>G, ¢.259G>A, ¢.376G>A, ¢.587T>C, c.901C>T (p.T28A,
p.M87V, p.G126S, p.F196S, p.R301C) and four synonyms: c¢.126C>T, c¢.354C>T,
€.618G>A, c.933A>G. Based on haplotype analysis, the dominant allele (E), recessive
(e) and wild type (E") in this gene are proposed. Black/brown-black alpacas have E allele
in homozygosis and/or heterozygosis. In exon 4 of ASIP gene, two non-synonymous
polymorphisms (c.292C>T, ¢.353G>A) and 57 bp deletion (c.325_381del) were
identified. Based on this, three alleles with loss of function al, a%, a®> were proposed, they
are present in black/brown-black, dark brown and light alpacas, while the wild allele (A*)
in homozygosis was present in 50 percent of white alpacas, 18.18 percent of light brown
and 100 percent of vicufias. The a!, a2, a® alleles of ASIP gene in combination with E
allele of MC1R gene define the colors black and brown-black. Brown alpacas have greater
allelic variability in MC1R and ASIP genes with heterozygous genotypes, resulting in a
great phenotypic diversity. In conclusion, the color of alpaca fleece is due to different
alleles of MC1R and ASIP genes, these proposed alleles and genotypes will contribute to

selection of black and brown Huacaya alpacas, improving uniform fleece production.

Key words: Gene, MC1R, ASIP, haplotype, genotype, fiber color



l. INTRODUCCION

La alpaca muestra una gran diversidad genética de colores naturales (Vallejo et al. 2012),
siendo los basicos el negro, marrdon y blanco (Gandarillas 1971). A nivel nacional e
internacional, la demanda industrial de la fibra motivo la seleccion del blanco, lo que
permitio el blanqueo generalizado en los rebafios de alpaca del Pert. Consecuentemente,
la calidad textil de la fibra fue mejorada genéticamente reduciéndose su diametro medio
de fibra. En este contexto, la estructura poblacional de alpacas de color ha sufrido una
erosion genética, quedando en mayor frecuencia animales con tonalidades claras y

marrones.

La alta presion de seleccion del blanco ha contribuido a la disminucién de la variabilidad
genética de alpacas negras, reduciéndose la poblacién a menos del 2 por ciento (Chaparro
2010), actualmente estos animales aln se conservan por pequefios productores en las
Comunidades Campesinas de Apurimac, Cusco, Puno, Ayacucho y Huancavelica (Oria
et al. 2009; Aragén y Mamani 2018). Estas alpacas muestran ventajas adaptativas de
rusticidad por su mayor capacidad de retencion la radiacion solar en su vellén (Vallejo et
al. 2012) y las crias de color oscuro presentan bajos porcentajes de mortalidad comparado

con el blanco (Bustinza 1968).

La fibra de color natural, aunque mantiene un bajo precio a nivel de productores locales,
es atractiva para los consumidores finales, por ser un producto ecolégico y no requieren
el tefiido con productos quimicos, mas bien contribuye en el ahorro de la energia y agua
en la manufactura. En el mercado internacional las prendas ecolégicas de alpaca,
especialmente el color negro esta siendo revalorado por sus atributos Unicos y su demanda
es creciente por parte de los consumidores finales. En ese sentido, se puede reorientar la
produccion sostenible de colores uniformes y a su vez promover la conservacion de su

biodiversidad (Aragon y Mamani 2018).

El color negro y marron del vellon se debe a la presencia de granulos de melanina
localizados principalmente en la corteza y la médula de la fibra (Wang et al. 2005). Los
dos tipos de pigmentos son: eumelanina (oscura e insoluble) presente en el negro y las

feomelanina (soluble en alcali) presente en el marron (Wakamatsu et al. 2021).



La cantidad, calidad y la proporcion relativa entre estos dos tipos de melanina determinan
los colores basicos en camélidos andinos, las concentraciones mas altas de melanina total
y eumelanina distinguen el vellon negro del marron rojizo oscuro (Cecchi et al. 2011;
Anello et al. 2022b). La expresion génica de la pigmentacion del vellon en alpacas
Huacaya fue analizada inicialmente por la cuantificacion bioquimica de los tipos de
melanina (Fan et al. 2010; Cecchi et al. 2011; Cransberg et al. 2013) y en seguida
mediante secuenciacion, caracterizacion y asociacion de los polimorfismos en los genes
MCI1R y ASIP (Powell et al. 2008; Feeley y Munyard 2009; Feeley et al. 2011,
Chandramohan et al. 2013, 2015).

La asignacion del color de forma subjetiva y visual limita su relacién con el genotipo,
debido a la naturaleza compleja de la expresion del color (Gransberg 2017; Anello et al.
2022b). Los mecanismos moleculares que controlan la pigmentacion uniforme del vellon
en alpacas han sido poco explorados, particularmente la interaccion epistatica recesiva
entre los alelos de los genes MCIR y ASIP (Pallotti et al. 2020). En este sentido la
cuantificacion del color y la determinacion del genotipo facilitaria la seleccién de
reproductores, acelerando el mejoramiento genético de las caracteristicas productivas y
textiles de fibra negra y marron.

Por tanto, el objetivo general de esta investigacion fue cuantificar la variacion del color
de la fibra mediante colorimetria y determinar la asociacion de los genes MC1R y ASIP
con el vellon negro y marron en alpacas Huacaya. Los objetivos especificos fueron: a)
cuantificar la variacion del color de la fibra negra, marrén, blanca en alpaca Huacaya y
en vicufia segun las coordenadas colorimétricas L*a*b*, y b) determinar la asociacién de
los genes MC1R y ASIP y su respectiva interaccion en la expresion del vellén negro y
marron en alpacas Huacaya. La hipotesis general de esta investigacion es que existe una
asociacion de los genes MC1R y ASIP y su respectiva interaccion en la expresion del

vellon negro y marron en alpacas Huacaya.



Il.  REVISION DE LITERATURA
2.1 LA ALPACA

La alpaca (Vicugna pacos) es el mas pequefio de los camélidos domésticos, esta orientada
a la produccion de fibra para la industria textil nacional e internacional. Dentro de esta
especie se reconocen dos razas, la Huacaya y la Suri (Bustinza et al. 2021; Renieri et al.
2009). Existen diferencias entre el vellon de la alpaca Huacaya y Suri; en la densidad
folicular, relacién de los foliculos secundarios y primarios, en la forma y estructura
cuticular (Antonini 2010); asi como en la estructura medular de la fibra (Wang et al. 2005;
Antonini 2010). Ademas, la Huacaya se caracteriza por tener el vellén denso con fibras
rizadas (Antonini 2010).

Los analisis gendmicos y estudios del ADN mitocondrial han determinado que la alpaca
deriva de la domesticacion de la vicufia (Kadwell et al. 2001; Gentry et al. 2004; Marin

et al. 2017; Fan et al. 2020). Taxondmicamente la alpaca queda clasificada en:

Clase : Mamalia
Orden  : Artiodactyla
Suborden : Tyl6poda
Familia : Camelidae
Tribu : Lamini
Género : Vicugna
Especie : Vicugna pacos

2.2 DIVERSIDAD DE COLOR EN ALPACAS

La terminologia empleada para la denominar los colores de vellon en la alpaca es
inconsistente, inadecuada y ambigua. La industria textil refiere hasta 22 colores de fibra,
basada en la subjetividad de la percepcion visual (Morante et al. 2009) y en el sistema de
Munsell (Fan et al. 2010). La amplia variabilidad de colores de fibra podria explicar las
tonalidades y/o combinacion de colores naturales en la manufactura industrial. La Norma
Técnica Peruana NTP 231.301 (2014) indica que la clasificacion de las diferentes

tonalidades de los colores basicos naturales debe ser realizada por un personal calificado



de forma manual y visual (Tabla 1). Las tonalidades de vellon marron muestran mayor
diversidad, las cartillas de colores comerciales ayudan a la asignacion y registro

homogéneo del color de fibra, registrandose hasta 16 tonalidades (Figura 1).

En el velldn de alpacas los colores mas comunes y comerciales son el blanco, beige con
intensidad X, Y, Z (LFX, LFY, LFZ), marrén claro, marrén oscuro, marrén 0scuro negro
y negro (Cruz 2017). Cransberg et al. (2013) investigando varias tonalidades de marrones,
para determinar su origen genético, concluyeron que en el color marron de la alpaca se
expresa predominantemente la feomelanina y la variacion de sus tonalidades se debe a

los altos niveles de feomelanina y bajas cantidades relativas de eumelanina negra.

Tabla 1: Clasificacion del color de fibra en alpacas de Peru

Denominacion Simbolo
Blanco B
Beige LFX
Colores Vicufia claro LFY
enteros Vicuia oscuro LFZ
Café claro CC
Café oscuro marron COM
Café oscuro negro CON
Negro N
Blanco manchado claro BMC
Blanco manchado oscuro BMO
Colores Negro manchado NM
cahosos Gris claro con canas blancas GC
Gris plata (canoso) GP
Negro manchado GO
Colores Indefinidos claros IC
indefinidos Indefinidos oscuros I0

Fuente: Norma Técnica Peruana NTP 231.301 (2014)

La caracterizacion del color y tonalidad de la alpaca se inicia cuantificando objetivamente
la pigmentacion de la fibra y piel (Tabla 2). Los colores basicos como el marron y negro
dependen del tipo de melanina y su distribucion uniforme en todo el cuerpo, que incluye

cabeza cuello, velldn y las extremidades (Cecchi et al. 2011; Cransberg et al. 2013).
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Figura 1: Cartilla de color del vellén de alpaca
Fuente: Adaptado de Australian Alpaca Association (2012)

Tabla 2: Descripcion de color blanco, marrén y negro en alpacas australianas

Color del animal

Descripcion del color de la fibra y piel

Blanco albino

Blanco no albino
Beige sobre piel rosada
Beige sobre piel oscura
Bayo ligero

Bayo

Fibra blanca sobre piel rosada

Fibra blanca sobre piel pigmentada

Fibra amarilla a rojo, intensidad palida-moderada sobre piel rosada
Fibra amarilla a rojo palida-moderada sobre piel oscura

Fibra amarilla a rojo claro sobre piel oscura y extremidades negras
Fibra amarilla a rojo oscuro sobre piel oscura y extremidades negras

Marrén negro Fibra muy oscura con melanina mixta sobre piel eumelanica

Negro Fibra negra sobre piel oscura

Fuente: Adaptado de Feeley (2015) y Cransberg (2017)

Cransberg (2017) denomina bayo, al "marrén” descrito por los criadores y organizaciones
alpaqueras, porque se asemeja mucho al color bayo de los caballos. Color que juzgado

por una persona podria ser calificado como marron claro; asimismo, el marrén intermedio
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calificado como marrdn oscuro o viceversa. El color del animal se define por el tipo de
pigmentacion de su fibra; la pigmentacion de su piel, mucosas y pezufias complementa el

registro del color de vellon (Cransberg et al. 2013; Cransberg 2017).

2.3 BIOSINTESIS DE MELANINA Y PIGMENTACION DEL VELLON

En los melanocitos de la epidermis del foliculo piloso se desarrolla la melanogénesis, a
partir de la activacion enzimatica del aminoacido L-tirosina, la enzima tirosinasa (TYR)
cataliza la oxidacion hasta 3,4 - dihidroxifenilalanina (DOPA) y Dopaquinona (Ando et
al. 2007; Kondo y Hearing 2011). La dopaquinona es el principal sustrato intermediario
en la sintesis de eumelanina y feomelanina. En la sintesis de eumelanina se requiere la

intervencion del dopacroma tautomerasa (DCT) conocido como TYRP2 (Figura 2).

L-Tyrosine
| o
L-DOPA
; VR
Dopaquinone Cysteine
Leukedopachrome
Dopaquinone
Dopachrome 2,5-Cysteinyldopa  5,5-Cysteinyldopa
TYRP2 /\
DHICA DHI Cysteinyldopa-quinones
TVRPL \ pd
Quinones Benzothiazine intermediates
¥ i g

Figura 2: Biosintesis de feomelanina y eumelanina

Fuente: Nguyen y Fisher (2018)

El AMP ciclico es activado por el gen MC1R y estimula la actividad enzimatica de la
tirosinasa, junto con las enzimas eumelanicas especificas: proteinas relacionadas con
la tirosinasa TYRP1y TYRP2. El dopacromo se descarboxila espontaneamente en 5, 6-
dihidroxiindol (DHI).



Si se dispone de dopacromo tautomerasa (DCT) el dopacromo se tautomeriza sin perder
su acido carboxilico para formar el 5,6 - dihidroxiindol - 2-acido carboxilico (DHICA)
en la sintesis de eumelanina (Garcia-Borron et al. 2005; Wakamatsu et al. 2021). En
presencia de la cisteina se forma 2.5 o 5.5-cisteinildopa, que se oxida para dar lugar a
cisteinildopa-quinonas, el intermediario de benzotiazina, de esta forma se sintetiza la
feomelanina (Galbraith 2010; Nguyen y Fisher 2018). La melanogénesis es una via
sintéticamente compleja que involucra una serie de reacciones quimicas, enzimaticas y

no enzimaticas para producir dos tipos distintos de melaninas.

Los granulos de melanina se observan antes de la queratinizacion de las células foliculares
de la fibra (Wang et al. 2005). Numerosos granulos de pigmento residen sueltos dentro
de la fibra marrén y marron oscura, distribuyéndose por debajo de las cuticulas, dentro
de las células corticales y médula (Figura 3). En la alpaca marron es de tipo redondo y su
tamafio es mas pequefio que en fibra marrén oscura (Wang et al. 2005).

~ ) .

W R \..7?!»:1

Figura 3: Granulos de melanina en fibra de alpaca, marrén oscuro y marron claro
Fuente: Adaptado de Wang et al. (2005)

Cecchi et al. (2011) y Cransberg et al. (2013) describen principalmente la eumelanina
en alpacas negra con poca 0 minima presencia de eumelanina en alpaca marrén,
mientras que la feomelanina abunda en el marrén claro. Las melaninas y melanosomas
de llama (Lama glama L.) descrito por Cecchi et al. (2004) explica la morfologia del

melanosoma y el grado de la madurez (etapas | a 1V).



Tres tipos diferentes de melanosomas totalmente melanizados fueron identificados en el
negro, marron oscuro y marron claro, respectivamente. La disminucion de la intensidad
de la melanogénesis parece estar relacionada con el aumento del nimero de melanosomas
inmaduros en el marrdn claro comparado con el negro. Los eumelanosomas son redondos
y de forma ovalada y presentan estrias transversales (Figura 4) visibles con microscopio
(Cecchi et al. 2004).

Figura 4: Granulos de eumelanina mostrando estriaciones transversales en la llama

Fuente: Adaptado de Cecchi et al. (2004)

La cantidad total de melanina y eumelanina fueron superiores en la fibra negra, mientras
que en la fibra marron claro disminuye (Cecchi et al. 2011). Por el contrario, estos valores
aumentan cuando la pigmentacion pasa del blanco al negro, aunque la feomelanina se
mantiene en pocas cantidades en el negro (Cecchi et al. 2004; Fan et al. 2010). Por otro
lado, Adalsteinsson (1983) en ovinos, Frank (2001) en Illamas, Renieri et al. (2004) en
Ilamas y alpacas sugieren un sistema de clasificacion y registro de la variacion del color
basado en tres criterios: tipo de pigmento (eumelanina y feomelanina), patron de
pigmentacion y presencia/ausencia de manchas blancas. Los colores basicos en el vellon
dependen de la cantidad y relacion de eumelanina y feomelanina. Los patrones
pigmentarios se refieren a la variacion en la distribucion de los pigmentos sobre todo el
cuerpo (sentido dorsal - ventral). EI primer problema en alpacas marrén (Figura 5) es

distinguir a la eumelanica (marrén oscuro) de la feomelanica (tonalidad clara).



Pacomarc

Figura 5: Pigmentacion eumelanica y feomelanica de la alpaca Huacaya
Fuente: Cruz (2017)

Adalsteinsson (1983) refiere que los patrones pigmentarios se expresan sobre los colores
basicos. Frank (2001) describio los patrones pigmentarios en llamas argentinas (Figura 6,
izquierda a derecha), eumelanico total o negro/marrén oscuro (tapado oscuro),
negro/marron oscuro con parte ventral y extremidades feomelanicas (Doberman), marrén
rojizo con extremidades y cara negra (cara negra), marrdn rojizo con extremidades y

barriga negra (panza negra), silvestre (vicufia) y feomelanico (tapado claro).

Figura 6: Patrones de pigmentacion en el vellon de llama
Fuente: Modificado de Frank (2001)

El patron clasico de la pigmentacion se observa en los camélidos silvestres, vicufias y
guanacos. La vicufia una pigmentacién una tonalidad de pigmentacion ligeramente mas
intensa en el manto, cuello y cabeza y menos intensa en las extremidades, parte ventral
(ingle, barriga y pecho) con presencia fibras blancas (Figura 7a). El guanaco presenta una
pigmentacion marrdn rojizo en paleta, dorso y grupa (vellon), mientras que en la cabeza
y las orejas se observa el gris oscuro, evidenciandose la expresion de ambos pigmentos

(eumelanina y feomelanina) sobre el cuerpo entero (Figura 7b).
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Fuente: Fotografia tomada por el autor

El mecanismo de pigmentacion en los mamiferos es un proceso altamente conservado a
pesar de sutiles diferencias que existen entre especies. La pigmentacion de la fibra esta
en funcion del tipo, composicion, cantidad y forma de los granulos de melanina (Cecchi
et al. 2004, 2011). La presencia y/o ausencia de pigmentacion y su distribucion son
propiedades importantes para el procesamiento comercial de las fibras animales (Allain
y Renieri 2010). Estos granulos color se localizan en el foliculo y células corticales de la
fibra (Figura 8), proporcionando muchas grietas en las fibras que pueden contribuir a la

mayor flexibilidad, calidez y suavidad de las mismas (Wang et al. 2005).

Figura 8: Bulbo piloso de vicufia (A 'y B), cuticula, corteza y médula fragmentada
en fibra (C) y corteza pigmentada (D). Fotografia microscépica a 100 X
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2.4 GENES ASOCIADOS AL COLOR EN ANIMALES

En los animales domésticos el color es muy importante para distinguir entre razas y
variedades, ademas el color del vellon es importante para la supervivencia de animales
en climas diversos (Koseniuk et al. 2018). Darwin clasifico la seleccion en entres tipos,
seleccion inconsciente, seleccion metddica y seleccion natural (Mason 1973).
Inicialmente la seleccion de los animales era de forma inconsciente, guiado por algunas
caracteristicas de interés (en inglés fancy point), posteriormente la seleccién era metddica

por sus caracteristicas productivas.

Las adaptaciones evolutivas seleccion natural en las especies silvestres y la seleccion
dirigida por el hombre en animales domesticos (Cieslak et al. 2011; Linderholm y Larson
2013) han generado nuevas mutaciones en los genes del color, las que se expresan en
diferentes patrones pigmentarios (Figura 9). El color de los animales era una de las
principales caracteristicas para la seleccion (Cieslak et al. 2011; Linderholm y Larson
2013; Librado et al. 2017). EI color similar observado en diferentes especies domésticas
es por la expresion de pocos genes conservados, sus alelos pueden ser responsables de
colores similares en diferentes individuos de una especie 0 en diferentes especies 0

pueden influenciar diferentes expresiones del color (Cieslak et al. 2011).

Por lo tanto, para definir el color es importante entender su complejidad genética y los
mecanismos de la herencia. Por ejemplo, el color del vellén de la oveja silvestre muestra
un patron de pigmentacion marron oscuro (barriga palida), los criadores han domesticado
y seleccionado preferentemente por el vellén blanco uniforme (Norris y Whan 2008;
Cieslak et al. 2011). Los camélidos andinos también fueron seleccionados por el color de
su vellon, lo que favoreci6 una diversidad de alelos responsables de colores oscuros y sus
tonalidades (Bustinza 1968; Daverio et al. 2016; Marin et al. 2018).

La alpaca es descendiente de la vicufia (Fan et al. 2020) la variabilidad del color de su
vellén proviene de la vicufia. Se sugiriere que a partir de la vicufia se dio mutaciones
dominantes y recesivas en los principales genes involucrados en la herencia del color. Los
incas tenian especial cuidado en el manejo de los camélidos, ellos registraban y
seleccionaban sistematicamente por la calidad y color del vellon (negro, marron y blanco)
utilizando un sistema decimal de nudos “quipos” término que proviene de la palabra
quechua "khipu" (Weeler et al. 1995).
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Figura 9: Variabilidad de color en mamiferos domésticos. BP: antes del presente
Fuente: Adaptado de Cieslak et al. (2011)

La pigmentacién de la piel y la fibra esta controlada por muchos genes que se activan en
momentos y lugares diferentes, algunas veces actuando al mismo tiempo cuando existe
interaccidon. En ovinos se ha descrito mas de 150 genes (Rochus et al. 2019) de estos
genes, el receptor 1 de melanocortina (MC1R) vy la proteina de sefializacion aguti (ASIP)
fueron asociados con la variacion del color en el vellon de alpaca ASIP (Powell et al.
2008; Feeley y Munyard 2009; Feeley et al. 2011; Chandramohan et al. 2013, 2015;
Marin et al. 2018).
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El genoma de referencia de alpaca a nivel cromosémico VicPac3.1 amplia y mejora el
entendimiento genomico de estos genes (Richardson et al. 2019), en la alpaca fueron
localizados en el chr21 el gen MC1R y el gen ASIP en el chrl9 mediante hibridacién in
situ con fluorescencia (FISH) (Alshanbari et al. 2019). Los principales genes estudiados
en la alpaca: MC1R, ASIP, tirosinasa (TYR) y las proteinas relacionadas con la tirosinasa
(TYRP1 y TYRP2) fueron relacionados con la melanogenesis y la pigmentacion del
vellon, como fue descrito en ratones (Figura 10). En la alpaca se ha informado la
influencia de otros genes como el MITF, KIT y MATP que intervienen en el transporte y
la transferencia de pigmentos (Munyard 2011; Cransberg y Munyard 2011; Jackling et
al. 2014; Feeley et al. 2016). Paralelamente, la Alpaca Research Foundation realiza

investigaciones sobre la genética de la pigmentacion en alpacas (Kooyman 2021).
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Figura 10: a) Regulacion genética de melanogénesis y (b Pigmentacion en fibras
Fuente: Hoekstra (2006)
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2.5 GENES MC1R Y ASIP ASOCIACION AL COLOR DEL VELLON

El estudio sobre la herencia del color de la alpaca es limitado, la informacidn se sustenta
en los apareamientos y analisis de segregacion. Bustinza (1968) refiere cuatro genes
involucrados en la herencia de colores del vellon en alpacas, el color vicufia (v*), color
(c%), negro (n™) y extension (v*) conocido como el gen MC1R. El color blanco no albino
es dominante sobre los pigmentados y manchados (Valbonesi et al. 2011). Los animales
con cara y extremidades negras son dominantes sobre los negros (Frank et al. 2006).
Gandarillas (1971) sefiala que el color marrén es completamente dominante sobre el
negro. Estos autores coinciden en que los animales pigmentados eumelanicos son

dominantes sobre los animales feomelanico.

El alelo dominante del gen MC1R fue asociado con la pigmentacion del vellon negro en
alpacas de EE UU (Powell et al. 2008). En otro estudio de alpacas australianas Feeley et
al. (2011) identificaron tres polimorfismos con pérdida de funcion (c.292C>T,
c.325_381del57 y ¢.353G>A) el gen ASIP asociados con el color negro (0.90), lo que
sugiere que los criadores de alpacas seleccionen con facilidad el negro, aunque los
genotipos definidos por estas tres mutaciones no son especificos de alpacas negras.
Posteriormente estas tres mutaciones, dos de tipo SNP (single nucleotide polymorphisms)
y una delecion de 57 pb en el exén 4 del gen ASIP fueron descritas en la poblacion de

alpacas de Puno, Pert (Chandramohan et al. 2013).

La interaccion de los alelos de MC1R y ASIP regulan la produccion del pigmento
eumelanina en el vellon negro y feomelanina en el marrén claro y sus tonalidades (Pallotti
et al. 2020). El gen ASIP actia como un antagonista del gen MC1R al anular la accién de
a-MSH, por lo tanto, la pérdida de funcion de MCIR resulta en la produccion de
feomelanina, mientras que la pérdida de funcion de ASIP induce la produccion de
eumelanina (Daverio et al. 2016; Almathen et al. 2018; Pallotti et al. 2020). Por otro
lado, se demostré que el gen ASIP esta altamente expresado en animales blancos y
marrones, mientras que los animales negros presentaron muy baja expresion tanto en

alpacas y llamas (Cransberg 2017; Anello et al. 2022a).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 LOCALIZACION

El Fundo Pacomarca esté ubicado en las coordenadas geograficas 14°59°36” Latitud sur,
70°56°02.7” longitud oeste, a una altitud de 4060 msnm en el distrito de Llalli, provincia
de Melgar y regién de Puno. Cuenta aproximadamente con 1378 ha, ecosistema de puna
humeda (altiplano), con una precipitacion pluvial media de 700 mm/afio, con
temperaturas que varian dependiendo de la estacion y la hora entre -9°C a 21°C, con
humedad relativa entre 40 y 60 por ciento. La alimentacion consiste en pastoreo y

suplementacion con forraje fresco y heno de avena.

Este centro de investigacion cuenta con una poblacion aproximada de 665 alpacas negras,
de las cuales mas del 50 por ciento fueron comprados de otros fundos. EI manejo se
organiza en rebafios separados de machos y hembras. La seleccion por el color uniforme,
se aplica en las crias, las que presentan mancha y defecto son eliminados antes del destete.
El empadre de alpacas negras es dirigido, segin la informacion genealdgica. En
Pacomarca el color de la cria se asigna subjetivamente utilizando una cartilla de colores
desde blanco hasta negro, segin la nomenclatura descrita en la Tabla 1. A partir del afio

2018 se inicio el registro del color mediante colorimetria (Cruz et al. 2021).

3.2 CUANTIFICACION DEL COLOR DE FIBRA POR COLORIMETRIA

Los animales del Fundo Pacomarca (Puno) fueron muestreados previo un riguroso
analisis de la genealogia (coancestria), eligiéndose los animales con el mayor nimero de
descendencias y menos emparentados entre ellos (sin evidencias de consanguinidad) estos
animales fueron comprados de otros rebafios e incorporados en del Fundo Pacomarca y

fueron registrados usando el software PacoPro Version 5.10.

Las muestras de fibra fueron obtenidas del costillar medio de la alpacas machos y hembras
de todas las edades, considerando los siguientes colores (Figura 11): blanco (BL), café
claro (CC), café oscuro marron (COM), café oscuro negro (CON) y negro (N).
Adicionalmente, para una mejor caracterizacion del velldn se evalu6 la pigmentacion de

piel, ojos, mucosas, pezuiias y presencia de canas y manchas (Anexo 1y 2).
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Figura 11: Cartilla de color de fibra de alpaca INCA TOPS

Como referencia para el presente estudio se tomé nueve muestras de fibra del costillar
medio de vicufias (Figura 11) procedentes del Centro Ecoldgico Recreacional Taraccasa
de la Municipalidad Provincial de Abancay con autorizacion RDG N° 270-2019-
MINAGRI-SERFOR-DGGSPFFS y cinco muestras de fibra fueron obtenidas de vellones
procedentes del Laboratorio de Fibras Textiles - UNALM. El vellén de la vicufia mostro
una tonalidad mas intensa en el manto, mientras que en la parte ventral (barriga y pecho)
hay mayor presencia de cerdas blancas, esta diferenciacion demuestra el patron de

pigmentacion en la vicufa (Figura 12).

Figura 12: Muestreo de fibra e identificacién del patrén de pigmentacién en vicufia

Las muestras de fibra de ambas especies fueron lavadas y acondicionadas antes de su
medicion con el equipo Chroma Meter CR - 210 (Kdnica Minolta), luego se calibro el
colorimetro con un patron estandar siguiendo las especificaciones del manual (Figura 13)
y el procedimiento CIE L*a*b* (CIE 2004). La variacién del color se determiné segln
los valores de L* = luminosidad, a* = [saturacion de color rojo (+) al verde (-)] y b* =
[saturacion de color amarillo (+) al azul (-)]. Adicionalmente se calculé la intensidad =
[(a*? + b*?)°] y la tonalidad con la funcion arco tangente = [tan™ (b*/ a*)] como fue

descrito por Druml et al. (2018).
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Figura 13: Cuantificacion del color de fibra con el equipo Chroma Meter CR - 210

3.3 ASOCIACION DE LOS GENES MC1R Y ASIP CON EL COLOR DE VELLON
3.3.1 Obtencidn de muestras de sangre

Las muestras de sangre (2 - 5 mL) fueron colectadas de los mismos animales mencionados
en el muestreo de fibra. Se obtuvo sangre de 87 alpacas Huacaya, mediante puncion de la
vena yugular y de nueve vicufias, mediante puncién de la vena safena interna. Todas las
muestras fueron colectadas en tubos vacutainer con anticoagulante (EDTA) y trasladadas
del lugar de origen hasta el Instituto de Bioquimica y Biologia Molecular (IBBM) de la
Universidad Nacional Agraria La Molina.

3.3.2 Extraccién de ADN

El ADN fue extraido de 200 pL de sangre entera (método 1) usando un kit comercial
Quick-DNA™ Miniprep Plus Kit (Catalogo N° D4068 y D4069), primero se agrego 200
uL de buffer, bio fluido y 20 puL de proteinasa K, siguiendo las especificaciones vy el
protocolo indicado (Anexo 3). La extraccién de ADN se realizé en el Laboratorio de
Genética Molecular - IBBM (UNALM). La concentracién (ng/pL) y la pureza del ADN
(definida por la relacién de absorbancia de las longitudes de onda 260/280) (Anexo 4) se
cuantifico mediante espectrofotometria usando NanoDrop 8000 (Anexo 5) en el
Laboratorio de Biologia Molecular y Gendmica del Instituto Nacional de Innovacion
Agraria (INIA).

17



Las concentraciones eran entre 4.04 y 416.90 ng/pL, en cambio la relacién de absorbancia
260/280 era uniforme de 1.72 - 2 (Anexo 4) similar a 1.8 - 1.9 ng/uL (Green y Sambrook
2012). La integridad se verificd en gel de agarosa al 1 por ciento, en buffer de corrida
(TAE 1X) a 100 voltios / 50 minutos tefiido con Safe - Green™ (Figura 14).
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Figura 14: Bandas de ADN, gel de agarosa al 1 por ciento tefiidos con Safe - Green™,
Muestra de ADN de alpaca (1A - 21A), marcador de peso molecular (columna 22) y
sin muestra de ADN (columna 23)

Con el método 1, solo en una muestra de vicufia se obtuvo ADN (29.4 ng/pL) de buena
calidad (260/280 = 1.86), mientras que en las ocho muestras restantes no se obtuvo el
ADN. Por esta razon se procedié con la extraccion del ADN a partir del bulbo piloso
tomado de la base de la cola (método 2) en nueve vicufias y 12 alpacas con baja
concentracion de ADN (método 1). En la extraccion de ADN (método 2) se usé el mismo
kit comercial Quick-DNA™ Miniprep Plus Kit. Segun la espectrofotometria se obtuvo
buena calidad ADN (260/280 entre 1.70 y 1.88) con altas concentraciones entre 30 y 400
ng/pL. Sin embargo, dentro de 72 horas el ADN se desintegré en todas las muestras. Los

factores que afectaron la rapida desintegracion no se revisaron.

El método 3 de extraccion de ADN de vicufa se realizé a partir de leucocitos previamente
aislados, usando un kit comercial de Invitrogen™ (PureLink Genomic DNA Mini kit) en
el Laboratorio de Biologia Molecular y Gendmica-INIA. La cuantificacion del ADN se
realizd usando el espectrofotémetro multiplacas Epoch Take 3 BIOTEK. La relacion de
valores de absorbancia (260/280) fueron entre 1.8 y 2 (Tabla 4), los valores entre 1.6 y
1.8 indican una calidad adecuada de ADN. Por otro lado, se sabe que los valores inferiores
a 1.6 indican contaminacion durante la extraccion, estas muestras de ADN pueden estar
degradadas y no son recomendables para la PCR ni para la secuenciacion.
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Tabla 3: Espectrofotometria: calidad, concentracién y cantidad de ADN en vicufia

N° Arete Relacién 260/280 Concentracion  Cantidad de

Vicuiia (absorbancia) de ADN (ng/uL) ADN (ng)
VV-02 1.88 33.62 6051.6
VV-03 1.85 55.22 9939.6
VV-04 1.82 49.23 8861.4
VV-05 1.88 51.39 9250.2
VV-06 1.86 62.23 11201.4
VV-07 1.85 66.04 11887.2
EV-06 1.81 28.42 5115.6
EV-07 1.82 44.93 8087.4
EV-08 1.92 52.97 9534.6

La integridad del ADN se evalué mediante la electroforesis en gel de agarosa (1 por ciento
p / vol) con 2 uL de muestra de ADN y 6 pL de buffer de carga SALB 2X (GelRed), esta
mezcla se cargo en cada pocillo del gel (Figura 15). La corrida electroforética se realizd
a 100 voltios en buffer TBE 1X por 30 minutos y las bandas del ADN fueron analizadas
bajo luz UV en un sistema de foto documentaciéon ChemiDoc TM MP (BIO-RAD).

AL 4 a0

Figura 15: Bandas de ADN con GelRed (vicufia) en gel degaroa al 1 por ciento

Para uniformizar la concentracion del ADN alrededor de 25 ng/pL, se realiz6 una dilucion
en un volumen final de 20 pL: [(25 ng/uL * 20 pL) / concentracion inicial ng/pL]. Las
concentraciones de las diluciones también fueron cuantificadas mediante

espectrofotometria usando el NanoDrop 8000.

3.3.3 Amplificacion (PCR) y electroforesis del gen MC1R

La amplificacion de la region codificante y de sus regiones flanqueantes del gen MC1R
se estandariz6 en un volumen final de 25 pL con 0.5 pL del cebador directo y 0.5 pL del
reverso (Tabla 4). En la PCR se us6 un master mix comercial amaR OnePCR™ (12 .5 uL
de) que incluye la enzima Taqg polimerasa, buffer, dNTPs, colorantes de carga y de
fluorescencia, luego se agreg6 6 pL de ADN y 5.5 pL de agua bidestilada hasta completar

25 pL (https://www.genedirex.com/wp-content/uploads/2020/11/SM213-0250.pdf).
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Tabla 4: Lista de cebadores de los genes MC1R y ASIP

Genes Nombre de Secuencia del cebador (5'a 3") Temperaturade  Tamafio
cebadores alineamiento (pb)

MCIR MCIR-Forward GCTGCGAAGTGACCAGACTC
MCIR-Reverse = CTCCTCATTGCCAAGTAACTGC 61 °C 1230
ASIP  Exon 4-Forward GGATATCTGGTCGGGAACCT
Exon 4-Reverse =~ GAAACCCCTCCTCCTGAAAG 60 °C 430
Exon 2-Forward TCCCTCCCTTCCTTGTCTTT

Exon 2-Reverse CCACCAGGATTGTTTTGAGG 53°C 470

Fuente: Adaptado de Daverio et al. (2016)

El perfil de ciclado para el gen MC1R consistié en una desnaturalizacion inicial a 94°C
por 3 minutos, seguido de 30 ciclos: desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos,
alineamiento a 61°C por 1 minuto, extension a 72°C por 1 minuto y una extension final a
72°C por 5 minutos usando un termociclador Mastercycler® nexus gradient de marca
Eppendorf (https://www.eppendorf.com/product-media/doc/es/161574 Operating-
Manual/Eppendorf PCR_Operating-manual_Mastercycler-nexus-family.pdf).

La amplificacion de los 96 productos de PCR fueron verificados en gel de agarosa al 1
por ciento, se usé 4 pL de producto de PCR, 1 pL de Safe - Green™ y 1 pL de marcador
de peso molecular 100 pb DNA H3 RTU (Ready-to-Use)
(https://www.genedirex.com/wp-content/uploads/2020/11/DM003-R500.pdf). Se uso el
buffer de corrida TAE 1X (0.04 M Tris Base, 57.1 mL Acético glacial, 0.5M EDTA), las
bandas fueron observadas mediante luz azul en el Laboratorio de Genética Molecular-
IBBM de la Universidad Nacional Agraria La Molina.

3.3.4 Amplificacion (PCR) y electroforesis del gen ASIP

La PCR del exdn 2 del gen ASIP se desarrolld en el Laboratorio de Genética Molecular-
IMBICE, el ciclado incluy6 tres minutos de desnaturalizacién inicial a 94°C, seguido de
30 ciclos: 1 minuto de desnaturalizacion a 94°C, 1 minuto de alineamiento a 53°C, 1
minuto de extension a 72°C y 5 minutos de extension final a 72°C siguiendo el
procedimiento descrito por Daverio et al. (2016). Las bandas amplificadas se verificaron

mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 por ciento tefiidos con GelRed ™.
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La PCR del ex6n 4 del gen ASIP se estandariz6 en un volumen final de 50 uL (Anexo
12), con 25 pL de maéster mix comercial 2x PCRBIO Taq Mix Red: Taq polimerasa,
MgClz (6mM), dNTPs (2mM) vy el colorante rosado (Anexo 7) y con buffer de carga
(https://pcrbio.com/app/uploads/PB10.13-PCRBIO-Tag-Mix-Red-Manual.pdf), a master
mix se agrego6 16 pL de agua bidestilada, 2 pL de cada cebador y 5 pL de ADN.

El perfil de ciclado incluy6 la desnaturalizacion inicial a 95°C por 1 minuto, seguido de
35 ciclos: desnaturalizacion a 95°C por 15 segundos, alineamiento a 60°C por 15
segundos, extension a 72°C por 20 segundos y una extension final a 72°C por 1 minuto,
finalizando con 10°C en termociclador Mastercycler® nexus gradient marca Eppendorf
(Anexo 6). En una solucion de TAE 1X con agarosa al 1 por ciento (60 mL) se agregé 6
uL de colorante Hi SYBr Safe Gel Stain (https://himedialabs.com/TD/ML053.pdf) y se
preparo el gel con colorante. En electroforesis se corrio 2 pL de muestra, el tamarfio del

fragmento amplificado se verifico usando el marcador de peso molecular (Figura 16).

NA Mass Base Pairg
(ng/5u)
40 3,000
70 1,500
50 1,000
30 900
3 988
30 600
90 500
40 400
30 300
40 200
40 100

Figura 16: Marcador de peso molecular 100 bp DNA H3 RTU (Ready-To-Use)

3.3.5 Purificacion y secuenciacion de amplificados de los genes MC1R y ASIP

La purificacion y secuenciacion de los productos amplificados fueron desarrollados por
la empresa Macrogen Inc (Republica de Corea, Sedl). Los amplicones de ambos genes
MC1R y ASIP fueron purificados usando una enzima commercial ExoASP-1T® (usb)
segun el protocolo referido por la empresa Macrogen Inc (www.biocat.com/bc/pdf/32-
030v2_Flyer EnzSAP_PCR_Clean-up_Reagent.pdf). Las muestras purificadas fueron
secuenciadas mediante el método de Sanger en direccion forward y reverse empleando

los mismos cebadores de MC1R y ASIP usados en la PCR.
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3.3.6 Identificacion de polimorfismos y haplotipos en el gen MC1R

La calidad de las secuencias se inspecciond segun el porcentaje de alta calidad (HQ) en
el archivo.abl. La calidad de los electroferogramas se verificé usando el Software
Geneious (Anexo 8). El alineamiento multiple de las secuencias se realizé usando el
programa ClustalW (Thompson et al. 1994), para este estudio se tomo6 como referencia y
control, la secuencia obtenida de las nueve vicufias. Ademas, se consider6 dos secuencias
de alpaca negra y marron disponibles en GenBank con nimero de acceso FJ502229 y

FJ502230, respectivamente.

Los polimorfismos de un solo nucleotido y la delecion fueron identificados mediante el
alineamiento maltiple de las secuencias usando el software Geneious (Version 11.1.5).
Se infirieron haplotipos a partir de los datos genotipicos que se obtuvieron por
secuenciacion. El niamero de los mismos se determino con el programa Arlequin v3.5.2.2
(Excoffier y Lischer 2010). La fase gamética > 0.9 fue determinada utilizando el mismo
software mediante el algoritmo Bayesiano ELB. Para armar los haplotipos se
consideraron los polimorfismos no sinbnimos encontrados en el gen MC1R. Para definir
los alelos se tuvieron en cuenta aquellos haplotipos mas frecuente en la alpaca y su

asociacion con cada grupo de color.

3.3.7 Identificacion de polimorfismos y haplotipos en el gen ASIP

Los exones 2 y 4 del gen ASIP fueron secuenciados, excepto el exén 3 porque en este
exon no se han reportado mutaciones en otras poblaciones de alpaca. El tamafio de los
exones 2, 3y 4 fueron caracterizados considerado las secuencias disponibles en GenBank
(Feeley et al. 2011; Chandramohan et al. 2015; Daverio et al. 2016; Marin et al. 2018).
Estas secuencias fueron comparadas mediante el BLAST y BLASTN (Multiple Sequence
Alignment Viewer 1.11.1) segun el parametro de similitud > 99 por ciento.

Para el alineamiento de exdn 4 del gen ASIP se considerd las secuencias de referencia de
las vicufias de este estudio y tres secuencias de alpacas que incluian los polimorfismos
HM768323, HM768324 (incluye la delecion de 57 pb) y HQ008273 (Feeley et al. 2011).
Los polimorfismos del gen ASIP en alpacas fueron identificados mediante el alineamiento

maltiple de las secuencias del exdn 4 usando el Software Geneious (Version 11.1.5).
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Los haplotipos del gen ASIP fueron inferidos de la misma manera que en el gen MC1R,
en este caso considerando dos SNPs no sinénimos y la delecion (Excoffier y Lischer
2010) usando el software Arlequin (Version 3.5.2.2). La denominacion de los alelos fue

asignada siguiendo la nomenclatura propuesta por Feeley et al. (2011).

3.3.8 Asociacion de los genes MC1R y ASIP con el color del vellon
Los parametros de luminosidad, intensidad y tonalidad fueron evaluados mediante la
prueba de comparacion mdltiple de medias (Tukey, a = 0.05), para clasificar

cuantitativamente el color de fibra en el vellon de alpacas.

Una vez definida objetivamente el color y analizada las secuencias, se evaluaron las
asociaciones entre el color de vellon y los polimorfismos no sinénimos y haplotipos de
los genes MC1R y ASIP. El andlisis estadistico se realiz6 mediante la Prueba exacta de
Fisher usando el software R (R Core Development Team 2021).

3.3.9 Analisis de estructura y funcion de la proteina de los genes MC1R y ASIP

A partir de la secuencia codificante de ambos genes se predijo la secuencia de
aminoéacidos usando la herramienta bioinformatica (translation) en el Software Geneious.
Para graficar la estructura de la proteina en 2D (Omasits et al. 2014) se utilizé el software
PROTTER v1.0 (http://wlab.ethz.ch/protter/#). La probabilidad del dafio potencial (Pdel)
de la proteina MC1R funcional se determind usando el programa PANTHER (Protein
Analysis Through Evolutionary Relationships). Este analisis se realizd segun lo descrito

por Tang et al. (2016) en PANTHER-PSEP (position-specific evolutionary preservation).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 CUANTIFICACION DEL COLOR DE FIBRA POR COLORIMETRIA

De acuerdo al analisis cuantitativo de la fibra por colorimetria (Chroma Meter) los
parametros de intensidad y luminosidad sugieren una reasignacion de los colores en
alpacas: negro/marron-negro (1), marron oscuro (2), marrén claro (3) y blanco (4).
También se evalud el color de la fibra de vicufia, determinandose como otro color (5)
diferente al de la alpaca (Tabla 5). En cambio, la tonalidad de la fibra de vicufa resulto

similar a las tonalidades de alpaca marron claro, marrén oscuro y marrén-negro.

El color del vellon de la vicufia (Vicugna vicugna mensalis) fue homogéneo en el manto,
su tonalidad disminuye en sentido dorso-ventral, quedando sin pigmentacion la barriga,
pecho y cara interna de las extremidades (patron de pigmentacién). Por otra parte, se ha
informado que la tonalidad del vellon incrementa con la edad (Quispe et al. 2019). En
vicufias australes (Vicugna vicugna vicugna) con tonalidad clara en su vellén Marin et al.
(2018) relacionaron con un polimorfismo no sindnimo c.265A>G y con los
polimorfismos sinénimos ¢.72C>G y c.618G>A.

Tabla 5: Promedio + DE de parametros colorimétricos en fibra de vicufia y alpaca

Especie  Color del vellon! n Intensidad Tonalidad  Luminosidad
Vicuiia Vicuia (VV) 14 24.33+1.39%  1.17£0.03*  47.74+03.65°
Alpaca Blanco (BL) 100 08.67+1.95¢  -0.54+1.40° 84.52+10.52°
Alpaca Marrén claro (MC) 24 16.60£1.94°  0.97+0.06°  30.85+03.78°

Alpaca Marrén oscuro (MO) 19 11.41£4.42°  0.74+0.54* 27.37+14.47¢
Alpaca  Marron-negro (MN) 11 02.32+1.55° 0.38+0.28*  18.68+01.82°
Alpaca  Negro (N) 27 01.08+0.35°  -0.05+0.49° 19.02+05.10°

1 Colores asignados en alpacas, n: nimero de animales muestreados. Letras diferentes en
cada columna indican diferencias estadisticas (Tukey, o = 0.05)

La luminosidad de la fibra blanca fue la mas alta (84.52) similar a 87.10 reportado por
Cruz et al. (2021) y superior a 73.58 reportado por Guridi et al. (2011). Se observé mayor

luminosidad (47.74) e intensidad (24.33) en la fibra de vicufia respecto a las alpacas



marrones. Los valores promedio de luminosidad e intensidad fueron superiores en alpaca
marron claro respecto al marron oscuro. Por otro lado, Guridi et al. (2011) reportaron una
luminosidad de 36.25 en alpacas marrones, siendo superior a nuestro hallazgo en alpaca
marron claro y marron oscuro. La luminosidad define el grado de blancura en las
tonalidades claras. En alpaca negra y marron-negra por la presencia de eumelanina se
observa muy baja luminosidad de 18.62 y 19.02, respectivamente similar a 17.23 £ 1.93

reportado por Guridi et al. (2011) en alpaca negra.

Por otro lado, existe informacion disponible sobre la variacion cuantitativa de
eumelaninas y feomelaninas en alpacas y llamas de color evaluadas mediante métodos
bioquimicos y la morfologia de los melanosomas y analizadas con microscopio
electronico (Cecchi et al. 2007; Cecchi et al. 2011). En este trabajo no se cuantificaron
los niveles ni los tipos de melanina, sin embargo, los valores obtenidos de CIE L*a*b*,
principalmente la L: luminosidad muestra una relacion negativa con la cantidad de
melaninas alcali-solubles (MAS) y eumelaninas (EM) reportado por Cecchi et al. (2011).
La luminosidad de 84.52 (blanco) disminuye a 30.85 (marr6n claro) y 19.02 (negro),
inversamente la cantidad de eumelanina aumenta en la fibra negro respecto al marrén
(Cechi et al. 2007; Fan et al. 2010; Cecchi et al. 2011).

En alpacas y llamas se ha indicado que la eumelanina es responsable de la pigmentacion
negro/gris y la feomelanina del rojo/amarillento (Sponenberg et al. 1988; Jones et al.
2019). Aunque Sponenberg et al. (1988) y Cecchi et al. (2007) sefialan la posible ausencia
de la pigmentacidn eumelanica en llamas marrones, Cecchi et al. (2011) y Cransberg et
al. (2013) en alpacas marrones. En los rebafios es complicado diferenciar entre las
tonalidades del marrén, el uso de cartillas ayuda la asignacion del marron claro,
intermedio y marrén oscuro, donde podria haber tonalidades entre el marrén y negro

(Australian Alpaca Association 2012).

Lupton et al. (2006) sugieren el método de medicion por colorimetria para definir colores
uniformes en alpacas, sin embargo, este método es indirecto y limita la asociacion con el
genotipo. Por tanto, en la asignacion y registro del color en alpacas se debe integrar los
nuevos métodos de evaluacion quimica (eumelanina versus feomelanina) y la relacion

triangular entre el color quimico, color visual y su genotipo (Wakamatsu e Ito 2021).
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4.2 CARACTERIZACION DEL GEN MC1R

La amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa de la region codificante y de
sus regiones flanqueantes del gen MC1R resulté de 1230 pb ligeramente menor a 1500
pb del marcador de peso molecular (Figura 17). Tanto en alpacas como en vicufias se
observaron bandas amplificadas de buena calidad mediante la electroforesis en gel de

agarosa al 1 por ciento.

Marcador 241-12 129-13 093-11 514-08 Control (-) Marcador

3000pb .

1500pb
e e-™

-
-

Marcador 1A 2A 54 J 11A 12A 13A 14A 15A Q Marcador

Figura 17: Amplificados del gen MC1R en electroforesis (1A - 15A y control [-])

En 96 animales, nueve vicufias y 87 alpacas de color se caracteriz6 el gen MCI1R,
constituido por un Unico exdn de 954 pb, flanqueada por las regiones no traducidas
(5’UTR y 3’UTR), en este caso el exdn unico es la secuencia codificante en inglés
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denominado Coding Sequence (CDS) que codifica una proteina de 317 aminoé&cidos. Tres
secuencias codificantes representativas del gen MC1R fueron depositadas en la base de
datos de  GenBank  (Anexo @ 11, 12 y 13 a)  vicufa:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MW587025, b) alpaca  marrén  claro
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MW587026 y C) alpaca negra
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MW587027.

Las secuencias codificantes y las regiones flanqueantes del gen MC1R en vicufias fueron
Unicas e idénticas entre si con 100 por ciento de similitud, sin la presencia de los
polimorfismos de nucle6tido dnico ni la delecion, por tanto, se consider6 como la
secuencia de referencia. En cambio, en la secuencias codificantes y regiones no traducidas
(5’UTR y 3°’UTR) del gen MC1R en alpacas se identifico 12 mutaciones, que incluye 11

polimorfismos de nucledtido Gnico y una delecion c¢.224 227del.

De acuerdo a la distribucion en el gen, se localizaron 10 mutaciones (nueve
polimorfismos y una delecion) en la regidn codificante y dos -42C>G y ¢.*5T>C en
5’UTR y 3’UTR, respectivamente. En la region codificante del gen MC1R en alpaca de
color, seis mutaciones resultaron no sindnimas produciendo un cambio en el aminoacido
codificado ¢.82G>A, ¢.259G>A, ¢.376G>A, ¢.587T>C, ¢.901C>T (p.A28T, p.V87M,
p.G126S, p.F196S, p.R301C), c.224 227del (ORF) y cuatro mutaciones fueron
sindnimas ¢.126C>T, ¢.354C>T, ¢.618G>A, c.933A>G.

En otras poblaciones de alpacas se reportaron otros polimorfismos no sinénimos
adicionales a nuestros hallazgos en el gen MC1R, ¢.383C>T (Powell et al. 2008),
€.865C>T, ¢.874G>A y ¢.886T>C (Guridi et al. 2011), ¢.92C>T (Chandramohan et al.
2015), ¢.265A>G (Marin et al. 2018), también se reportaron dos polimorfismos no

sinénimos nuevos ¢.205G>A y ¢.638G>A en llamas (Daverio et al. 2016).

4.3 POLIMORFISMOS Y HAPLOTIPOS DEL GEN MC1R ASOCIADAS AL
COLOR DEL VELLON

En este estudio la delecion c.224_227del se confirmé por alineamiento de secuencias
(electroferograma) en direccion forward y reverse, observandose en 20 de 87 alpacas,
segun el color en 26.32 por ciento de negros, 19.51 por ciento de marrones y 25 por ciento

de blancos (Tabla 6). De 87 alpacas ningin animal presenté la delecién en homocigosis.
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Tabla 6: Polimorfismos en el gen MC1R, secuencia codificante y regiones no traducidas (5'UTR y 3'UTR) en vicufia y alpaca

€-2C>G  ¢.82G>A ¢.126C>T c.224_227del ¢.259G>A ¢.354C>T ¢376G>A ¢.587T>C 618G>A ¢.901C>T c.933A>G c.*5T>C Color de

5UTR  p.A28T  p.D42D ORF p.V87TM  p.NI118N  p.S126G  p.F196S  p.l206L p.R301C  p.E311E  3UTR  animales

GIG GIG e - GIG CIC GIG TIT AIA ciC AIA CIC  9VV,4BL
GIG GIG cic - GIG c/c GIG TIT AIA TIT AIA cic 1BL
GIG GIG cic —— GIG cIT GIG TIT AJA cic AJA c/c 1BL
GIG AIG cIT Dal— GIG cIT GIG TIT GIA cic AIA cic 1BL
GIG AIG cIT Da/— GIG cIT GIG TIT GIA CIT AIG TIC 1BL
GIG GIG cic - GIG c/c GIG TIT AIA CIT AIA c/c 2 MC
GIG GIG cic —— GIG cIT GIG TIC AIA cic AJA c/c 1MC
C/G AIG cIT - GIA cIT GIA TIT GIA CIT AlG TIC 2 MC
c/c AIA T Dal— GIA T GIA TIT GIG cic GIG T 5MC
c/C AIA T —— AIA T AIA TIT GIG cic GIG T 3MC
C/G AIG cIT - GIA T GIA TIC GIA cic AlG TIC 7MC
C/G AIG cIT - GIA cIT GIA TIT GIA cic AlG TIC 1MC
cic AIA T - GIA T GIA TIT GIG cic GIG T 1MC
C/G AIG cIT - GIA cIT GIA TIT GIA CIT AlG TIC 5 MO
C/G AIG cIT - GIG cIT GIG TIT GIA CIT AlG TIC 2 MO
cic AIA T - AIA T AIA TIT GIG cic GIG T 7 MO
C/G AIG cIT —— GIG cIT GIG TIT GIG cic GIG T 1 MO
c/c AIA T Da/— GIA T GIA TIT GIG cic GIG T 3MO
cic AIA T - GIA T GIA TIT GIG cic GIG T 1 MO
C/G AIG cIT - AIA cIT GIA TIT GIG CIT AlG TIC 1MN
C/G AIG cIT - GIA cIT GIA TIT GIA cic AlG TIC 1MN
C/G AIG cIT - GIA cIT AIA TIT GIA CIT GIG TIC 1MN
C/G AIG cIT - GIA T GIA TIC GIA cic AlG TIC 1MN
c/c AIA T —— GIA T GIA TIT GIG cic GIG T 1 MN
C/G AIG cIT —— GIA cIT GIA TIT GIA CIT AIG TIC 4 MN
C/G AIG cIT —— GIA T GIA e GIA cic AIG TIC 1 MN
c/C AIA T —— AIA T AIA TIT GIG cic GIG T 1MN, 9N
c/c AIA T Dal— AIA T AIA TIT GIG cic GIG T 1N
cic AIA T Dal— GIA T GIA TIT GIG cic GIG T 9N
C/G AIG cIT —— GIA cIT GIA TIT GIA CIT AlG TIC 6N
C/G AIG cIT — GIA cIT GIA TIT GIA cic AlG TIC 2N
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Chandramohan et al. (2015) reportaron la delecion c.224_227del sin especificar su
frecuencia en alpacas negras, marrones y blancas. Powell et al. (2008) reportaron en 14
de 79 alpacas, el negro (n = 3) y marrén-negro (n = 3) no presentaron la delecion, mientras
que en los marrones si observaron en 1 de 5 alpacas marrén oscuro, en 2 de 11 alpacas
marron intermedio, 1 de 9 alpacas marron claro, asimismo en 5 de 16 alpacas color crema
oscuro, en 2 de 9 light fawn (LF) y en 3 de 7 alpacas color blanco, estos autores en ningun

animal reportaron la delecion en homocigosis.

Por otro lado, esta delecion no fue reportada en alpacas y llamas de otras poblaciones
(Feeley y Munyard 2009; Guridi et al. 2011; Daverio et al. 2016; Marin et al. 2018), su
ausencia probablemente se debe a la presion de seleccion que fueron sometidos estas
poblaciones. Los cinco polimorfismos no sindnimos identificados en el gen MC1R
€.82G>A, ¢.259G>A, ¢.376G>A, ¢.587T>C, ¢.901C>T serian los responsables de la
variabilidad alélica expresada en los colores basicos y sus respectivas tonalidades en
alpaca. Estos resultados son concordantes con los reportes de Powell et al. (2008), Feeley
y Munyard (2009), Guridi et al. (2011), Chandramohan et al. (2015), Daverio et al. (2016)
y Marin et al. (2018).

Los cuatro polimorfismos sinbnimos o mutaciones silenciosas ¢.126C>T, ¢.354C>T,
€.618G>A, ¢.933A>G identificados fueron concordantes al reporte de Powell et al.
(2008), Feeley y Munyard (2009), Guridi et al. (2011), Chandramohan et al. (2015),
Daverio et al. (2016) y Marin et al. (2018). En 1 de 19 alpacas marrén oscuro se observo
un polimorfismo sinénimo ¢.72C>G y otro no sinébnimo ¢.265A>G (p.M89V)
coincidentes con lo observado por Marin et al. (2018) en dos alpacas y las vicufias

australes (Vicugna vicugna vicugna).

El polimorfismo ¢.82G>A con genotipo A/A mostrd una asociacion con el color
eumelanico (negro y marrén-negro), el genotipo G/G con el color marrén claro, blanco y
vicufa (Prueba exacta de Fisher p<0.02). En 8 de 22 alpacas de color marron claro y en
2 de 11 marron-negros se presentd el polimorfismo el no sinénima ¢.587T>C con
sustitucion de aminoacidos (p.F196S). El genotipo T/C mostré asociacion con el marrén
claro (Prueba exacta de Fisher p<0.01), en cambio el resto de alpacas de color y las
vicufias mostraron el genotipo T/T (sin mutacion), ningin animal mostrd la variante
homocigota C/C. Este polimorfismo fue también reportado por Powell et al. (2008) en

alpacas de Estados Unidos y por Daverio et al. (2016) en llamas de Argentina.
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Aparte del polimorfismo ¢.82G>A y ¢.587T>C ningun otro polimorfismo fue asociado
con el color de vellon en alpacas, probablemente debido a la mayor frecuencia de
genotipos heterocigotos en los polimorfismos ¢.259G>A, ¢.376G>A ¢.901C>T. Este
inconveniente en la asociacion del color con los polimorfismos, alelos y genotipos del
MC1R fue descrito en los trabajos de Powell et al. (2008), Feeley y Munyard (2009),
Guridi et al. (2011), Chandramohan et al. (2015), razon por la cual en este estudio se
agruparon los polimorfismos no sinénimos en haplotipos, para su asociacién con el color

del vellén en alpacas.

En el polimorfismo ¢.901C>T se observo alta frecuencia del genotipo C/C, menor
frecuencia del C/T y muy baja frecuencia del T/T (1 alpaca blanca) similar al reporte de
Guridi et al. (2011). Por otro lado, se reportaron los genotipos T/T y C/T en alpacas de
color blanco de Estados Unidos (Powell et al. 2008), Australia (Feeley y Munyard 2009)
y Per( (Chandramohan et al. 2015) y en camellos dromedario blanco (Almathen et al.
2018 y Alshanbari et al. 2019).

En base a los cinco polimorfismos no sinénimos ¢.82G>A, ¢.259G>A, ¢.376G>A,
¢.587T>C, ¢.901C>T se infirieron ocho haplotipos (H1 - H8) con su respectiva frecuencia
en alpacas de color y en vicufias. EI H1: AAATC fue el mas frecuente en alpacas

negra/marron negra y ausente en blancas (Tabla 7, Figura 19).

Tabla 7: Haplotipos constituidos por sustituciones no sinénimas en el gen MC1R

Haplotipos definidos Frecuencia Numero de animales por color de fibra

por 5 SNPs * de fase N/MN MO MC BL VV
[HI] AAATC 94 38(11;27)  16(7;9) 19(3;16) 00 00
[H2] AGGTC 24 10 06 06 02 00
[H3] GGGTT 24 10 07 04 2(1;1) 00
[H4] GGGTC 37 03 01 04 6(5;1) 09
[HS] GAGTT 01 01 00 00 00 00
[H6] GGGCC 10 02 00 08 00 00
[H7] GGATT 01 01 00 00 00 00
[H8] AGGTT 01 00 01 00 00 00

* Haplotipos constituidos por 5 polimorfismos con sustitucién de aminoacidos ¢.82G>A
(p.A28T), ¢.259G>A (p.V87M), ¢.376G>A (p.S126G), ¢.587T>C (p.F196S), c.901C>T
(p.R301C). n(a;b), n: nimero de animales en a: homocigosis, b: heterocigosis, color,
negro/marrén negro (N/MN), marrén oscuro (MQO), marrén claro (MC), blanco (BL),
vicufia (VV)
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Los haplotipos H2: AGGTC y H3: GGGTT en las alpacas de color negro y marron y sus
respectivas tonalidades se presentaron en heterocigosis con una importante frecuencia, el
H3 en homocigosis (H3/H3) solo se presentd en una alpaca blanca. La combinacion de
H1 con H2 y H3 determina los genotipos heterocigotos H1/H2 y H1/H3 presentes con
mayor frecuencia en las alpacas negras y marrones (Tabla 8, Figura 18). Los haplotipos

H1, H2 y H3 no fueron observados en vicufias.
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AAATC AGGTC GGGTT GGGTC GAGTT GGGCC GGATT AGGTT

(9]

®m Negro/marrén-negro B Marrdn oscuro Marrén claro Blanco Vicufia

Figura 18. Frecuencias absolutas de haplotipos del gen MC1R en alpaca de color y
vicufia. Haplotipos: H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7 y H8

A partir de los haplotipos H1, H4, H6 se definieron tres alelos E, E*, e, respectivamente
para el gen MC1R. El haplotipo 1: AAATC se observo en homocigosis y/o heterocigosis
en 100 por ciento de negros (negro y marron-negro), 84 por ciento de marrén oscuro, 86
por ciento marrén claro, por el contrario, este haplotipo no fue observado en alpaca blanca

y vicufia; razn por la cual se lo propone como el alelo dominante (E).

En alpacas negras se observé alta frecuencia (0.63) de heterocigosis (H1/-) y la
homocigosis (H1/H1) con una frecuencia intermedia de 0.37. EI H1 mostro asociacion
con el color negro y marrén oscuro (Prueba exacta de Fisher p < 0.001). En presencia del
alelo E, siempre se producira la pigmentacion de la fibra y pie en las alpaca negra y
marroén y sus tonalidades. El haplotipo 4: GGGTC se presentd en homocigosis (E'E*) en
el 100 por ciento de las vicuiias, 62.5 por ciento de alpacas blancas y 18.18 por ciento de

alpacas marron claros, por ello se propone como el alelo silvestre (E).
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Se observo una asociacion ente el H4 y el color marrdn claro, blanco (alpaca) y el color
de vicufa (Prueba exacta de Fisher p < 0.001). Sin embargo, este alelo en combinacién
con el alelo dominante (E) se presenta en muy baja frecuencia en animales negros y
marrones (Tabla 8). El haplotipo 6: GGGCC definido por el polimorfismo ¢.587T>C
(p.F196S) en heterocigosis (alelo recesivo €) se observd en 8 de 22 alpacas marron claro
y en 2 de 11 alpacas marrén-negro, este alelo no se observd en los demas colores ni en
vicufias. ElI H6 fue asociado con el marrén claro (Prueba exacta de Fisher p < 0.01).
Powell et al. (2008) y Marin al. (2018) reportaron este haplotipo con muy baja frecuencia

en alpacas feomelanicas.

De los haplotipos descritos en este estudio se puede deducir cuatro posibles genotipos en
la alpaca negra: H1/H1, H1/H2, H1/H3, H1/H4 y seis genotipos en la alpaca marron claro:
H1/H1, H1/H2, H1/H3, H1/H4, H1/H6; en ambos colores se observaron una mayor
presencia del genotipo heterocigoto (E/-). Dentro del color marron oscuro mostré el
genotipo homocigoto EE en 36.84 por ciento y el resto mantiene el genotipo heterocigoto
(E/-). El color marrén claro mostré mayor variabilidad alélica en el gen MC1R, donde el
18.18 por ciento mostraron el genotipo silvestre (E*E"), el H1 junto con el H6 definen el
genotipo heterocigoto AAATC/GGGCC (E/e) en el 36.36 por ciento, el 13.64 por ciento
mostraron el genotipo dominante EE vy el resto mantiene el genotipo heterocigoto (E/-).

El genotipo AAATC/AAATC (EE) fue asociado con el negro, AAATC/GGGCC (Ee)
con el marrén claro y GGGTC/GGGTC (E'E™) con la vicufa (Prueba exacta de Fisher p
< 0.001). El genotipo AAATC/AAATC del negro fue similar a AAAC/AAAC descrito
en el estudio de Chandramohan et al. (2015) y en otro estudio de Feeley y Munyard (2009)
el haplotipo ¢.82G>A y ¢.901C>T y su genotipo AC/AC fue asociado con alpacas
eumelanicas (negro y marrén-negro), mientras que el genotipo GT/GT o GT/GY fue

asociado con alpacas feomelanicas (blancas y algunas light fawn).
4.4 ESTRUCTURA Y FUNCION DE LA PROTEINA MC1R

En la secuencia codificante del gen MC1R de alpaca, la delecion c.224_227del (ACTT)
resulta en el corrimiento del marco de lectura (frameshift). Esto provoca la aparicion de
una proteina truncada de 84 aminoéacidos con probable pérdida de funcion. La proteina
MCI1R graficada en 2D se muestra en la Figura 19 con la secuencia completa de
aminoacidos (317 aa) y truncada (84 aa), respectivamente.
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Figura 19: Comparacion de estructura completa y truncada de proteina MC1R en
alpacas. Se muestra la proteina completa (izquierda) y truncada (derecha) con las
sustituciones de aminoacidos (#) y sin sustituciones (e), dominios transmembrana I-
V11, amino terminal (Hz2N) y carboxilo terminal (-COOH)

Las cinco sustituciones de aminoacidos fueron localizadas: una en el extremo amino
extracelular (p.A28T), 3 en los dominios transmembrana TM2 (p.V87M), TM3
(p.G126S), TM5 (p.F196S) y una en el extremo carboxilo intracelular (p.R301C). Por el
contrario, la delecion c.224 227del se localizé transversalmente en el primer dominios
transmembrana (TM1). La p.A28T fue localizada cerca al dominio N2H y junto al sitio
potencial de N-glicosilacion de p.29N (Garcia-Borron et al. 2005; Chandramohan et al.
2015).
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Las otras cuatro sustituciones localizadas en las regiones transmembranas, probablemente
tienen un alto impacto sobre la expresion del color ya que interactian directamente con
la membrana del melanocito. En los polimorfismos no sinénimos se determinaron las
probabilidades del dafio potencial en la funcion de la proteina MC1R (Pdel), las
sustituciones p.F196S y p.R301C mostraron mayor probabilidad de producir un efecto
nocivo en la funcion de la proteina (Pdel = 0.74), la probabilidad de p.vV87M fue
moderada (Pdel = 0.57), mientras que las sustituciones p.A28T y p.S126G mostraron baja
probabilidad de provocar dafio en la funcion de la proteina (Pdel = 0.19). Al considerar
estas Ultimas sustituciones con baja probabilidad de alterar la funcién en la proteina,

entonces los haplotipos 7 y 8 serian considerados como equivalentes al haplotipo 3.

La secuencia de aminoacidos con cinco sustituciones y un frameshift en alpacas resultaron
mas variable a seis sustituciones en la secuencia de aminoacidos descritas por
Chandramohan et al. (2015) en alpacas de Quimsachata (Puno, Per(), pero menos
variable comparados con las 10 sustituciones en la secuencia de aminoacidos descritas en
Ilamas de Argentina (Daverio et al. 2016), lo que podria indicar que la llama expresa las
diferentes tonalidades y los patrones pigmentarios(Frank et al. 2006; Anello et al. 2022b),
esta situacion probablemente es favorecida por la menor presion de seleccion. La menor
variabilidad genética observada en la poblacion de Quimsachata, (Chandramohan et al.
2015) se puede deber a presion selectiva por la produccidn de fibra, mientras que la llama

fue orientada para la produccion de carne y muy poco para fibra.

4.5 CARACTERIZACION DEL GEN ASIP

El tamafio de los exones codificantes 2 y 4 fueron caracterizados mediante secuenciacion.
Basado en la estructura del gen ASIP con los tres exones funcionales
(GeneScaffold_575:110917-114835): ex6n 2 (160 pb), exdn 3 (65 pb) y exdn 4 (177 pb
0 120 pb) se caracterizd la secuencia codificante del gen ASIP con un tamafio de 402 pb
que se traduce en 133 aminoéacidos, en cambio, cuando se presenta la delecion de 57 pb

la secuencia codificante resulta de 345 pb y se traduce en 114 aminoacidos.

En el exdn 2 del gen ASIP se identifico un polimorfismo sinénimo (c.102G>A) que
codifica una glicina (p.G34G) en 12 alpacas negras y cinco marrones (Tabla 8), en otros
estudios Feeley et al. (2011), Chandramohan et al. (2013), Daverio et al. (2016) y Marin
et al. (2018) reportaron este polimorfismo.
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El exdn 3 resulta invariable segun el reporte de las secuencias disponibles en GenBank.

En el exdn 4 del gen ASIP se identificd un polimorfismo sinénimo (c.291C>A), dos

polimorfismos no sinénimos (¢.292C>T y ¢.353G>A) y una delecién (c.325_381del) de

57 pb, en la Figura 20 se muestra el tamafio proporcional de los exones codificantes. En

la region del intron 1 se identificaron dos polimorfismos: ¢.-153C>T y c.-128A>C,

asimismo en la region 3'UTR dos polimorfismos: ¢.*10C>T y ¢.*38G>A.
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Figura 20: Estructura del gen ASIP con polimorfismos identificados en alpaca
Huacaya. El polimorfismo ¢.353G>A no se observa en la secuencia con delecion en

homocigosis ¢.325_381del

Inicialmente, la delecion fue caracterizada y tipificada mediante electroforesis en geles

de agarosa. Los genotipos fueron definidos por presentar o no la delecion de 57 pb, tal

como se muestra en la Figura 21. Luego, fueron corroborados por secuenciacion.
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Figura 21: Caracterizacion del exén 4 en el gen ASIP mediante electroforesis.
Productos de PCR sin delecion 2A, 4A 'y 5A y con delecion heterocigota (1A, 3A, 6A,
7A). Muestras no amplificadas 8A y 9A, seguida del control negativo (-) y control

positivo (11A)
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Tabla 8: Polimorfismos de un solo nucleétido y delecion (c.325_381del) en el intréon
1, ex6n 2y exdn 4 del gen ASIP en alpacas negras y marrones

c.- c.- ¢.325_381del

153C>T 128A>C  ¢.102G>A  ¢.291C>A  ¢292C>T  p.C109-  ¢353G>A  c.*10C>T ¢.*38G>A  Color
Intron1  Intron1  p.G34G ~ p.T97T  p.R98C R127 p.R11I8H  3UTR 3'UTR

c/C A/A G/G c/C C/C Ds7/Ds7 o c/C G/G N
c/C A/A G/G c/C C/C Ds7/Ds7 o c/C G/G N
T/T c/C G/G c/C C/T Ds/- G c/C A/G N
T/T c/C G/G c/C C/T Ds/- G c/C A/G N
c/C A/A A/G C/A C/C Ds/- A C/T G/G N
c/C A/A A/G C/A C/C Ds/- A C/T G/G MN
c/C A/A A/G C/A C/C Ds/- A C/T G/G MO
T/T c/C G/G c/C /T - G/G c/C A/A N
c/C A/A A/G C/A C/T - G/A C/T A/G N
c/C A/A A/A A/A C/C - A/A T/T G/G N
c/C A/A A/A A/A C/C - A/A T/T G/G N
c/C A/A A/A A/A C/C - A/A T/T G/G N
c/C A/A A/A A/A C/C - A/A T/T G/G N
T/T c/C A/G C/A C/C - G/A C/T A/G MO
NI NI NI C/A C/C - G/A C/T A/G MC
c/C A/A A/A A/A C/C - A/A T/T G/G MC
T/T C/C A/G C/A C/C - G/A C/T A/G MC

En negrita se muestran los polimorfismos no sindnimos; delecién homocigota (Ds7/D s7),
heterocigota (Ds7/-), sin delecion (--). **: No disponible ¢.353G>A en la delecion en
homocigosis ¢.325_381del. NI: no identificado. Color de alpacas: tres marrones claros
(MC), dos marrones oscuros (MO), 1 marrén-negros (MN) y 11 negros (N)

Ademas, en la Figura 22 se muestra la comparacién de 16 secuencias de aminoacidos
(codificados por el exén 2 del gen ASIP) y la secuencia de aminoacidos referido por
Almathen et al. (2018) en alpaca negra y marron. En nuestro estudio no observamos el
€.11C>G (p.T4S) ni el ¢.19T>C (p.F7L) mostrados por Almathen et al. (2018) en alpaca
negra y marrén, quienes consideraron las accesiones FJ847231 y FJ847230,
respectivamente. Por otro lado, existen tres secuencias HQ645015, HQ645016 y
HQ645017 depositadas por Bathrachalam et al. (2012), Chandramohan et al. (2013).
Nuestro hallazgo en el exdn 2 del gen ASIP demuestra la ausencia de SNP en la posicion
€.11C (p.T4) y ¢.19T (p.F7) coincidente con los resultados obtenidos por Feeley et al.
(2011), Daverio et al. (2016) y Marin et al. (2018).
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Figura 22: Alineamiento de secuencia de aminoacidos en el exon 2 del gen ASIP. La
parte superior de esta figura fue adaptada de Almathen et al. (2018)

Una vez caracterizada la estructura del exon 4, completamos la amplificacion por PCR y
la secuenciacion de 98 animales (89 alpacas y nueve vicufias), los mismos animales
mencionados en el estudio del gen MC1R. El polimorfismo sinénimo c.291C>A y el
polimorfismo no sindnimos ¢.292C>T se localizaron juntos los que se denominan
polimorfismos de doble nucledtido (Tabla 10, Anexo 9), del inglés double nucleotide
polymorphisms (DNP). A pesar de que el c.291C>A es sin6nimo podria tener algun
efecto en la expresion del color por estar junto a ¢.292C>T (Feeley et al. 2011,
Chandramohan et al. 2013). Feeley et al. (2011), Chandramohan et al. (2013) y Marin et
al. (2018) reportaron juntos estos dos polimorfismos ¢.291C>A y ¢.292C>T, los que se
traducen en p.T97T y p.R98C, respectivamente y que pueden ser analizados como

haplotipos.

Por otro lado, en dromedario se identificaron dos polimorfismos en el exon 2 del gen
ASIP, una delecion de 1 pb (c.23 T_del) y un SNP (c.25G>A) que definen 2 haplotipos y
2 genotipos en homocigosis, ¢.23T_del/25A y ¢.23T/c.25G (Almathen et al. 2018). Estos
autores indican que los animales de color negro y marr6n oscuro presentan el primer
haplotipo en homocigosis y que provoca el cambio de la secuencia de aminoéacidos e

introduce un coddn de terminacion prematuro en la posicion 24.
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Mientras que todos los individuos de color marrén claro y blanco eran homocigéticos
para el haplotipo ¢.23T/c.25G. En dromedario de diferentes colores no se han reportado

polimorfismos en los exones 3y 4 del gen ASIP (Almathen et al. 2018).

4.6 POLIMORFISMOS Y HAPLOTIPOS DEL GEN ASIP ASOCIADOS AL
COLOR DEL VELLON

En nuestro estudio solo dos animales negros presentaron la delecion en homocigosis.
Feeley et al. (2011) observaron en homocigosis 21 de 50 de alpacas negras (0.42) y en
heterocigosis en 19 de 50 animales (0.35). En cambio, Chandramohan et al. (2013) no
observaron esta delecion en homocigosis. Por otro lado, Daverio et al. (2016) report6 en

homocigosis (Ds7/Ds7) en 9 de 19 llamas eumelanicas (0.47).

En 12 alpacas negros y seis marron-negros se observo la delecion heterocigota (Dsi/-),
con una frecuencia de 0.45 mayor a 0.32 reportado por Daverio et al. (2016) en llamas
con pigmentacion eumelanica. En la vicufia no se observd esta delecién, porque es una
especie silvestre que no esta sometido a seleccion artificial, este resultado coincide con el
reporte de Marin et al. (2018). En la alpaca se definieron tres haplotipos (H), H1: TGN,
H2: C-D, H3: CAN constituidos por tres polimorfismos ¢.292C>T, ¢.353G>A,
c.325_381del, mientras que en la vicufia se defini6 el H4: CGN (Tabla 9).

Tabla 9: Haplotipos y alelos del gen ASIP en alpacas de color y vicuiias

Haplotipos (H)*  Frec. fase N/MN MO MC BL VV Alelo
[H1] TGN 23 16(2;14) 03 02 00 00 &
[H2] C-D 34 20(2;18) 06 04 03 00 al
[H3] CAN 74 26(11;15) 12(3;9) 16(2;14) 01 00 &
[H4] CGN 65 02 11(1;10) 17(4;13) 8(4:4) 09 A"

* Haplotipos constituidos por tres polimorfismos con sustitucion de aminoacidos ¢.292C>T,
€.353G>A, ¢.325_381del. D: delecion, N: sin delecion, ¢.353G>A y sin la variante (-). En cada
haplotipo n(a;b), n: nimero de individuos, a:homocigosis, b:heterocigosis. Negro/marrén-negro
(N/MN), marrdn oscuro (MO), marron claro (MC), blanco (BL), vicufia (VV)
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El H1 fue el mas frecuente en alpacas negras, menos frecuentes en alpacas marrones y
ausente en las blancas y vicufias. EI H2 delecionado (C-D) se presento en el 51.9 por
ciento de alpacas negras y en el 54.4 por ciento de marron-negras, observandose menor

porcentaje de H2 en los otros colores (Figura 23).
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Figura 23: Frecuencias absolutas de haplotipos del gen ASIP en alpaca de color y vicuia.
Haplotipos: H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7 y H8

Los haplotipos H1, H2, H3 fueron asociados con el vellén negro/marron-negro (Prueba
exacta de Fisher p<0.001), mientras que el H4: CGN fue asociado con alpacas
feomelanicas (marrdn claro, marrén oscuro, blanco) y vicufas (Prueba exacta de Fisher
p<0.005). Agrupando solo en dos colores el negro y marrdn, se observo que el H3 esta

asociado con el negro y el H4 con el marrdn (Prueba exacta de Fisher p = 7.858e-05).

En nuestro estudio los animales con pigmentacion eumeléanica presentaron la forma
homocigota al menos en uno de los tres polimorfismos (Ds7/Ds7), T/T y A/IA, también se
observo la combinacion de dos polimorfismos en heterocigosis, la delecion (Ds7/-) con
CT, la delecion (Ds7/-) con A 'y C/T con G/A (Tabla 10). En alpacas negras
Chandramohan et al. (2013) y Feeley et al. (2011) han propuesto los genotipos basado en
los tres alelos recesivos del gen ASIP, estos autores encontraron que las alpacas negras
presentaban en homocigosis el alelo delecionado p.C109 R127del, el alelo c.292T
(p.R98C), el alelo c.353A (p.R118H) o presentaban en heterocigosis la combinacion de

dos de estas mutaciones.
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Los alelos fueron definidos en base a los haplotipos: H2 = al, H1 = a%, H3 = a3, H4: alelo
silvestre (A*) porque se presentd en homocigosis en el 100 por ciento de vicufias, 50 por
ciento de alpacas blancas, el 18.18 por ciento de marrones claro. En alpacas identificamos
tres alelos con pérdida de funcion en el gen ASIP similar al reporte de Feeley et al. (2011)
y Chandramohan et al. (2013).

Los haplotipos H3 y H4, difieren en el polimorfismo ¢.353G>A, la variante A en
homocigosis A/A se relaciona con la produccion del pigmentpo eumeléanico. Los
polimorfismos no sindbnimos ¢.292C>T (p.R98C) y ¢.353G>A (p.R118H) y una delecion
de 57 pb (p.C109_R127del) caracterizados en el exon 4 del gen ASIP definen los
genotipos en este gen, los cuales fueron coincidentes al reporte de Feeley et al. (2011),
Chandramohan et al. (2013), Daverio et al. (2016) y Marin et al. (2018).
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Tabla 10: Genotipos propuesto para el gen ASIP en alpacas Huacaya de color y vicufias

c.291C>A  ¢.292C>T ¢.325 381del ¢.353G>A  c¢.*10C>T  c.*38G>A  Genotipos  Especies: 89 alpacas de color

p.T97T p-R98C p.C109-R127 p-R118H 3'UTR 3'UTR propuesto y nueve vicufias
C/C C/T Ds7/- G C/C A/G a'a’ 5N, 2MN, 2MO
C/A C/C Ds7/- A C/T G/G a'a® 7N, 3MN, 3MO, IMC
A/A C/C - A/A T/T G/G a’a’ 8N, 3MN, 3MO, 2MC
C/C C/C Ds7/D s7 wk C/C G/G alal 2N
C/A C/T - G/A C/T A/G a’a’ 5N IMN, 2MC
C/C T/T - G/G C/C A/A a’a’ 2N
C/A C/C - G/A C/T A/G A*a’ 8MO, 11MC, 1BL
C/C C/T - G/G C/C A/A Ata® IMN, IMO
C/C C/C Ds7/- G C/C A/G A*a! IMN, 1MO, 2MC, 3BL
C/C C/C - G/G C/C A/A ATA* IMO, 4MC, 4BL
C/A C/C - G/G C/T G/G ATA* 5 Vicuiias
C/C C/C - G/G C/C G/G ATA* 4 Vicufias

En negrita son mutaciones no sindnimas y la delecion ¢.325_381del, en homocigosis (Ds7/D s7), en heterocigosis (Ds7/-) y sin delecién (--).
** No disponible ¢.353G>A, la delecion en homocigosis. Genotipos identificados ¢.325_381del: [H2 = al], ¢.292T: [H1 = a?], ¢.353A: [H3 = a’]

Numero de alpacas: 29 negros (N), 11 marrén-negros (MN), 19 marrén oscuros (MO), 22 marron claros (MC), ocho blancos (BL) y nueve vicufias
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En camélidos andinos la region codificante del gen ASIP tiene una estructura compleja
con varios promotores y primeros exones no codificantes alternativos que se transcriben
en ARNm con diferentes 5’UTRs. Estas isoformas de ARNm regulan la expresion
temporal y espacial del gen ASIP, produciendo diversos patrones de pigmentacion
(Chandramohan et al. 2013; Cransberg 2017; Anello et al. 2022a).

4.7 ANALISIS FUNCIONAL DE LA PROTEINA ASIP

La probabilidad del dafio en la proteina (Pdel = 0.57) fue moderada en el polimorfismo
€.353G>A. Los haplotipos H1 y H4, difieren en ¢.292C>T, aunque la probabilidad de
alterar la funcion de la proteina es baja (Pdel = 0.27). La delecion (c.325_381del) causa
la pérdida de funcion en la proteina ASIP por la pérdida de 19 aminoacidos. Este
frameshift fue reportado en otra poblacion de alpacas y llamas por Feeley et al. (2011),
Chandramohan et al. (2013), Daverio et al. (2016) y Marin et al. (2018).

4.8 INTERACCION ENTRE LOS GENES ASIP Y MC1R

Interaccion de alelos en los genes ASIP y MCL1R se observé en alpacas de color negro,

marrén-negro, marron oscuro y marron claro (Tabla 11).

Tabla 11: Interaccion de alelos de genes ASIP y MC1R en alpacas de color

Alelos de Alelos de MCIR Genotipos Colores Numero de

ASIP (agouti) (extension) propuestos definidos animales
a!, a’ E a'a’E- Negro 7 alpacas
a’ E a’a’EE Negro 6 alpacas

al E',E a'a'E'E Negro 2 alpacas

al, a? E a'a’E- Negro 5 alpacas
a’, a’ E a’a’E- Negro 5 alpacas
a’ E a’a’E- Negro 2 alpacas

1 a? E a'a’E- Marrdn-negro 2 alpacas

a!, a’ E a'a’E- Marron-negro 3 alpacas
a’ E a’a’E- Marrén-negro 3 alpacas
A*, a3 E A*a’E- Marrén oscuro 8 alpacas
a!, a’ E a'a’E- Marrén oscuro 3 alpacas
a’ E a*a’E- Marrdn oscuro 3 alpacas
A*, a3 E A*a’E- Marrén claro 7 alpacas
A" E A'A"EE Marrén claro 3 alpacas
A", a’ E, e A*a’Ee Marrdn claro 4 alpacas
A" E* ATA'E'E" Blanco 4 alpacas
A* al E* A*a'E'E* Blanco 3 alpacas
A" E* A"A'E'E" Vicuiia 9 vicufias

Alelo silvestre en el gen ASIP: A*y alelos recesivos: a*, a? y a°. En el gen MC1R, alelo silvestre:
E*, dominante: E, recesivo: e
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La nomenclatura que hace referencia a los alelos E, e, E* del gen MC1R vy los alelos a?,
a2, a®, A" del gen ASIP deriva de los iniciales de ambos genes, el gen MC1R es conocido
como el gen extension y el gen ASIP es conocido como el gen agouti. Nuestros resultados
demuestran la interaccion epistatica entre los alelos de los genes MC1R y ASIP en alpacas
negra y marron-negra. El alelo E se presenta en combinacion con los alelos recesivos del
gen ASIP (al, a® y a®) en homocigosis y/o heterocigosis, sin embargo, en alpacas negras
de INIA Quimsachata (Puno) Pallotti et al. (2020) reportaron el alelo E en homocigosis
que interacciona unicamente con los alelos recesivos en heterocigosis del gen ASIP. Por
otro lado, Daverio et al. (2016) observaron que las llamas eumelanicos eran homocigotos
para la delecidon, homocigotos para la variante T de ¢.292C>T o heterocigotos para la

combinacion de la delecién y el polimorfismo ¢.292C>T.

En alpacas negras, la interaccion entre los genes ASIP y MC1R en homocigosis a*a’EE y
en heterocigosis para el gen ASIP a'a®EE resulto similar al reporte de Feeley et al. (2011),
Chandramohan et al. (2013), Bathrachalam et al. (2019) y Pallotti et al. (2020). Pero no
todas las alpacas negras y marrones presentaron una interaccion epistatica, por otra parte,
algunas alpacas negras y marrones eran heterocigotas en el gen MC1R similar al reporte
de Pallotti et al. (2020), por el contrario, estos autores indican la presencia del genotipo
homocigoto dominante solo en animales negros, en cambio ninguna alpaca marrén era
homocigota para los alelos dominantes o recesivos. En la mayoria de alpacas marrones
oscuro se presenta el alelo silvestre A* del gen ASIP, en heterocigosis (A*a®) e interacta

con el alelo dominante (E) del gen MC1R similar al reporte de Pallotti et al. (2020).

El alelo dominante (A™) en el gen agouti de alpaca blanca fue descrito por Hart et al.
(2003) que se segrega juntamente con el alelo recesivo del extension (e). Se afirma que el
gen MCI1R es epistatico sobre el ASIP (Hart et al. 2003; Bathrachalam et al. 2019). En
alpacas negras la interaccion epistatica puede ser dominante cuando se presenta la
mutacion con ganancia de funcion en el gen MC1R vy recesiva cuando se presenta la
mutacion con pérdida de funcién en el gen ASIP (Bathrachalam et al. 2019; Pallotti et al.
2020). Por otro lado, en los equinos negros se determiné el genotipo con una interaccion
epistatica de aaEE, mientras que en el marrén oscuro la interaccion fue AaeEE (Druml, et
al. 2018). En algunas alpacas marrén claro se expresa el alelo silvestre A™ en homocigosis
0 en heterocigosis (A*/a%) junto con el alelo dominante (E) del gen MC1R, al igual que

las blancas.
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En la mitad de las alpacas blancas se observaron alelos silvestres en homocigosis A" y
E", su genotipo fue similar al genotipo de las vicufias. Los alelos silvestres en los genes
MC1R y ASIP de las vicufias se mantienen en homocigosis, lo que sugiere que la vicufia
fue el color ancestral de la alpaca. En otro estudio independiente Marin et al. (2018)
observa que las vicufias eran menos variables entre si comparado con la alpaca, asimismo
Almathen et al. (2018) demostro la presencia del alelo silvestre en camellos dromedarios
de color marrdn claro. EI marrén claro es el mas abundante en los rebafios de alpaca de

color, probablemente debido a la presencia del alelo silvestre del gen ASIP.

Por otro lado, las tonalidades del marron se deben a la variacion cuantitativa del pigmento
feomelanina (Cransberg et al. 2013), ademas se sugiere que hay efectos aditivos de genes
en la expresion de la gran variabilidad de tonalidades (Bustinza 1968). La cantidad de
feomelanina es un carécter cuantitativo, por ello es probable que toda la variacion esté
controlada por mdaltiples loci adicionales, como fue descrito en perros feomelanicos
(Slavney et al. 2021).
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V. CONCLUSIONES

El color de las alpacas se reagrup6é en negro/marrdén-negro, marrén 0scuro y
marron claro diferente al color de la vicufia, segin la cuantificacion de los
parametros de colorimetria CIE L*a*b* que relaciona indirectamente la cantidad

total de eumelanina y feomelanina.

En el gen MC1R se propone el alelo dominante (E), recesivo (e) y silvestre (E).
Las alpacas de color negro/marron-negro tienen el alelo E en homocigosis y/o
heterocigosis, mientras que las alpacas marrones tienen el alelo e en heterocigosis
y las vicufias el alelo E* en homocigosis. En alpacas para el gen ASIP se propone

tres alelos recesivos al, a2, a® y un silvestre (A%).

La interaccion sinérgica entre los genes MC1R y ASIP modula la sintesis de
melanina en la fibra, el alelo E dominante del gen MC1R combinado con los alelos
recesivos del gen ASIP a!, a? y a®en heterocigosis y/o homocigosis se presenta en
alpacas de color negro/marron-negro. En alpacas marrones la interaccion es
menos frecuente, por la expresion del alelo silvestre A* del gen ASIP. No se
observa ninguna interaccion en alpacas blancas y vicufias debido a la expresion

de ambos alelos silvestres A"y E*.



Vl. RECOMENDACIONES

En la fibray piel de alpaca, la definicidn subjetiva de la pigmentacién y el registro
de los colores debe reemplazarse con métodos cuantitativos (espectrofotometria o

colorimetria) para el registro del color segun la edad de la alpaca.

Realizar el analisis de segregacion y analizar la expresion de los genes MC1R y

ASIP en alpacas negras, marrones y blancas de diferentes edades.

Realizar estudios de segregacion de manchas en el vellon de alpacas de color e
identificar los marcadores moleculares que ayuden para la seleccion de alpacas de

colores uniformes.
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VIIl. ANEXOS



Anexo 1: Caracterizacion visual de la pigmentacion en vicufias y alpacas de color

ID de Sexo Caracterizacion de la pigmentacion Presencia de canas y manchas
animal Vellon Piel Ojos | Mucosa | Pezufia Canas Manchas
Vicufa M | Marron | Oscuro | Negro | Oscuro Azul
Vicufa H | Marron | Oscuro | Negro | Oscuro Azul
Vicufa H | Marron | Oscuro | Negro | Oscuro Azul
Vicufa H | Marron | Oscuro | Negro | Oscuro Azul
Vicufa H | Marron | Oscuro | Negro | Oscuro Azul
Vicufa M | Marron | Oscuro | Negro | Oscuro Azul
Vicufa H | Marron | Oscuro | Negro | Oscuro Azul
Vicufa M | Marron | Oscuro | Negro | Oscuro Azul
Vicufa H | Marron | Oscuro | Negro | Oscuro Azul

030-12M M N Azul | Oscuro | Oscuro | Negro BL/pierna BL/ingle/pierna
312-16M M N Azul Claro | Oscuro | Negro BL/ingle
446-09M M N Azul | Oscuro | Oscuro | Negro BL/MR Cuello/cola
394-14M M N Azul | Oscuro | Oscuro | Negro BL/cuerpo BL/costillar
278-09M M N Azul | Oscuro | Oscuro | Negro BL/cola BL/ingle
660-11MP | M N Azul Claro Claro Negro BL/cuerpo BL/ingle
667-11MP | M N Azul Claro | Oscuro | Negro BL/cuello BL/paleta
668-11MP | M N Azul | Oscuro | Oscuro | Negro BL/cuello/ingle
677-16MP | M N Azul | Oscuro | Oscuro | Negro BL/vellén/ingle
285-13M M N Azul | Oscuro | Oscuro | Negro BL/grupa
362-16M M N Azul | Oscuro | Oscuro | Negro BL/costillar
373-14M M N Azul | Oscuro | Oscuro | Negro BL/mano/costillar
535-14M M N Azul | Oscuro | Oscuro | Negro BL/cuerpo

534-14M M N Azul | Oscuro | Oscuro | Negro BL/MR/cola

555-08M M N Azul | Oscuro | Oscuro | Negro BL/cuerpo BL/cara/pierna
616-12MP | M N Azul Claro | Oscuro | Negro BL/cara BL/costillar
444-16M M N Azul Claro | Oscuro | Negro

167-13M M N Azul | Oscuro | Oscuro | Negro BL/ingle
405-15MP | M N Azul Claro Claro Negro BL/cuerpo BL/pierna
406-15MP | M N Azul Claro Claro Negro BL/ingle
407-156MP | M N Azul Zarco Claro Negro BL/paleta
408-15MP | M N Azul Claro Claro Negro

409-156MP | M N Azul | Oscuro | Oscuro | Negro MR ligero

439-15MP | M N Azul Claro Claro Negro BL/cuello
535-14MP | M N Azul | Oscuro Claro Negro BL/cuerpo

534-14MP | M N Azul | Oscuro | Oscuro | Negro BL/MR cola BL/orejas/pierna
585-14MP | M N Azul | Oscuro | Oscuro | Negro BL/flanco
639-12MP | M N Azul | Oscuro | Oscuro | Negro MR/cruz/cola
582-13M M N Azul Claro | Oscuro | Negro BL/paleta
201-15M M N Azul | Oscuro | Oscuro | Negro BL/ligero BL/lomo/ingle
092-15M M N Azul | Oscuro | Oscuro | Negro BL/costillar/lomo
102-14M M N Azul Claro Claro Negro BL/ingle
429-15MP | M N Azul Claro Claro Negro Pig. MR/ingle/pie
440-15MP | M N Azul Claro Claro Negro Pig. MR/ingle
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460-14MP | M N Azul | Oscuro Claro Negro | BL/MR/cuerpo BL/cuello
705-16MP | M N Azul | Oscuro Claro Negro BL/muslo/ingle
722-16MP | M N Azul | Oscuro | Oscuro | Negro BL/ orejas
723-16MP | M N Azul Oscuro | Oscuro | Negro
368-09M M N Azul Zarco | Oscuro | Negro BL/MR/brazo
771-17TMP | M N Azul | Oscuro | Oscuro | Negro MR/cruz
093-11 H N Azul Zarco | Oscuro | Negro BL/cuerpo BL/paleta/cuello
446-09 H N Azul Zarco | Oscuro | Negro
462-08 H N Azul Claro | Oscuro | Negro
487-10 H N Azul Claro | Oscuro | Negro BL/paleta/cabeza
507-10 H N Azul Claro | Oscuro | Negro BL/cuerpo
433-15P H N Azul | Oscuro | Oscuro | Negro
432-15P H N Azul Oscuro | Oscuro | Negro
304-05 H N Azul | Oscuro | Oscuro | Negro BL/paleta
439-09 H N Azul | Oscuro | Oscuro | Negro BL/cuello BL/paleta
120-14 H N Azul | Oscuro | Oscuro | Negro MR/cuerpo
129-13 H N Azul | Oscuro | Oscuro | Negro BL/cuerpo
351-10 H N Azul | Oscuro | Oscuro | Negro | BL/todo cuerpo MR/ingle
573-08 H N Azul Claro | Oscuro | Negro MR/cara MR/cara/costillar
241-12 H N Azul | Oscuro | Oscuro | Negro | BL/todo cuerpo | BL/cuerpo/mano
044-13 H N Azul | Oscuro | Oscuro | Negro MR/cara MR/ingle
288-10 H N Azul | Oscuro | Oscuro | Negro BL/cara/cabeza
514-08 H N Azul | Oscuro | Oscuro | Negro | BL/cara/cabeza | BL/cara/cuerpo
484-11 H N Azul | Oscuro | Oscuro | Negro BL/cuerpo BL/flanco
522-17 H N Azul | Oscuro | Oscuro | Negro BL/poto
621-12P H N Azul | Oscuro | Oscuro | Negro MR/ BL/costillar
619-12P H N Azul | Oscuro | Oscuro | Negro BL/costillar
446-09 H N Azul Zarco Oscuro | Negro
665-09 H N Azul Claro | Oscuro | Negro BL/cuello BL/paleta
651-09 H N Azul Claro | Oscuro | Negro BL/cuello BL/pecho/flanco
508-09 H N Azul Claro | Oscuro | Negro BL/cara
137-07 H N Azul Zarco | Oscuro | Negro BL/paleta
285-09 H N Azul Claro | Oscuro | Negro
491-10 H N Azul Claro | Oscuro | Negro
306-14 H CON Azul Claro | Oscuro | Negro BL/costillar
131-08R H CON Azul | Oscuro | Oscuro | Negro MR/ingle
543-11 H CON Azul Claro | Oscuro | Negro MR/cuerpo
072-13 H CON Azul | Oscuro | Oscuro | Negro
541-13 H CON Azul | Oscuro | Oscuro | Negro MR/grupa MR/ingle
589-13 H CON Azul Oscuro | Oscuro | Negro
197-12 H CON Azul Claro | Oscuro | Negro BL/costillar
370-12 H CON Azul Claro Oscuro | Negro BL/grupa BL/costillar
185-13 H CON Azul Claro | Oscuro | Negro BL/cola BL/costillar
237-15M M COM Azul Oscuro | Oscuro | Negro
490-11M M COM Azul | Oscuro | Oscuro | Negro MR/lomo
249-09 H COM Azul | Oscuro | Oscuro | Negro
032-12 H COM Azul Oscuro | Oscuro | Negro
069-12 H COM Azul | Oscuro | Oscuro | Negro N/cara
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228-09 H COM Azul | Oscuro | Oscuro | Negro BL/costillar
271-10 H COM Azul Oscuro | Oscuro | Negro
329-07 H COM Azul | Oscuro | Oscuro | Negro
429-11 H COM Azul | Oscuro | Oscuro | Negro BL/cuello
196-13 H COM Azul | Oscuro | Oscuro | Negro

630-07M M CcC Marrén | Oscuro | Claro | Oscuro

042-11M M CcC Marron | Oscuro Claro Oscuro

574-10M M CC Marron | Claro Claro | Oscuro
299-05 H CC Marrén | Claro Claro | Oscuro
661-10 H CcC Marron | Claro Claro | Oscuro BL/cuerpo BL/ingle
289-06 H CC Marrén | Claro Claro | Oscuro
323-05 H CcC Marron | Claro Claro | Oscuro BL/ingle
617-07 H CcC Marron | Claro Claro | Oscuro BL/pecho
557-09 H CcC Marron | Claro Claro | Oscuro BL/cuerpo
120-04 H CC Marron | Claro Claro | Oscuro LF/ingle
183-08 H CcC Marron | Claro Claro | Oscuro LF/ingle
451-07 H CcC Marrén | Claro Claro | Oscuro N/cuerpo

Cafeé claro (CC), café oscuro marrén (COM), café oscuro negro (CON), negro (N). Patron
de pigmentacion (Pig), mancha blanca (BL), mancha marrén (MR)

Anexo 2: Pigmento de feomelanina en vicuiia y eumelanina en alpaca negra
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Anexo 3: Protocolo comercial para la extraccion de ADN en sangre entera

Quick-DNA™ Miniprep Plus Kit ::E:J:

Quick Protocol . . .
Catalog Nos. D4068 & D4069 mﬂ.ﬂﬂ“‘fﬂﬁfm

Biological Fluids & Cells Protocol

Biolegical Flulds: = 200 pi
Total OMA from whole blood, buffy coat, saliva, spatum. =emen, eic. See the Instucton hManesl page 2 for special
considerations.

Cultured Cells: = 5x10®
Total DA from E. coll, insect, or marmmalian cells (e.g. Hela cells, beccal cells, HEK-393 cells, etc. ) Ses the Instnuecton
Marusd page 2 for special conssderations._

Note: Pelet cells and disoand supematan. Resuspend oo pefels vsing ONA Elrton Baffer or aw iscfomc boter (e.g. PES)
< {1 x 10" cedls v 100 i
15 x 10" pails in 200 w

“Aod 1,040 Wl of Storage Suffer fo each 20 mg dube of Profesnase &, Store af 2070

1. Add up to 200 pl sample to & microcendrifuge tube and add:
200 pl BloFluld & Cell Bufier (Red)
20 pl Proteinase K

Node: For an inpuf of less ifan 200 W Bisiogical Fiwd, proporianally decrease BioFluid & Cel Bufer (Riad), Profeinasse K, and
Genamic Binding Buffer.

2 Mix thoroughly snd then incubate the tube at 55°C for 10 minutes.

3 Add 1 wolume Genomic Binding Buffer to the digested sample. Mix thorowghly.

Example: Acd 420 uf Ganamic Binding Buffer fo e 420 ol digested sampls.

4. Transfer the mixiure to a Zymo-Spin™ IC-XL Column in a Collection Tube. Centrifuge (2 12,000 x g) for 1 minute.
Discard the collection tube with the flow through.

5 Add 400 pl DMA Pre-Wash Bufier to the column in 8 pew Collection Tube and centrifuge for 1 minute. Empty the
Collection Tuba.

& Add "0 pl g-DNA Wash Buffer and centrifuge for 1 minute. Empty the Collection Tube.

7. Add 200 pl g-DNA Wash Buffer and centrifuge for 1 minute. Discard the collection tube with the flow through.

& To elube the DMA, fransfer to a clean microcentrifuge tube. Add = 50 pl DNA Elution Buffer (minirmwm 35 plj,
incubate for & minutes, and then centrifuge for 1 minute.
DMNA For the full Instruction Manual, visit

E'H{[flglﬁm http://lwww.zymoresearch.com/m/D4068

Var. 1.2.0
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Anexo 4: Concentracion y calidad de ADN extraida en alpacas y una vicufia

Color  Concentracion Calidad
Cadigo Especie  de fibora de ADN (ng/uL)  (260/280)
21 Huacaya N 26.76 1.97
22 Huacaya N 36.16 1.95
23 Huacaya N 25.12 1.94
24 Huacaya N 61.16 1.92
25 Huacaya N 26.71 1.92
26 Huacaya N 17.47 1.92
27 Huacaya CC 120.9 1.89
28 Huacaya N 7.748 1.88
29 Huacaya CC 416.9 1.87
30 Huacaya CC 89.8 1.87
31 Huacaya @ COM 148.4 1.86
32 Huacaya = CON 22.86 1.85
33 Huacaya N 19.94 1.85
34 Huacaya N 64.95 1.85
35 Huacaya N 94.73 1.85
36 Huacaya N 55.16 1.84
37 Huacaya @ COM 222.9 1.83
38 Huacaya N 15.42 1.82
39 Huacaya N 18.39 1.75
40 Huacaya N 11.13 1.84
41 Huacaya N 25.27 1.85
42 Huacaya N 52.66 1.61
43 Huacaya N 48.15 191
44 Huacaya N 31.69 1.87
45 Huacaya N 103 1.91
46 Huacaya N 39.11 1.88
47 Huacaya N 13.7 1.55
48 Huacaya N 33.6 1.87
49 Huacaya N 41.54 1.88
50 Huacaya N 40 1.86
51 Huacaya N 30.67 1.91
52 Huacaya N 130.2 1.84
53 Huacaya CON 20.24 1.69
54 Huacaya CON 46.52 191
55 Huacaya = CON 42.85 1.9
56 Huacaya = CON 296.4 1.84
57 Huacaya CON 36.74 1.9
58 Huacaya = CON 44.18 1.79
59 Huacaya = CON 123.9 1.85
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60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101

Huacaya
Huacaya
Huacaya
Huacaya
Huacaya
Huacaya
Huacaya
Huacaya
Huacaya
Huacaya
Huacaya
Huacaya
Huacaya
Huacaya
Huacaya
Huacaya
Huacaya
Huacaya
Huacaya
Huacaya
Huacaya
Huacaya
Huacaya
Huacaya
Huacaya
Huacaya
Huacaya
Huacaya
Huacaya
Huacaya
Huacaya
Huacaya
Huacaya
Huacaya
Huacaya
Huacaya
Huacaya
Huacaya
Huacaya
Huacaya
Huacaya
Huacaya

CON
CON
COM
COM
COM
COM
COM
COM
COM
COM
COM
COM
COM
COM
COM
COM
COM
COM
COM
COM
CcC
CcC
CcC
CcC
CcC
CcC
CcC
CcC
CcC
CcC
CcC
CcC
CcC
CcC
CcC
CcC
CcC
CcC
CON

z

62

24.98
35.05
16.4
17.74
3.891
227.3
181.2
54.16
240.1
293.5
61.62
9.981
35.04
53.09
57.73
103
16.11
63.09
126.6
38.93
13.43
4.044
52.52
18.06
32.43
273.1
295.5
62.56
135.9
143
304.9
70.61
121.3
51.24
305.7
144.2
350
70.97
37.04
19.34
18.65
24.7

1.82
1.94
1.7
1.82
1.25
1.86
1.82
1.86
1.86
1.87
1.94
2.06
1.95
1.85
1.81
1.85
1.43
1.92
1.87
1.87
191
2.45
1.77
1.78
1.89
1.85
1.86
1.86
1.79
1.83
1.82
1.83
1.86
1.9
1.84
1.83
1.84
1.85
1.92
1.82
1.89
191



102 Huacaya CcC 165.7 1.85

103 Huacaya N 27.14 1.89
104 Huacaya N 134 1.83
105 Vicuia ~ Marrén 29.04 1.86

Anexo 5: Analisis de espectrofotometria con el equipo NanoDrop 8000
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Anexo 6: Termociclador con perfil de ciclado para el ex6n 4 del gen ASIP
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Anexo 7: Protocolo del Kit comercial usado en la PCR del exdn 4 del gen ASIP

PCRBIOSYSTEMS

simplifying research

2x PCRBIO Taq Mix Red

Product description:

FPCREIO Tag Mix Red wuses the latest
developments in polymerase technology
and buffer chemistry to enhance PCR
speed, yield and specificity. The enzyme
and buffer system allow for superior PCR
performance on complex templates such
as mammalian genomic DNA. Reactions
can be directly loaded onto agarose gels
without additional loading buffer.

2% PCRBIO Tag Mix Red is a robust mix for all your
everyday PCR applications including genotyping,
screening and library construction.

PCREID Tag DMA Polymerase can perform
consistently well on a broad range of templates
(including both GC and AT rich).

PCREBIO Tag DNA Polymerase has an error rate of
approximately 1 error per 2.0 x 10° nucleotides
incarporated. PCR  products generated with
PCREIO Tag DMA Polymerase are A-tailed and may
be cloned into TA cloning vectors.

High-throughput screening has resulted in a
buffer system that allows efficient amplification
from GC-rich and AT-rich templates, under fast
and standard cycling conditions.
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www.pcrbio.com

Camponent 200 reactions 1000 reactions

Mix Red

2= PCREID Tag

5 Iml 25 x Iml

Shipping and storage

On arrival the kit should be stored at between
-30°C and -15°C. Avoid prolonged exposure to
light. If stored correctly the kit will retain full
activity for 12 months. The kit can be stored
at 4°C for 1 month. The kit can go through 30
freeze/thaw cycles with no loss of activity.

Limitations of product use

The product may be used only for in vitro
research purposes.

Technical support

For technical support and troubleshooting
please email technical@perbio.com the following
infarmatian:

Amplicon size

Reaction setup

Cycling conditions

Screen grabs of gel images



Continuacién del Anexo 7

Important considerations

2x PCREID Tag Mix Red: The 2x mix contains PCREID Tag DMA Polymerase, 6mM MgCl,. 2ZmM dNTPs,
enhancers, stabilizers and a red dye for tracking during agarose electrophoresis. It is not recommended
to add further PCR enhancers or MgClto the reaction. The buffer composition has been optimised to
maximise PCR success rates.

Template: For eukaryotic DMA use between 5ng and 500ng per reaction, for cOMA use below 100ng per
reaction.

Primers: Primers should have a predicted melting temperature of around &60°C, using default Primer 3
settings (http:/ frodo.wi.mit.edu/primer3/). The final primer concentration in the reaction should be
between 0.2uM and O0.GpM.

Annealing: We recommend performing a temperature gradient to experimentally determine the optimal
annealing temperature. Alternatively. we recommend a 55°C annealing temperature then increase in 2°C
increments if non-specific products are present.

Extension: Optimal extension is achieved at 72°C. The optimal extension time is dependent on amplicon
length and complexity of template. 15 seconds per kilobase (kb) is recommended for amplification from
eukaryotic DMA for amplicons between kb and 6kb. For shorter amplicons a 1 second extension is
sufficient.

Agarose gel electrophoresis dye migration: The 2x mix contains a red dye for tracking during agarose
gel electrophoresis. In a 2% agarose TAE gel the dye migrates at a rate aguivalent to 350bp of DMNA. In a
1% agarose TAE gel the dye migration rate is eguivalent to 600bp of DMA.

Reaction setup

I. Prepare a2 master mix based on the following table:

- Reagent Syl reaction Final comoentration Motes

! 2w PCRBIO Tag Mix Red I 25 0l L [F I

-meardpnm" e - T . v - R
- Reverse primer (10ph) 2.0ul :4-I'.'II'.'InH LF‘”""““' design

See above for template

Template DrA <l 0ling cOMNA, <500ng genomic wariable rorddirations

-IJ|:| o S0l final volume

2. Cycle using conditions based on the following table:

" " -

Cycles Temperature Time Motes
] 9&'C Imin Imitial denaturation
9%'C 1% seconds Denaturation
40 E8°C vo B 1% seconds Anneal
72°C I to 9 seconds Extensicn (15 seconds per kb
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Anexo 8: Alineamiento del electroferograma e identificacion de polimorfismo
sinonimo (c.354C>T) y no sindnimos (c.376 G>A) en el gen MC1R
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Anexo 9: Alineamiento que muestra ¢.291C>Ay ¢.292C>T en el exdn 4 del gen ASIP

JAVAVAVAVAVAN /\f\/\/\/\/\/G \

2. 6 ¢ ¢ ¢ G C T C C C T G CG TG G CC A CHEHEENG: C G A CAGTTGCAAGTCTCTCCT

AAAANANNNNNAANNDADANANNAANAAANNADANANNNNAN

23.. G C C C G C

DANAAANANNANANANNNAPANANANANAANNNNNANNANNANN]

4. G ¢ ¢ ¢ G C T C ¢ € T 6 C G T G G C C A C A C G

AAAAAANAANANA \AANNAAANANAANAANAANNAA QQ@QQQGQQQQQQQ

25.. ¢ ¢ ¢ ¢ G C T C C € T @ C G T G G C C A C' A C G C G A C A G

AAANAANANANNANNNNATAIEIRANANAAANNANAANANNNNNA]

26.. G C C

DAANNALANNANAAANNAANANADAAANANANNNNANANNNANN

27.. ¢ ¢ ¢ C G C T C C C T G C G T G G C C A C/ACGCGATCAG

28.‘.GCCCGCTCCCTGCGTGGCCAC_CGCN\MAN\/\AA/\/\[\N\/\/\/\
NANANANATANRSTANANNANANNNNANANANNAN]

29.‘.GCCCGCTCCCTGCGTGGCCAC-CGC

AANANANNNNNAAN Aﬂkﬂﬂﬁﬁﬁr¥r AAAAANANNANNANY
30.. G C T T T C A CHEM C G C G A C A G T G
6. F.. T C C C T G C G T G G C C A C C G C G A C A G T T G C A A G C
7. K. T C C C T G C G T G G C C A C C C G C G A C A G T T G C A A G C
8. X.. T C C C T G C G T G G C C A C C C G C G A C A G T T G C A A G C
9, X.. T C C C T G C G T G G C C A C C C G C G A C A G T T G C A A G C
Q... T C C C T G C G T G G C C A C C C G C G A C A G T T G C A A G C
1. T C C C T G C G T G G C C A C C C G C G A C A G T T G C A A G C
2. T C C C T G C G T G G C C A C C C G C G A C A G T T G C A A G C
3. T C C C T G C G T G G C C A C C G C G A C A G T T G C A A G C
4, . T C C C T G C G T G G C C A C A C G C G A C A G T T G C A A G C
S5 T C C C T G C G T G G C C A C A C G C G A C A G T T G C A A G C
6. .. T C C C T G C G T G G C C A C A C G C G A C A G T T G C A A G C
7. T C C C T G C G T G G C C A C A C G C G A C A G T T G C A A G C
8. .. T C C C T G C G T G G C C A C A C G C G A C A G T T G C A A G C
g, . T C C C T G C G T G G C C A C Il C G C G A C A G T T G C A A G C
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Anexo 11: Secuencia codificante del gen MC1R de vicufia depositada en GenBank

https://www.nchi.nlm.nih.gov/nuccore/MW587025

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1995624742

Vicugna vicugna mensalis isolate Vicuna 1 melanocortin 1 receptor (MC1R) mRNA,
complete cds

GenBank: MW587025.1
FASTA Graphics PopSet

LOCUS MW587025 954 bp mRNA linear MAM 06-MAR-2021
DEFINITION Vicugna vicugna mensalis isolate Vicuna 1 melanocortin 1
receptor (MC1R) mRNA, complete cds.

ACCESSION Mw587025

VERSION MW587025.1
KEYWORDS
SOURCE Vicugna vicugna mensalis
ORGANISM Vicugna vicugna mensalis
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata;
Euteleostomi;Mammalia; Eutheria; Laurasiatheria; Artiodactyla;

Tylopoda; Camelidae; Vicugna.
REFERENCE 1 (bases 1 to 954)

AUTHORS Pinares,R., Cruz,A., Daverio,M.S., Gutierrez,J.P., Ponce De
Leon,F.A., Wurzinger,M., Di Rocco,F. and Gutierrez,G.A.

TITLE Single nucleotide polymorphisms (SNPs) of the MCI1R gene in
black and brown alpacas

JOURNAL Rev Peru Biol 28 (1) (2021)

REMARK Publication Status: Available-Online prior to print
REFERENCE 2 (bases 1 to 954)

AUTHORS Pinares, R.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (04-FEB-2021) Produccion Animal, Universidad
Nacional Agraria La Molina, Av. La Molina s/n, Lima 12, Peru

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..954
/organism="Vicugna vicugna mensalis"
/mol type="mRNA"
/isolate="Vicuna 1"
/sub_species="mensalis"
/db_xref="taxon:273917"

gene 1..954
/gene="MC1R"
CDS 1..954

68


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MW587025
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MW587025.1?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MW587025.1?report=graph
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/popset?DbFrom=nuccore&Cmd=Link&LinkName=nuccore_popset&IdsFromResult=1995624741
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=273917
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=273917
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MW587025.1?from=1&to=954
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MW587025.1?from=1&to=954

ORIGIN

//

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901

/gene="MC1R"

/note="controls which type of melanin is produced
by melanocytes"

/codon_start=1

/product="melanocortin 1 receptor"

/protein id="QSG01068.1"

/translation="MPVLGPQRRLLGSLNSTPQATTHLGLAANQTGPQCLEVSVPDGL
FLSLGLVSLVENVLVVAAITKNRNLHSPMYYFICCLAASDLLVSMSNVLETAVMLLLE
AGALATWATVVQQLDNVMDVLICGSMVSSLCSLGAIAVDRYISIFYALRYHSIVTLPR
AWRATIAAIWVASVLSSTLFITYYDHTAVLLCLVSFFVAMLALMAVLYVHMLARACQHA
RGIAQLHKRQRPIHQGFGLKGVATLTILLGIFFLCWGPFFLHLFLIVLCPQHPTCGCI

FKNEFNLFLALIICNSIVDPLIYAFRSQELRKTLQEVLQCSW"

atgcctgtgc
accacccacc
cccgacgggc
gctgccatca
gccgegtcegg
ctggaggctg
gatgtgctca
gaccgctaca
gcatggceggg
acctactatg
gcgctcatgg
atcgcccagc
gccacgctca
cttttcctca
aacctcttcc

cgcagccagg

tcggccccca
tcggactggc
tgttcctcag
ccaagaaccg
acctgctggt
gcgccctggc
tctgeggctc
tctccatctt
ccatcgcggc
atcacacagc
cggtgctata
tccacaagag
ccatcctgct
tcgtcctctg
ttgccctcat
agctccggaa

gaggaggctg
cgccaaccag
cctggggctg
caacctgcat
gagcatgagc
cacatgggct
catggtgtcc
ctatgcactg
catctgggtg
cgtcctcectc
tgtccacatg
acagcgcccc
gggcatcttc
tcctcagcac
catctgcaac
gacactccag
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ctgggctccc
acggggceccc
gtgagcctcg
tctcccatgt
aacgtgctgg
acggtggtgc
agcctctget
cgctaccaca
gccagcgtcc
tgtctcgtca
ctggcccggg
atccaccagg
ttcctctgcet
cccacctgtg
tccatcgtgg
gaagtgctgc

tcaactccac
agtgcctgga
tggagaacgt
attacttcat
agacggccgt
agcagctgga
ctctgggtgc
gcatcgtgac
tctccagcac
gettttttgt
cgtgccagca
getttggect
ggggcccctt
gctgcatctt
accccctcat
agtgctcctg

cccccaagcec
ggtgtctgtt
gctggtggtsy
ctgctgectg
catgctgctg
caacgtcatg
tatcgccgtg
gctgectcegg
cctcttcatc
agccatgcectg
tgcceggggc
caagggcgtg
cttcctgcac
caagaatttc
ctatgccttc

gtga


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1995624742

Anexo 12: Secuencia codificante del gen MC1R de alpaca marron claro en GenBank

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MW587026

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1995624744

Vicugna pacos isolate Alpaca 2 melanocortin 1 receptor (MC1R) mRNA, complete cds

GenBank: MW587026.1
FASTA Graphics PopSet

LOCUS MW587026 954 bp mRNA linear MAM 06-MAR-2021
DEFINITION Vicugna pacos isolate Alpaca 2 melanocortin 1 receptor
(MC1R) mRNA, complete cds.

ACCESSION MW587026

VERSION MW587026.1
KEYWORDS
SOURCE Vicugna pacos (alpaca)
ORGANISM Vicugna pacos
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata;
Euteleostomi;Mammalia; Eutheria; Laurasiatheria; Artiodactyla;

Tylopoda; Camelidae; Vicugna.
REFERENCE 1 (bases 1 to 954)

AUTHORS Pinares,R., Cruz,A., Daverio,M.S., Gutierrez,J.P., Ponce De
Leon,F.A., Wurzinger,M., Di Rocco,F. and Gutierrez,G.A.

TITLE Single nucleotide polymorphisms (SNPs) of the MCLlR gene in
black and brown alpacas

JOURNAL Rev Peru Biol 28 (1) (2021)

REMARK Publication Status: Available-Online prior to print
REFERENCE 2 (bases 1 to 954)

AUTHORS Pinares, R.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (04-FEB-2021) Produccion Animal, Universidad
Nacional Agraria La Molina, Av. La Molina s/n, Lima 12, Peru

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..954
/organism="Vicugna pacos"
/mol type="mRNA"
/isolate="Alpaca 2"
/db_xref="taxon:30538"

gene 1..954
/gene="MC1R"
CDS 1..954

/gene="MC1R"
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MW587026
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MW587026.1?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MW587026.1?report=graph
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/popset?DbFrom=nuccore&Cmd=Link&LinkName=nuccore_popset&IdsFromResult=1995624743
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=30538
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=30538
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MW587026.1?from=1&to=954
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MW587026.1?from=1&to=954

ORIGIN

//

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901

/note="MClR*brown light;
melanin is produced by melanocytes"
/codon_start=1
/product="melanocortin 1 receptor"

controls which type of

/protein id="QSG01069.1"

/translation="MPVLGPQRRLLGSLNSTPQATTHLGLAXNQTGPQCLEVSVPDGL
FLSLGLVSLVENVLVVAAITKNRNLHSPMYYFICCLAASDLLXSMSNVLETAVMLLLE
AGALATWATVVQQLDNVMDVLICXSMVSSLCSLGAIAVDRYISIFYALRYHSIVTLPR
AWRATAATWVASVLSSTLFITYYDHTAVLLCLVSFXVAMLALMAVLYVHMLARACQHA
RGIAQLHKRQRPIHQGFGLKGVATLTILLGIFFLCWGPFFLHLFLIVLCPQHPTCGCI

FKNEFNLFLALIICNSIVDPLIYAFRSQELRKTLQEVLQCSW"

atgcctgtgc
accacccacc
cccgaygggc
gctgccatca
gcegegtegg
ctggaggctsg
gatgtgctca
gaccgctaca
gcatggceggg
acctactatg
gcgctcatgg
atcgcccagc
gccacgctca
cttttcctca
aacctcttcc

cgcagccagg

tcggccccca
tcggactggc
tgttcctcag
ccaagaaccg
acctgctgrt
gcgeecctggc
tctgecrgctc
tctccatctt
ccatcgcggc
atcacacagc
cggtgctrta
tccacaagag
ccatcctgct
tcgtcctctg
ttgccctcat
agctccggaa

gaggaggctsg
crccaaccag
cctggggctg
caacctgcat
gagcatgagc
cacatgggct
catggtgtcc
ctatgcactg
catctgggtg
cgtcctcctc
tgtccacatg
acagcgcccc
gggcatcttc
tcctcagcac
catctgcaac
gacactccag
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ctgggctccc
acggggcccc
gtgagcctcg
tctcccatgt
aacgtgctgg
acggtggtgc
agcctctget
cgctaccaca
gccagcegtcc
tgtctcgtca
ctggcccggg
atccaccagg
ttcctctgcet
cccacctgtg
tccatcgtgg
gargtgctgc

tcaactccac
agtgcctgga
tggagaacgt
attacttcat
agacggccgt
agcagctgga
ctctgggtgc
gcatcgtgac
tctccagcac
gcttttytgt
cgtgccagca
gctttggect
ggggcccctt
gctgcatctt
accccctcat
agtgctcctg

cccccaagcec
ggtgtctgtt
gctggtggtg
ctgctgectg
catgctgctg
caatgtcatg
tatcgccgtg
gctgectcegg
cctcttcatc
agccatgctg
tgcccgggsc
caagggcgtg
cttcctgcac
caagaatttc
ctatgccttc

gtga


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1995624744

Anexo 13: Secuencia codificante del gen MC1R de alpaca negra en GenBank

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MW587027

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1995624746

Vicugna pacos isolate Alpaca 3 melanocortin 1 receptor (MC1R) mRNA, complete cds

GenBank: MW587027.1
FASTA Graphics PopSet

LOCUS Mw587027 954 bp mRNA linear MAM 06-MAR-2021
DEFINITION Vicugna pacos isolate Alpaca 3 melanocortin 1 receptor
(MC1R) mRNA, complete cds.

ACCESSION Mw587027

VERSION MW587027.1
KEYWORDS
SOURCE Vicugna pacos (alpaca)
ORGANISM Vicugna pacos
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata;
Euteleostomi;Mammalia; Eutheria; Laurasiatheria; Artiodactyla;

Tylopoda; Camelidae; Vicugna.
REFERENCE 1 (bases 1 to 954)

AUTHORS Pinares,R., Cruz,A., Daverio,M.S., Gutierrez,J.P., Ponce De
Leon,F.A., Wurzinger,M., Di Rocco,F. and Gutierrez,G.A.

TITLE Single nucleotide polymorphisms (SNPs) of the MCLlR gene in
black and brown alpacas

JOURNAL Rev Peru Biol 28 (1) (2021)

REMARK Publication Status: Available-Online prior to print
REFERENCE 2 (bases 1 to 954)

AUTHORS Pinares, R.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (04-FEB-2021) Produccion Animal, Universidad
Nacional Agraria La Molina, Av. La Molina s/n, Lima 12, Peru

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..954
/organism="Vicugna pacos"
/mol type="mRNA"
/isolate="Alpaca 3"
/db xref="taxon:30538"

gene 1..954
/gene="MC1R"
CDS 1..954

/gene="MCI1R"
/note="MClR*black; controls which type of melanin
is produced by melanocytes"
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MW587027
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MW587027.1?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MW587027.1?report=graph
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/popset?DbFrom=nuccore&Cmd=Link&LinkName=nuccore_popset&IdsFromResult=1995624745
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=30538
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=30538
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MW587027.1?from=1&to=954
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MW587027.1?from=1&to=954

ORIGIN

//

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901

/codon_start=1
/product="melanocortin 1 receptor"

/protein id="QSG01070.1"

/translation="MPVLGPQRRLLGSLNSTPQATTHLGLATNQTGPQCLEVSVPDGL
FLSLGLVSLVENVLVVAAITKNRNLHSPMYYFICCLAASDLLMSMSNVLETAVMLLLE
AGALATWATVVQQLDNVMDVLICSSMVSSLCSLGAIAVDRYISIFYALRYHSIVTLPR
AWRATIAAIWVASVLSSTLFITYYDHTAVLLCLVSFFVAMLALMAVLYVHMLARACQHA
RGIAQLHKRORPIHQGFGLKGVATLTILLGIFFLCWGPFFLHLFLIVLCPQHPTCGCI

FKNEFNLFLALIICNSIVDPLIYAFRSQELRKTLQEVLQCSW"

atgcctgtgc
accacccacc
cccgatgggc
gctgccatca
gccgegtegg
ctggaggctsg
gatgtgctca
gaccgctaca
gcatggceggg
acctactatg
gcgctcatgg
atcgcccagc
gccacgctca
cttttcctca
aacctcttcc

cgcagccagg

tcggccccca
tcggactggc
tgttcctcag
ccaagaaccg
acctgctgat
gcgecectggc
tctgcagctc
tctccatctt
ccatcgcggc
atcacacagc
cggtgctgta
tccacaagag
ccatcctgct
tcgtcctctg
ttgccctcat
agctccggaa

gaggaggctsg
caccaaccag
cctggggctg
caacctgcat
gagcatgagc
cacatgggct
catggtgtcc
ctatgcactg
catctgggtg
cgtcctcctc
tgtccacatg
acagcgcccc
gggcatcttc
tcctcagcac
catctgcaac
gacactccag
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ctgggctccc
acggggcccc
gtgagcctcg
tctcccatgt
aacgtgctgg
acggtggtgc
agcctctget
cgctaccaca
gccagcegtcc
tgtctcgtca
ctggcccggg
atccaccagg
ttcctctgcet
cccacctgtg
tccatcgtgg

gaggtgctgc

tcaactccac
agtgcctgga
tggagaacgt
attacttcat
agacggccgt
agcagctgga
ctctgggtgc
gcatcgtgac
tctccagcac
gettttttgt
cgtgccagca
gctttggect
ggggcccctt
gctgcatctt
accccctcat
agtgctcctg

cccccaagcec
ggtgtctgtt
gctggtggtg
ctgctgectg
catgctgctg
caatgtcatg
tatcgccgtg
gctgectegg
cctcttcatc
agccatgctg
tgcccggggc
caagggcgtg
cttcctgcac
caagaatttc
ctatgccttc

gtga


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1995624746



