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Resumen

La alpaca (Vicugna pacos) presenta siete colores basicos y hasta 21 tonalidades para la industria textil.
El manto de color mas abundante es el blanco debido a un gen dominante y el gris es de interés para
la industria de la moda. Por otro lado, los ojos azules (BEW-blue eyed white) que presentan algunas al-
pacas son una caracteristica indeseable por estar considerada como un defecto genético; sin embargo,
esta presente en alpacas y llamas. El gen KIT, se ha asociado con el color gris y blanco en diferentes es-
pecies animales. En este estudio se analizé los 21 exones, incluyendo fragmentos de regiones intréni-
cas del gen KIT en 303 alpacas, 12 vicuias y 3 guanacos. Se identificaron 6 SNPs no sinénimos, de estos
un cambio de glicina por arginina en la posicién aminoacidica 126 (c.376G>A) estuvo asociado fuerte-
mente con el color gris y el fenotipo BEW (P < 0,00001). Un 95,2 % de alpacas grises y el total de alpa-
cas con ojos azules fueron heterocigotas, el resto de animales analizados fueron homocigotos para el
alelo de tipo salvaje. De igual manera, el cambio de valina por leucina en la posicién aminoacidica 323
(c.967C>G) y el cambio de adenina por guanina en la posicion +17 3'UTR mostraron asociacion con el
color blanco (P < 0,001) en alpacas mayormente heterocigotas. Este trabajo confirma que el gen KIT esta
asociado a las alpacas grises, blancas, asi como al fenotipo BEW.
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Gen KIT variants and its relation to grey, white, and blue eyes (BEW phetnotype) in alpacas
Abstract

The alpaca (Vicugna pacos) presents a variety of seven basic colors and up to 21 colors for the textile
industry. The most abundant color coat is white because of a dominant gene and gray is of interest to
the fashion industry. On the other hand, blue-eyed in some alpacas are undesirable traits because it is
considered a genetic defect; however, they are frequently present in alpacas and llamas. The KIT gene
has been associated with gray and white color in different animal species. In this study, the 21 exons,
including fragments of intronic regions of the KIT gene were analyzed in 303 alpacas, 12 vicuias and
3 guanacos. Six non-synonymous SNPs were identified, of these a change of glycine to arginine at amino
acid position 126 (c.376G>A) was strongly associated with gray color and BEW phenotype (P < 0.00001).
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95.2 % of the gray and all blue-eyed alpacas were heterozygous, the rest of the animals analyzed were
homozygous for the wild-type allele. Similarly, the change of valine to leucine at amino acid position
323 (c.967C>G) showed an association with white color (P < 0.0001) in mostly heterozygous alpacas. This
work confirms that the KIT gene is associated with gray and white alpacas, as well as blue eyes.

Keywords: Camelid, pigmentation, association, fiber.

Introducciéon

La alpaca, uno de los cuatro camélidos an-
dinos, ha sido seleccionada por su fibra de
gran valor para la industria, el cual presenta
una gran gama de colores, y si bien es cierto
que la fibra blanca posee mas demanda,
existe un creciente interés por la fibra de co-
lor natural con el fin de evitar el uso de sus-
tancias quimicas en su tenido. Por lo tanto,
una mejor comprension de los mecanismos
genéticos para estos fenotipos permitiria a
los criadores seleccionar mejor el color
deseado y criar eficientemente para esta ca-
racteristica (Jones et al., 2019). Si bien la pig-
mentacién en los mamiferos esta controlada
por la sintesis de eumelanina (pigmentos
negro/marrén) y feomelanina (pigmentos
rojos/amarillos); en caso de camélidos, la ge-
nética de la herencia del color es compleja.
Los resultados de predictibilidad para el co-
lor de vellén son bajos, por lo que el color de
pelaje es de herencia poligénica (McGregor,
2006). Las alpacas de color gris suelen tener
dos tipos de manchas en el vellén, blancas y
oscuras (café a negro). Las manchas blancas
se encuentran en cabeza, cuelloy patas, y en
caso de las manchas oscuras suelen encon-
trarse a lo largo del vellén (Figura 1). La ma-
yoria de las veces, el vellon al abrirlo tiene
mezcla de fibras blancas y negras, lo que le
da el color gris (Paul, 2006). Este mismo au-
tor, propuso que el vellén gris es el resultado
de un alelo diluyente dominante que actua
sobre el pigmento de las fibras negras y ma-
rrones, asi como alelos menores de manchas
blancas que producen la caracteristica cara,
cuello y patas blancas de las alpacas grises

Figura 1. Alpaca gris con manchas a lo largo del
vellén de color negro.
Figure 1. Grey alpaca with stains along the fleece.

(tipo esmoquin). Por otro lado, algunas alpa-
cas blancas presentan ojos azules, también
denominado ojo zarco o fenotipo blanco de
ojos azules (fenotipo BEW; Figuras 2.1y 2.2),
con iris ocular azulado y con frecuencia sor-
dera (Gauly et al., 2005). De igual manera, la
gran mayoria de alpacas blancas presentan
una capa blanca, pero algunos animales pre-
sentan manchas marrones en el vellon (Gauly
et al., 2005).
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Figura 2. 2.1. Alpaca con fenotipo BEW y ojo completamente pigmentado. 2.2. Alpaca con pigmenta-
cién parcial de ojo.
Figure 2. 2.1. Alpaca with BEW phenotype and completely pigmented eye. 2.2. Alpaca with partial eye
pigmentation.

Munyard (2011) en un trabajo sobre la ex-
presion génica diferencial entre los colores
de la fibra de alpaca encontré una expresion
baja del gen KIT en animales blancos. Asi mis-
mo, la presencia del fenotipo BEW, en alpa-
cas blanca, fue atribuido al gen KIT (Jackling
et al, 2014). Jones et al. (2019) y Tan et al.
(2022) también atribuyeron al gen KIT la res-
ponsabilidad de este fenotipo siendo un po-
limorfismo presente en el ex6n 3 (c.376) el
cual se encuentra en estado heterocigético y
es responsable del color gris. Por su parte
Pallotti et al. (2023) indican que la variante
982G>C (p.Val 328 Leu) en estado heteroci-
goto estd asociada al color blanco.

El gen KIT codifica el receptor de la tirosina
quinasa c-kit, el cual tiene la funcion de par-
ticipar en la migracion de melanocitos desde
la cresta neural a lo largo de la via dorsolate-
ral para colonizar la piel (Besmer et al., 1993).
La proteina KIT consiste en un dominio ex-
tracelular con cinco hebillas similares a inmu-
noglobulina, regién transmembrana, un do-
minio yuxtamembrana y una division de
dominio TK, que se divide en adenosina re-
gioén de unién a trifosfato (ATP) y una region
fosfotransferasa mediante una insercion de ci-

nasa hidroéfila (Yarden et al., 1987; Hanks et al.,
1988; Pawson, 2002). Un gran nimero de mu-
taciones en el gen KIT afectan a la pigmenta-
cién y fueron descritos en humanos (Fleis-
chman et al., 1991; Spritz et al., 1992), ratones
(Chabot et al., 1988; Geissler et al., 1988), cer-
dos (Pielberg et al., 2002), vacunos (Fontanesi
etal., 2010), caballos (Haase et al., 2007; DU-
rig et al., 2017), gatos (Cooper et al., 2006),
perros (Wong et al., 2013), burros (Haase et
al., 2015), zorros (Yan et al., 2013) y alpacas
(Jones et al., 2019; Tan et al., 2022; Pallotti et
al., 2023). El objetivo de este estudio fue
analizar la asociacion entre alpacas de color
con el gen KIT, asi como el fenotipo BEW, in-
cluyendo una muestra pequeia de vicuiasy
guanacos.

Material y métodos

Material animal y extraccion
de acido nucleico

Se estudié una muestra de 303 alpacas no re-
lacionadas (115 blancos, 29 negros, 44 ma-
rrones, 11 LF o light fawn, 83 grises, 21 alpa-
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cas blancas con fenotipo BEW uni o bilateral),
12 vicuias y 3 guanacos para examinar la
asociacion del gen KIT con el color del vellén.
Se trabajé con animales de la regién sur del
Peru. Las muestras de sangre fueron colecta-
das en tubos al vacio con EDTA. La sangre se
almacend en congelacién a —20 °C hasta su
manipulacion. El ADN (acido desoxirribonu-
cleico) se extrajo de la sangre utilizando el kit
Purelink Genomic mini kit (Qiagen) de acuer-
do con el protocolo del fabricante. La calidad
y cantidad de ADN se evaluaron con el fluo-
rometro Qubit 4.0 (Invitrogen).

Diseno de cebadores, amplificacion
y secuenciacion

Los cebadores de la PCR (reaccion en cadena
de la polimerasa) para amplificar las regiones
de codificacion e intronicas del gen KIT se di-
seflaron con el disefiador lon Ampliseq 6.0.1
para lon Torrent New Generation (Life Tech-
nologies, www.ampliseq.com). Un total de
23 amplicones que van desde 166 pb a 369 pb
cubrieron el 100 % de la secuencia diana. Los
cebadores se suministraron en dos grupos,
con una concentraciéon de 100 nM cada uno
(Life Technologies, Carlsbad, CA, EE.UU.). La
lista de cebadores se encuentra en el com-
plemento 1 del Material Complementario.
La PCR se realizé en un volumen total de 20 L,
que contenia 10 L de QIAGEN Taq PCR Mas-
ter Mix; 2,4 L de mezcla de cebadores (con-
centracion final de 0,5 m en la PCR); 6,6 L de
agua Milli-Qy 1 L de ADN molde. Se utilizé
un Unico programa de PCR: desnaturalizacion
a 95 °C durante 30 s, 40 ciclos de desnatura-
lizacion a 95 °C durante 30 s, recocido a 60 °C
durante 30 s y extension a 72 °C durante
45 s, y una extensién final a 72 °C durante
5 min. Para el analisis genético se utilizo el
genoma de referencia de alpaca VicPac3.1y
VicPac2.0.1. La biblioteca de secuenciacién se
prepardé con el kit de biblioteca lon AmpliSeq

version 2.0 de acuerdo con los protocolos
del fabricante. La biblioteca amplificada se
diluyé a 10 pM y se usaron 25 L para la pre-
paracién de plantilla de acuerdo con el pro-
tocolo de lon PGM Template OT2 200 Kit uti-
lizando el kit lon PGM Template OT2 200. La
biblioteca amplificada clonalmente se enri-
quecio en lon OneTouch ES. La secuenciaciéon
se realizé en una maquina secuenciacién ma-
siva lon Torrent utilizando el kit lon PGM Se-
quencing 200 v2 y un chip lon 540. Al usar To-
rrent Suite (version 3.6.) los archivos de
formato de llamada de variante (VCF) se car-
garon en lon Reporter V4.0 (Thermo Fisher
Scientific, 2021) para la anotacion de variante.

Analisis de variantes

Las variantes de secuencia del gen KIT para
cada muestra se identificaron utilizando el
Torrent Suite Variant Caller (TSVC; v5.8) y las
herramientas de software GATK (versién
4.2.2.0; Broad Institute, 2023) se utilizaron
para la llamada de genotipos. El VCF resul-
tante se anoté adicionalmente utilizando el
software en linea lon Reporter (Thermo Fis-
her Scientific, 2021). Las secuencias se aline-
aron utilizando el software Bosque 2.0.2 (Ra-
mirez-Flandes y Ulloa, 2008).

Analisis estadistico

Se usé el programa Beagle 4.1 para hacer la
imputacion de las etiquetas no genotipadas,
el archivo de resultados se procesé con plink
v1.90b4.7 utilizando filtros MAF de 0,05;
MIND 0,5; HWE 0,001 y GENO 0,2. Se filtraron
las 98 variantes mediante los criterios de fre-
cuencia alélica menor, de equilibrio de Hardy-
Weinberg y de genotipo faltante. Por ultimo,
se realizo la prueba de asociacién con el soft-
ware PLINK 1.07 para el color del vellén. Las
variantes se analizaron con el ajuste del va-
lor P por el método de Holm-Bonferroni.
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Resultados

Se amplificé un total de 6.930 nucleétidos
que corresponde al 100 % de la regién codi-
ficante y regiones parciales de intrones. En la
region codificante se identificaron 33 SNPs,
ademas de un SNP en la regién 5'UTR —15 pa-
res de bases antes del inicio de la regién co-
dificante (-15)-y un SNP localizado en la re-
gién 3'UTR -17 pares de bases después de la
regién codificante (+17)-. De los 33 polimor-
fismos encontrados (Tabla 1) sélo 6 fueron no
sinénimos y los otros 27 fueron sinénimos.
Uno de los polimorfismos es propio de la vi-
cuina (c.2630A>G). Ademas, 51 SNPs fueron
identificados en regiones intrénicas (Com-
plemento 2).

De los 6 SNPs no sinébnimos, la variante
¢.376G>A ubicada en el exén 3 fue asociada
al color gris (P < 0,000004), y al fenotipo BEW
(P <0,0000001). Este genotipo se present6 en
estado heterocigoto tanto en animales con
fenotipo BEW uni o bilateral como en grises
(Figuras 3.1, 3.2 y 3.3; Complemento 3).

La variante ¢.967C>G ubicada en el exén 6
mostro asociacion al color blanco (P < 0,00001).
La variante c.+17A>G ubicada en la regién
3'UTR también mostré asociaciéon al color
blanco (P < 0,00004) mayoritariamente en es-
tado heterocigoto (Tabla 2). El resto de SNPs
no estuvieron asociados al fenotipo a todos
los colores analizados (Tabla 2).

Ninguna de las muestras analizadas presen-
taba el genotipo 376A/Ay en caso de anima-
les de color blanco s6lo uno que no presen-
taba ojo zarco tenia el genotipo 376G/A, el
resto de los animales blancos fueron de ge-
notipo 376G/G (Tabla 3).

Discusion

El gen KIT ha sido implicado en variaciones de
pigmentos en una variedad de especies (Jac-
kling et al., 2014). El resultado del presente

estudio sugiere que el genotipo 376G/A es
responsable del fenotipo gris en alpacas, asi
como en el fenotipo de ojos azules (BEW) en
estado heterocigoto. Resultados similares
fueron reportados por Jones et al. (2019) en
alpacas grises australianas y de fenotipo BEW.
De igual manera, Tan et al. (2022) en alpacas
alemanas y suizas.

En alpacas, se sugirié un alelo comun entre el
fenotipo de color gris y las alpacas BEW (Paul,
2006). Un trabajo realizado a nivel molecular
(Jackling et al., 2014) utilizando microsatéli-
tes indicaron una asociacién entre el alelo
BEWT1 y el vellén gris en 11 de 13 animales gri-
ses. En la misma linea, el genotipo 376G/A ha
sido reportado del 100 % de las alpacas de
color gris, en estado heterocigoto (Jones et
al., 2019). En el presente trabajo, el 95,2 %
(79 de 83) alpacas grises presentaron este
genotipo. Los resultados son robustos para
utilizar los SNPs como marcadores para el
color gris. Aunque no fue del 100 % esta pe-
quenia diferencia porcentual podria deberse
a dos razones principales. Primero, por las pe-
quefas poblaciones de alpacas de color gris
que ademas no es preferida por la industria
textil, por tanto, su menor importancia por
parte de los propietarios. Segundo, la mayo-
ria de los propietarios de alpacas no tienen
un macho gris de buena calidad y utilizan al-
pacas macho blancos para empadrar a sus
hembras grises.

Otro aspecto importante y sobresaliente de
este estudio, es que ninguna de las alpacas gri-
ses vivas era homocigota, es decir, 376A/A,
planteandose la letalidad embrionaria en al-
pacas grises con genotipo en estado homoci-
goto. Este es un hallazgo que apoya los pos-
tulados previos de Paul (2006), Jackling et al.
(2014) y Tan et al. (2022), los cuales sugieren un
efecto letal en las alpacas grises. Esta caracte-
ristica también ha sido reportada en otras es-
pecies animales donde una mutacién del gen
KIT produce resultados letales y subletales
(Russell, 1979; Silvers, 1979; Nocka et al., 1990).
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Tabla 2. Distribucion de genotipos para los SNPs no sinébnimos entre los diferentes fenotipos de color.
Table 2. Distribution of genotypes for non-synonymous SNPs among the different color phenotypes.

SNP Alelo Fenotipo en alpacas Camélidos silvestres
Blanco Negro Café LF Gris BEW Vicufa Guanaco
G/G 76 41 1 3 11 20 3 3
-15A>G A/G 28 29 4 0 43 13 5 0
A/A 18 3 16 2 3 0 0 0
A/A 0 0 0 0 0 0 0 0
€.376G>A A/G 1 0 0 0 79 21 0 0
G/G 114 29 49 11 4 0 12 3
c/C 73 20 35 6 10 0 0 3
c.866C>T T/C 21 15 1 1 1 10 0 0
T 18 7 1 1 2 33 0 0
c/C 38 19 31 9 7 0 0 0
€.967C>G G/C 69 19 8 4 9 16 0 3
G/G 18 5 1 1 2 27 0 0
c/C 76 19 39 4 10 0 0 0
C.1265C>T aT 29 20 7 10 3 1 1 3
T 1 1 2 0 1 0 0 0
T 76 20 32 9 12 0 0 0
€.2330T>C T/C 4 0 0 3 0 0 0 0
c/C 0 0 0 0 0 0 0 0
A/A 0 0 0 0 0 0 1 0
€.2630A>G A/G 0 0 0 0 0 0 0 0
G/G 0 0 0 0 0 0 0 0
G/G 47 18 32 3 6 0 0 0
C+17A>G G/A 80 22 8 10 3 14 0 1
AA 20 5 3 1 1 25 0 2

LF: Color crema o light fawn en inglés; BEW: Fenotipo de ojos azules u ojo zarco.
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Tabla 3. Fenotipos y genotipos de los animales muestreados para la variante ¢.376A>G
Table 3. Phenotypes and genotypes of the animals sampled for the c.376A>G variant.

Especie y fenotipo N° de muestras genotipadas A/A (%) G/A (%) G/G (%)
Alpaca gris 83 0 79 (95,18) 4 (4,82)
Alpaca blanca 115 0 1(0,87) 114 (99,13)
Alpaca negra 29 0 0 29 (100)
Alpaca café 44 0 0 44 (100)
Alpaca LF 1 0 0 11 (100)
Ojo zarco o BEW 21 0 21 (100) 0
Vicuia 12 0 0 12 (100)
Guanaco 3 0 0 3 (100)
Total 318 0 101 (31,76) 217 (68,24)

Figura 3. 3.1y 3.2. Alpaca con ambos ojos pigmentados (Ojo zarco bilateral), dicho animal
presenta el genotipo 376G/A heterocigoto. 3.3. Alpaca con un solo ojo pigmentado (Ojo
zarco unilateral) cuyo genotipo 376G/A es heterocigoto.

Figure 3. 3.1 and 3.2. Alpaca with both eyes pigmented (Bilateral black-eyed), this animal
presents the genotype 376G/A heterozygous. 3.3. Alpaca with only one pigmented eye
(unilateral black-eyed) whose genotype 376G/A is heterozygous.
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En el caso del fenotipo BEW, u ojos azules, los
resultados de este estudio son del 100 % con
el genotipo 376G/A en estado heterocigoto,
indicando que el gen KIT esta implicado en
esta condicion. Este resultado coincide con
los informes de Jones et al. (2019) y Jackling
etal. (2014). Ademas, indican que el fenotipo
BEW seria por un efecto acumulativo de la hi-
popigmentacion mutante del gen KIT. Sin
embargo, los trabajos mencionados no indi-
can si la pigmentacion azul de los ojos en las
alpacas analizadas estuvo presente en uno
y/o ambos ojos. En el presente estudio, la
pigmentacién azul en un solo ojo o en ambos
estaban en estado heterocigoto, lo que tam-
bién indica la dominancia para esta caracte-
ristica de pigmentacion. Una segunda consi-
deracion es que las muestras de ojos azules
fueron tomadas de alpacas blancas que te-
nian este fenotipo.

En referencia al color blanco, los resultados
del presente estudio reiteran el reporte de
Pallotti et al. (2023) quien sugiere la rela-
cion del gen KIT con el color blanco. La posi-
cion de la variante 967C/G se localiza en el
dominio Ig-like, una region en la que muta-
ciones suelen resultar en la hiperactivacion
del receptor (Ray et al., 2008). En el presente
estudio la posicion nucleotidica es diferente
(c.967C>G versus ¢.982G>C) a la que reporta
Pallotti et al. (2023). Esta posicién diferente
probablemente se deba a los transcritos usa-
dos como referencia. Ademas, se encontrd que
existe una asociacion estadistica con el SNP
c.+17A>G. Esto constituye el primer reporte
de un polimorfismo localizado en la regiéon
3'UTR con implicancia en el color del vellon.

Conclusiones

La caracterizacion del gen KIT en alpacas
blancas y grises, asi como el fenotipo BEW ex-
presé numerosos polimorfismos, la mayoria
sinénimos. S6lo un genotipo, 376G/A en es-

tado heterocigoto es responsable de estos los
fenotipos gris y BEW. Asi mismo, los genoti-
pos 967C/G y +17A/G en estado heterocigoto
resultaron significativos para el color blanco.
La identificacién del fenotipo BEW es tam-
bién de gran valor y dara margen para una
crianza planificada, asi como para evitar te-
ner fenotipos grises que segreguen crias de
otros colores.
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