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RESUMEN

La comercializacién de la fibra de alpaca es una de las principales fuentes de
sustento para mas de un millon de personas en el Peru, siendo de mucha importancia
para su economia por ser el principal productor de fibra. Teniendo en cuenta que dos
de los factores importantes en la calidad de la fibra son su diametro y su longitud, se
analizaron los ESTs de la alpaca depositados en la base de datos del NCBI para
identificar los genes relacionados a la sintesis de fibra y microsatélites que tendrian
una funcién importante relacionada a su calidad. Se analizaron 7286 ESTs de piel de
una alpaca del tipo huacaya, resultando en 2428 secuencias ensambladas o unigenes,
posteriormente se realizé la busqueda de homologias y la anotacién de secuencias.
Se identificaron 22 genes relacionados a la sintesis de la fibra (KRT10, KRTZ25,
KRT31, KRT14, KRT15 KRT5, KRT78, KRT81, KRT85 KRTAP3-2, KRTAP10,
KRTAP11-1, TNFSF12, sFRP4, RACK1, COL1A1, COL1A2, DAB2IP, GLI1, BMP1,
BMP4 y CTNNBT1) donde se observd 4 de estos con una alta expresién (TNFSF12,
SFRP4, COL1A1y COL1A2) y 10 genes poseen microsatélites (COL1A1, TNFSF12,
DAB2IP, GLI1, BMP4, KRT81, KRT5, KRT15, KRT85 y KRTAP3-2). El presente
estudio aporta la identificacibn de genes relacionados a la sintesis de fibra y
marcadores EST-SSR con los cuales se pueden probar en la alpaca para establecer

de forma experimental si estos genes tienen una relacién con el didmetro

Palabras clave: transcriptoma, huacaya, foliculo piloso.




ABSTRACT

The marketing of alpaca fiber alpaca is one of the main sources of livelihood for
more than one million people in Peru, being the country's leading producer of its fiber
giving much importance to their economy. Two important factors in the quality fiber is
its diameter and length, to know which genes are expressed and which of these are the
ones that would have an important function related to its quality alpaca, the ESTs of
alpaca fiber was studied. 7286 ESTs was analyzed in the present study, these belong
a skin from alpaca huacaya type deposited in the NCBI database, resulting in 2428
sequences unigenes, later the homology search and the functional annotation. 22
genes were identified as related to the synthesis of fiber (KRT10, KRT25, KRT31,
KRT14, KRT15, KRT5, KRT78, KRT81, KRT85, KRTAP3-2, KRTAP10, KRTAP11-1,
TNFSF12, sFRP4, RACK1, COL1A1, COL1A2, DAB2IP, GLI1, BMP1, BMP4 and
CTNNBT) where 4 of these have high expression (TNFSF12, sFRP4, COL1A1 and
COL1A2) and 10 genes were found to have microsatellites (COL1A1, TNFSF12,
DAB2IP, GLI1, BMP4, KRT81, KRT5, KRT15, KRT85 and KRTAP3-2). This study
provides genes and microsatellites markers which can be tested in the alpaca to
establish experimentally the ratio of these genes the diameter.

Keywords: transcriptome, huacaya, hair follicle.




1. INTRODUCCION.

Las alpacas son un recurso pecuario muy importante para la comunidad andina
ya que son fuente de carne y fibra para los criadores que habitan en zonas mayores a
4 000 msnm, en este ambito el Perl posee el 87% de la poblacion mundial de alpacas
3'685,516 cabezas y se convierte en el primer productor de fibra. El 79% de la crianza
alpaquera se da en los departamentos: Puno, Cuzco, Arequipa, Tacna y Moquegua
donde el 99% se encuentra en poder de pequenos criadores y el 1% en diversas
formas organizativas (medianas y grandes empresas, cooperativas, asociaciones,
comunidades campesinas, etc) (CENAGRO 2012) y se estima que al menos un millén
y medio de personas se dedican a su crianza en las zonas altoandinas (De los Rios,
2006).

A la fibra extraida de los camélidos se le denomina fibra grasienta, mal llamada
lana (De los Rios, 2006). Por sus caracteristicas de suavidad, calidez, variedad de
colores y buena resistencia estas fibras son considerados por la industria textil como
fibras especiales y sus derivados son clasificados como articulos de lujo (Wang et al.,
2003). La caracteristica mas importante en la fibra es su didmetro, la misma que esta

relacionado con el confort, por lo que un menor diametro otorgara un mayor confort.

Su participacién en el mercado de fibras finas de origen animal es del 10%
mientras que la fibra de cabra de Angora, mohair, es el de mayor participacién con un
56%. El Peru posee el 80% de la produccién mundial de fibra de alpaca, seguido de
Bolivia con 15%. También es el principal exportador de fibra de alpaca donde el Peru
aporta el 88% del volumen, seguido de Bolivia que aporta el 10% (Brenes et al., 2001).

La disminucion de la calidad de la fibra de alpaca es causada, probablemente,
por la hibridizacién que existe entre la alpaca y la llama, originada después de la
conquista espanola, la cual ha modificado la composicion genética de las actuales
poblaciones. Cerca del 90% de la produccién de la fibra de alpaca en Peru tiene un
diametro mayor a 25 ym alcanzando precios bajos. Antes del contacto europeo la fibra
de alpaca tenia un didmetro entre 17-22 ym (Wheeler, 1995) similar al cashmere (15-
17 um). Se conocen dos tipos de alpaca, el tipo Suri que presenta fibras de gran
longitud y lustrosas y el tipo Huacaya que es en general una fibra un poco mas fina y
menos larga, de vellon mas compacto y esponjoso, con mayor rizado similar al de
ovinos, el cual representa el 85% de la poblacion de alpacas del Peru (Quispe et al.,
2009). Las caracteristicas de la calidad de fibra, como el diametro y la longitud asi
como la coloracion de esta son de los factores mas importantes para su comercio.




La fibra de alpaca también es muy apreciada por su gran diversidad de colores,
normalmente se determina 22 colores, que incluyen el blanco puro, cremas, marrones,
plata, grises y negras, sin embargo en la industria textil y las asociaciones de
alpaqueros dentro y fuera del Peru se suele usar un niumero menor de colores (Oria et
al., 2009). Dentro de la gran gama de colores, el color blanco es el mas apreciado por
que permite su tincién, esta preferencia ha hecho que las poblaciones de alpacas
blancas sean las de mayor nimero (Bustinza, 2001). Pero la problematica de la fibra
de alpaca abarca muchos factores graves como la disminucion de la calidad de fibra,
la disminucién de las poblaciones de colores que podria tender a su desaparicién en
algunas zonas, como el color gris en Huancavelica que es demasiado escaso, la
hibridizacién, la frecuencia menor de machos lo que significa disponer de un menor
tamano efectivo de las poblaciones, la gran incidencia de castracion que existe en
algunas zonas, los defectos congénitos y enfermedades que se presentan (Oria et al.,
2009), ademas abarca también la produccién, aunque en las poblaciones de alpacas
se muestra un crecimiento, la calidad de su fibra no ha mejorado sustancialmente, asi
también su produccién, como referencia se tiene que hasta el 2003 se obtenia, en
promedio, 2.3 kilos por alpaca cuando se podria llegar a 5.4 kilos con buen programa
de crianza (De los Rios, 2006).

Uno de los enfoques para estudiar los genes que se estan expresando en
determinado momento es la transcriptomica. Uno de los métodos para estudiar
transcriptomica es a través de la generacibn de marcadores de secuencias
expresadas (ESTs), actualmente Fan et al. (2011) generaron ESTs de piel de alpaca
huacaya, su estudio fue enfocado a identificar los genes involucrados en la coloracién,
el presente estudio fue enfocado a identificar genes, su expresion y marcadores EST-
SSR relacionados al desarrollo de fibra, teniendo en cuenta que las bases de datos
han aumentado, los genes y alelos involucrados al desarrollo de la fibra en otros
mamiferos se encuentran en aumento, todo esto ayuda a la identificacién de nuevas

secuencias que en un inicio se desconocia su funcion.

Habiendo tantos factores que afectan tanto la calidad y la produccién de la
fibra, este estudio pretende ayudar a entender la biologia del foliculo de la fibra de
alpaca Huacaya identificando genes asociados a la sintesis de fibra y la identificacion
de marcadores microsatélites dentro de estos genes y proponer los genes que podrian
tener un mayor efecto en la calidad dado el complejo proceso de su morfogénesis




2. MARCO TEORICO.
2.1. La alpaca.

Los camélidos son animales pertenecientes al orden Artiodactyla, suborden
Tylopoda y pertenecientes a la familia Camelidae. El antecesor de esta familia se
originé en Norte América durante el Eoceno, con la division de la familia Camelidae en
2 tribus, la tribu Camelini que son los actuales camellos, el dromedario (Camelus
dromedarius), el bactraciano (Camelus bactrianus) y el bactriano salvaje (Camelus
ferus), estos se distribuyen en Eurasia y Africa y la tribu Lamini donde encontramos a
la llama (Lama glama), el guanaco (Lama guanicoe), la vicuna (Vicugna vicugna) y la
alpaca (Vicugna pacos), se distribuyen en el sur de América, (Wheeler, 1995; Wheeler
et al., 2004).

La alpaca es un animal domesticado descendiente de la vicuia, su
domesticacion se produjo en la puna hiumeda de los Andes centrales del Peru hace 6-
7 mil anos atras (Wheeler, 1995; Wheeler, 2004).

2.2. La piel de alpaca.

La piel de alpaca, al igual que en otros mamiferos, esta formada por 3 capas, la
epidermis, la capa mas delgada y externa; la dermis, una capa gruesa € interna y la
hipodermis, una capa de grasa (Bustinza, 2001).

2.2.1. La epidermis.

La epidermis es un tejido formado por células epiteliales estratificadas planas y
ligeramente queratinizadas, dividido en 4 estratos, su espesor puede cambiar segun la
zona cutanea y no siempre se pueden evidenciar los 4 estratos nombrados (Lacolla et
al., 2010).

Estrato basal: Conformado por queratinocitos cubicos o cilindricos (Bustinza, 2001)
de citoplasma claro, con presencia de melanocitos en proporcion de uno de cada 14 a
20 queratinocitos basales (Torres de Jasaui et al., 2007). En esta capa el tipo Suri
posee un menor contenido de grasa comparado con el tipo Huacaya, también a
diferencia que otras especies, la alpaca tiene este estrato mas delgado (Bustinza,
2001).

Estrato espinoso: Conformado por células poliédricas (Bustinza, 2001) dispuestas
en 1 a 2 capas y con apreciacién de desmosomas muy finas (Torres de Jasaui et al.,
2007).




Estrato granuloso: Conformado por una capa muy fina de queratinocitos en forma de
uso con granulaciones basdéfilas (queratohialina, sustancia precursora de la queratina)
y nucleos pictonicos (Torres de Jasaui et al., 2007).

Estrato cérneo: Capa delgada de tejido con escamas coérneas y queratinizado
(Bustinza, 2001), donde los queratinocitos han perdido su ndcleo (Torres de Jasaui et
al., 2007).

2.2.2. La dermis.

De manera general la dermis no presenta caracteristicas diferenciales
apreciables (Lacolla et al, 2010). Esta estd formada por el tejido conectivo,
encontrando en ella fibras de colageno, en esta capa encontramos el foliculo piloso,
las glandulas sebaceas sudoriparas y el musculo erector del pelo.

Esta capa también se divide en 2 capas: la Dermis Superficial Delgada,
conformado por tejido conectivo laxo, células conjuntivas o fibrocitos; a esta capa
también se le llama "lamina propia"”, mientras mas profunda, se hace mas densa, en
esta parte densa encontramos los "nidos foliculares™.La segunda capa es la Dermis
Profunda formada por tejido conectivo denso, en esta zona encontramos los bulbos
pilosos (Bustinza, 2001).

2.2.3. La hipodermis.

La hipodermis estd formada por el tejido conectivo laxo, esta capa ejerce la
funcién de fijar la dermis a los huesos 0 muasculos y cuya caracteristica principal es la
presencia de un alto contenido de células adiposas. En ella se encuentran los
capilares sanguineos los cuales rodean los foliculos, en los camélidos sudamericanos,
estos superan en cantidad a la de los ovinos y cerdos. Una diferencia importante es
gue en el tipo Huacaya encontramos capilares que no llegan a acercarse a los grupos
foliculares sino que terminan a una cierta distancia, lo cual sugiere que la difusién de
sustancias necesarias para éstos seria a través del tejido conectivo, mientras que en
el tipo Suri son mas abundantes y se acercan mas a los grupos foliculares, estas
caracteristicas sugieren que la piel del tipo Suri es semejante a la de los animales de
climas calurosos, lo que es reforzado por su caracteristica de tener un vellén abierto y
su menor resistencia a las condiciones de las zonas altas (Bustinza, 2001).




2.3. El foliculo piloso y su fibra.

El pelo es una caracteristica primaria de los mamiferos y ejerce un amplio
rango de funciones incluyendo la termorregulacion, proteccion fisica, dispersiéon del
sudor, actividad sensorial entre otros. Su estructura consiste en dos partes: el foliculo
piloso y el eje del pelo o fibra.

2.3.1. El foliculo piloso.

El foliculo piloso en general en los mamiferos es un complejo miniérgano de la
piel el cual junto con la glandula sebacea y el musculo erector del pelo forman la
unidad pilosebacea. El foliculo en los mamiferos posee 4 regiones: la zona superior o
infundibulo entre el nivel de la epidermis y la desembocadura de la glandula sebacea,
el itsmo entre la desembocadura de la glandula sebacea y la inserciéon del musculo
erector, es en esta seccion donde se halla la protuberancia o bulge que alberga
células madres, la region suprabulbar entre el musculo erector y el bulbo y la regién
del bulbo por debajo de la insercion del musculo erector (Schneider et al., 2009), en

esta capa se encuentra la matriz pilosa que también contiene células madres.

El foliculo piloso en la alpaca, como otros mamiferos, posee la vaina radicular
externa (ORS, outer root sheath), cuyo extremo profundo dilatado constituye el
bulbo, y la vaina radicular interna (IRS, inner root sheath) (Figura 1). La ORS se
divide en la capa basal y la suprabasal mientras que la IRS se divide en la capa de
Henle, la capa de Huxley y la cuticula. El bulbo contienen la matriz pilosa y
melanocitos, de su regién central superior surge el eje del pelo o fibra (Torres de
Jasaui et al., 2007).

El foliculo piloso pasa por un ciclo de 3 fases, Anagen que es la fase de
crecimiento del epitelio folicular, este periodo es el mas largo, en oveja puede llegar
hasta los 2 anos produciendo ~15 cm de longitud anual y un didmetro de 20 um,
Catagen donde ocurre una apoptosis y regresién de la fase junto con la reduccién de
la papila dérmica y Telégen que es de una inactividad relativa, una fase de reposo
(Torres de Jasaui et al., 2007; Stenn y Paus, 2001).

Este ciclo se repite durante toda la vida y en cada ciclo se genera una fibra
nueva dependiendo de la activacion de las células madres multipotentes epiteliales
pelo-especificas localizadas en la parte inferior del bulbo (Schneider et al., 2009).
Aunque el foliculo piloso es altamente sensitivo a numerosos factores de crecimiento,

citoquinas, neuropéptidos y hormonas que en parte son producidas por el mismo




foliculo, su ciclo es un fenébmeno auténomo ya que es capaz de continuar incluso en

cultivos de foliculos piloso aislados (Stenn y Paus, 2001).

El bulbo del foliculo en la etapa de crecimiento, anagen, contiene la matriz de
queratinocitos y la unidad de pigmentacion, la matriz de queratinocitos contiene células
las cuales migran fuera de la parte inferior del bulbo, son células que proliferan
rapidamente y su numero determina el tamafo del bulbo y el diametro de la fibra
(Stenn y Paus, 2001). Estas células de la matriz proliferan y luego se diferencian,
dando lugar a varias tipos de células de la fibra del pelo y de la IRS, mientras que la
ORS tiene un origen policlonal y muestra un crecimiento regional (Legué y Nicolas,
2005).

En los mamiferos no solo existe un tipo de foliculo, se reconocen por o menos
2 tipos, los foliculos primarios (FP) y los foliculos secundarios (FS). Estos pueden
encontrarse en forma simple o en agrupaciones, en forma simple se encuentran los FP
simples o aislados mientras que en las agrupaciones se puede encontrar a un FP
rodeado por varios FS, a estos ultimos se les llama también nido folicular y son lo FS
los que mayormente forman el vellébn. En ovejas se han identificado un tercer tipo, los
foliculos secundarios derivados (FSD) (Hardy et al., 1956), mientras en alpaca se ha
identificado solo dos tipos clasicos (Bustinza, 2001; Schneider et al., 2009; Lacolla et
al., 2010).

En general todos los camélidos sudamericanos presentan FP simples y nidos
foliculares. En la alpaca los FP estdn acompafnados de una glandula sudoripara
(Bustinza, 2001) mientras que todos los FS desembocan en un infundibulo comun
conjuntamente y se relacionan con la glandula sebacea, la glandula sudoripara y el
musculo erector (Torres de Jasaui et al., 2007; Bustinza, 2001).

En los nidos foliculares de los camélidos sudamericanos el FP tiene una
ubicacidn excéntrica con respecto a los FS que lo acomparan, muchas veces el FP de
los nido son mas grandes que los FS y otras veces todos son de un tamaro similar,
este nido tiene un numero variable de foliculos segun la zona corporal y oscila entre 5
a 50, donde en la cabeza del guanaco y el costillar de la vicuna presentan las mayores
agrupaciones (Lacolla et al., 2010), esta agrupacion de foliculos se compactan y
fusionan (Bustinza, 2001). En la alpaca el FP no esta rodeado completamente de los
FS si no que se encuentra a un lado de ellos (Bustinza, 2001). En todos los camélidos
sudamericanos los FP presentan un diametro mucho mayor que los FS y son los FS




los que determinan el volumen del vellén (Lacolla et al., 2010; Torres de Jasaui et al.,
2007) al igual que en ovejas (Hardy et al., 1956).

En las ovejas Merino tiene una poblacién de foliculos muy alta, de 10 a 100
millones comparado con los 5 millones de foliculos en piel de humanos. Los FP son
los primeros en formarse, esta es una invaginacion de la epidermis que en ovejas
aparecen entre los 50 a 75 dias del feto, seguido de los FS que aparecen entre los 85
a 135 dias del feto, por ultimo se forman los FS ramificados o también llamados FS
derivados (FSD) que se forman a los 105 dias. Esta ramificacién de los FSD determina
la densidad de la poblacién de los foliculos, la mayoria de los foliculos son FSD, un
aproximado del 80% del total ademas que muchas fibras emergen del mismo orificio
de la piel (Hardy et al., 1956).

2.3.2. El eje del pelo: La fibra del pelo.

El eje del pelo o también llamada fibra de pelo se compone de queratinocitos
muertos (tricocitos) los cuales estan compactados en una fibra, esta fibra o eje del pelo
es generada por el foliculo piloso.

La fibra de alpaca, al igual que en otros mamiferos, presenta 3 capas: la

cuticula que es la mas extrema, la corteza y la médula que es la mas interna.

La cuticula presenta células planas poligonales y se sobreponen unas a otras
formando estructuras llamadas escamas. Existen diferencias entre las fibras del tipo
Suri y Huacaya, en el exterior de la cuticula en el tipo Suri las fibras son mas suaves
mientras que en Huacaya son asperas, sus diferencias en las propiedades de friccion
se debe a la conformacion de las células de la cuticula que forman las escamas de la
fibra, a medida que el didmetro aumenta el tamano de las escamas disminuye
(Bustinza, 2001).

La proporcion de la corteza varia segun el diametro de la fibra, las fibras méas
finas en alpacas no presentan médula por lo que la corteza forma méas del 90% de la
masa de la fibra, esta caracteristica es similar a la lana fina de ovinos, mientras que en
las fibras gruesas encontramos las 3 capaz, la médula, la corteza y la cuticula donde
la corteza forma menos del 50% de la masa de la fibra, entre estos dos extremos hay
muchos casos intermedios (Bustinza, 2001).
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Figura 1. Morfologia del foliculo piloso. (A) llustraciéon de los mayores componentes
estructurales en la fase de anagen. (B) llustracion detallada de las partes del foliculo
piloso (figura tomada y modificada de Langbein y Schweizer, 2005).




Una caracteristica aparentemente envuelto en el rizado de la fibra es la
estructura bilateral de la fibra, muchas veces bien definida, la ortocorteza y la
paracorteza (Figura 2). La ortocorteza es la parte convexa o la region exterior que
consiste en un tejido denso de células mientras que la paracorteza es la parte céncava
o regién interior de la curvatura de la fibra que consiste en una densidad menor de
células. En la oveja se ha identificado estas dos estructuras gracias a su tincion con
azul de metileno donde la ortocorteza se tine mas fuertemente que la paracorteza
(Rogers, 1959).

Figura 2. Fotografia de la estructura bilateral en la lana de oveja mostrando la
ortocorteza y la paracorteza (figura tomada de Rogers et al., 2006).

En alpacas si hay una estructura definida en la corteza, en la fibra del tipo
Huacaya que se caracteriza por ser mas rizada que en el tipo Suri, esta bien definida
la region de la ortocorteza y la paracorteza, viéndose una mayor diferenciacion de
estas regiones en las fibras de mayor rizado, esta caracteristica es similar en ovinos,
también en las fibras mas finas y de mayor rizado se observa una mayor
diferenciacién, en las fibras finas (menores a 25 pm) con médula y sin médula, la
estructura entre orto y para son similares, en las fibras medias (entre 25 a 35 pm)
estas regiones se distribuyen de forma variable y menos nitida por la tincién, en las
fibras gruesas (mayores a 40 um) no se distingue bien la region fuertemente tenida, la
ortocorteza (Bustinza, 2001) mientras que en la fibra del tipo Suri que se caracteriza

por ser mas lacias y lustrosas con una superficie suave, tiene una menor afinidad a los




tintes, en las fibras finas no se diferencia bien las regiones orto y para, asi también en
las fibras medias y gruesas no se distingue bien la region tipo orto por lo que se
considera que las fibras en el tipo Suri son mayoritariamente formadas por la
paracorteza (Bustinza, 2001).

La alpaca es uno de los animales con una gran diversidad en colores, tiene 22
coloraciones desde el blanco puro hasta cremas, marrones y negras. El proceso de
coloracién del pelo en los mamiferos es muy conservada, esta es controlada por el tipo
y la cantidad de del pigmento melanina, esté es producido dentro de los melanocitos,
en la organela melanosoma, estas células estan localizados bajo la piel y estan
relacionados con los queratinocitos del pelo. Los melanosomas son transportados
desde los melanocitos hasta los queratinocitos por medio de las protuberancias o
dentritas que existen en los melanocitos. Se distinguen dos tipos de melaninas en los
mamiferos: la eumelanina la cual esta involucrada desde el color negro al marrén y la

feomelanina involucrada desde el color amarillo al rojo.

Al parecer existe una relacion entre el color de la fibra con el tamano del
diametro. Las fibras de color claro en la alpaca presentan un didmetro menor que las
fibras mas oscuras, mientras mas aumenta el tono oscuro en la fibra el diametro tiende
a aumentar y por ende el confort que esta relacionado al didametro disminuye asi
también va acompanado de una disminucién del indice de curvatura (McGregor y
Butler, 2004; Oria et al., 2009).

2.4. Factores no genéticos que influyen en la fibra.

La edad influye mucho en el diametro de la fibra de alpaca, cuando son
menores de un ano de edad, es cuando presentan la fibra mas fina conocido como
“baby alpaca” (de 20 a 23 um), incluso algunas poblaciones tienen un pool genético
que le permite tener una fibra de mejor calidad (menor a 20 uym) considerado como
“royal alpaca” (Tabla 1). La primera esquila es generalmente al afio ya que en esta
etapa es la mas cotizada por su mejor calidad, luego de la primera esquila y conforme
va aumentando su edad, el didmetro de la fibra aumenta considerablemente hasta los
5 afos, luego de ese tiempo aumenta a menor velocidad (Bustinza, 2001). Similares
caracteristicas se encuentran en ovinos y cabras, cuando recién nacen su tasa de
crecimiento de la lana se incrementa hasta 3 0 4 afos después decae y su didametro
aumenta (Summer y Bigham, 1993).
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Tabla 1. Clasificacion de la calidad de fibra de alpaca en el mercado. Segun Norma
Técnica Peruana (NTP 231.301:2004).

Clasificacion Diametro Longitud
Alpaca royal Hasta 21,5 ym 65 mm
Alpaca baby 21,6 2 23,0 ym 65 mm
Alpaca fleece 23,1 a 26,5 um 70 mm
Alpaca médium fleece 26,5 a 29,0 ym 70 mm
Alpaca huarizo 29,1a31,5um 70 mm
Alpaca gruesa Mas de 31,5 ym 70 mm
Alpacacorta e 20 a 50 mm

Respecto al sexo no se ha establecido una relacién clara, algunos indican que
ejerce una diferencia minima en el diametro de la fibra (McGregor y Butler, 2004)
mientras otros no encuentran una relacion (Badajoz, 2007). Una relaciéon en cuanto al
sexo y al clima se observa en puna huimeda, un estudio reporta que en la puna
humeda el diametro entre machos y hembras presentan diferencia significativa (22,5
MM en machos y 22,8 um en hembras) contrario en la puna seca (22,7 ym en machos
y 22,8 um en hembras) que no presenta una diferencia significativa, asi también el
diametro se incrementa mas en la puna seca que en la puna humeda entre la primera
y segunda esquila (Huanca et al., 2007), sin embargo este estudio no determina la
causa directa de la variacion del diametro, lo que muy probablemente se deba a los
diferentes nutrientes en estas dos zonas geogréficas.

La nutricién también juega un rol importante, en ovinos una mejor nutricion da
como resultado un aumento de la longitud y el diametro de la lana (Summer y Bigham,
1993), el diametro de la fibra estd relacionado con el tamafo del bulbo folicular, por
otro lado la longitud de la fibra esta relacionada con el tamano del bulbo folicular, con
la longitud de las células corticales y la proporcion de las células que ingresan a la
propia fibra (Hynd y Masters, 2002), también existe una diferencia entre los ovinos de
fibra fina y gruesa, los ovinos de fibra gruesa son mas susceptibles a la nutricion
comparados con los de fibra fina, esto solo en cuanto a su didametro, en este caso
estas caracteristicas serian dictadas por el genotipo (Hynd y Masters, 2002). Por otro
lado se han comparado alpacas en condiciones deficientes de nutrientes, debajo de
los requerimientos de mantenimiento y con el doble de los requerimientos, se observo

que la produccién de fibra de alpaca es muy sensitiva a la manipulacién nutricional y el

11



efecto de la nutriciéon en el peso de la fibra es mas acentuada en el largo de la fibra
qgue en el diametro, siendo esta ultima no significativa (Russel y Redden, 1997).

2.5. La fibra del pelo y sus principales componentes moleculares.

El estudio de los genes involucrados en la fibra de la lana se vuelve complicado
por la pleiotropia de los genes responsables del fenotipo (Adelson et al., 2004).
Numerosos estudios se han hecho en humanos, ratones y ovejas principalmente, mas

en alpacas u otro cameélido existe muy poca informacion.

Las proteinas queratinas son los mayores componentes del foliculo piloso de
los mamiferos y son responsables de la mayoria de las propiedades estructurales.
Estas se dividen en 2 tipos, los filamentos intermedios de queratinas (KIFs) y las
proteinas asociadas a queratinas (KAPs) las cuales estdn ampliamente estudiadas
(Rogers, 2004).

2.5.1. Los filamentos intermedios de queratinas (KIFs) y las proteinas asociadas
a queratinas (KAPs).

Las queratinas estan presentes en dos tipos de los filamentos intermedios
(IFs), los IF de tipo |y tipo Il, sin embargo dentro de la fibra del foliculo, solo se
expresan algunas las cuales en este estudio se las nombrard como KIFs relacionados
al pelo o fibra, hKIF (hair keratin intemediate filament) (Tabla 2). En humanos esta bien
estudiado y se conocen 17 genes de queratinas del foliculo, 11 del tipo | y 6 del tipo I,
en ovejas, en los ultimos anos, se han identificado mas queratinas, llegando a igualar
en ndmero al de los humanos, 17 genes de queratinas, 10 del tipo | 'y 7 del tipo Il, el
gen KRT37 solo se ha identificado en humanos mientras que el KRT87 solo en oveja
lo que muestra genes especie-especificas (Yu et al, 2011). Esta familia es muy

conservada en los mamiferos.

Tabla 2. Clasificacion de los genes de queratinas de los mamiferos. Las proteinas son
designadas como una K seguida del nimero correspondiente, mientras que los genes
como KRT (Schweizer et al., 2006).

Ubicacion IF tipo | IF tipo Il
KRT1 - KRT5
KRT9, KRT10
KRT6a — KRTé6c
Epiteliales KRT12 - KRT20
KRT7, KRT8
KRT23 - KRT25
KRT71 - K80
Fibra del foliculo KRT31, KRT32 KRT81 — KRT85
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KRT33a, KRT33b KRT86, KRT87
KRT34 — KRT40

Por otro lado las proteinas asociadas a queratinas (KAPs) son mucho mas
numerosas (Tabla 3), dividiéndose en 3 grupos, las proteinas que contienen entre 35 a
60 mol% de glicina y tirosina nombradas como proteinas ricas en glicina y tirosina
(HGT, high glycine-tyrosine proteins), las proteinas ricas en sulfuro (HS, high sulphur
proteins) las cuales contienen menos de 30 mol% de cisteina y las ultra ricas en
sulfuro que contienen valores mayores a 30 mol% de cisteina (UHS, ultra-high sulphur
proteins). Estas proteinas han sido puestas en 27 familias y a su vez estan
subdivididas, por ejemplo la familia KAP18 de humanos se divide en 12 miembros
(KAP18-1 hasta KAP18-12) (Gong et al., 2012). Se han identificado mas de 100 KAPs
en los mamiferos, en humanos se han identificado 89 KAPs funcionales puestos en 25
familias mientras que en oveja se han identificado tan solo 13 KAPs en 7 familias.

La expresion de las KAPs solo se han encontrado en células del foliculo piloso
envueltas en la matriz proliferativa del bulbo la cual da la formacion a la fibra y también
se encontré en las células de la corteza y la cuticula, ademas la mayoria de estas
proteinas presentan polimorfismos (Rogers, 2004). Los genes se representan por
KRTAP (Gong et al., 2012).

Tabla 3. Clasificacion de los genes codificantes de las proteinas asociadas a
queratinas en mamiferos (Gong et al., 2012).

Grupo Familia
KRTAP1 — KRTAPS3,
HS KRTAP10 — KRTAP16,

KRTAP23 — KRTAP27
KRTAP4, KRTAPS,
KRTAPY9, KRTAP17
KRTAP6 — KRTAPS,

KRTAP19 — KRTAP22

USH

HGT

En la lana de oveja se ha observado que tipo de queratinas y donde empiezan
a expresarse en las diferentes capas de la fibra (Figura 3), habiendo una alta
expresion de los genes KRT34 y KRT36 en la médula (Yu et al., 2011), mientras que
en los humanos los genes KRT33A, KRT33B, KRT34, KRT36, KRT37y KRT81 son
las que mas se expresan en la médula (Langbein y Schweizer, 2005). En general el

patron de expresion de las queratinas es muy similar en ovejas y humanos, no solo en
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los tipos de queratinas que se expresan en cada capa de su estructura si no en el
lugar donde empieza a expresarse.

Type | Wool fibre Type I
—a - =
wl-l v - a1 v |Hlw
z|o| ¢ |2 o4 Medulla | Q Bl x [O|x
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Figura 3. Diagrama de la expresion de las queratinas en el foliculo de la lana de oveja.
La posicién de los nombres indica el lugar de inicio de su expresion. ORS, vaina
radicular externa; CL, capa acompanante; IRS, vaina radicular interna; He; Capa de
Henle; Hu, capa de Huxley; Icu, cuticula de la IRS; Fcu, cuticula de la fibra; CO,
corteza; DP, papila dermica; GM, matriz germinativo (figura tomada de Yu et al., 2011).

En la estructura bilateral orto-para, la organizacion de las queratinas es
diferente en los dos tipos de células e indican que son el producto de dos vias
diferentes, se conoce que la expresion de HGT son relativamente mas altas en la
ortocorteza que en la paracorteza, mientras que las HS y UHS se expresan un poco
mas en la paracorteza (Figura 4) sin embargo la funciéon que ejerce esta estructura

bilateral sobre la curvatura todavia no es clara ya que en ovejas no Merinos, que
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producen una fibra mas gruesa mayor a 20 uym, esta ausente o menos desarrollada y
en humanos esta ausente (Rogers, 2004; Rogers, 2006).

_-Ortocorteza -
THGT-KAP
L HS-KAP
LUHS-KAP

__Paracorteza-.
T HS-KAP
TUHS-KAP
IHGT-KAP

Figura 4. Diagrama transversal de la fibra de lana de la oveja, mostrando la
distribucion de las KAPs en la orto y paracorteza. En la ortocorteza hay una mayor
expresion de las KAPs ricas en glicina y tirosina (HGT) mientras que en la paracorteza
hay una mayor expresién de las KAPs ricas en sulfuro (HS y UHS).

2.6. Aspectos moleculares de la morfogénesis del foliculo piloso.

El foliculo piloso tiene dos tipos de células, las células de la papila dérmica, las
cuales derivan del mesénquima y las células epiteliales de la vaina dérmica y de la
fibra del pelo, derivadas de la superficie del epitelio. El prerrequisito para el desarrollo
del foliculo piloso es la comunicacion molecular epidermis-dermis. El desarrollo del
foliculo empieza durante la embriogénesis y requiere de sefales entre las células
dérmicas mesenquimales y las células epiteliales superficiales (Figura 5), los cuales
causan cambios en los dos tipos de células, resultando en la diferenciacion de la fibra
del pelo, las vainas de la raiz y la papila dérmica (Hardy, 1992).

La primera sefnal surge de la dermis causando la formacion de la placoda en
las células epiteliales, por lo que se le llama "Primera Sefal Dérmica" y genera el
mensaje "hacer una placoda” o apéndice. Posteriormente se genera una "Senhal
Epitelial” de la placoda la cual forma una agrupacion de células subyacentes en las
células mesenquimales formando un condensado dérmico lo que seré el brote del
foliculo, por lo que el mensaje es "hacer una papila dérmica”; |la "Segunda Sehal
Dérmica" es trasmitida desde la papila dérmica hacia las células epiteliales
adyacentes de la matriz germinativa, causando la proliferacién de las células
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epiteliales de la placoda e invaginandose hacia la dermis, por lo que el mensaje sera
"hacer un foliculo piloso"”, las células hijas de la matriz posteriormente se mueven
hacia arriba del foliculo diferencidndose en lo que sera la vaina radicular interna (IRS,
inner root sheath), luego hay una queratinizacion interna que emerge con 3 capas, la
cuticula, la corteza y la medula (Hardy, 1992).

Una serie de interacciones moleculares ocurren durante estas sefales. Esas
sefales que lo controlan incluyen proteinas secretadas por la via WNT/Wingless, la via
de Sonic Hedgehog (SHH) (Figura 6) y miembros de la familia BMP (proteina
morfogénica 6sea), TGF-B (factor de crecimiento transformante B), FGF (factor de
crecimiento de fibroblasto) y TNF (factor de necrosis tumoral) (Schneider et al., 2009).
Algunas sefales promueven el desarrollo folicular (sefiales Wnt, FGF) mientras otras
lo inhiben (sefales BMP) (Millar, 2002).

Primera Senal . ci o Segunda Seial
S ——— Seiial Epitelial S ——
LA = g, o> — -
'....... .‘-.'.... ... ﬁ..:.. ) ® ) *
= = - ® e ® .. * e .. e - = - + -
2 .
Promotores e Diferenciacion
Hacer una o Hacer una Hacer un
lacoda inhibedss apila dérmica foliculo piloso delIRSyla
P de la placoda pap P fibra del pelo

Figura 5. Morfogénesis del foliculo piloso, mostrando las senales dermal-epiteliales. La
Primera Senal Dermal inicia la formacion de la placoda, donde van a interactuar genes
que van a promover e inhibir su formacién. En respuesta hay una Senal Epitelial la
cual inicia la formacién de la papila dérmica. En la Segunda Sefial Dermal se inicia la
formacion del foliculo piloso, posteriormente hay una migracién y diferenciacion celular
en la cual se van a formar la vaina radicular interna (IRS) y la fibra del pelo (figura
tomada y modificada de Reddy et al., 2001).

En la Primera Sefal Dérmica existe una competencia entre los promotores e
inhibidores. Esta envuelve la activacion de la sefial EDA/EDAR (molécula relacionada
al factor de necrosis tumoral y su receptor) en el epitelio seguido de la sefal epitelial
WNT vy la posterior activacién de la sefial BMP, donde la activacion de EDA/EDAR y
WNT promueve la formacion de la placoda, mientras que la sefial BMP la reprime, la
sefal FGF y TGF-B2 también la promueven su formacién (Millar, 2002).
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La via de sefalizacion WNT es una de las mas importantes vias requeridas
para la organogénesis embrionaria, la mutacién de los genes WNT causan serios
cambios fenotipicos y esta involucrado a la génesis del cancer. Existen 3 vias de
WNT, la via Wnt/Ca®* el cual involucra la activacién de la fosforilaza C (PLC) y
conduce a una elevada expresioén de los niveles de Ca* y la activacién de la proteina
quinasa C (Kuhl et al., 2000), la via de Wnt/PCP (planar cell polarity) que actua a
través de las proteinas GTPasas como RhoA y Rac y activa la quinasa c-Jun amino-
terminal (JNK, c-Jun amino-terminal kinase) (Peifer y McEwen, 2002) y la via WNT/B-
catenina (o Candnica WNT), la mas estudiada, involucrada con regulacion de la
estabilizacién y la expresion de la B-catenina la cual participa en un complejo co-
activador en el nucleo con factores de transcripcion de la familia LEF/TCF y otras para
regular la expresion (Cadigan y Nuse, 1997, Cadigan y Liu, 2006, Willert y Jones,
2006)

Normalmente la -catenina se degrada rapidamente en el citoplasma, pero
cuando se activa la via canénica WNT gracias a su interaccién con miembros de la
familia de receptores Frizzled (FZD) y los coreceptores LRP (Low-density lipoprotein
receptor-related protein) inhibe su degradacién (Millar, 2002). La activacion de esta via
ocurre en varios procesos de organogenesis y ocurre también en la Primera Sefal
Dérmica, esta activaciéon resulta en la fosforilacién de LRP y la inactivacién de la
GSKS3-B (Glycogen synthase kinase three beta) responsable de la fosforilacion de la B-
catenina para su degradacion, por lo que se acumula en el citoplasma y pasa hacia el
nucleo donde forma complejos activos con miembros de la familia de factores de
transcripcién LEF/TCF (lymphoid enhancer-binding factor/T cell factor) lo que conduce
a modular muchos genes que se involucran al ciclo y a la proliferacién celular (Millar,
2002; Andl et al., 2002; Filipovich, 2011).

La via WNT/B-catenina es esencial en la formacién del foliculo piloso, envuelto
en diferentes estados de la morfogénesis incluyendo la formacion de la placoda,
condensacién del mesenquima, diferenciacion del eje del pelo hasta las fases de su
ciclo (Millar 2002), no solo la activacion de esta via sino también la disminucion de su
expresion es esencial para el éxito de la morfogénesis del pelo (Narhi, 2008). Esta
sefal es requerida para la iniciacion de la formacién de todos los tipos de foliculos
pilosos, la Primera Sefal Dermal (Andl et al., 2002). Las células madres progenitoras
en la matriz del foliculo son las que mantienen activa la via WNT y la estabilizacién de
la B-catenina durante la fase de anagen, mientras que en la matriz de la precorteza
inhiben la proliferacidn e inician la diferenciacién terminal (Schneider et al., 2009).
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La proteina Dkk1 (proteina relacionada a Dickkopf) es un potente inhibidor de
esta via, inhibe los coreceptores LRP requeridos para la activacion de la via Wnt/B-
catenina. La expresion ectopica de Dkk1 en la piel de ratones transgénicos bloquearon
la formacién de la placoda antes de la sefial de diferenciacién, indicando que esta
sefal precede y es requerida para la activacion de otros reguladores para el desarrollo
del foliculo piloso (Andl et al., 2002) mientras que la expresion forzada de la B-catenina
resulta en una acelerada y excesiva formacion de la placoda, en la cual se observa
que se estimula las proteinas BMP. La actividad de la via WNT/B-catenina en el
epitelio causa una disminucion de la expresion de la misma via en el mesenquima la
cual induce, directa o indirectamente, a la expresion de algunos genes de la familia
BMP, por lo que las vias WNT/B-catenina y BMP podrian estar envueltas en el correcto
espaciado del foliculo piloso (Nérhi et al., 2008).

Hay que notar que la maquinaria disefiada para la formacién del foliculo piloso
en mamiferos difiere en algunos aspectos a la maquinaria para la formacién de los
foliculos de la vibrisa, por ejemplo el factor de transcripcién Lef1 es esencial para la
iniciacion del foliculo de la vibrisa en raton mientras que no lo es para la formacion del
foliculo piloso, lo que sugiere que la via Wnt/B-catenina es requerida en diferentes
estados en el desarrollo del foliculo piloso y el foliculo de la vibrisa (Millar, 2002).

Otra via de sefalizacién importante es la SHH. A diferencia de la via WNT/B-
catenina, la via SHH no es esencial para la iniciacion del desarrollo del foliculo, pues
su expresion se da en fases posteriores donde su expresion es esencial para la
regulacién de la proliferacion folicular y formacion de la papila dérmica (St-Jacques et
al., 1998).

En ausencia de la via SHH, su receptor Patched1 (PTC1) inhibe la actividad de
Smoothened (SMO) y los factores de transcripcién GLI son fosforiladas por la proteina
kinasa A (PKA) por lo que se inhibe su activacién. En presencia de SHH, la PTC1 se
desliga de SMO, la activacién de SMO permite inhibir la fosforilizacion de la familia de
transcripcién GLI, las proteinas GLI1 y GLI2. La actividad de los factores de
transcripcién GLI es también regulada por la inhibicion de SHH, cuando se activan las
proteinas GLI uno de sus blancos es la transcripcion de PTC1, en cual, cuando esta
sobreexpresado, atenua la respuesta de SHH previniendo la interaccién entre SSH y
su receptor PTC1 (Ruiz i Altaba et al., 2002; Dorsam y Gutkind, 2007).
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Una de las fases de crecimiento mas importantes es la anagen, donde parte de
su regulacién ocurre a través de la regulacién de la acumulacion del factor de
transcripcién GLI. El efecto de la via SHH en las células multipotentes epiteliales en la
piel son controladas por dos caminos: restringiendo cuando y donde la sefal es
enviada y permitiendo la recepcién de la sefnal solo en etapas particulares del ciclo de
vida del foliculo. PTC1, GLI1, GLI2 y GLI3 se acumulan en la papila dérmica en la
anagen, la expresion de estos genes sirven como indicadores para ver si la via SHH
se ha activado, en la catagen la expresion de estos decrece mientras que en la telogen
no se ha detectado (Oro y Hoggins, 2003). Parte de la regulacion de la via SHH es
gracias a la via WNT/B-catenina, ya que la expresion de SHH en el foliculo piloso esta
regulada por algunos miembros de la via WNT/B-catenina (Reddy et al., 2001).

Figura 6. Esquema de las vias de sefalizacion WNT y SHH. (A) En la ausencia de la
via WNT, la B-catenina es fosforilada y degradada por un complejo de proteinas. Con
la activacion de la via WNT, la maquinaria de degradacioén es inhibida y la B-catenina
es transportada al ndcleo donde forma un complejo de transcripcion con factores
ligantes al DNA. (B) En ausencia de la via SHH, la actividad de SMO (Smoothened) es
inhibida por accién del receptor de la via SHH, Patched1 (PTC1). Con la activacion de
la via SHH, se activa el SMO y se transcriben genes incluyendo PTC1 y GLI1 (figura
tomada de Millar, 2002).
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2.7. Los microsatélites en las regiones codificantes.

Los microsatélites o repeticiones de secuencias simple (SSR) son motivos de 1
a 6 nucleodtidos, distribucién en el genoma no es aleatoria, probablemente por sus
efectos en la organizacion de la cromatina, regulacion de la actividad génica,
recombinacién, DNA replicacién, ciclo celular, sistema de reparacion mismatch (MMR),
pudiendo proveer una ventaja evolutiva para la rapida adaptacion en nuevos
ambientes (Li et al., 2002, Li et al., 2004). La frecuencia con que se presentan estas
repeticiones en las regiones codificantes parece esta limitado para que no se
interrumpa el marco de lectura ya que en los diferentes mamiferos el motivo mas
presente son los tripletes (Wren et al., 2000). La frecuencia con la que se encuentran
los tripletes en las regiones codificantes es el doble con las que se encuentran en los
intrones y las regiones intergénicas, excepto en el cromosoma Y (Subramanian et al.,
2003).

El efecto de los SSR en las regiones codificantes ha sido ampliamente
estudiado en las enfermedades, la expansién y contraccion de estas repeticiones son
criticas para la actividad génica, enfermedades como en Huntington, atrofia dentato-
rubro-palido-luisiana, atrofia muscular espinobulbar y ataxia espinocerebelosa todas
son causadas por la expansién del codon CAG codificante para el aminoacido
glutamina. Se ha encontrado que muchos cancer son causados por la inactivacién de
algunos genes MMR (hMSH2; hMLH1, hMSH®6) esto ocurre por el cambio de lectura
causado por (A), en los exones (Duval et al., 2002).

En la gran familia de las KAPs se ha observado que son proteinas muy
polimérficas, principalmente causado por un numero variable de regiones ricas en
cisteina (Shimomura et al., 2005), las frecuencias alélicas de algunos miembros de las
KAP1 y KAP4 muestran alelos polimoérficos especificos para algunas poblaciones
humanas (Shimomura et al., 2002; Shimomura et al., 2005). Asi también en algunas
queratinas presentan polimorfismos, por ejemplo la K10 presenta un codén polimorfico
(GGC), que codifica la glicina, donde se reconocen variaciones de 114 nucle6tidos o
38 aminoacidos (Korge et al., 1992). Solo los genes KRTAP6 y KRTP8, muestran
alelos que los han asociado al tamafio del diametro en la lana de ovejas (Parsons et
al., 1994b).

La busqueda de marcadores SSR en regiones codificantes es una gran
herramienta que permitira hacer estudios para ver si existe una relaciéon entre los

genes que estan involucrados a la formacién de la fibra y sus polimorfismos.
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2. 8. Marcadores de secuencias expresadas (EST).

Uno de las formas para estudiar que genes estan involucrados en determinada
caracteristica y/o respuesta en un eucarionte es mediante el estudio de todo el
conjunto de genes que estan codificando proteinas en determinado momento y tejido,
esto es el transcriptoma (el ARN mensajero). En organismos no modelos, como es el
caso de la alpaca, el estudio de trancriptomas resulta un método rapido y barato
comparado con el secuenciamiento de genomas, que es muy caro y demasiado
laborioso, sobre todo en organismos con un genoma grande, como plantas superiores,
peces, aves y mamiferos quienes tienen un baja densidad de genes a comparacion de
los procariotas (Nielsen, 2011).

En este aspecto existen varios métodos para analizar el trancriptoma, uno de
los métodos son la generacién de Marcadores de Secuencias Expresadas (EST),
estas son lecturas de fragmentos de secuencia de ARNm derivados de un solo paso
de secuenciacién generado de librerias de clones aleatorios de ADN complementario
(ADNCc), estos representan una porcion expresada del genoma, importante para
identificar genes con funciébn conocida, genes nuevos y nuevas variantes de

transcriptos por splicing alternativo (Parkinson, 2009).

El proceso para generar una libreria de ESTs empieza con la purificacion de
ARNm vy luego transformado a ADN complementario (ADNc), insertandose en un
vector para generar la libreria de ADNc; clones individuales son seleccionados
aleatoriamente y pasados por un paso de secuenciacion obteniéndose la secuencia en
dato crudo que se puede analizar por computadora. El resultado se analiza con varios
pasos, analizando la calidad de cada secuencia, enmascaramiento de la cola poli-A,
un minimo de longitud y posteriormente subirlo a alguna base de datos, como la del
NCBI (National Center of Biotechnology Information) este ultimo es el mas utilizado,
después de este primer proceso del dato crudo de secuenciamiento se procede a
reconstruir el mMRNA, un paso llamado ensamblaje de ESTs, cuyo objetivo es reducir la
redundancia de secuencias y obtener la mayor longitud del mRNA, después una
busqueda de homologias y su anotacién funcional (Parkinson, 2009).

Actualmente se tiene una vasta informacién sobre los factores tanto
morfoldgico, citolégico como moleculares sin embargo este conocimiento estd més
estudiado en humanos y en menor grado en otros organismos modelos como las
ovejas, ratones y otras especies de importancia para el hombre. En organismos no

modelos como las alpacas se tiene un conocimiento tanto morfolégicamente como
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citolégicamente de algunas caracteristicas de la fibra, sin embargo casi nada se sabe

sobre los factores moleculares que estan involucrados.

Los estudios referentes a los genes que estan involucrados al desarrollo de la
fibra del pelo en diversos organismos se encuentran en aumento, en los ultimos anos
se han descubierto nuevos alelos en diferentes organismos y se han descubierto
nuevas funciones por lo que se ha re-anotado nuevos genes y proteinas, esto favorece
a los nuevos andlisis in silico ya que se cuenta con una mayor informacion en las

bases de datos para la comparacion.

En los resultados se reconocieron los transcriptos que estan involucrados con
la sintesis de la fibra en piel de alpaca asi también se detectaron marcadores SSR-
ESTs en estos genes para que futuras investigaciones puedan determinar si estas
tienen un rol importante para algunas caracteristicas de la fibra como son su diametro
o longitud, asi también estos marcadores podran transferirse a otras especies
cercanas como la vicuna para poder hacer estudios de comparacién entre las

diferentes caracteristicas de las fibras.

22



3. HIPOTESIS
Hipoétesis.

En la libreria de ESTs de piel de alpaca se puede asignar de manera in silico
nuevas funciones y caracterizar marcadores SSR asociados a la sintesis de fibra a
través de la comparacién de bases de datos del NCBI de nucleétidos, proteinas y del
Gene Ontology.

Hipétesis nula.

En la libreria de ESTs de piel de alpaca no se puede asignar de manera in
silico nuevas funciones y caracterizar marcadores SSR asociados a la sintesis de fibra
a través de la comparacion de bases de datos del NCBI de nucleétidos, proteinas y del
Gene Ontology.

4. OBJETIVOS
Objetivo general:

Reconocer transcriptos asociados a la sintesis de fibra a través de diferentes
bases de datos y caracterizar marcadores EST-SSR en los genes asociados a la
sintesis de fibra de alpaca.

23



5. MATERIALES Y METODOS
5.1. Materiales.

La libreria de ESTs utilizada fue extraida de la base de datos del Centro
Nacional para la Informacion Biotecnoldgica (National Center for Biotechnology
Information, NCBI), pertenecientes a la piel de la region del cuello, donde se encuentra
gran densidad folicular, de una alpaca hembra blanca del tipo Huacaya de 3 afios de
edad de una granja de la Universidad de Agricultura de Shanxi (Shanxi, China)
publicados por Fan et al., 2011. Se extrajeron todos los ESTs de alpaca obteniendo un
total de 7286 secuencias (Tabla 4). Las secuencias escogidas del NCBI se encuentran
preprocesadas, es decir que fueron eliminadas las secuencias del vector vy
enmascaradas las zonas de baja calidad y repetitivas, por lo que no se tuvo que hacer
estos pasos y se procedié a ensamblar las secuencias. Toda la metodologia se realiz6
en el sistema operativo GNU/Linux en una computadora con caracteristicas de corei7
de 16 GB de memoria RAM.

Tabla 4. Nomero de ESTs de piel de cuello de alpaca huacaya hembra blanca usados
en el presente estudio extraidas de la base de datos del NCBI. (Fan et al., 2011).

Numero de Accesion NUmero de secuencias
EH218976-EH219025 50
ES263542-ES263641 100
ES444048-ES444167 120
ES605553-ES605692 140
ES608886-ES609085 200
ES768454-ES768853 400
EV254357-EV254756 400
EV552651-EV554902 2252
EX159842-EX162087 2246
EX656048-EX656750 703
EY413719-EY414393 675
Total 7286

24



5.1. Métodos.

Para determinar las funciones de los genes de mas interés, el ranking de
expresion o genes mas expresados y la busqueda de microsatélites dentro de los
genes (EST-SSR) se siguié la siguiente metodologia: se ensamblaron las secuencias
ESTs para reducir la redundancia y obtener la mayor longitud del ARNm, secuencia
llamada unigen, a partir de este paso se pudo determinar la distribucién de ESTs en
cada unigen y determinar un ranking de expresion, asi también se hizo la busqueda de
funciones, comenzando con la busqueda de homologias en la base de datos del NCBI
y posteriormente en la base de datos del Gene Ontology, teniendo una lista de todos
los genes con lo que fue posible identificar los genes de interés, por ultimo se
identificaron microsatélites (SSR) en todos los unigenes por lo que se pudo identificar
que genes de interés tenian marcadores EST-SSR (Figura 7).

Libreria de ESTs

!

Ensamblamiento
de ESTs

!

Busqueda de
Homologia

!

Distribucion de EST Anotacion Bisqueda de

en los Unigenes de Unigenes repeticiones

Ranking de /' EST-SSR

Expresion Cionion do Sitaron de interés

Figura 7. Diagrama de flujo. Mostrando al final los genes mas expresados, los genes
de interés y los marcadores EST-SSR.




5.2. Ensamblaje de los ESTs.

Con el objetivo de reducir la redundancia en las librerias de ESTs y obtener la
mayor longitud de los mMRNA, los ESTs fueron ensamblados con el programa CAP3
(Huang y Madan, 1999). El ensamblaje fue hecho tomando en cuenta que el
alineamiento tenga como minimo 50 bp como longitud de sobrelape y un 80% minimo
de similaridad del sobrelape.

El resultado de los 7286 ESTs gener6 contigs (ESTs que han sobrelapado en
una regién) y singletons (ESTs que no sobrelapan con ningun otro EST). Estas
secuencias, contigs mas los singletons, forman en conjunto los unigenes. Este
conjunto de unigenes solo se trabajé con las secuencias que tenian una longitud
mayor o igual a 100 bp ya que la longitud de las secuencias es importante para hallar
una buena homologia en las bases de datos. Para este objetivo se disefié un pequefo
script por el intérprete de comandos de linea Bourne Again SHell (BASH) que a su vez
utiliza otros 2 scripts escritos en PERL "get fasta_stats.pl" y "extract fasta.pl"

(http://www.genome.ou.edu/informatics.html); el primero ve las estadisticas de cada

secuencia, entre ellas la longitud y el segundo permite extraer las secuencias
deseadas.

5.3. Distribucion de los ESTs en los Unigenes.

Obtenidos los Unigenes mayores o iguales a 100 pb se procedié a tener un
perfil de la expresidén en el tejido para conocer cuantos mRNA estan expresandose
mayoritariamente Esto se puede saber debido al numero de EST ensamblados en
cada Unigen, asi cada Unigen nos da una idea de la expresion de cada mRNA. Para
esto se hizo un cuadro representativo de la distribucién de los EST en los Unigenes,
se disend un script en BASH el cual toma el archivo del resultado del CAP3 en el
ensamblamiento para tener una lista de las distribuciones de los ESTs en los Contigs.

5.4. Homologia en la base de datos.

Se descargd toda la Base de Datos de Nucledtidos y Proteinas del NCBI. Se
buscé la homologia por medio de los programas BLASTN y BLASTX de manera local,
con un E-value maximo de 1e*° y 1e° respectivamente, y entre los hits reconocidos

que se seleccionen como maximo a los 40 primeros hits.

El tamafo de las bases de datos de nucleétidos y proteinas del NCBI no es
igual, por lo que en las 2 hay informaciéon que no es compartida. La base de datos de
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nucleétidos es mucho mas grande que el de las proteinas y muchos de los genes
involucrados en la fibra solo se conoce su mMRNA, muchas veces incompleto, por lo
que los resultados de la comparacién entre estas 2 bases de datos son importantes.

5.5. Anotacion de Secuencias.

El Proyecto Ontologia Génica (The Gene Ontology, GO) provee una
clasificacién y vocabulario estructurado y controlado de muchos dominios para la
biologia molecular y celular, los cuales describen la funcién del gen y las relaciones
entre ellos. Es una poderosa herramienta para anotar y analizar las funciones de un
gran numero de genes y producto, su base de datos (GO Database) provee tres
ontolégias, funcién molecular, proceso biolégico y componente celular. Estos
representan el primer nivel GO, cada una subdividida lo que representaria el segundo
nivel y estas siguen subdividiendose, lo que nos permite representar desde lo mas
general hasta lo mas especifico usando términos de la ontologia. (Gene Ontology
Consortium 2004)

Para su anotacion y clasificacion se utilizé el programa Blast2GO (Conesa et
al., 2005) por los pardametros por defecto. Se utilizé el resultado de la comparacion
contra la base de datos de proteinas con el BLASTX, se mapeéd cada hit en su base de
datos y anot6 la funciébn mas aceptada, también permite generar un diagrama con la
distribucion de las funciones. Posteriormente el analisis de los gréaficos se hizo a un
segundo nivel GO.

Ademas de la anotacion por comparacion con la base de datos del GO, que es
una anotacion automatica, se realizd6 una anotacion curada manualmente de los
unigenes que no se identificaron en esta base de datos. Muchas de estas secuencias
no identificadas en la base de datos del GO fueron identificadas en la base de datos
de nucleétidos y proteinas. En el paso anterior, la busqueda de homologias, se
generaron dos listas, una de la comparacion contra la base de datos de nucleétidos y
otra contra la base de datos de proteinas, los unigenes que no fueron reconocidos en
la base de datos del GO fueron separados y solo se conservaron los que fueron
similares con secuencias de referencia (RefSeq), estas son secuencias curadas
depositadas en el NCBI, separadas en dos bases de datos curados, RefSeq de

transcriptos y RefSeq de proteinas.

Primero se observé qué unigenes no fueron reconocidos por el la base de
datos del GO, luego se separaron y se observd quienes hicieron hit con las SeqRef de
proteinas y que tenian una identidad del 70%, posteriormente los unigenes que no
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fueron reconocidos en la RefSeq de proteinas, fueron identificados quienes hicieron hit
con la RefSeq de transcriptos y con un 90% de identidad.

5.6. Busqueda de microsatélites.

La busqueda de microsatélites o SSR se realiz6 mediante el script en perl
MISA (Thiel et al., 2003). La busqueda se hizo dentro de los Unigenes mayores de 100
pb y se utilizé los siguientes parametros: un minimo de 7 repeticiones para los
dinucledtidos y un minimo 3 repeticiones para los trinucleétidos, tretranucleétidos,
pentanucleétidos y hexanucleétidos segun Bakhtiarizadeh et al., 2012 y Chen et al.,
2015. Los resultados dieron una lista de las secuencias identificadas con
microsatélites luego esta se compar6 con los resultados de la lista de distribucion de
ESTs en los unigenes y los resultados de la busqueda de funciones.
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6. RESULTADOS.
6.1. Ensamblaje de los ESTs.

Inicialmente la libreria de ESTs contenia un nimero de 7286 secuencias, los
cuales tenian una longitud entre 30 a 1080 pb en donde el 78% de las secuencias
(5677 ESTSs) tienen una longitud entre 100 y 300 pb, teniendo un promedio de 271 pb
(Figura 8).

Se ensamblaron 5842 ESTs en 1188 contigs y 1444 singletons. Estos contigs y
singletons forman juntos los 2632 unigenes (Tabla 5), indicando que la redundancia en
la libreria (nUmero de ESTs ensamblados sobre el total de ESTs) fue del 80%. Cada
uno de los unigenes puede representar diferentes transcriptos de un mismo mRNA.

Los unigenes tienen una longitud entre 30 a 1694 pb, donde los contigs poseen
en promedio una longitud mucho mayor (~325 bp) que los singletons (~275 bp) (Figura
9). La longitud de las secuencias es importante para hallar una buena homologia en
las bases de datos, por lo que solo se trabajé con los unigenes que tenian una longitud
mayor o igual a 100 pb, un total de 2428 unigenes. El 70% de las secuencias (1831
unigenes) tuvieron una longitud entre 100 a 300 pb.

En los contigs se encontraron 5 secuencias con una longitud mayor a 1000 pb,
donde la secuencia de mayor longitud (1694 pb) es también el segundo contigs con
mas ESTs, por lo que es una de los transcriptos mas expresados.
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Figura 9. Distribucién de las longitudes de las secuencias ensambladas de alpaca.
Contigs representados en azul y los singletons en rojo.

Tabla 5. Numero de ESTs generados por el ensamblaje de secuencias de alpaca. Se
trabaj6 solo con las secuencias de longitud mayores a 100 pb.

Numero de secuencias Numero de secuencias

totales mayores/iguales a 100 pb
Contigs 1188 1167
Singletons 1444 1261
Unigenes 2632 2428
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6.2. Distribucién de los ESTs en los Unigenes.

La gran mayoria de unigenes estan conformadas por pocos ESTs, el 51,9 %
estd4 formado por un solo ESTs (singletons), el 22,6 % por 2 ESTs y 5 Unigenes
contienen mas de 100 ESTs (Figura 10).
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Figura 10. Distribucion de los ESTs dentro de los Unigenes.

Una relacion entre los 2428 unigenes o posibles tipos de mRNA y los 7286
ESTs o copias de cada mRNA muestra que solo el 10% de los tipos de mRNA
representa el 50% del total de copias (Figura 11). Confirma la buena calidad de la
libreria de ESTs de piel de alpaca debido a que esto es lo que sucede normalmente en
la célula, donde la mayoria del total de mRNA en mamiferos esta representado por tan
solo unos pocos tipos de mRNA (Perdew et al., 2006, Parkinson 2009).
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Figura 11. Relacién entre los tipos de mRNA o unigenes con la cantidad de copias del
mRNA total o ESTs.

6.3. Homologia en las bases de datos.

Se realizd la busqueda en las bases de datos del NCBI de nucleotidos y
proteinas, de los 2428 Unigenes, 1666 (~69%) fueron reconocidas. 1660 unigenes
fueron reconocidas solo en la base de datos de nucleétidos, con una identidad minina
de 74%, y 637 solo en la de proteinas, con una identidad minina de 42%, 631 fueron
reconocidas tanto por ambas bases (Tabla 6).

La gran mayoria de secuencias, tanto en los contigs como los singletons,
fueron reconocidas en las bases de datos, en los contigs el 71% de fue reconocido
(830 secuencias) mientras en los singletons lo fue el 66% (836 secuencias) donde mas
del 50% en ambos casos tienen una longitud entre 200 y 400 bp (Figura 12).

Tabla 6. Numero de hits en las bases de datos (BD) de nucleétidos y proteinas del
NCBI.

Base de datos Unigenes
Reconocidas en las BD 1666
Reconocidas solo en la BD de Nucle6tidos 1660
Reconocidas solo en la BD de Proteinas 637
Reconocidas en ambas bases de datos 631
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Figura 12. Distribucién de las longitudes de los Unigenes con hits y sin hits en las
bases de datos de nucleétidos y proteinas.

6.4. Anotacion de secuencias.

Los resultados de la busqueda de homologia en la base de datos de proteinas
del NCBI se utilizaron para hacer la anotacion mediante el programa Blast2GO. De las
637 Unigenes reconocidas por el BLASTX, se obtuvieron 541 unigenes anotados
(~85%) por el programa Blas2GO, estas fueron distribuidas en las tres principales
categorias GO (Gene Ontology), 1685 secuencias en Componentes Celulares (CC),
2882 secuencias en Procesos Bioldgicos (PB) y 916 secuencias en Funcién Molecular
(FM) (Figura 13).

Como cada Unigene puede representar un mRNA estos pueden ejercer mas de
una funcion por lo que la mayoria de las secuencias estdn en mas de una categoria
GO. Asi una queratina del tipo Il esta en dos diferentes procesos biolégicos: desarrollo
de la epidermis y organizacion del citoesqueleto, por lo que el nUmero de secuencias
en los CC, PB y FM pareceria ser mayor que las secuencias anotadas.

En las funciones moleculares las tres primeras categorias con mas secuencias
fueron las relacionadas a la union molecular (401 secuencias) entre ellas las proteinas
de ligacion al citoesqueleto, a receptores, a enzimas, a RNA, a DNA y a regiones
nucléicas regulatorias; la actividad catalitica (213) como actividad de hidrolasas, de
transferasas y oxidoreductasas y por ultimo en los que tenian una actividad molecular
estructural (125 secuencias), entre ellas las constituyentes estructurales de los
ribosomas, del citoesqueleto y de la epidermis.

En los procesos biol6gicos destacaron los procesos celulares (459 secuencias)
que se encuentran los relacionados a la comunicacion celular, el ciclo celular y la
divisién celular; y los procesos metabdlicos (426) donde se encuentran los procesos
metabdlicos de macromoléculas y de metabolitos primarios.
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Figura 13. Principales anotaciones GO de los ESTs de piel de alpaca. Los datos estan
separados por sus tres categorias. Se encontraron 1685 secuencias en Componentes
Celulares (CC), 2882 secuencias en Procesos Biolégicos (PB) y 916 secuencias en
Funcién Molecular (FM).
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De los unigenes que no fueron reconocidos por la base de datos GO (1887
secuencias), 33 fueron reconocidas solo en la base de datos de RefSeq de proteinas y
647 solo por la RefSeq de transcriptos. Estos unigenes revisados se anadieron a la
lista de anotacién obteniendo en total 1221 unigenes anotados y con 1207 unigenes
de funcién desconocida (Tabla 7).

Tabla 7. Resumen de los unigenes anotados.

Unigenes anotados y comparados contra Numero de unigenes
El Gene Ontology 541
RefSeq de proteinas 33
RefSeq de transcriptos 647
Total unigenes anotados 1221
Total unigenes con funcién desconocida 1207

6.5. Busqueda de microsatélites.

Se identificaron 673 microsatélites repartidos en 501 unigenes, los que
representan el 20,6% del total, mostrando que las repeticiones trinucleotidos son los
mas abundantes (Tabla 8) y que la repeticion AGG/CCT es la mas frecuente (16,05 %)
seguida de AAG/CTT (11,14 %) y AGC/CTG (11,14%).

Tabla 8. Los tipos de repeticiones con sus frecuencias en los unigenes.

Repeticion Porcentaje
Dinucleotidos 11,74 %
Trinucleotidos 64,64 %
Tetranucleotidos 18,28 %
Pentanucleotidos 3,27 %
Hexanucleotidos 2,08 %
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6.6. Genes altamente expresados.

De los resultados de la distribucion de los ESTs en los unigenes y la
identificacion de genes, tenemos genes que se encuentran mas expresados en la piel
de alpaca (Tabla 9). Se observa que entre los mas expresados, el factor de replicacion
5 (RFC5) y la proteina que une Acil-CoAs (ACBP) fueron solo identificadas por la
RefSeq de transcriptos y proteinas, respectivamente.

También se observé que algunos unigenes correspondian al mismo gen, en el
caso del transcripto que codifica la Tweak hubo 4 unigenes, todos identificados en el
GO. Para el transcripto RFC5 hubo 3 unigenes, todos identificados en la RefSeq de
transcriptos. Para los genes que codifican COL1A1, COL1A2y SPARC, todos tuvieron
2 unigenes por cada uno, uno identificado por el Gene Ontology y otro por la RefSeq
de transcriptos, por lo que en la columna de “N° ESTs” en la Tabla 9 aparece la suma
de todos las secuencias de ESTs que se identificaron con el mismo gen.

Tabla 9. Genes altamente expresados en la piel de alpaca. BD, columna de las bases
de datos donde se identifico la funcién, GO (Gen Ontology), Trans (RefSeq de
transcriptos), Prot (RefSeq de proteinas), N° ESTs (numero de ESTs)

Gen Nombre del gen N° ESTs BD
TNFSF12 Tweak, factor de necrosis tumoral, ligando, 235 GO
miembro 12.
RFC5 Factor de replicacion C, subunidad 5 144 Trans.
COL1A2  Gene del colageno af 143 GO/Trans
RNA pol Il ARN polimerasa |l 136 GO
Desconocido 118
SPARC Proteina secretada acida y rica en cisteina 95 GO/Trans
COL1A1 Gene del colageno a1 89 GO/Trans
Desconocido 88
SFRP4’ Proteina secretada relacionada con Frizzled 79 GO
Desconocido 79
Desconocido 72
Desconocido 64
Desconocido 62
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ACBP Proteina que une Acil-CoAs 55 Prot

6.7. Genes de interés en la sintesis de fibra.

Los resultados obtenidos generaron una lista de 22 genes de mayor interés
relacionados a la sintesis de la fibra (Tabla 10), muchos mostraron tener

microsatélites.

Tabla 10. Genes identificados involucrados en la sintesis de la fibra.
! Los genes identificados en la base de datos de nucleétidos.

Gen Nombre del gen SSR
KRT10 Queratina 10

KRT25 Queratina 25

KRT31' Queratina 11

KRT14' Queratina 14

KRT15' Queratina 15 (GTG);
KRT5' Queratina 5 (GTG)s, (CCT),
KRT78' Queratina 78

KRT81 Queratina 81 (GAA)3
KRT85' Queratina 85 (TGCys
KRTAP3-2' Proteina asociada a queratina 3-2 (TGC)3
KRTAP10 Proteinas asociadas a queratinas 10

KRTAP11-1"  Proteina asociada a queratina 11-1

TNFSF12 Tweak, factor de necrosis tumoral, ligando, (AATA);
miembro 12.

SFRP4 Proteina secretada relacionada con Frizzled

RACKT1 Receptor de la actividad de la proteina quinasa
C1

COL1A1 Gene del colageno a1 (TGC)3

COL1A2 Gene del colageno a2

DAB2IP disabled homolog 2-interacting protein (AAG)3
Proteina activadora de GTPasa, subfamilia Ras.

GLI1 Proteina de dedo de cinc (CCT)s

BMP1 Proteina morfogénica osea 1

BMP4 Proteina morfogénica osea 4 (TGG)3, (CA)4o

CTNNB1 Beta catenina 1
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7. DISCUSION

7.1. Identificacion de la cantidad de tipos y copias de mRNA.

La identificacion de transcriptos de especies no modelos, como es el caso de la
alpaca, a través de la generacion de librerias de ESTs y su secuenciacion han sido
ampliamente utilizados para explorar la diversidad de los transcriptomas de los
eucariontes. Tipicamente han sido usados para identificar genes nuevos y/o de
interés, secuencias conservadas evolutivamente, niveles relativos de expresion
génica, analisis de transcriptos alternativos y filogendmica de organismos en los
cuales el genoma completo no es econdmicamente disponible por lo que la
secuenciacion de ESTs es mucho mas factible (Parkinson 2009, Buzdin y Lukyanov,
2007).

Debido a que los ESTs son el resultado de un solo paso de secuenciacion,
ellos tienen una tasa de error cerca del 3% (Boguski et al.,, 1993), pueden contener
substituciones, deleciones o inserciones comparado con el mRNA de donde
provienen, ademas que representan solo un fragmento del mRNA. Por eso es
importante el ensamblaje, para obtener una buena calidad de secuencias.

La mayoria de los unigenes resultaron que presentan pocos ESTs, el 51% con
uno y el 22% con dos (Figura 10), en los resultados se observé que de los 2428 tipos
de mRNA identificados, unigenes, que representan 7286 copias en total de mRNA,
cantidad de ESTs, solo el 10% de ellos (264 tipos de mRNA) representan el 50% de
total de copias, asi el 50% de los tipos representan mas del 80% del total de copias
(Figura 11). Esto se debe a que la mayoria del total de mRNA en mamiferos esta
representado por tan solo unos pocos tipos de mRNA (Perdew et al, 2006)
confirmando una buena calidad de la libreria de ESTs de piel de alpaca puesto que es
lo que normalmente sucede en la célula (Parkinson 2009).

Que la mayoria de tipos de mMRNA haya tenido solo una expresién de unas
cuantas copias también involucra su longitud (Figura 12). La mayoria presentan una
longitud corta, el 50% de ellos entre 200 a 400 pb, debido a que fueron ensamblados
por pocas ESTs. Esto es comun en los trabajo de andlisis de ESTs y en general con
trabajo de analisis de transcriptomas (Parkinson, 2009).

Existen secuencias que solo fueron identificadas por la RefSeq de transcriptos
y proteinas, como la RFC5 y la ACBP. Asi también unigenes que correspondian al
mismo gen, como la Tweak que en un inicio el unigene identificado para este gen

presentaba 162 ESTs, el mas expresado, sin embargo habian 3 unigenes mas
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identificados para el mismo gen por lo que sumados los 4 unigenes sumaban 235
ESTs o replicas para este gen. El mismo caso se encontr6 para el gen RFC5 que se
identificaba en 3 unigenes y COL1A1, COL1A2 y SPARC todos identificados en 2
unigenes, en todos ellos el nimero de ESTs originales aumenté gracias a la
comparacion de varias bases de datos. El hecho de que el mismo gen haya sido
identificado por varios unigenes es porque estos unigenes son similares en distintas
regiones del mRNA y no se sobrelaparon por lo que no lograron constituir un mismo
unigen en el paso de ensamblaje, esto suele pasar en los andlisis de ESTs (Parkinson,
2009).

Debido a un analisis de procesos automaticos y su posterior andlisis manual
(analisis curado), muchos genes aumentaron su expresibn demostrando que es
necesario compararlo no sélo con la base de datos del GO si no también con otras
bases de datos curadas.

7.2. Identificacion de las funciones de los mRNA.

A nivel molecular solo se tiene informacion en humanos, algo en ovejas, y
practicamente nada en alpacas. En el estudio que hicieron Fan et al. (2011) obtuvieron
3504 unigenes de los cuales encontraron 863 genes. En el presente estudio se
encontré un menor numero de unigenes (2428), sin embargo se identific6 un mayor
nuamero de funciones, 1221 genes, mientras que 1207 no se encontraron funcién
alguna, esto debido que la comparacién no solo se realizd con la base de datos del
NCBI de proteinas y del GO como realizaron Fan et al. (2011) sino a la también a la
base de datos del NCBI de nucleétidos. Estas secuencias sin identificar pueden
tratarse de genes desconocidos, por lo que no se reconocen en las bases de datos,
sin embargo también existe la posibilidad de que estas no se hayan reconocido por

que existen errores debido a su secuenciacion.

Es de notar que casi en su totalidad los unigenes identificados en la base de
datos de proteinas fueron también identificados en la base de datos de nucledtidos
(Tabla 6) mas lo contrario no ocurrié. Esto demuestra la necesidad de la busqueda de
homologias en ambas bases de datos para un mejor andlisis, pues la mayoria de las
secuencias identificadas en la fibra del pelo en diversos animales modelos, como
humanos, ovejas y cabras esta solo disponible en secuencias de nucleétidos. Es por
eso que si bien la ontologia génica nos permite ordenar la gran cantidad de datos y
obtener de una manera rapida la funcion de cada secuencia, esta se basa en la
comparacion con la base de datos de proteinas. Por lo tanto las secuencias que no
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tienen un homologo en esta base de datos no estaran presentes en el analisis de
ontologias, pero no significa que las secuencias que no encontraron un homélogo en
la base de datos de proteinas no lo hagan en la base de datos de nucleétidos, puesto
que esta Ultima es mucho mas grande. Pero aun mucho mas importante que su
tamano es la informacién relacionada a este estudio, ya que se observd que la gran
mayoria de investigaciones que sirvieron de referencia para este estudio fueron
hechas a nivel de mRNA. Por eso (Tabla 7) se presentan datos del andlisis de la
ontologia como la comparacion con la base de datos de proteinas, que no llegaron a
ser encontrados en la base de datos GO, y nucleétidos. Debido a esta metodologia se
identificaron transcriptos de interés que también identificaron Fan et al. (2011)
(COL1A1 y COL1A2, RNA pol Il, SPARC, sFRP4, GLI, BMP1, BMP4, B-catenina) y
que no habian sido identificados (Tweak, RFC5, ACBP, RACK1, DAB2I).

7.3. Identificacion de genes asociados al desarrollo y la calidad de la fibra.

La complejidad de los factores que se ven asociados al desarrollo de la fibra
hace dificil determinar qué genes son determinantes para la calidad de la misma,
incluso algunos genes identificados y asociados a la calidad de fibra tienen un efecto
pleiotropico, esto dificulta la seleccion de genes primordiales para la calidad. Un
estudio de mutaciones en genes "halo-hair", causante de una pilosidad extrema en
ovejas Romney, ideal para un sector de la industria en alfombras, muestra que esta
conlleva a la formacion de cuernos en las hembras, un nimero de efectos en la
morfologia del foliculo piloso y un profundo efecto en las caracteristicas de la fibra
(Purvis y Franklin, 2005), asi que estos genes son interesantes en el contexto de
entender la funcién de los genes en el desarrollo del foliculo y la fibra. También se han
reportado estudios en mutaciones de genes de ovejas que causan una lustrosidad en
la fibra como la que se aprecia en suri, una caracteristica apreciable pues se prefiere
la lustrocidad al rizado de la fibra, sin embrago esta presenta una reduccion
significativa de la densidad del foliculo y el peso del vellén en ovejas (Blair, 1990) mas
no se puede extrapolar al modelo de alpaca, pues estas caracteristicas no aparecen

en suri.
7.4. Identificacion de las Queratinas y KAPs.

Actualmente se ha identificado un gran numero de los componentes
moleculares en el pelo y en el foliculo piloso en humanos y otros mamiferos modelos.

Entre las proteinas que cobra mayor interés son los filamentos intermedios de
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queratinas que estan asociados al pelo (hKIFs) y las proteinas asociadas a queratinas
(KAPs) por ser las mas expresadas (Rogers, 2004).

A diferencia del estudio de Fan et al. (2011) donde encontraron 3 queratinas
(KRT10, KRT14 y KRT15), en el presente estudio se encontraron 9 queratinas, 5
transcriptos para las queratinas tipo | (KRT10, KRT25, KRT31, KRT14y KRT15) vy 4
del tipo Il (KRT81, KRT85, KRT5, KRT78) ademas de encontrar 3 transcriptos para las
KAPs (KRTAP3-2, KRTAP10, KRTAP11-1). Es de saber que en muchos miembros de
las KPAs, incluida la familia KAP10, se han identificado varios elementos
potenciadores (enhancers), tales como ETS, proteinas de choque térmico, AML vy
miembros de la familia HOX (Rogers et al., 2004). Estos no se mostraron muy
expresados pues existen varios factores importantes involucrado en ello, por ejemplo
la regién de la toma de la muestra, se sabe que la densidad folicular en la alpaca
disminuye en la direccion antero-posterior y dorso-ventral, donde la regién con mayor
densidad es el cuello (mas de 20 foliculos/mm2) y se sabe que existe una relacion
negativa entre la densidad y el didmetro, a una mayor densidad un menor diametro
(Arana, 1972, Bustinza, 2001); aparte otros factores como la generacion de la libreria,
el secuenciamiento, asi como la metodologia usada para el andlisis de datos
(Parkinson, 2009).

En la identificacion de estas se prob6é que la metodologia usada para la
identificacion de funciones no es suficiente solo compararlo con la base de datos
Gene Ontology, a pesar de que esta base de datos permite la ontologia génica y la
distribucion de funciones ordenadamente, algunas de las funciones identificadas se
hicieron con los resultados de la comparacién contras la base de datos de nucleétidos
y proteinas del NCBI (Tabla 9) que no llegaron a ser reconocidas por el Gene
Ontology.

Si bien la identificacibn no mostré que esta entre los mas expresados, la
expresion de muchos de sus miembros esta en la cuticula de la fibra y por lo que estan
involucrados a su estructura son los mas importantes a identificar. Estudios prueban
que los genes KRTAP6 y KRTAPS8 poseen alelos que ayudan a tener un menor
diametro (Parsons et al., 1994b), por lo que la identificacion de KAPs para probarlos
en futuros estudios es de mucha importancia.

7.5. Identificacion de factores de necrosis tumoral (TNF).

En el presente trabajo se identific6 el gen para la proteina Tweak, es el
miembro 12 de la superfamilia de los factores de necrosis tumoral (ligandos)
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(TNFSF12). Los factores de necrosis tumoral (TNF) constituyen una superfamilia de 19
ligandos y 29 precursores, estos son importantes para numerosos procesos
incluyendo la apoptosis. La sefial TNF, regula la formacion y la funcién de la placoda,
e interacciona con WNT en la comunicacion mesénquima-epitelial durante la primera
sefnal (Laurikkala et al., 2002). La Tweak, una proteina transmembrana, tienen varias
funciones entre ellas la estimulacién del crecimiento celular y un inductor débil de la
apoptosis, esta se expresa solo en la capa basal de la epidermis y se le asocia al
efecto directo pro-apoptotico en los queratinocitos humanos (Sabour Alaoui et al.,
2012) por lo que regula la formacién del foliculo piloso.

7.6. Identificacion de factores asociados a la via de sefnalizacion Wnt/B-catenina.

Los ligantes Wnt (Wnt1, Wnt3a, Wnt8a y Wnt8b) son criticos para la
sefalizacién durante el desarrollo, muchos factores modulan esta actividad, uno de los
primeros factores que se identificaron fueron las proteinas secretadas relacionas a
Frizzled (sFRP, secreted Frizzled-related proteins) las cuales contienen una dominio
rico en cisteina (CRD, cysteine-rich domain) el cual posee un gran parecido en
identidad y estructura con el CRD presente en las proteinas receptoras de Wnt, las
proteinas Frizzeld. Esto sugiere que se puede ligar a Wnt y pueda inhibir la sefal por
lo que actiia como un modulador enddégeno para la via WNT.

Poco es conocido sobre la especificidad de los miembros de la familia sFRP
para varios Wnt, actualmente se conocen 5 variantes, ademas de que en muchos
6rganos no estan todos presentes y algunos juegan un rol mas importante que otros,
dependiendo de qué 6rgano se trate, por ejemplo en pollos en el desarrollo del tubo
neural, sFRP1 y sFRP2 pueden inhibir la actividad de Wnt3a mientras sFRP3 no lo
hace (Galli et al., 2006), en la glandula mamaria en ratas, la sFRP4 inhibe también a
Whnt3a (Constantinou et al., 2008), en el desarrollo del rindn en ratas sFRP1 y sFRP2
compiten localmente para regular la sefial Wnt durante la organogénesis renal, asi
mientras sFRP1 se liga a Wnt4 e inhibe su funcién, sFRP2 no lo inhibe pero restablece
el desarrollo de la inhibicién por sFRP1 (Yoshino et al, 2001), en células madres
hematopoyeticas de ratébn sFRP1 y sFRP2 actian como inhibidores de Wnt3a
(Nakajima et al., 2009).

No se conoce el rol que juega la familia sFRP en el desarrollo del foliculo
piloso, ademas de que su expresion varia segun el tejido y en muchos estudios son
enfocados a enfermedades donde su expresion también varia. En el presente estudio
se identificd una secuencia homologa al gen sFRP4 el cual posee una alta identidad,
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99% contra la base de datos de nucleétidos y 100% con la bases de datos de
proteinas, ademas de estar entre los contigs con mayor numero de secuencias
ensambladas, 79 ESTs, por lo su expresiébn puede ser fundamental para la
organogénesis del foliculo piloso. En un estudio reportado sobre la piel de humanos
donde el sFRP4 promueve la diferenciacién celular de la epidermis, este es expresado
en condiciones normales y su expresion se incrementa durante la diferenciacion de los

queratinocitos y en la apoptosis (Maganga et al., 2008).

La célula constantemente sintetiza y degrada la B-catenina, excepto cuando se
activa la via canonica Wnt, un complejo de proteinas que se encarga de la
degradacién de la B-catenina por lo que es importante para mantener los niveles bajos
de la B-catenina en ausencia de la sefal exégena Wnt, mediante la fosforilizaciéon y la
ubiquitinacién de la B-catenina. Este complejo de destruccion lo conforman la APC
(adenomatous polyposis coli), Axin, CK1a, la GSK3B y la RACK1 (Kimelman y Xu,
2006; Deng et al., 2012). El mecanismo de funcion es aun poco claro. Se identifico la
presencia de una secuencia homologa al gen RACKT, la baja-expresion de RACK1
promueve el crecimiento celular mientras que su sobre-expresion lo atenua, por lo que
se piensa que posee una funcién de regulacién negativa de la via Wnt/B-catenina
mediante la estabilizacion del complejo de destruccién de la B-catenina (Deng et al.,
2012).

Asi también se identificé la presencia de DAB2IP, gene que codifica la proteina
activadora de GTPasa de la subfamilia Ras. Se ha observado que si se silencia a este
gen, se observa la acumulacion de la B-catenina en el citoplasma y su translocacion al
nucleo, este genera el complejo DAB2IP-PP2A-GSK-3B el cual facilita la activacién de
GSKB3p a través de la desfosforilizacion (Xie et al., 2010).

7.7. Identificacion de colagenos.

Es conocido que los colagenos son muy abundantes en la piel, estos
comprenden aproximadamente el 70% de su peso seco en humanos, entre ellos los
predominantes son los colagenos tipo | y Il donde el tipo | es el mas abundante el cual
comprende entre el 80% al 90% del total del colageno (Ala-Kokko et al., 1987). El
colageno de tipo | es el producto de dos genes ai(l) [col1al, gen del colageno al(l)]y
a2(l) [col1a2, gen del colageno a2(l)] estos contribuyen a la formacién de fibrillas
(Trojanowska et al., 1998). Se encontr6 que la expresion de COL1A1 es abundante en
la piel de alpaca, lo cual es también consistente con estudios anteriores en piel de
humanos (Cheng et al., 2011). La WNT3A se ve involucrada en el incremento de
expresion de algunos genes incluidos el COL1A1 (Zhang et al., 2013).
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7.8. Identificacion de senales proteinas morfogénicas oseas.

Durante la formacién del foliculo piloso embrionario, la interaccién epitelial-
mesenquimal promueve la especificacion y agrupacion de células dermales
especializadas, llamadas células de la papila dérmica, las cuales transmiten sefales a
las células madres epiteliales multipotentes para iniciar la morfogénesis (Millar, 2002),
las proteinas BMP tienen un fuerte efecto positivo en la papila dérmica por lo que
regula tanto la proliferacion como la diferenciacion del foliculo (Rendl et al., 2008) y en
este aspecto la expresion de BMP4 tienen el rol mas importante, su expresion epitelial
en el bulbo est4 restringida a la matriz distal, incluso se cree que este podria, junto con
BMP2y NOGGIN, crear tres zonas de actividad BMP en la papila dérmica (Kulessa et
al., 2000). Su expresiéon en piel de ovejas merino esta mas restringido a la zona
epitelial circundante al foliculo en la anagen (Botchkarev y Sharov, 2004), por lo que la
Bmp4 no esta entre las mas expresadas tal y como se observé en los resultados.

7.9. Identificacion de microsatélites.

La distribucion de los microsatélites en el genoma no es aleatoria,
probablemente por el efecto en la regulacién genética, recombinacion, replicacion del
DNA, etc, haciendo que estos se encuentren bajo una fuerte presiéon selectiva a
diferencia de otras regiones debido a su importancia que cobre en el fenotipo (Li et al.,
2004).

Como muestra la Tabla 8, los microsatélites trinucleotidos fueron los mas
abundantes. Este tipo de repeticiones es la mas comun en las regiones codificantes (Li
et al., 2004). Se encontraron microsatélites en el 20,6% de todos los unigenes, este
porcentaje es muy variado entre los mamiferos, pues se han encontrado en el 4% de
unigenes en vacas (Yan et al., 2008) y 3,8% en cabras (Xu et al, 2013). Este alto
porcentaje en alpacas podria deberse a que solo se cuenta con un ndmero
determinado de ESTs de un solo tejido mientras que en otros mamiferos se cuenta
con muchos mas ESTs y de una variedad de tejidos.

Se encontraron microsatélites en 10 genes de interés: COL1A1, TNFSF12
(TWEAK), DAB2IP, GLI1, BMP4, KRT81, KRT5, KRT15, KRT85y KRTAP3-2. No hay
reportes que senalen microsatélites en estos genes por lo que encontrarlos tendria
una aplicacion muy util para estudios posteriores especialmente en la determinacion

de su relacion con el diametro de la fibra. Por ejemplo se tiene como referencia que
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muchos miembros de las KAPs poseen polimorfismos (Rogers, 2004), pero solo en
dos de ellos se han encontrado alelos asociados a un menor diametro, KRTAP6 y
KRTAPS8 (Parsons et al., 1994b) ademas que estos estan ligados 15 centimorgans
(Parsons et al.,, 1994a) los alelos de este ultimo corresponden a un microsatélite con
motivo dinucleotido CA (Wood et al., 1992).
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8. CONCLUSIONES.

e Se asignaron 1221 funciones génicas de los cuales se identificaron 22 genes
involucrados en la sintesis de la fibra de la alpaca.

e Se identificaron 358 nuevas funciones en la libreria de ETS de alpaca
depositados en el NCBI.

e Se identificaron 9 nuevos genes en los mayores componentes moleculares de
la fibra: 6 queratinas (KRT5, KRT25, KRT31, KRT78, KRT81 y KRT85) y 3
KAPs (KRTAP3-2, KRTAP10y KRTAP11-1).

e Se encontraron que 4 genes involucrados a la sintesis de la fibra poseen una
alta expression a nivel del mRNA (TNFSF12, sFRP4, COL1A1y COL1A2).

e Se encontraron 501 secuencias con marcadores microsatélites de los cuales 10
genes estan relacionados a la sintesis de fibra (COL1A1, TNFSF12,
DAB2IP, GLI1, BMP4, KRT81, KRT5, KRT15, KRT85y KRTAP3-2).
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9. RECOMENDACIONES.

Hacer un cluster de las funciones previamente al paso de ensamblamiento, ya
que en algunos casos algunos unigenes tienen la misma funcién, por lo que
corresponden al mismo ARNm pero regiones no tan cercanas como para que se
ensamblen en un solo unigen. En el estudio se hizo manualmente, pero al ver la lista
de genes identificados, se recomienda desde el inicio usar un programa que haga un

cluster de funciones para no hacerlo manualmente.

La busqueda de homologias puede hacerse con una base de datos curados
como el UniProt o RefSeq, esto hara que haya un menor ndmero de genes
identificados pero mas fiables en cuanto a la funcion predicha. En este estudio los
parametros usados en los programas fueron estrictos, aun asi se recomendaria usar

base de datos curadas.

El genoma de la alpaca ya esta disponible 22X, mapear los genes en el
genoma para asi obtener toda la secuencia del ARNm y tener sus regiones UTR e
intrones, ya que en estos podrian encontrarse motivos que regulen la expresién de los

genes identificados.
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