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RESUMEN

El objetivo fue aislar células germinales testiculares de Vicugna pacos,
caracterizarlas morfolégicamente y detectar a nivel transcripcional la
expresion de biomarcadores especificos para Células Madre
Espermatogoniales en tejido gonadal durante el desarrollo testicular posnatal.
Los testiculos fueron colectados en estancias alpaqueras de Ayacucho y
Huancavelica (Aprox. 4,200 m.s.n.m.) y en el Matadero Municipal de
Huancavelica (Aprox. 3,600 m.s.n.m.). La biometria testicular, el aislamiento
de espermatogonias y la determinacién de viabilidad y rendimiento, asi como
la citometria de flujo, se hicieron a partir de muestras frescas. Para la
extraccidon de RNA por el método del fenol/cloroformo, los testiculos fueron
previamente obtenidos por castracion del animal vivo, transportados en
nitrégeno liquido a -196°C y almacenados en ultracongelacion a -80°C.Se
disenaron primers con el Programa Oligo6, a partir de exones rescatados y
RNA ensamblados para alpaca, tomando como base los exones codificantes
de cada uno de los biomarcadores encontrados en el genoma de Bos taurus,
los mismos que fueron sintetizados por Macrogen (Corea del Sur) y utilizados
para amplificar el cDNA de alpaca. La viabilidad y el rendimiento fueron
superiores enalpacas de 10-12 meses de edad, con valores de 92.15% y 55 x
10 espermatogonias/ml, respectivamente. Las espermatogonias de alpaca
tuvieron un didmetro promedio de 16 p, las células germinales de alpaca
mostraron reactividad frente al conjugado del fluorocromo isotiocianato de
fluoresceina con la aglutinina de Dolichos biflorus. A partir de siete
biomarcadores positivos para SSC seleccionados (Zbtb16, GFR[-1, Stra8,
Nanos2, Ngn3, Lin28 y Ecad), tres negativos (Ckit, Sohlh1'y Sohlh2) y tres
genes de referencia (Rplp0, Gadph y Actb), se lograron detectar Nanos2,
Lin28, Ckit, RPLPO y Actb en tejido testicular de alpaca. Se concluye que la
edad mas apropiada para aislar espermatogonias, caracterizarlas
morfolégicamente y detectar biomarcadores especificos de SSC en alpaca,
es de 10-12 meses.

Palabras Clave. Alpaca, biometria testicular, biomarcadores testiculares,

células madre espermatogoniales.



ABSTRACT

The objective was to isolate testicular germ cells from Vicugna pacos,
characterize them morphologically and detect at the transcriptional level the
expression of specific biomarkers for Spermatogonial Stem Cells in gonadal
tissue during postnatal testicular development. The testicles were collected in
estancias alpaqueras of Ayacucho and Huancavelica (approximately 4,200
m.a.s.l.) and in the Matadero Municipal de Huancavelica (approximately 3,600
m.a.s.l.). Testicular biometry, the isolation of spermatogonia and the
determination of viability and yield, as well as flow cytometry, were made from
fresh samples. For the extraction of RNA by the phenol/chloroform method,
the testicles were previously obtained by castration of the live animal,
transported in liquid nitrogen at -196°C and stored in deep-freeze at -80°C.
Primers were designed with the Oligo6 Program, from rescued exons and RNA
assemblies for alpaca, based on the coding exons of each of the biomarkers
found in the Bos taurus genome, which were synthesized by Macrogen (South
Korea) and used to amplify the alpaca cDNA. Feasibility and yield were higher
in alpacas of 10-12 months of age, with values of 92.15% and 55 x 108
spermatogonia/ml, respectively. Alpaca spermatogonia had an average
diameter of 16 p, the alpaca germ cells showed reactivity to fluorescein
fluorochrome isothiocyanate conjugate with Dolichos biflorus agglutinin. From
seven positive biomarkers for selected SSC (Zbtb16, GFRa-1, Stra8, Nanos2,
Ngn3, Lin28 and Ecad), three negative (Ckit, Sohlh1 and Sohlh2) and three
reference genes (Rplp0, Gadph and Actb); Nanos2, Lin28, Ckit, RPLPO and
Actb were detected in testicular tissue of alpacas. It is concluded that the most
appropriate age to isolate spermatogonia, characterize them morphologically
and detect specific biomarkers of SSC in alpaca, is 10-12 months.

Keywords. Alpaca, testicular biometry, testicular biomarkers, spermatogonial
stem cells.

xi



l.- INTRODUCCION

La crianza de Vicugna pacos “alpaca”, desde la época prehispanica, ha sido
de vital importancia para los pobladores alto andinos y particularmente para
miles de comunidades alpaqueras de los departamentos de Puno,
Huancavelica, Junin, Arequipa, Ayacucho y Cusco, entre otros, que las
aprovechan para obtener fibra, carne y transportar productos agricolas, en
zonas de gran altura, donde la agricultura y la ganaderia basada en especies
introducidas son poco viables.

Sin embargo, las alpacas, desde el punto de vista reproductivo, presentan dos
grandes problemas: por un lado, la altisima tasa de hibridacién por la cual la
pureza genética de esta especie esta muy deteriorada; y por otro lado, el alto
indice de consanguinidad, que probablemente se traduce en una considerable
frecuencia de defectos de conformacion a nivel de aparato reproductor, facial,
extremidades, columna vertebral y ubre, bajisima proporcién del peso corporal
respecto al peso testicular y diversas anormalidades genitales, que afectan
significativamente el éxito de su reproduccion al tener muy baja capacidad
reproductiva y muy baja reserva de espermatozoides extra gonadales. Ambos
problemas mencionados estan en contra de la supervivencia de esta especie
exponiéndola a un grave peligro de extincion, lo que repercutiria directamente
en la sociedad y la economia de las comunidades andinas alpaqueras del

Pera.



La biotecnologia moderna representa una alternativa para abordar esta
probleméatica: desde el campo, organizando los registros genealdgicos del
plantel de reproductores, en cada estancia alpaquera, conforme a la
reglamentacion nacional existente; y desde el laboratorio, profundizando los
estudios relacionados con la pureza y estabilidad genética de los dos
fenotipos de Vicugna pacos, Huacaya y Zuri, que no son razas (Presciuttini et
al., 2010); alternativa viable que puede permitir que progresivamente se
pueda recuperar la pureza genética de la alpaca. Esto implica la instalacién
de un Banco de Recursos Genéticos que pueda abastecer del germoplasma
necesario para realizar estudios orientados al cultivo de espermatogonias de
alpaca, de tal manera que una vez optimizadas las condiciones, se pueda
producir suficiente cantidad de biomasa como para poder extraer DNA total o
RNA total y asi puedan identificarse, mediante técnicas moleculares,
biomarcadores especificos de células madre espermatogoniales de los dos
fenotipos de alpaca y posteriormente realizar el transplante de células madre
espermatogoniales a partir de machos élite a los machos mejor adaptados en
las diferentes comunidades alpaqueras altoandinas, de tal manera que
produzcan espermatozoides con las nuevas caracteristicas genéticas
deseables. Todo esto, paralelamente a las otras biotecnologias reproductivas
que se vienen aplicando en nuestro pais, como la Inseminacién Artificial y la
Transferencia de Embriones (Garnieri, 2015; Giuliano y Miragaya, 2011;
Huanca et al., 2007; Miragaya et al., 2006).

En consecuencia, la caracterizacién de células germinales de alpaca y la
expresion de biomarcadores especificos en tejido gonadal, constituyen un

primer paso fundamental en esta perspectiva.



Il.- ANTECEDENTES

2.1. Marco filoséfico o epistemologico de la investigacion

La alpaca representa un potencial de desarrollo para la puna, donde viven las
comunidades humanas mas aisladas y pobres del Peru. Estas comunidades
son las que mayoritariamente poseen este recurso y son las duefas de al
menos el 95% de las pasturas de la puna. El manejo de la alpaca, junto al de
la vicufia, es una de las pocas posibilidades de mejorar las condiciones de
pobreza, junto con la mineria, el turismo y la acuicultura (Brack, 2001).

Entre las bases para establecer un programa de mejoramiento genético de la
alpaca, se ha propuesto el empleo de técnicas de reproduccion asistida, tales
como inseminacion artificial, transferencia de embriones y fertilizacién in vitro
(Miragaya et al., 2006; Huanca et al., 2007), las cuales al menos en nuestro
pais no siempre han sido aplicadas en forma programada y sostenida, sino
qgue se han venido utilizando como esfuerzos individuales y aislados, al punto
que incluso algunos investigadores consideran que no es posible desarrollar
y aplicar estas tecnologias por los resultados poco alentadores. Sin embargo,
el desarrollo de estas biotecnologias ha requerido la mejora del conocimiento
sobre la fisiologia reproductiva de esta especie, contando con la ayuda de
técnicas como la ultrasonografia (Huanca et al., 2007) y mas recientemente la
citometria de flujo.

En este contexto, el conocimiento sobre la biologia de las Células Madre
Espermatogoniales (SSC) de alpaca y las posibles aplicaciones
biotecnol6gicas como el transplante de SSC, debe formar parte del conjunto



de alternativas biotecnoldgicas que pueden servir como herramientas para la
mejora genética de los camélidos domésticos (alpacas y llamas), con
potencial aplicacion en camélidos no domésticos (vicufia y guanaco) y fauna

silvestre en amenaza o peligro de extincion.

Es mas, Wheeler (2006), ha llegado a establecer que la alpaca es una especie
en riesgo de extincion por la via del cruzamiento indiscriminado, ya que la
poblacion de alpacas presenta altos niveles de hibridacidn con llamas; asi, un
92% de la poblacién de alpacas es hibrida o ha sido cruzada con llamas; lo
que significa que menos del 9% de la poblacion de alpacas es pura.
Adicionalmente, Morton et al. (2008), sefialan que en mamiferos domésticos
existe una correlaciéon entre el tamafo corporal y el tamano testicular, pero
que en alpacas hay una amplia variacién en el tamario testicular en cualquier
edad o tamano del cuerpo, lo que sugiere que otros factores, probablemente
genéticos, son también importantes; y que ademas los testiculos de los
Camélidos Sudamericanos son relativamente pequefios y la produccidén de
espermatozoides es baja.

2.2. Antecedentes de investigacion

La identificacion y el aislamiento de SSC ha sido muy dificultoso, debido a que
existen pocas SSC dentro de lapoblacion de espermatogonias que puedan
ser definidas solamente por su funcién. Hasta la fecha, la via més efectiva
para enriquecer las poblaciones de células germinales con SSC ha sido
purificar todas las formas de espermatogonias de tipo A. Asi, en testiculos de
mamiferos adultos, donde estan presentes multiples generaciones de células
germinales, la purificacibn de espermatogonias es mas dificil que en

individuos pre puberes (lzadiar et al., 2002a).

Los primeros aislamientos de espermatogonias de tipo A y B utilizando
colagenasa y tripsina se hicieron en ratones (Bellvé et al., 1977). Luego se
aislaron gonocitos por digestion de tejido testicular con colagenasa y tripsina
en ratas (van Dissel et al., 1989). Posteriormente se aislaron espermatogonias
de tipo A por digestion enzimatica utilizando un gradiente discontinuo de
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Percoll en ratas deficientes en vitamina A (van Pelt et al., 1996). De modo
similar, se obtuvieron espermatogonias altamente purificadas a partir de
testiculos de ratas inmaduras (Morena et al., 1996) y de cerdos inmaduros
(Dirami et al.,1999). Posteriormente esta metodologia fue adoptada por
diferentes grupos de investigacidn para estudiar la poblacion de
espermatogonias de tipo A en bovinos (lzadiar et al., 2002a; lzadiar et al.,
2002b; Izadyar et al., 2003) y otros mamiferos.

A la fecha, no se han encontrado publicaciones sobre estudios de la biologia
de las SSC de alpaca. Lo unico que se conoce son los avances presentados
en el Instituto de Investigacion Antonio Raimondi de la Facultad de Ciencias
Biol6gicas de la UNMSM, por el grupo de investigacién del Laboratorio de
Fisiologia de la Reproduccién Animal, que lidera la Mg. Martha Valdivia, sobre
aislamiento, caracterizacion molecular y criopreservacion de células

espermatogoniales de alpaca (resultados en proceso de publicacién).

Solamente se han encontrado algunas publicaciones en temas relacionados
a la fisiologia y patologia reproductiva de la alpaca macho (Sumar, 1983;
Bravo, 1995; Sumar, 2000; Bravo, 1995); revisiones sobre la aplicacion de
biotecnologias reproductivas en Camélidos Sudamericanos, incidiendo en
inseminacién artificial, transferencia de embriones y biparticion de embriones
(Miragaya et al., 2006; Huanca et al., 2007; Morton et al., 2008; Giuliano y
Miragaya, 2011; Ruiz, 2011; Cortez, 2011). Otros estudios con enfoque
molecular, estan referidos al color y grosor de la fibra (Zhu et al., 2010;
Bathrachalam et al., 2011; Fan et al., 2011; Tian et al., 2012) o expresién de
péptidos antimicrobianos en mucosa intestinal de crias de alpaca (More et al.,
2011).

Las uUnicas publicaciones que metodol6gicamente tienen alguna semejanza
con el presente trabajo de investigacion, estan referidas a la localizacion del
factor de crecimiento epidérmico (EGF) y su receptor (EGFR) durante el
desarrollo testicular postnatal en alpaca (He et al., 2009) o el estudio de la

expresion de algunos marcadores especificos de SSC en Antilope cervicapra

“antilope” (Goel et al., 2011) y Macaca mulatta “macaco” (Helman et al., 2009).
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2.3. Bases teoricas
2.3.1. Espermatogénesis

La espermatogénesis es un proceso complejo e intenso por el cual se
producen continuamente numerosos gametos masculinos a través de la vida
después de la pubertad (Ebata et al., 2008). De acuerdo a Russell et al. (1990)
y Al-Asmar et al. (2009), la espermatogénesis puede ser dividida en tres fases
(Figura 1). La primera es la fase diploide que ocurre en el epitelio seminifero
de la membrana basal y se caracteriza por la proliferacion de células
germinales diploides, las espermatogonias. Las espermatogonias proliferan y
expanden la poblacién de células germinales diploides, pero simultaneamente
ocurre la diferenciacion hasta espermatozoides. En la segunda fase, fase
meibtica, las espermatogonias diferenciadas abandonan la membrana basal
y se convierten en espermatocitos y contindan la meiosis. La recombinacion
genética tiene lugar en esta fase. Las células haploides resultantes se
denominan espermatides. En la tercera fase, espermiogénesis, las
espermatides sufren una compleja diferenciacidon morfolégica para formar
espermatozoides. Estos procesos estdn regulados y soportados por una
interaccién intima con células somaticas (células de Sertoli) en el epitelio

seminifero y por comunicacion endocrina (Hall, 2011).
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Figura 1. Fases de la espermatogénesis en ratén. Primera fase en rojo:
proliferacion de espermatogonias; segunda fase en azul: meiosis; y
tercera fase en rojo: espermiogénesis (Al-Asmaret al., 2009).

La continuacidn del proceso espermatogénico a través de la vida depende de
la regulacién de la autorrenovacion y diferenciacion de las células madre
espermatogoniales. Estas son células simples ubicadas en la membrana
basal del epitelio seminifero. Solamente el 0.03% de todas las células
germinales son células madre espermatogoniales (Aponte et al., 2005).

Se ha observado que la espermatogénesis en primates y no primates tiene
algunas particularidades (Figura 2). Segun Hermann et al. (2007), en
primates, los estudios histolégicos clasicos de la morfologia nuclear indican la
presencia de dos clases de espermatogonias de tipo A no diferenciadas en la
membrana basal de los tubulos seminiferos testiculares, designadas como



espermatogonias de tipo Aoscuras, del inglés Aqark; Y espermatogonias de tipo
Aclaras, del inglés Apae (Clermont y Leblond,1959; Clermont, 1972). Ambos
tipos de células estan presentes en la membrana basal de los tubulos
seminiferos de los primates, pero difieren en base a la arquitectura nuclear y
a la intensidad de coloracién con hematoxilina. Hay una informacion limitada
acerca de la disposicion clonal de espermatogonias de tipo Aoscuras ¥ de tipo
Aclaras 0 cual de estos fenotipos histolégicos se correlacionan con las
caracteristicas moleculares de las espermatogonias de los roedores
(Hermann et al., 2009). El modelo que prevalece sobre la proliferacion y
diferenciacion de espermatogonias es que las espermatogonias de tipo Aoscuras
son células madre de reserva y las espermatogonias de tipo Aciaras SON células
madre activas. De acuerdo a este modelo, las espermatogonias de tipo Aoscuras
raramente se dividen y son activadas por amenazas citotdxicas; mientras que
las espermatogonias de tipo Acaras Se dividen regularmente para
autorrenovarse y asi mantener el grupo de células germinales no
diferenciadas, que soportan la espermatogénesis bajo circunstancias
normales (Clermont y Antar, 1973; Simorangkir, 2005). Sin embargo, estas
designaciones de células madre en primates estan sujetas a debate y son
claramente diferentes a las de los roedores, donde el linaje espermatogénico
se deriva de una espermatogonia de tipo Aindividual, del inglés Asingles (Huckins,
1971; Oakberg, 1971). Sin embargo, no existen estudios especificos para el
caso de las alpacas, por lo que se asumen las caracteristicas consideradas

para no primates.
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A Aclaras Aoscuras
individuales individuales ——— individuales
|
pares pares —_— pares
cadenas cadenas ——=  cadenas
|
6 generaciones A, In, B B*
esperm!tocitos espermatocitos
espermatides espermatides
espermalfozoides espermatozoides

Figura 2. Espermatogénesis en no primates y primates. En animales
no primates (como roedores y alpacas), el linaje espermatogénico
se deriva de espermatogonias de tipo Aingividuales, del iNgI€s Asingies;
mientras que en los primates, las espermatogonias de tipo Aoscuras,
del inglés Aqan, son células madre de reservay las espermatogonias
de tipo Aciaras, del inglés Apae, son células madre activas que
soportan la espermatogénesis (Aponte et al., 2005).

De acuerdo a Yoshida et al. (2004), en el ratdn, las células espermatogénicas
mas primitivas son las espermatogonias de tipo Asimples, del inglés Asingles O
simplemente espermatogonias de tipo As. Las progenies de As permanecen
conectadas por puentes intercelulares después de varias divisiones mitoticas
y meioticas, formando cadenas de dos, cuatro, ocho y mas células.Las
espermatogonias de tipo As y los clones conectados de 2 (Apr O Aapareadas), 4,
8, 16 y raramente 32 células (Aa 0 Aaineadas) Muestran distintos caracteres
incluyendo a las espermatogonias en diferenciaciéon (A1 a A4, intermedias y
espermatogonias B). Ellas tienen periodos de ciclo celular mas largos v,
basicamente, proliferacion independientemente del ciclo seminifero. Desde el
punto de vista de la expresidn génica, estas células pueden ser identificadas
como espermatogonias negativas para Ckit. Con base en sus propiedades



comunes, As, Ax Yy Aa son denominadas colectivamente como
“espermatogonias no diferenciadas” aunque este término es un tanto confuso
porque comprende tanto células madre (las verdaderas espermatogonias “no

diferenciadas”) y otras células comprometidas con la diferenciacion (Figura 3).

Figura 3. Identidad de las espermatogonias. (A) Espermatogonias de
tipo Asimples; (B) Espermatogonias apareadas mostrando el puente
intercelular; y (C) Espermatogonias alineadas (lzadyar et al., 2003).

2.3.2. Células madre espermatogoniales (SSC)

En mamiferos no primates, las SSC son células simples localizadas en la
membrana basal de los tubulos seminiferos y se llaman espermatogonias de
tipo A simples (As).Cada una de estas células se divide en dos nuevas células
simples 0 en un par de espermatogonias que no completan la citocinesis y
permanecen conectadas por un puente intercelular. Comenzando con las
espermatogonias de tipo Apr, la citocinesis en todas las divisiones posteriores
es también incompleta, conduciendo a la formacién de un sincitio cada vez
mas grande de células germinales. Como las espermatogonias de tipo Apr son
morfolégicamente similares a las espermatogonias de tipo As, el puente
intercelular puede tomarse como la primera sefial visible del ingreso de las

células en el camino de la diferenciacién (Aponte et al., 2005).

Las espermatogonias Aprse dividen luego para formar cadenas de 4, 8,
ocasionalmente hasta 32 espermatogonias de tipo Aa. Las espermatogonias
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de tipo Aa pueden ir a través de un paso de diferenciacion y convertirse en
espermatogonias de tipo A1. Este paso de diferenciacion involucra cambios
morfoldgicos leves y trae cambios en las caracteristicas del ciclo celular de las
espermatogonias. En la mayoria de no primates se producen seis divisiones
siguientes a la formacién de espermatogonias de tipo A1, formando
sucesivamente espermatogonias de tipo Az, As, A4, In (intermedia) y B. Las
espermatogonias de tipo B se dividen en espermatocitos. En total, se
producen cerca de 10 divisiones espermatogoniales entre las SSC vy la

formacién de espermatocitos (de Rooij y Russell, 2000).

2.3.3. Desarrollo testicular postnatal en la alpaca

En toda crianza animal, el macho cumple un rol preponderante tanto en el
proceso reproductivo como en el mejoramiento genético, de su correcta
seleccion y los cuidados que se le prodiguen depende el éxito de la
explotacion (Fernandez, 1991). La seleccidén de los machos en alpaca, ha
estado dirigida s6lo a aspectos de conformacion y fibra de color blanco,
dejando de lado las caracteristicas reproductivas. Una consecuencia de esto
es la alta incidencia de anormalidades de los genitales de los machos
reproductores, la mayoria de naturaleza hereditaria (Gonzales, 2008). La

biometria testicular referencial se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Relacion del tamario y peso testicular con la edad
y el peso corporal en alpacas.

Edad 2;'2323;:;933 Peso Peso

(anos) (cm) testicular (g) corporal (Kg)
1.5x1.5 2.9 36.6
3.4x2.3 13.9 43.9
3.7x2.4 13.8 52.0

Datos tomados de Bravo (1995).
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Los camélidos masculinos generalmente nacen con los testiculos
descendidos que son pequefios, blandos y dificiles de palpar. Aun no se ha
descrito el mecanismo de descenso de los testiculos. Se conocen los niveles
basales de testosterona en el plasma seminal (60-90 pg/ml) y la existencia de
adherencias entre el pene y el prepucio. Cuando los machos maduran, los
testiculos se agrandan y los niveles de testosterona en plasma aumentan a
mas de 1000 pg/ml (en aproximadamente 20 meses de edad en la mayoria
de las alpacas). El aumento de las concentraciones de testosterona permite
que el animal crezca y desarrolle las caracteristicas sexuales secundarias y
aparentemente desglose las adherencias peno-prepuciales (Morton et al.,
2008).

En alpacas, no existe una correlaciéon entre el tamario corporal y el tamafo
testicular, particularmente en machos adultos de diferentes edades. La amplia
variacion en el tamano testicular en cualquier edad o tamano del cuerpo
sugiere que otros factores, probablemente genéticos, son también
importantes. Se considera que las alpacas machos han alcanzado el
desarrollo sexual a los 5 afnos de edad, con 63 kg de peso corporal (Sumar
1983). Una comparacién de la correlacién entre el peso corporal promedio y

el peso testicular promedio, se muestra a continuacion (Tabla2).

Tabla 2. Correlacion entre el peso corporal y el peso testicular en
diferentes mamiferos.

Especie Correlacion (%) Referencia
Vicugna pacos “alpaca’ 0.02-0.03 Sumar (1983)
Ouvis orientalis “carnero” 1.40 Bravo (1995)

0.18 Morton (2008)

Bos taurus “toro”

La produccion de esperma puede estar correlacionada con el tamafo
testicular en los camélidos. En toros, a medida que los testiculos aumentan

de peso y tamano aumenta la produccion de espermatozoides y la fecundidad;
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presumiblemente esto ocurre también en alpacas. El tamafo testicular es
altamente heredable en toros y también esta relacionado con la fertilidad de
sus parientes femeninas. Los testiculos de los Camélidos Sudamericanos son
relativamente pequefios y la produccibn de esperma es baja; asi, la
produccién diaria estimada de esperma en primavera es 8.1 x 10°
espermas/ml y en verano 4.2 x 108 espermas/ml, comparado con Ovis
arientalis “carnero”, de 3.14 x 10° espermas/ml| (Guillén, 2001) y con Bos
taurus “toro”, de 4.5 x 108 espermas/ml (Ruiz et al., 2010).

2.3.4. Problemas y limitaciones en la fisiologia reproductiva de la
alpaca macho

Las alpacas actualmente presentan dos problemas de gran envergadura, la
altisima tasa de hibridacion por la cual la pureza genética de esta especie esta
muy deteriorada; lo que trae como consecuencia graves problemas
reproductivos que impiden que se reproduzcan con éxito, entre ellos, la muy
baja capacidad reproductiva y muy baja reserva de espermatozoides
extragonadales en el macho, entre otros. Estos problemas estan en contra de
la supervivencia de esta especie exponiéndola a un grave peligro de extincién,
lo que repercutiria directamente en la sociedad y la economia de las
comunidades andinas alpaqueras del Peru (Brack, 2004; Sumar, 2000).

2.3.4.1. Pubertad y edad al primer empadre. Los machos pueden producir
semen fértil cuando tienen alrededor de un afio. Algunos machos a la edad de
un afo y con peso promedio de 34 Kg ya muestran interés sexual por las
hembras. Solo el 8% de los machos jovenes se hallan libres de adherencias
pene-prepuciales; a la edad de dos afos el 70% de machos ya no tienen estas
adherencias y a la edad de 3 arios, el 100% estan completamente libres de
estas siendo sexualmente activos hasta los 11-12 anos de edad aunque con
una baja tasa de fecundidad (Sumar, 1983). De ahi que la practica
generalizada sea destinar los machos a la reproduccion a partir de los tres
anos. Si se hace antes debe prestarse especial atencion a que estén libres de
adherencias (FAO, 1996).

2.3.4.2. Baja capacidad reproductiva. Estudios sobre el proceso
espermatogénico realizado en cortes histolégicos en machos prepuberales,
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muestran que los primeros espermatozoides morfolégicamente maduros se
observan a los 18 meses de edad (Fernandez, 1991). En alpacas macho con
un peso corporal promedio de 63 Kg, el peso promedio de un testiculo
totalmente desarrollado es de 17 g, aproximadamente y la produccion diaria

de espermatozoides es muy baja (Sumar, 1983).

2.3.4.3. Fracasos reproductivos. Los casos mas comunes relacionados con
los fracasos reproductivos en la alpaca macho son basicamente tres: defectos
congénitos y adquiridos, retraso en el descenso de los testiculos y priapismo.

2.3.4.3.1. Defectos congénitos y adquiridos. En un estudio con 3,015
machos en apareamiento provenientes de granjas ubicadas en la parte alta
de los Andes de Peru se descubrié que 18.1% padecian distintas anomalias
del aparato genital (Sumar, 1983). La hipoplasia testicular fue la anormalidad
mas comun (9.9%); la hipoplasia bilateral fue mas frecuente (5.6%) que la
hipoplasia unilateral izquierda (2.7%) o derecha (1.6%). Se observé
criptorquidia, incluso casos de testiculos ectdpicos, en 8.2% de los animales
examinados. El lado izquierdo fue méas afectado que el derecho. En otra
investigacién de los 6rganos genitales de 792 alpacas macho sacrificadas por
diversas razones, 30% de los 6rganos mostraron anormalidades. En este
material, 10.8% mostrd hipoplasia testicular, 4.9% tuvo criptorquidia o
testiculos ectdpicos, y se observé que en el 14.5% se habian formado quistes
en los tubulos mesonéfricos. Es probable que la mayor parte de las
anormalidades observadas sean hereditarias. Las anormalidades de origen
infeccioso, como epididimitis y orquitis, que son frecuentes en carneros y

toros, estan ausentes, sobre todo entre los machos (Sumar, 2000).

2.3.4.3.2. Retraso en el descenso de los testiculos. En la alpaca, al
momento del nacimiento o algunos dias después, los testiculos se encuentran
en el escroto, muy pequenos y flacidos. Al afo de edad, que suele ser cuando
se seleccionan los futuros progenitores, ambos testiculos deben localizarse
en el escroto y medir 1.1 a 1.4 cm de largo (Sumar, 1983). No obstante, es
muy frecuente que el descenso de ambos testiculos se demore, y mucho mas
comun que s6lo uno haya entrado en el escroto, seguido poco después por el

otro testiculo (Sumar, 2000).
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2.3.4.3.3. Priapismo. Una enfermedad que se observa a menudo en los hatos
de sementales de alpaca es una clase de “priapismo”. Esta enfermedad se
caracteriza porque el macho es incapaz de retraer el pene dentro del prepucio.
El glande y cerca de un tercio del pene estan expuestos al ambiente, que trae
como consecuencia lesiones y contaminacién con material extrafo, ulceras,

heridas e infecciones graves (Sumar, 2000).
2.3.5. Terminologia de campo referida a la edad de las alpacas

En las estancias alpaqueras, los técnicos encargados del monitoreo de hatos,
utilizan un conjunto de términos referidos a las distintas edades de las alpacas
(Huanca, 1996; Arias, 2006):

Crias.- Lactantes hasta los 8 meses de edad o quiza mas propiamente hasta

cuando las crias estén junto con la madre.

Extremas.- Crias recién destetadas; y es por eso que a esta operacién
ganadera del destete se le denomina “extremaje”. Una vez destetados,

contindan llevando la denominacion de extremas hasta el ano de edad.

Tuis hembras.- Crias hembras, desde el destete hasta la recepcion del primer

servicio.

Tuis machos.- Crias machos, desde el destete hasta el primer servicio en

que se encontrd el empadre, generalmente a los dos afnos.
Hembras primerizas.- Tuis hembras virgenes que entran al empadre.

Madres (reproductores hembras).- Hembras de dos afnos a mas que han
parido.

Hembras vacias.- Hembras que han sido servidas y no quedaron prefiadas o
han perdido a sus crias por diferentes causas.

Hembras matacrias.- Hembras que han perdido sus crias por diferentes
motivos.

Hembras prenadas.- Animales que se encuentran gestando en cualquiera de

sus etapas.
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Padres (reproductores machos).- Machos seleccionados para la
reproduccion y que a partir de los dos a tres afos entran al servicio.

Capones.- Machos tuis o adultos castrados, que no son aptos para la
reproduccion y mejoramiento genético, pero se conservan como productores

de fibra y carne.
2.3.6. Estimacion de la edad de la alpaca por erupcion dentaria

No es facil determinar la edad de las alpacas en condiciones de campo, a
menos que se tenga al dia el registro individual desde el nacimiento, lo cual
no es habitual entre los campesinos alpaqueros; sin embargo, esta se puede
estimar en base a la evolucién de la erupcidn dentaria hasta que alcanzan los
5 anos de edad, siendo mucho mas dificil establecerla a partir de los 15 afnos.
Las alpacas tienen 32 dientes permanentes. Los primeros molares aparecen
entre los 6 y 9 meses y otro lo hace a los 2 afos. El primer incisivo permanente
sale a los dos afos, el siguiente a los 3y el ultimo par entre los 3 y los 6 afos
(FAO, 1995). Asi, se tiene establecido en las normas para el juzgamiento de
alpacas que, segun su denticidén, estos animales pueden ser clasificados en

cuatro categorias que se indican en la Tabla 3:

Tabla3. Categorias de denticion en alpacas y
estimacion de la edad.

Categoria de denticion Edad estimada
A. Dientes de leche (DL) <1 ano
B. Dos dientes (2D) 1-2 afos
C. Cuatro dientes (4D) 2-3- anos
D. Boca llena (BLL) >3 anos

Datos tomados de Franco et al. (2009).

Estas categorias son iguales para llamas y alpacas en todas sus variedades

(separadas por colores y sexo). Si bien la categorizacion por cambio dentario
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no es exacta, aun no existe un medio concreto de facil acceso para calcular
la edad de los animales (aunque existen alternativas como los microchips, que
no son muy extendidos). En el proceso de cambio de dentadura, existe una
regular variacion dentro de los rebafnos de diferentes lugares y dentro de los
animales de un mismo rebafno. En observaciones realizadas en centros
experimentales se pudo comprobar que los Camélidos Sudamericanos
comienzan a cambiar los incisivos centrales alrededor de los dos afnos de
edad y el cambio de los extremos se completa generalmente a los cuatro afos
y medio (Franco et al., 2009). Sin embargo, existen muchos animales que a
los tres afos han cambiado ya dos, cuatro o seis dientes. De igual manera
hay una desigual aparicidén de incisivos y caninos. En la practica, esto significa
que en las categorias B y C pueden estar compitiendo animales de diferentes
edades, creando desventajas en la competicion. Segun Franco et al. (2009),
una correcta implantaciéon dentaria es muy importante porque los Camélidos
Sudamericanos dependen de su alimentacion de pastos fibrosos y duros de
la puna, que estan secos durante gran parte del ano. Una mala denticidén
(prognatismo, dientes mal implantados) tiene directa repercusion sobre la
salud y produccién del animal (Figura 4).

Figura 4. Estimacioén de la edad de las alpacas por la evolucion de la
erupcion dentaria. (A) Dientes de leche (DL); (B) Dos dientes (2D); (C)
Cuatro dientes (4D); y (D) Boca llena (BLL). Datos tomados de Franco et al.
(2009).

2.3.7. Biomarcadores para SSC de mamiferos

La técnica de transplante de SSC o ensayo funcional, representa un
verdadero avance en este campo, ya que con esta técnica una poblacién de
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células germinales puede ser verificada para detectar la presencia de SSC,
permitiendo, por ejemplo, el desarrollo de protocolos de purificacion. En este
procedimiento, las células germinales del raton donante son trasplantadas en
los testiculos de un raton receptor, en el que la espermatogénesis enddgena
ha sido agotada, ya sea por mutacién, por tratamiento con el agente alquilante
busulfan o por irradiacion X fraccionada. Después del transplante, las SSC
donantes repueblan y colonizan el epitelio seminifero de los ratones
receptores. Desde el establecimiento de esta técnica, han sido identificados
varios biomarcadores y caracteristicas nuevas de las SSC que se pueden usar
para aislar a partir de testiculos una poblacién enriquecida con SSC (Aponte
et al., 2005).

Los biomarcadores para SSC pueden ser categorizados en tres tipos
diferentes: marcadores morfolégicos, de superficie celular e intracelulares
(Ebata et al., 2008).

2.3.7.1. Biomarcadores morfologicos

Se refieren a la propia identidad microscopica de las SSC. Después de una
division, una SSC puede producir ya sean dos SSC, o una SSC y una
espermatogonia unica y aislada. En este ultimo caso, una espermatogonia
aislada genera una cadena de dos células en la siguiente division, por lo tanto,
pierde su actividad de auto-renovacion, lo que significa que esta célula esta
determinada retrospectivamente para ser progenitora comprometida, pero no
una célula madre, a pesar de su identidad como espermatogonia aislada. La
formacién de una cadena de dos células se cree que es el primer paso hacia
la diferenciacion terminal de la espermatogénesis, las espermatogonias solas
o0 aisladas son a menudo llamadas células troncales, debido a su potencial de
autorrenovacion, que produce dos células individuales o potencial diferencial,

que produce una cadena de dos células (Figura 5).

Se han reportado criterios citoldégicos que se utilizan para la identificacién de
espermatogonias de tipo A, en ratas, por Microscopia Nomarski de
Interferencia (van Pelt et al., 1996; van Dissel et al., 1989), como los
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siguientes: (a) Células grandes, redondas, con un nucleo esférico; (b)
Membrana nuclear fuerte; (c) Varios nucléolos relativamente grandes (1-3);
(d) Proporcion alta nucleo:citoplasma; y (e) Muchas inclusiones

citoplasmaticas concentradas principalmente en un lado de la célula.
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Figura 5. Autorrenovacion y diferenciacion de las espermatogonias. (A)
Cadenas de espermatogonias de tipo A; (B) Divisidbn mitética simétrica de
una SSC;(C) Division mitética asimétrica de una SSC (Ebata et al., 2008).

Yoshida (2010), es uno de los defensores del llamado “Modelo As”, que
sostiene que solamente cada espermatogonia individual As actia como una
célula madre, mientras que las espermatogonias Apr y estadios subsecuentes
no actian como células madre, ya que estan comprometidos con la
diferenciacion (Figura 6). Siguiendo este patron, es probable que lo mismo

ocurra en alpacas.
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differentiating cells

Figura 6. El modelo As. Solamente las
espermatogonias de tipo As actian como
células madre (Yoshida, 2010).

Respecto a la localizacion de las SSC, se sugiere la existencia de un nicho
presuntivo para la poblacion As/Api/Aal, la misma que se ubica en la membrana
basal de los tubos seminiferos, preferentemente en la region de la membrana
basal enfrentada al intersticio (Figura 7), donde hay vasos sanguineos
circundantes y células intersticiales que se sugiere ejercen una regulacion
especial sobre la actividad de la poblacion As/Apr/Aa (Al-Asmar et al., 2009;
Yoshida, 2010).
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Figura 7. Ubicacion de las espermatogonias no diferenciadas en los
testiculos. (A) Corte transversal de los tdbulos seminiferos de rata
mostrando los compartimentos basal y adluminal del epitelio seminifero.
(B) Modelo presuntivo del nicho microambiental de la poblacion “no
diferenciada” Ay’ Ap/ Aa (Al-Asmar et al., 2009; Yoshida, 2010).

2.3.7.2. Biomarcadores de superficie celular

A diferencia de los biomarcadores morfolégicos, se han determinado
moléculas de superficie celular como biomarcadores de SSC por estar su
expresidn directamente asociada con la actividad de las SSC. Utilizando
métodos inmunoldgicos, tales como inmunocitoquimica e
inmunohistoquimica, las integrinas o—6 y p-1 fueron los primeros
biomarcadores identificados en la superficie celular, que juntos forman un
receptor de laminina, un componente principal de la matriz extracelular en la
membrana basal del epitelio seminifero. Mediante enfoques inmunoldgicos
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similares en combinacién con el trasplante de espermatogonias, se
identificaron CD90 (Thy71), CD9 y CD24 como moléculas expresadas en las
SSC y mas recientemente se han reportado muchos estudios de la expresion
de genes entre ellos Gfra-1, Ckity Ecad (Schrans y van de Kant, 1999; Oatley
et al., 2004a; Oatley et al., 2004b; Oatley et al., 2006; Buageaw et al., 2005;
Kanatzu et al., 2008).

2.3.7.2. Biomarcadores intracelulares

Estudios recientes en ratones indican que las SSC también expresan
moléculas intracelulares, entre ellas factores de transcripcion, tales como
Oct4, Zbtb16, Ngn3y la proteina citoplasmatica Stra8. Al igual que los otros
marcadores descritos anteriormente, estas moléculas no son exclusivamente
expresadas en las SSC, pues se expresan también en las espermatogonias
primitivas diferenciadas. Para su deteccion y/o cuantificacion no se utilizan los
métodos inmunoldgicos, sino, métodos moleculares, tales como PCR
convencional, niveles de expresion transcripcional por PCR en tiempo real y
otros. Sin embargo, estas moléculas marcadoras bien pueden estar
implicadas en el mecanismo de regulacion de la proliferacion, diferenciacion y
supervivencia de las SSC. Por lo tanto, la identificacién de estas moléculas
ofrece la oportunidad de explorar mas la caracterizacién funcional de las SSC.
Otros biomarcadores intracelulares, son Nanos 2, Lin28, Sohlh1 y Sohlh2
(Buaas et al., 2004; Costoya et al., 2004; Yoshida et al., 2004; Barrios et al.,
2009; Sada et al., 2009; Yoshida, 2010; Shen y Xie, 2011; Suzuki et al., 2012;
Suzuki y Saga, 2013; Shyh y Daley, 2013).

2.3.8. Biomarcadores seleccionados para SSC de alpaca

Para el estudio de la expresion de biomarcadores de SSC en tejido gonadal
de alpaca, previo a la sintesis de cebadores, se hizo una busqueda de los
diferentes biomarcadores especificos detectados principalmente por técnicas
moleculares y/o inmunolégicas, reportados para mamiferos, principalmente
raton (Suzuki et al., 2012; Shen y Xie, 2011; Yoshida et al., 2010; Barrios et
al., 2009; Sada et al., 2009; Tulkunova et al., 2009; Zheng et al., 2009; Kanatzu
et al., 2008; Tokuda et al., 2007; Ballow et al., 2006; Buageaw et al., 2005;
Wang et al., 2005; Buaas et al., 2004; Costoya et al., 2004; Yoshida et al.,
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2004; Giuili et al., 2002; Schrans et al., 1999; Oulad et al., 1996), toro (Oatley
et al., 2004a; Oatley et al., 2004b; Izadyar et al., 2002a), rata (Zhang et al.,
2011), macaco (Hermann et al., 2009; Hermann et al., 2007) y antilope (Goel
etal.,2011). Solamente se encontré un reporte sobre el Factor de Crecimiento
Epidérmico (EGF), detectado por coloracion inmunohistoquimica en alpaca
(He et al., 2009), pero no se encontro informacidn referente a biomarcadores

especificos de SSC en alpaca.

Teniendo en cuenta que los mamiferos comparten un patrén en su maquinaria
molecular, considerando las similitudes genémicas y sobre la base de la
informacion encontrada en la literatura respecto a la expresidon de
biomarcadores de SSC para Bos taurus (“toro”), Mus musculus (“raton”) y
Macacus rhesus (“macaco”), se decidid trabajar con siete biomarcadores
positivos, relacionados con la autorrenovaciéon de SSC (GFRa-1, Nanos2,
Ngn3, Zbtb16, Stra8, E-Cadherin y Lin28), tres biomarcadores negativos,
relacionados con la diferenciaciéon de SSC (C-kit, Sohlh1 y Sohlh2) y tres
genes de referencia conocidos: RplpO(Proteina Ribosomal Grande PO0),
Gadph (Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa) y Actb (Actina Beta),

conforme se muestra en la Tabla 4.
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Tabla 4. Biomarcadores seleccionados para SSC de alpaca.

Biomarcador Especie de Referencia
mamifero

GFRa-1 Bos taurus Buageaw et al. (2005); Naughton et al.
(2006); Jijiwa et al. (2008); Oatley et
al. (2004)

Nanos2 Mus musculus Aoki et al. (2009); Barrios et al. (2009);
Sada et al. (2009); Shen y Xie (2009)

Ngn3 Mus musculus (Yoshida et al., 2004)

Zbtb16 Macaca mulatta Giuili et al. (2002); Oulad et al. (1996)

Stra8 Mus musculus Buaas et al. (2004); Kanatzu et al.
(2008)

E-Cadherin Mus musculus Costoya et al. (2004); Toyoda et al.
(2009)

Lin28 Mus musculus Zheng et al. (2009)

C-kit Mus musculus de Rooij (1998); Schrans et al. (1999);
Pellegrini et al. (2003)

Sohlh1 Mus musculus Ballow et al. (2006a); Suzuki et al.
(2012)

Sohlh2 Mus musculus Ballow et al. (2006b); Suzuki et al.
(2012)

2.3.9. Heterogeneidad de la expresion relativa de biomarcadores para
SSC en mamiferos

Uno de los primeros trabajos sobre expresion de biomarcadores de SSC es el
de Costoya et al. (2004), quienes sefalan que hay poco conocimiento de los
mecanismos moleculares por los cuales las espermatogonias, células
germinales mitéticas de los testiculos, se autorrenuevan y diferencian en
espermatozoides. Ellos han demostrado que el gen Zfp145, que codifica para
el represor transcripcional Plzf o Zbtb16, tiene un rol crucial en la

espermatogénesis. En la Figura 8, se representa la linea del tiempo del
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desarrollo y produccidén de espermatozoides maduros en testiculos de raton.
La barra roja en el panel mas bajo muestra los niveles de expresion de Zfp145
durante este proceso de desarrollo, que dura 35 dias en el raton. La barra
vertical naranja representa el estadio de las espermatogonias colectadas para
el microarray y el punto en que el testiculo Zfo7457 muestra alteraciones en
la proliferacion y apoptosis antes de la degeneracion de los tubulos

seminiferos.

Mitosis Meiosis | Meiosis Il Spermatogenesis
[ T*

Zygotene
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Birth /3 10 12 14

17 18 0 0 35
3 X
Round spermatids Spermatozoa

Spermatogonia Primary spermatocytes Secondary spermatocytes Elongating spermatids

Figura 8. Rol de Plzf o Zbtb16 en la espermatogénesis y en la
regulacion de la autorrenovacion y mantenimiento de la poblacién de
células madre en testiculos de Mus musculus (Costoya et al., 2004).

Hermann et al. (2009), compararon los patrones de expresion génica en Mus
musculus y Macaca mulatta, llegando a la conclusion que a partir de un
analisis global de todo lo reportado sobre la heterogeneidad de los perfiles de
expresion génica, en roedores es posible asignar fenotipos moleculares a tres
grupos de poblaciones de espermatogonias: (a) Espermatogonias troncales
As y algunas Apr (GFRat+, Zbtb16+, Ngn3+- y C-kit); (b) Espermatogonias
progenitoras, es decir, aquellas comprometidas con la diferenciacién, como
Apr y Aa (GFRat+, Zbtb16*, Ngn3+, C-kit"); y (c) Espermatogonias en
diferenciacion, tales como A+-A4, intermedias y B (GFRa1-, Zbtb16°, Nngn3+y
C-kit*). En la Figura 9, las barras coloreadas (GFRa1, azul; Plzf o Zbtb16,
verde; Ngn3, negro; C-kit, rojo) indican la extensién de la expresién del
biomarcador en los linajes espermatogénicos adultos y las letras
corresponden a las referencias. Los descriptores funcionales Stem, Progenitor

y Differentiating, basados en la informacién sobre roedores, estan indicados
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en la barra gris media y pueden identificar espermatogonias de macaco con
sus correspondientes fenotipos y funciones. Las transiciones de Stem a
Progenitor o Progenitor a Differentiating estan sefaladas con un gradiente de
sombreado entre estas categorias funcionales.
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Figura 9. Resumen de la expresion de biomarcadores en linajes

espermatogénicos de Macaca mulatta y Mus musculus adultos

(Hermann et al., 2009).
Recientemente, Yoshida (2010), ha identificado un nimero de genes que se
expresan en la poblacidén As/Apr/Aaide espermatogonias de testiculos de raton.
Esto ha llevado a la conclusién de que, a diferencia del corolario de aceptacién
general sobre el Modelo As, los estadios de la misma longitud son
heterogéneos con respecto a su expresion génica. Es importante destacar el
hecho de que como las espermatogonias son heterogéneas esto puede
sugerir que es necesario volver a examinar el modelo As. Sera un desafio
intrigante identificar el actual subconjunto de células madre y revelar su
comportamiento. Existe una heterogeneidad de la poblacion As/Apr/Aal
revelada por el perfil de expresidn génica. En una visién clasica, se ha creido
que la duracion del estadio (es decir, de las entidades morfoldgicas As/Apr/Aal-

4al16) era la Unica diferencia entre estas células.

Recientes analisis de expresion génica, sin embargo, revelan que los estadios
con el mismo numero de células son heterogéneos con respecto a su
expresion génica. Asi, en la poblacion As/Ap/Aa de “espermatogonias no
diferenciadas” combinaciones posibles de la expresion génica que

tipicamente pueden representar la heterogeneidad celular son recogidos de
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varios estudios y se muestran en fucsia y verde (Figura 10). Los genes que se
muestran de negro se expresan, mientras que los de color gris son reprimidos.
Se debe tener en cuenta que las relaciones entre estos genes no se han
determinado con precisién y podria haber una combinacién variable de genes
expresados; este es el porqué de que los limites entre ambas poblaciones se
muestren por gradientes (Yoshida, 2010).

Aaa

Nanos2 GFRal :

Figura 10. Heterogeneidad de la poblacion As/Ap/Aal
revelada por el perfil de expresidén génica en ratén
(Yoshida, 2010).

Tokas et al. (2011), sefialan que la regulacién del numero de células
germinales es complicada en las poblaciones de espermatogonias para
asegurar la adecuada proporcién de células germinales y células de Sertoli.
Las SSC pueden ser reconocidas y estudiadas a nivel celular con respecto a
proliferacién, diferenciacion y regulacion de estas actividades. Sin embargo,
la complejidad del epitelio seminifero hace dificil el estudio de los aspectos
moleculares de la regulacién del comportamiento de las SSC. La presencia de
una variedad de tipos de células complica la purificacion de SSC. De otro lado,
en muchas especies hay una variacién en el modo en que las vias que regulan
la pluripotencia requieren el factor de crecimiento, que es indispensable para
el cultivo de SSC murinas y bovinas.
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lll.- HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1. Hipétesis

a) Las caracteristicas morfologicas de las células germinales de alpaca,
aisladas por digestién enzimatica, pueden identificarse por microscopia
Optica y citometria de flujo.

b) La expresidon de biomarcadores especificos para células madre
espermatogoniales, se puede detectar a nivel transcripcional, en tejido
gonadal de alpaca.

C) La biometria testicular, la expresion de biomarcadores, la viabilidad asi
como el rendimiento de espermatogonias aisladas, estan influenciados

por el estadio de desarrollo testicular posnatal.

3.2. Objetivos

Objetivo general

Caracterizacién morfolégica y molecular de la poblacion de células germinales

testiculares de Vicugna pacos (alpaca).



Objetivos especificos

a) Aislar células germinales testiculares de alpaca para la caracterizacion
morfolégica.

b) Caracterizar espermatogonias identificando biomarcadores especificos
de tejido gonadal.

C) Determinar la expresion de mRNA a nivel transcripcional de
biomarcadores relacionados con la autorrenovacion y diferenciacion de
espermatogonias durante el desarrollo postnatal.

d) Correlacionar la edad con la biometria testicular, viabilidad vy
rendimiento de las espermatogonias aisladas.
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IV.- MATERIALES Y METODOS

4.1. Flujograma experimental

Para acceder a las muestras de testiculos de Vicugna pacos en los grupos
etarios de 6-8 meses de edad, de 10-12 meses de edad y de 2-3 anos, se
realizaron salidas de campo a las diferentes estancias alpaqueras del norte
de Ayacucho y de Huancavelica. Las muestras de testiculos de machos con
edad mayor a los tres anos, se recolectaron en el Camal Municipal de
Huancavelica. Se hizo la biometria de todas las muestras de testiculos de
alpaca, separandose luego en dos grupos. Las muestras destinadas para el
aislamiento de espermatogonias, viabilidad, concentracién y citometria de
flujo, fueron transportadas en condiciones de refrigeracion (4-5°C), para ser
procesadas inmediatamente en el laboratorio. En cambio, las muestras de
testiculos de alpaca destinadas a la deteccion de la expresién a nivel
transcripcional de biomarcadores especificos para SSC en tejido gonadal,
fueron transportadas en un tanque de nitrégeno liquido a -196°C vy

almacenadas en un ultracongelador a -80°C (Figura 11).
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TESTICULOS |— Biometria
| : :
Figura 11. Flujograma experimental. Los testiculos de alpacas
pre puberes y puberes se obtuvieron por castracion de animales
vivos en las estancias alpaqueras. Los testiculos de alpacas

jovenes y adultas se obtuvieron en el Matadero Municipal de
Huancavelica.

4.2. Animales

Las alpacas macho pre puberes y puberes incluidas en el presente estudio
procedieron de estancias alpaqueras de los departamentos de Ayacucho,
distritos de Chuschi, Paras y Vinchos; y de Huancavelica, distrito de Pilpichaca
(Anexo 1). Los machos jovenes y adultos procedieron del Matadero Municipal
de Huancavelica, ubicado en la localidad de Chufuranra, a 3,680 msnm, a
unos 15 minutos de la ciudad de Huancavelica (Anexo 2), considerandose
Unicamente alpacas del fenotipo Huacaya.Todas las alpacas estuvieron
alimentadas bajo condiciones de campo o pastoreo natural durante la
duracién del periodo experimental (mayo a diciembre del 2015) y expuestas a
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la luz natural durante el dia, a una temperatura ambiental promedio de 6 a
8°C, precipitacion pluvial anual promedio entre 400 a 700 mm y a una altitud
entre 4,000 a 4,600 msnm.

4.3. Colecta de testiculos de alpaca

La colecta de testiculos de alpaca tuvo algunas particularidades en funcién
del destino del material bioldgico. Las muestras de testiculos de alpaca con
fines de aislamiento de espermatogonias por digestion enzimatica fueron
transportadas en condiciones de refrigeracién a 4°C; pero las muestras de
testiculos de alpacadestinadas para la caracterizacibn molecular, fueron
transportadas en nitrégeno liquido (NL2) a -196°C y conservadas en un
ultracongelador a -80°C.

4.3.1. Biometria testicular y aislamiento de espermatogonias de alpacas
pre puberes y puberes
Se realiz6 en las estancias alpaqueras de los departamentos de Ayacucho y
Huancavelica, accediendo a los animales antes del pastoreo y obteniéndose
el material por castracion. Los testiculos fueron lavados con PBS vy
transportados en el medio DMEM a 4-5°C dentro de un cooler o caja
isotérmica. Las espermatogonias aisladas en estas condiciones se utilizaron
para la determinacién viabilidad, rendimiento y caracterizacion por citometria

de flujo (Figura 12).

Figura 12. Colecta de testiculos de alpacas pre puberes y puberes en
la estancia alpaquera de Pampawasi, distrito de Chuschi, provincia de
Cangallo, departamento de Ayacucho.
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4.3.2. Biometria testicular y aislamiento de espermatogonias de alpacas
jovenes y adultas
Se realiz6 en el Matadero Municipal de Huancavelica, accediendo
directamente a los testiculos de los animales sacrificados, tanto de 2-3 afos
de edad (4 dientes) y mayores a 3 afos de edad (6 dientes). Los testiculos
fueron lavados en PBS y transportados en el medio DMEM a 4-5°C dentro de
un cooler o caja isotérmica. Las espermatogonias aisladas en estas
condiciones se utilizaron para la determinacion viabilidad, rendimiento y

caracterizacion por citometria de flujo (Figura 13).

Figura 13. Colecta de testiculos de alpacas jovenes y adultas
en el Matadero Municipal de Huancavelica.

4.3.3. Extraccion de RNA de tejido gonadal de alpacas pre puberes y
puberes

Se realizd en estancias alpaqueras de los departamentos de Ayacucho y
Huancavelica, accediendo directamente a los animales antes del pastoreo,
obteniéndose los testiculos por castracion, los cuales fueron inmediatamente
lavados con PBS, descapsulados, troceados y colocados en tubos estériles
de 50 ml, en el tiempo minimo posible, para luego colocarlos en las canastillas
del tanque de nitrégeno liquido de 3.5 litros, para su transporte y conservacion
a -196°C. Luego este material fue mantenido en el ultra congelador a -80°C
para la extraccién posterior de RNA (Figura 14).
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Figura 14. Colecta de testiculos de alpacas puberes en las
estancias alpaqueras de Santa Fe y Licapa, distrito de Paras,
provincia de Cangallo, departamento de Ayacucho.

4.3.4. Extraccion de RNA de tejido testicular de alpacas jovenes y
adultas

Se realiz6 en el Matadero Municipal de Huancavelica, por castracion a partir
de los animales vivos, inmediatamente después del puntillazo que el matador
aplica en la médula espinal, a la altura de la nuca, quedando el animal
inmovilizado. Los testiculos fueron inmediatamente lavados con PBS,
descapsulados, troceados y colocados en tubos estériles de 50 ml, en el
tiempo minimo posible, para luego colocarlos en las canastillas del tanque de
nitrégeno liquido de 3.5 litros, para su transporte a -196°C. Luego este material
fue mantenido en el ultra congelador a -80°C para la extraccién posterior de
RNA (Figura 15).

Figura 15. Colecta de testiculos de alpacas jovenes y adultas
vivas. Matadero Municipal de Huancavelica.
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4.4. Biométrica testicular

Se registré el peso testicular, la longitud testicular, el ancho testicular y la
circunferencia testicular en los testiculos previamente descapsulados, es
decir, previa eliminacién de la tanica vaginal comun (Alves, 2007). El peso
testicular se midi6 con la ayuda de una balanza portatil a pilas, con una
precision de dos decimales. Las dimensiones testiculares se tomaron con la
ayuda de una regla de Vernier y la circunferencia testicular se midié con la

ayuda de un hilo y una regla comun (Figura 16).

Figura 16. Medicion de las dimensiones testiculares. (A) Peso,
(B) Longitud, (C) Ancho y (D) Circunferencia testicular.

4.5. Aislamiento de espermatogonias

Se pesaron 20 g de tejido gonadal para iniciar cada aislamiento (equivalente
a 1-2 testiculos grandes 03-4 medianos o 7-8 pequefos). Los testiculos fueron
previamente descapsulados, cortados en pequenos pedazos y pasados por
un colador fino de acero inoxidable, presionando con un pilén de porcelana.
Se anadid permanentemente pequefos volimenes del medio DMEM
mantenido a 32°C y el filtrado denso fue recibido en un frasco colector estéril.
El filtrado fue distribuido en tubos de centrifuga estériles de 10 mL con tapa
de rosca, anadiéndose medio DMEM, mantenido a 32°C, a una proporcion de
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1:2 (filtrado/medio). Se centrifugd a 300 x g (1,500-2,000 rpm), por 5 min, tres
veces. Para la primera digestion, se afadio al pellet medio DMEM, mantenido
a 32°C, conteniendo las cuatro enzimas (tripsina, hialuronidasa, colagenasa y
DNasa I), a una proporcion de 1:2 (pellet/medio).Se incubd a 32°C por espacio
de 60 min, en agitacidén moderada. Luego se centrifugd a 300 x g, por 3 miny
se elimin6d el sobrenadante. Se anadi6 medio DMEM, mantenido a 32°C, a
una proporcidon de 1:2 (pellet/medio), luego se lavé tres veces por
centrifugacion a 300 x g por 3 min y se elimind el sobrenadante. Para la
segunda digestion, se anadié al pellet medio DMEM, mantenido a 32°C,
conteniendo solo tres enzimas, menos tripsina (hialuronidasa, colagenasa y
DNasa I), a una proporcion de 1:2 (pellet/medio).Se incubd a 32°C por espacio
de 45 min, en agitacién moderada. Luego se centrifugé a 300 x g, por 3 miny
se elimind el sobrenadante. Se afadi6 medio DMEM, mantenido a 32°C, a
una proporcidon de 1:2 (pellet/medio), luego se lavd tres veces por
centrifugacion a 300 x g por 3 min y se elimind el sobrenadante. Las
espermatogonias obtenidas fueron resuspendidas en medio DMEM y tratadas

inmediatamente, segun el caso (Izadyaret al., 2002).

El diametro promedio de las espermatogonias aisladas se calculé por
calibracién de un microscopio binocular, marca Opympus, modelo CX31,
utilizando la Ld&mina Patrén y el Ocular Micrométrico, determinandose el factor
de calibracion para el objetivo de 40X.

4.6. Determinacion de viabilidad y rendimiento

Las espermatogonias aisladas y suspendidas en medio DMEM fueron lavadas
con PBS 0.2 M de pH 7.4 atemperado a 32°C, dos veces, por centrifugacion
a 300 x g, durante 3 min. A continuacién, todas las células fueron
concentradas en un solo tubo y re suspendidas en 1000 pL de PBS mantenido
a 32°C. A partir de esta suspension celular, se hizo una dilucién 1:100,
mezclando primero 100 uL con 900 ul de PBS a 32°C y luego 100 uL de la
primera dilucién con 900 pL de PBS a 32°C. Luego se mezclaron 30 pL de la
suspension celular diluida con 30 uL de la solucidén de azul de Tripan al 0.05%

(diluido previamente con PBS, a partir del producto comercial al 0.4%).El
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conteo de células espermatogoniales vivas y muertas se hizo colocando una
gota de esta suspensién coloreada en la Camara de Neubauer. La lectura se
realiz6 en los 25 cuadrados centrales y el resultado del rendimiento se expresé
en millones/mL, multiplicando el nimero total de células espermatogoniales

contadas por 10% (Gonzales, 1992).
4.7. Analisis por citometria de flujo

Se realiz6 en el Laboratorio de Inmunologia Celular y Molecular de la Empresa
FARVET, S.A.C, Chincha Alta. La suspensidn de espermatogonias en medio
DMEM, fue centrifugada a 300 x g por 3 min. Luego fue lavada dos veces con
PBS para CF (se prepara con agua destilada estéril y se filtra por 0.2 um), por
centrifugacion a 300 x g por 3 min y llevada a una concentracién inicial de 2 x
108 células/mL. A continuacion, se fijaron afiadiendo al pellet500 pl de metanol
al 80% helado a -20°C, que se dej6é actuar a -20°C, por espacio de 15 min,
luego fue eliminado por lavados con PBS por centrifugacién a 300 x g por 3
min, dos veces, para guardarse en refrigeracion durante 1-2 semanas hasta
su andlisis FACS. Para tefiir las células fijadas, el pellet fue resuspendido en
100 pL de la solucién diluida 1/10 del producto comercial (que viene a 1000
ug/mL), utilizdndose la aglutinina de Dolichos biflorus conjugada con
isotiocianato de fluoresceina (DBA/FITC), a una concentracion de 100 pg/ml
en PBS, la cual se incubd por espacio de 15 min a 37°C.Luego las células
tefiidas con el conjugado se lavaron nuevamente con PBS, por centrifugacion
a 300 x g por 3 min, tres veces. Finalmente, el pellet se llevd a 500 uL con
PBS y una concentracién de 1 x 10° células/mL para las lecturas en el
citbmetro; pero antes, se observaron en el microscopio de fluorescencia para
comprobar el marcado. La emision de fluorescencia de las células tefiidas se
midié en un citdbmetro de flujo marca Beckman Coulter, modelo Gallios. Las
fuentes de excitacion consistieron en un laser de iones de argén operando a
488 nm. La fluorescencia del FITC se control6 usando 530 nm de paso de
banda del filtro y al menos se evaluaron 10,000 eventos para cada muestra.
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4.8. Diseno de primers

Los primers para amplificar el cDNA de alpaca fueron disefiados con el
Programa Oligo6, a partir de biomarcadores reportados para Bos taurus,
considerando Zbtb16, GFRa-1, Stra8, Nanos2, Ngn3, Lin28 y Ecad como
biomarcadores positivos para SSC; Ckit, Sohlh1 y Sohlh2 como
biomarcadores negativos para SSC y Rplp0, Gadph y Actb como genes de

referencia o housekeeping.

Se siguié la siguiente estrategia: primero, se obtuvieron los RNA ensamblados
unicamente con los exones codificantes de cada uno de los biomarcadores
seleccionados, encontrados en el genoma de Bos taurus; segundo, con el
Programa Oligo6, se disefiaron los cebadores de cada uno de los
biomarcadores para Bos taurus; tercero, se realiz6 una comparacion en la
base de datos del NCBI (Blast) de cada uno de los exones aislados de los
diferentes biomarcadores de Bos taurus, contra el genoma incompleto de
Vicugna pacos, para ver si en algunos de los contigs de alpaca habian
regiones homologas para cada uno de los exones aislados de Bos taurus;
cuarto, se cre6 un nuevo archivo con los exones “rescatados” de Vicugna
pacos, para cada uno de los biomarcadores; quinto, se obtuvieron los RNA
ensamblados de Vicugna pacos; y sexto, con el Programa Oligo6
(https://www.oligo.net/downloads.html), se disefaron los cebadores para
flanquear y amplificar los biomarcadores seleccionados para Vicugna pacos.

4.9. Extraccion de RNA de tejido testicular

Los ensayos iniciales, asi como los testigos posteriores, se hicieron a partir de
muestras de tejido testicular de ratones albinos, de 3 meses de edad,
inmediatamente después de su sacrificio por disloque cervical, adquiridos del
Bioterio de los Laboratorios de Investigacion y Desarrollo (LID) de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH).
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4.9.1. Método del trizol

Se aisl6 RNA total con el reactivo trizol (Ambion, USA) de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante. Los demas reactivos utilizados fueron de la
marca Sigma (USA). Los trozos de tejido testicular conservados en ultra
congelaciéon a -80°C, fueron pulverizados en un mortero conteniendo
nitrégeno liquido, evitando siempre la descongelacion. Se recogié el
equivalente a 100-150 [JL del polvo congelado directamente con el microtubo
de centrifuga de 1.5 mL y se adicionaron inmediatamente 900 (1L de trizol, se
homogeniz6 suavemente, se dejdé reaccionar por 5 min y se centrifugd a
14,000 rpm por 10 min a 4°C. Se transfirid el sobrenadante a un nuevo
microtubo de centrifuga de 1.5 mL y se agregaron 200 [IL de cloroformo, se
agit6é vigorosamente por 15 seg y se dej6 reaccionar por 3 min, se centrifugd
a 14,000 rpm por 15 min a 4°C y se transfirié la fase acuosa superior a un
nuevo microtubo de centrifuga de 1.5 mL. Se adicionaron 500 pL de
isopropanol helado a -20°C y se dejoé actuar por 20 min a -20°C. Se centrifugd
a 14,000 rpm por 15 min a 4°C, observandose la formacién del pellet de RNA,
de color blanquecino, en la base del tubo. Se descartd el isopropanol por
inversion y se lavo el pellet adicionando primero 1000 [JL de etanol al 80%
helado a -20°C, mezclando suavemente, se centrifugd a 14,000 rpm por 5 min
a 4°C, se elimino el etanol por inversion y luego se adicioné 1000 pL de etanol
al 70% helado a -20°C, mezclando suavemente, se centrifugd a 14,000 rpm
por 5 min a 4°C y se eliminé completamente el etanol primero por inversion y
luego con una micropipeta. Finalmente, el pellet fue resuspendido en 50 pL

de agua libre de RNasas y se guard6 a -80°C.

4.9.2. Método del fenol/cloroformo

Se aislé RNA total con los reactivos fenol saturado y acido fenol/cloroformo
(Ambion, USA), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Los otros
reactivos utilizados fueron de la marca Sigma (USA). Los trozos de tejido
testicular conservados en ultra congelacion a -80°C, fueron pulverizados en
un mortero conteniendo nitrégeno liquido, evitando siempre la
descongelacién. Se recogi6 el equivalente a 100-150 pL del polvo congelado

directamente con el microtubo de centrifuga de 1.5 mL y se adicionaron
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inmediatamente 500 uL de fenol saturado y 500 uL de tris-HCI 0.1M, se agit6
vigorosamente y se centrifugd a 14,000 rpm por 15 min a 4°C. Se transfiri6 el
sobrenadante a un microtubo de centrifuga nuevo de 1.5 mL, se anadieron
750 uL de acido fenol/cloroformo, se agité vigorosamente y se centrifugd a
14,000 rpm por 3 min a 4°C.Nuevamente se transfirid el sobrenadante a otro
microtubo de centrifuga de 1.5 ml, se afadieron 750 uL de &cido
fenol/cloroformo, se agitdé vigorosamente y se centrifugé a 14,000 rpm por 3
min a 4°C. Luego se transfirié el sobrenadante a otro microtubo de centrifuga
de 1.5 mL y se anadieron 700 uL de isopropanol helado a -20°C y 70 uL de
acetato de sodio 3M y se dejé actuar a -20°C por 20 min. Se centrifugdé a
14,000 rpm por 15 min a 4°C y se observo la formacion del pellet de RNA, de
color blanquecino, en la base del tubo. Se descartdé el isopropanol por
inversidn y se lavo el pellet adicionando primero 1000 uL de etanol al 80%
helado a -20°C, mezclando suavemente, se centrifugd a 14,000 rpm por 5 min
a 4°C, se elimino el etanol por inversion y luego se adiciond 1000 pL de etanol
al 70% helado a -20°C, mezclando suavemente, se centrifugd a 14,000 rpm
por 5 min a 4°C y se eliminé completamente el etanol primero por inversion y
luego con una micropipeta. Finalmente, el pellet fue resuspendido en 50 ulL

de agua libre de RNasas y se guardo a -80°C.

4.10. Cuantificacion de RNA

Las lecturas de concentracién (en ng/ulL) y pureza (relacién 260/280 vy
260/230) del RNA extraido de tejido testicular de alpaca, se realizaron en un
espectrofotometro NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific, USA), con2 uL de
muestra (RNA disuelto en agua libre de RNasas), acoplado al programa
NanoDrop 1000 Version 3.7.1.El equipo realiza lecturas de absorbancia en el
rango de 200 a 350 nm, que es relevante en la determinacién de
concentracion y pureza de acidos nucleicos. La proporcidén 260/280 sirve para
evaluar la contaminacion con DNA gendmico y la proporcion 260/230 indica
la contaminaciéon con proteinas y/o fenol. En general, valores de 260/280
mayores a 2.0, indican alta pureza del RNA; el valor de 1.8, indica pureza
aceptable; y valores menores de 1.8, indican contaminaciéon con DNA, por
tanto es inaceptable. Para la relacién 260/230, valores mayores a 2.0, indican
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alta pureza del RNA; el valor de 2.0, indica niveles minimos aceptables de
contaminacion; y valores menores a 1.7, indican contaminacién con proteinas

y/o fenol, por tanto, es inaceptable.
4.11. Electroforesis de RNA

La integridad del RNA aislado, se visualizd por electroforesis en geles de
agarosa al 1.5% tenidos con bromuro de etidio (EtBr), siguiendo las pautas de
Masek et al. (2004). Se pesaron 1.5 g de agarosa, se mezclaron con 100 ml
de amortiguador de corrida TAE 1X y se calenté en el horno microondas
durante 90 seg hasta que la agarosa se disolvi6 completamente, se dej6
enfriar un poco y se anadid5 pL de la solucion acuosa de bromuro de etidio al
1%. Se vertié la solucidén en el molde para el gel, se colocé el peine adecuado
y se esper6 de 30 a 40 min para la gelificacion completa. Luego se colocé el
gel dentro de la camara de electroforesis y se adicion6 el amortiguador de
corrida TAE 1X hasta cubrir 5 mm por encima del gel. A continuacion, se
prepararon las muestras con 10uL de RNA, mas 2ul de loading dye 6X, total
12uL de mezcla, de los cuales se cargaron 7 ulL. El marcador de tamarno
molecular se preparé con 1ul de loading dye 6X, mas 1ulL de marcador y 4ulL
de agua tratada con DEPC, total 6ulL de mezcla. Se cargaron las muestras en
los pocillos del gel, se conectd la fuente de poder y se corridé a 90 V por 50-60
min, hasta que el frente del primer colorante quedo a unos 2 cm del borde del
gel hacia el polo positivo. Los geles se visualizaron en el transiluminador UV
(8302 nm) y fueron foto documentados.

4.12. Tratamiento con DNasall

El RNA total aislado, fue tratado con DNasa | (Thermo Scientific, USA, Cat.
#ENO0521), para eliminar el DNA gendomico que pudiera estar presente,
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Se descongelaron previamente
los componentes del kit, menos la enzima, se mezcl6 en el spineer y se
mantuvo en hielo. En un tubo estéril de PCR (200 ulL), libre de nucleasas y

mantenido en hielo, se prepar6 la mezcla de reaccion segun la Tabla 5.
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Tabla 5. Preparacion de la mezcla de reaccion
para el tratamiento con DNasa |.

Componente Cantidad
Agua libre de nucleasas 35 uL
Buffer de reaccion 10X 5 uL
RNA 5 ul
Enzima DNasa | 5 ul
TOTAL 50 L

Thermo Scientific, USA, Cat. #EN0521.

Se homogeniz6 primero con la micropipeta, luego en el spineery se colocé en
el termociclador a 37°C por 30 min, se detuvo la reaccion con 10 uL de EDTA
50 mM y se complet6 incubando en el termociclador a 65°C por 10 min. Se
guarddé a -20°C y la calidad e integridad del RNA total se verific6 por
electroforesis en agarosa al 1.5%.

4.13. Tratamiento por RT-PCR

A partir del RNA aislado, libore de DNA contaminante, se procedi6 a la sintesis
de cDNA y amplificacién de los biomarcadores con los cebadores previamente
disefados y sintetizados (Macrogen, Corea del Sur).

4.13.1. Sintesis de cDNA

Para la retrotranscripcidn de RNA se utilizd el kit RevertAid H Minus First
Strand ¢cDNA Synthesis (Thermo Scientific, USA, Cat. #K1631, #K1632),
segun las recomendaciones del fabricante. Primero se prepararon las mezclas
de reaccion para las muestras y controles negativos y luego la mezcla de
reaccion para el control positivo (GADPH), segun la Tabla 6.

Se descongelaron previamente los componentes del kit, menos la enzima, se
mezcld en el spineer y se mantuvo en hielo.Las muestras se prepararon en
tubos de PCR (200 uL), estériles, libres de nucleasas y mantenidos en hielo.

El control negativo de transcriptasa reversa (RT-), incluyd todos los reactivos
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del kit, excepto la enzima retrotranscriptasa, en su lugar se adiciond 1uL de
agua libre de nucleasas. El control negativo de RNA templado (NTC), incluy6
todos los reactivos del kit, excepto el RNA templado, en su lugar se

adicionaron 5 ulL de agua libre de nucleasas.

Tabla 6. Preparacion de las mezclas de reaccion para
la muestra y controles negativos en la sintesis de cDNA.

Componente Muestra RT- NTC
RNA tratado con DNasa | 5uL 5uL
Oligo (dT)1s primer 1 uL 1 uL 1 ul
Agua libre de nucleasas 6 uL 6 uL 11 L
TOTAL 12 uL

Incubacion a 65°C x 5 min

Buffer de reaccion 5X 4 uL 4 ulL 4 uL
Inhibidor de RNasas RibolLock 1 uL 1 uL 1 uL
Mezcla de dNTPs 10 mM 2 L 2 ul 2 uL
Transcriptasa reversa 1l 1L
Agua libre de nucleasas 1L
TOTAL 20 uL

Thermo Scientific, USA, Cat. #1631, #K1632.

El control positivo (GADPH), se prepar6 en un tubo de PCR (200 ulL), estéril,

libre de nucleasas y mantenido en hielo, segun la Tabla 7.

43



Tabla 7. Preparacion de las mezclas de reaccién
para el control positivo en la sintesis de cDNA.

Componente Cantidad
RNA control de GAPDH 2 uL (0.1 ng — 5 ng)
Oligo (dT)1s primer 1 uL
Buffer de reaccion 5X 4 uL
Inhibidor de RNasas RibolLock 1L
Mezcla de dNTPs 10 mM 5
ul

Transcriptasa reversa 1l
Agua libre de nucleasas

9 uL
TOTAL 20 uL

Thermo Scientific, USA, Cat. #K1631, #K1632.

Los tubos se colocaron en el termociclador, donde se incubaron a 42°C por
60 min y la reaccion fue detenida por calentamiento a 70°C por 5 min. Se
guardd a -20°C por menos de una semana o a -80°C por mas tiempo.

4.13.2. Amplificacion por PCR

Las reacciones de PCR convencional se realizaron utilizando el Kit PCR
Master Mix 2X (Thermo Scientific, USA, Cat. #K0172), segun las
recomendaciones del fabricante. Primero se diluyeron los cDNAs de las
muestras 1/10, 1/100 y 1/1000; luego se diluyd el cDNA del control positivo
1/1000 y finalmente se prepararon las mezclas de reaccion para la muestra y
para los controles, segun las Tablas 8 y 9.

Se descongelaron previamente los componentes del kit (el PCR Master Mix
ya contiene la taq polimerasa), se mezcl6 en el spineery se mantuvo en hielo.
Las muestras se prepararon en tubos de PCR (200 ul), estériles, libres de

nucleasas y mantenidos en hielo, segun la Tabla 8.
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Tabla 8.Mezcla de reaccion para las muestras
para PCR convencional.

Componente Cantidad
PCR Master Mix 5uL
Forwardprimer 10 uM 1uL
Reverse primer 10 uM 1 puL
cDNA’ 2 uL
Agua libre de nucleasas 1 0L
TOTAL 10 pL

(*) Se probé con el cDNA sintetizado tal cual y con las diluciones

1/10, 1/100y 1/1000. Thermo Scientific, USA, Cat. #K0172

Los controles se prepararon en tubos de PCR (200 ulL), estériles, libres de

nucleasas y mantenidos en hielo, segunla Tabla 9.

Tabla 9. Mezclas de reaccion para los controles
en la PCR convencional.

Componente RT- NTC RT+ cDNA- | Primer-

PCR Master Mix (2x) 5uL 5uL 5uL 5 uL 5 uL
Agua libre de nucleasas | 3 uL 1 uL 1 uL 3 uL 3L
Forwardprimer 10 uM 1L 1L
Reverse primer 10 uM 1L 1 L
GADPH Forward 1 ulL
GADPH Reverse 1 pl
cDNA 1/10 2 uL
cDNA RT- 2 uL
cDNA NTC 2 ul
cDNA RT+ 1/1000 2 ul
TOTAL 10 pL

Thermo Scientific, USA, Cat. #K0172
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Se homogenizé primero con la micropipeta, luego en el spineery se coloc6 en
el termociclador, asegurando bien las tapas de los tubos. Inicialmente, se
probaron las siguientes condiciones: desnaturalizacién inicial, 95°C x 2 min;
desnaturalizacion, 95°C x 30 seg x 38 ciclos; alineamiento, 55°C x 30 seg x
38 ciclos; extension, 72°C x 60 seg x 38 ciclos; y extensién final, 72°C x 10

min.

Para cada pareja de cebadores, correspondiente a cada uno de los 10
biomarcadores seleccionados, se corrié la PCR con el cDNA sintetizado tal
cual y con las diluciones 1/10, 1/100 y 1/1000, considerando al mismo tiempo
el gradiente de temperaturas para cada pareja de cebadores. En el caso de
los genes de referencia, se procedié del mismo modo. Los productos de PCR
fueron visualizados por electroforesis en gel de agarosa al 1.8% vy
fotodocumentados.

4.14. Electroforesis de productos de PCR

La presencia de productos de amplificacion, se visualizd por electroforesis en
geles de agarosa al 1.8 % tenidos con bromuro de etidio (EtBr). Se pesaron
0.72 g de agarosa y se mezclaron en 40 ml de buffer TAE 1X, recientemente
preparado. Se calentd la solucion en el horno microondas durante 75 seg
hasta que la agarosa se disolvié completamente, se dejé enfriar un poco y se
anadieron 2.5 uL de la solucion acuosa de EtBr al 1% (proporcién 5 ul/100
ml). Se vertio la solucién en el soporte del gel colocando el peine adecuado y
se espero6 de 30 a 40 min para la gelificacion completa. El gel se colocé en la
camara de electroforesis, se vertio el buffer de corrida TAE 1X, hasta cubrir 5
mm por encima del gel. Para cargar las muestras, a los 10 uL de la reaccion
de PCR se anadieron 2uL de loading dye 6X, haciendo 12uL, de los cuales se
cargaron 7 ulL. Para el marcador de tamarno molecular, si se utilizaba el
marcador bench top 100 bp DNA ladder (Promega), se cargaron directamente
6 uL; pero si se utilizaba el marcador genruler 1 Kb (Fermentas), se mezclaron
1uL de loading dye 6X, 1uL de marcador 1 Kb y 4uL de agua tratada con
DEPC, cargandose los 6uL.Se prendi6 la fuente de poder y se corrié a 85V

por 45-50 min, controlando que el frente del primer colorante esté como
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maximo a unos 2 cm del borde del gel hacia el polo positivo. Las bandas se
visualizaron en el transiluminador de luz UV (302 nm) y se fotodocumentaron.
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V.- RESULTADOS

5.1. Aislamiento y caracterizacion de células germinales
testiculares de Vicugna pacos “alpaca”

El aislamiento de espermatogonias de alpaca se hizo varias veces, tanto en
el Laboratorio de Fisiologia de la Reproduccién Animal (UNMSM), como en el
Laboratorio de Biotecnologias Reproductivas (UNH-Huancavelica) y en el
Laboratorio de Biotecnologia (UNSCH-Ayacucho), no habiéndose encontrado
diferencias morfolégicas marcadas entre los grupos etarios estudiados. Una
fotografia representativa, se muestra en la Figura 17. El factor de calibracién
para el objetivo de 40X fue de 2.6846 (] para cada linea de la escala del ocular
micromeétrico, siendo que las espermatogonias de alpaca aisladas tenian un
promedio de 6 lineas de la escala, lo que equivale a un diametro promedio de
16 p.




Figura 17. Espermatogonias de alpaca aisladas por digestién enzimatica.
Observacién a 400X, microscopio binocular, marca LW Scientific, Modelo 14
Infinity. (A) Espermatogonias viables; (B) Escala del ocular micrométrico.

La viabilidad de las células espermatogoniales de alpaca aisladas fue elevada,
oscilando entre 80 y 92% (Figura 18). EI ANOVA por el método de Kruskal-
Wallis, que es un andlisis no paramétrico, pero equivalente al ANOVA que si
es paramétrico, rechaza la Hipétesis Nula, por tanto, al menos una mediana
de los tratamientos fue diferente (Anexo 5). Asi, la Prueba de Bonferroni,
permitié establecer dos grupos: uno, correspondiente a los grupos etarios de
6-8 meses y de 10-12 meses, que no difieren significativamente; y otro,
correspondiente a los grupos etarios de 24-36 meses y 36 a mas, que tampoco

difieren significativamente, pero tienen menos viabilidad.
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Figura 18. Viabilidad de espermatogonias de alpaca aisladas por digestién
enzimatica respecto a la edad. Andlisis de Kruskal-Wallis, H=13.70, GL=3,
P=0.003; comparacién de medianas, Prueba de Bonferroni. Las letras
minusculas representan diferencias estadisticamente significativas entre
los grupos etarios.
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Figura 19. Variacion de la viabilidad durante el aislamiento de
espermatogonias de alpaca en relacion a la edad.

El rendimiento de espermatogonias aisladas por digestion enzimatica tuvo un
rango de 30.5 x 10 a 52 x 108 espermatogonias/ml (Figura 20), observandose
el valor maximo en el grupo etario de 10-12 meses. La Prueba de Bonferroni
(Anexo 6), permiti6 encontrar una diferencia significativa a un nivel de
confianza del 90% (o = 0.1) entre los grupos etarios de 10-12 meses y de 24-
36 meses, mas no entre los demas grupos etarios. Adicionalmente,
aparentemente esta diferencia significativa deberia observarse entre los
grupos etarios de 6-8 meses y 10-12 meses (Figura 21).
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Figura 20. Rendimiento del aislamiento de espermatogonias
de alpaca por digestion enzimatica respecto a la edad. Analisis
de Kruskal-Wallis, H=8.09, GL=3, P=0.044; comparacién de
medianas, Prueba de Bonferroni, a=0.10.
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Figura 21. Variacion del rendimiento obtenido durante el
aislamiento de espermatogonias en relacién a la edad de la
alpaca.

El andlisis por citometria de flujo de las células germinales testiculares de
alpaca, aisladas por digestion enzimatica, permitié identificar los tipos de
poblaciones existentes en los diferentes grupos etarios (Figura 22). Lo primero
que merece resaltar es que las células germinales de alpaca mostraron
reactividad frente al producto comercial consistente en el conjugado de
isotiocianato de fluoresceina con la aglutinina de Dolichos biflorus (FICT-
DBA), que es el mismo que lzadyar et al. (2002a) utilizaron para realizar la
citometria de flujo en espermatogonias de terneros de 5-7 meses de edad.
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Figura 22. Andlisis por citometria de flujo de las células germinales testiculares
de alpaca, aisladas de por digestion enzimatica.(A) 10-12 meses de edad (DL,
dientes de leche); (B) 18-20 meses de edad (2D, dos dientes); (C) 24-36 meses
de edad (4D, cuatro dientes); y (D) > 36 meses de edad (6D, seis dientes o boca
llena). Citémetro Gallios, Beckman Coulter, USA. FARVET.
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5.2. Deteccion a nivel transcripcional de biomarcadores
especificos relacionados con la autorrenovacion vy
diferenciaciéon de espermatogonias de Vicugna pacos

“alpaca” durante el desarrollo testicular postnatal

La extraccion de RNA de tejido testicular se hizo inicialmente por el método
del trizol (Invitrogen, USA). Con este método se logro extraer RNA de buena
calidad a partir de tejido testicular de ratén sin mayor dificultad; sin embargo,
a partir de tejido testicular de alpaca, no se logré extraer RNA, aun cuando se
probaron diferentes condiciones de extraccion, transporte y almacenamiento
de tejido testicular, a temperatura de refrigeracién (4°C), a temperatura de
ultracongelacion (-80°C) y bajo condiciones de criopreservacién en nitrégeno
liquido (-196°C) en presencia y ausencia del reactivo RNAlater (Biomatrica,
USA). Sobre la base de estos resultados, se opté por el método del
fenol/cloroformo (Ambion, USA), que si permiti6 obtener RNA de buena
calidad. En efecto, el RNA de tejido testicular de alpaca presentdé una gran
inestabilidad durante su extraccién con el método del trizol; sin embargo, su
extraccion fue estable con el método del fenol/cloroformo, obteniéndose
cantidades entre 2,000 a 4,500 ng/uL, utilizando siempre como control tejido
testicular de raton, donde la extraccion de RNA fue estable con ambos
métodos, dando un perfil electroforético tipicamente conocido que muestra la
predominancia de las bandas 28S y 18S del rRNA Figuras 23, 24, 25 y 26).

El método del fenol/cloroformo (Ambion, USA), fue utilizado en las
extracciones de RNA a partir de tejido testicular de alpaca, en todos los grupos
etarios considerados durante el desarrollo testicular posnatal (Figuras 27, 28
y 29).
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Figura 23. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. RNA de tejido
testicular de ratdn extraido con trizol, a partir de testiculos frescos,
bajo diferentes condiciones de manipulaciéon. Volumen de gel 120
ml, bufferTAE 1X, 90 V por 50 min. Carriles: (1 y 2), muestras +
RNA later, conservadas a temperatura ambiental por 21 h; (3 y 4),
muestras + RNA later, conservadas a 4°C por 21 h; (5), muestra +
trizol, conservada en NL a -196°C por 21 h; (6), muestra + trizol,
conservada a temperatura ambiental por 21 h; (7, 8, 9 y 10),
muestras + trizol; (M), marcador de tamafo molecular bench top
100 bp DNA ladder (Promega).
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Figura 24. Electroforesis de RNA extraido con trizol, bajo
condiciones desnaturalizantes con formamida. (A) Mus
musculus, volumen de gel 40 ml, buffer TAE 1X, 90 V por 70
min. Carriles: (1 y 2), RNA de Solanum tuberosum; (3 y 4),
RNA de Mus musculus. (B) Vicugna pacos, gel de agarosa al
2%, 40 ml, buffer TAE 1X, 90 V por 60 min. Carriles: (1-4),
RNA de Vicugna pacos.
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Figura 25. Electroforesis de RNA de tejido testicular de Vicugna
pacos extraido con trizol. No se observa RNA. Gel de agarosa al
2%, 40 ml, buffer TAE 1X, 90 V por 60 min. Carriles: (1-4),muestras
de RNA de alpaca en condiciones desnaturalizantes con
formamida: 3 uL RNA + 2 uL loading dye 6X + 7 uL formamida; (5-
8), muestras de RNA de alpaca normales: 3 uLRNA + 2 uL loading
dye 6X + 7 uL agua tratada con DEPC; solamente en el carril 8 de
cargaron: 10 uL RNA + 2 uL Jloading dye 6X; (M), marcador de
tamarno molecular bench top 100 bp DNA ladder (Promega): 1 uL
ladder 100 bp + 1 pL loading dye 6X + 4 uL agua tratada con DEPC.
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Figura 26. Electroforesis en RNA de tejido testicular de
Vicugna pacos tratado con DNasa I. Gel de agarosa al 1%.
Volumen de gel 100 ml, condiciones naturales, buffer TAE
1X, 90 V por 110 min. Carriles: (1-4), RNA de Vicugna pacos
extraido con trizol; (5 y 6), RNA de ratdon extraido con trizol;
(7 y 8), RNA de alpaca extraido con fenol/cloroformo; (9 y
10), RNA de Mus musculus extraido con fenol/cloroformo;
(M), marcador de tamafno molecular bench top 100 bp DNA
ladder (Promega).Las muestras de los carriles 8 y10 no
recibieron tratamiento con DNasa |. Muestras de los carriles
1-10: 3 uL loading dye 6X + 15 uL RNA tratado con DNasa
|. Marcador: 1 uL ladder 100 bp + 4 pL agua tratada con
DEPC + 1 pulL loading dye 6X.
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Figura 27. Electroforesis en RNA de tejido testicular de Vicugna pacos
extraido con fenol/cloroformo luego del primer tratamiento con DNasa |. Gel
de agarosa al 1.5%. Volumen de gel 80 mL, 2.5 uL de bromuro de etidio al
1%, bufferTAE 1X, 90 V por 60 min. Carriles: (1 y 2), RNA de tejido testicular
de Mus musculus; (3-7), RNA de alpaca de 2-3 anos, conservado en NL»; (8-
12), RNA de Vicugna pacos > 3 afnos conservado en NLz; (13-16), RNA de
Vicugna pacos de 2-3 anos, conservado en ultracongelaciéon a -80°C; (M),
marcador de tamafno molecular bench top 100 bp DNA ladder (Promega). Las
muestras de los carriles 1y 3 no recibieron tratamiento con DNasa |. Muestras
de loscarriles 1y 3: 2 uL loading dye 6X + 5 ulL agua tratada con DEPC +5 uL
RNA. Muestras de los carriles 2 y 4-16: 2 uL loading dye 6X + 10 uL RNA
tratado con DNasa |. Marcador: 1 uL /adder 100 bp +4 uL agua tratada con
DEPC + 1 uL loading dye 6X. Se observa una relativa degradacion en las
extracciones, excepto raton y carril 14. Se observan las bandas 28S y 18S del
RNA en las extracciones con fenol/cloroformo. Se observa todavia
contaminacién con DNA en los carriles 8, 9, 12, 13y 16.
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Figura 28. Electroforesis en RNA de Vicugna pacos extraido con
fenol/cloroformo luego del segundo tratamiento con DNasa [.Gel de
agarosa al 1.5%. Volumen de gel 40 mL, 1.5 uL de bromuro de etidio
al 1%, buffer TAE 1X, 90 V por 60 min. Carriles: (1 y 4), RNA de
Vicugna pacos > 3 anos, conservado en NLz; (2 y 3), RNA de Vicugna
pacos de 2-3 anos, conservado en NLz; (5 y 6), RNA de Vicugna pacos
de 2-3 afos, conservado en ultracongelacion a -80°C; (M), marcador
de tamafo molecular bench top 100 bp DNA ladder (Promega).
Muestras: 1 uL loading dye 6X +5 uL RNA tratado con DNasa I.
Marcador: 1 uL /ladder 100 bp + 4 uL agua tratada con DEPC + 1 uL
loading dye 6X 1 uL. Se observa ausencia total de DNA

gendémico en todas las muestras; sin embargo, en el carril 2 hubo una
notable degradacion del RNA. Las muestras de RNA deben ser
reextraidas antes de utilizarse para la retrotranscripcion.
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Figura 29. Control de calidad del RNA de tejido testicular de alpaca conservado
a -80°C luego de 6 meses. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. RNA de
tejido testicular de Vicugna pacos extraido con fenol/cloroformo. Volumen de gel
120 mL, condiciones naturales, buffer TAE 1X, 90 V por110min. Carriles: (1-18),
muestras de tejido testicular de alpaca de todas las edades. Los morteros y
pilones, previamente autoclavados, fueron tratados con ELIMINase (Decon Labs,
Inc., USA), un inhibidor de nucleasas, antes de pulverizar las muestras en NL..

En relacion al disefio de primers para la deteccion a nivel transcripcional de
biomarcadores especificos de SSC en tejido gonadal de alpaca, la Tabla 10
entrega informacién de las secuencias de los primers utilizados en la presente
investigacidn, tanto para los genes experimentales (biomarcadores) y para los
genes de referencia o housekeeping. La columna referida al tipo de
biomarcador, indica si el biomarcador es propio de una espermatogonia
comprometida con la autorrenovacion, es decir, “positivo” para SSC; o si es
propio para una espermatogonia comprometida con la diferenciacion, es decir,
“negativo” para SSC. Las secuencias correspondientes a los primers
disefados y sintetizados para todos los biomarcadores considerados

inicialmente, se muestran en el Anexo 5.
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Tabla 10. Secuencias de los primers para los genes experimentales y genes de referencia (housekeeping)
detectados en tejido gonadal de Vicugna pacos.

Biomarcador Tipo Fordward (5°—3’) Reverse (5°—3’) Tamaio Mol. (bp)
Nanos2 Positivo GTGTCCCATCCTGCGGCACT  TGCGGCGGTAGAGAGACTGCT 113

Lin28 Positivo GAAGCGCAGATCAAAGGGAGA GCTGGGCCTTCAATGGACAC 149

Ckit Negativo CGGCTTCAGCACTTCCACCTA CGGCTTCAGCACTTCCACCTA 112

Rplp0 Referencia ATGCGCAAGGCCATCCGAGG  GGCGGCAGCTGGCACCTTAT 135

Actb Referencia CGGGACCTGACGGACTACCTC TGGCCATCTCCTGCTCGAAGT 12
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En la Tabla 11 se muestran los resultados de la expresion a nivel
transcripcional de biomarcadores especificos de SSC en tejido testicular de
alpaca. Todas las muestras de cDNA utilizadas para las reacciones de PCR,
se obtuvieron a partir del banco de muestras de tejido testicular de alpaca
mantenidas en ultracongelacion a -80°C, debidamente identificadas y
codificadas segun edad, procedencia y fecha de muestreo. Como se observa
enlaTabla 11y la Figura 30, mediante PCR convencional se lograron detectar
dos biomarcadores positivos especificos para SSC de alpaca, Nanos2 con un
tamafno molecular de 113 bp y Lin28 con un tamafno molecular de 149 bp, de
los siete biomarcadores propuestos, en tejido testicular de alpacas de 12
meses de edad.

Asimismo, como se observa en la Tabla 11 y la Figura 31, se logr6 detectar
en los tres grupos etarios un biomarcador negativo especifico para SSC de
alpaca, Ckit con un tamafo molecular de 112 bp, es decir, machos de 12
meses de edad, machos de 2-3 afos y machos con edad mayor a 3 afnos.
Asimismo, se logré detectar el gen de referencia Rplp0O con un tamano
molecular de 135 bp, en tejido testicular de machos pertenecientes a los tres
grupos etarios; mientras que el gen de referencia Actb, de 128 bp, solamente
fue detectado en tejido gonadal de machos de 12 meses de edad y machos
con edad mayor a 3 afos. El tamafio molecular de todos los amplicones
coincide con los estimados previamente durante el disefio de los primers

utilizando el Programa Oligo6 (https://www.oligo.net/downloads.html).
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Tabla 11. Deteccion de biomarcadores para SSC por PCR convencional
en tejido testicular de alpaca durante el desarrollo testicular posnatal.

Biomarcador Tipo Ubicacion Edad de las alpacas

12 meses 2-3 anos > 3 afios
Zbtb16 Positivo Intracelular Ausencia Ausencia Ausencia
GFRa-1 Positivo Superficie Ausencia Ausencia Ausencia
Stra8 Positivo Intracelular Ausencia Ausencia Ausencia
Nanos2 Positivo Intracelular PRESENCIA  Ausencia Ausencia
Ngn3 Positivo Intracelular Ausencia Ausencia Ausencia
Lin28 Positivo Intracelular PRESENCIA Ausencia Ausencia
Ecad Positivo Superficie Ausencia Ausencia Ausencia
Ckit Negativo Superficie PRESENCIA PRESENCIA PRESENCIA
Sohlh1 Negativo Intracelular Ausencia Ausencia Ausencia
Sohlh2 Negativo Intracelular Ausencia Ausencia Ausencia
Rplp0 Referencia Intracelular PRESENCIA PRESENCIA PRESENCIA
Gadph Referencia Intracelular Ausencia Ausencia Ausencia
Actb Referencia Intracelular PRESENCIA Ausencia PRESENCIA
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Figura 30. Deteccion cualitativa de los biomarcadores positivos Nanos2 (113
bp) y Lin28 (149 bp) y de los genes de referencia Rplp0 (135 bp) y p-actina
(128 bp) en tejido gonadal de Vicugna pacos macho pre puber de 12 meses
de edad. Electroforesis de productos de PCR. Condiciones de PCR: se
realizaron reacciones de 10 ulL, que contenian 5 uL de PCR master mix 2X
(Thermo Scientific, USA), 1 uL de forward primer 10 mM, 1 uL de reverse
primer 10 mM, 2 uL de cDNA 1/100y 1 uL de agua PCR; el ciclaje fue:
desnaturalizacién inicial a 95°Cx 2 min, seguida de 38 ciclos de
desnaturalizacion a 95°C por30 seg, alineamiento (a 64.7°C x 3 seg para
Nanos2y Rplp0; a 61.8°Cx 3 seg para Lin28;y a 65.4°C x 3 seqg para S-actina)
y extensién a 72°Cx 60 seg y una extension final a72°C x 10 min. Condiciones
de electroforesis: gel de agarosa al 1.8% en TAE 1X, corrido a 85 V por 45
min. A los10 uL del producto de PCR se anadieron 2 uL de loading 6X que
dieron12 pulL, de los cuales se cargaron 8 uL. El marcador bench top 100 bp
DNA ladder (Promega) se carg6 directamente con 7 uL. Carriles: (1) Nanos2,
(2) Ngn3, (3) Rplp0, (4) Lin28, (5) Ecad, (6) GFRa-1, (7) Actb, (8) Control
negativo de primery (M) Marcador bench top 100 bp DNA ladder (Promega).
La flecha indica el amplificado del tamafno esperado.
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Figura 31. Deteccién cualitativa del biomarcador negativo Ckit (112 bp) y el
gen de referencia Rplp0 (135 bp) en tejido gonadal de Vicugna pacos macho
pre puber de 12 meses de edad. Electroforesis de productos de PCR.
Condiciones de PCR: se realizaron reacciones de 10uL, que contenian 5 uL
de PCR master mix 2X (Thermo Scientific, USA), 1 uL de forward primer 10
mM, 1 uL de reverse primer 10 mM, 2 uL de cDNA 1/100 y 1 uL de agua PCR;
el ciclaje fue: desnaturalizacion inicial a 95°C x 2 min, seguida de 38 ciclos de
desnaturalizacién a 95°C por 30 seg, alineamiento (a 64.0°C x 3 seg para Ckit
y a 64.6°C x 3 seg para Rplp0) y extension a 72°C x 60 seg y una extension
final a 72°C x 10 min. Condiciones de electroforesis: gel de agarosa al 1.8%
en TAE 1X, corrido a 85 V por 45 min. A los 10 uL del producto de PCR se
anadieron 2 uL de loading 6X que dieron 12 pl, de los cuales se cargaron 8 pul.
El marcador bench top 100 bp DNA ladder (Promega) se carg6 directamente
con 7 ulL. Carriles: (1) Zbtb16, (2) GFRa-1, (3) Rplp0, (4) Stra8, (5) Ckit, (6)
Sohlh1, (7) Sohlh2, (8) Control negativo de primer y (M )Marcador bench top
100 bp DNA ladder (Promega). La flecha indica el amplificado del tamarno
esperado.
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5.3. Caracterizacion biométrica durante el desarrollo testicular
posnatal de Vicugna pacos “alpaca”

En la Figura 32 se muestra el aspecto general de los testiculos de alpaca
luego de la castracion y descapsulacién.Como se observa, practicamente no
hay diferencias notorias entre las caracteristicas biométricas de los testiculos
de alpaca del grupo etario de 2-3 afnos (C) y el grupo etario mayor a 3 anos
de edad (D); lo que significa que es posible encontrar una alpaca macho de 2
anos con testiculos bien desarrollados (4.0 cm x 2.8 cm) y una alpaca macho
de 4 anos con testiculos menos desarrollados (3.2 cm x 2.4 cm). Al menos
entre estos dos grupos etarios la edad no tiene relacién directa con el tamafio
testicular y probablemente con la capacidad reproductiva individual (Anexo 4).

Figura 32. Aspecto general de los Testiculos
descapsulados de alpaca segun la edad. (A) 10-12 meses;
(B) 18-20 meses;(C) 24-36 meses;(D) Mayor a 36 meses.
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Las medias y la desviacidn estandar del peso, longitud, ancho, circunferencia
y volumen testicular, para los cuatro grupos etarios, 10-12 meses de edad
(n=54), 18-20 meses de edad (n=30), 24-36 meses de edad (n=46) y mayor a
36 meses de edad (n=48), se muestran en las Figuras 33, 34 y 35. Los
individuos que se incluyeron en la poblacién muestral fueron machos que
reunieron los criterios de inclusién (edad correspondiente al grupo etario y
ausencia de malformaciones genitales) y de exclusion (edad distinta al grupo
etario y presencia de malformaciones genitales). El ANOVA fue significativo
para todos los niveles de confianza (P = 0.000 fue menor que a = 0.1, 0.05y
0.01), por lo tanto, se rechaza la Hipétesis Nula (Anexo 3). Esto significa que
al menos una media o promedio de los tratamientos, es diferente (Anexo 3).
Asi, la Prueba de Tukey permitié establecer que el promedio tanto del peso,
longitud, ancho, circunferencia y volumen testicular, respecto a la edad, es
diferente para cada grupo etario, observandose una tendencia en la que a
mayor edad los parametros biométricos testiculares son también mayores. Por
tanto, si hay una relacion entre la edad y el tamano testicular; sin embargo,

entre machos en edad reproductiva la biometria testicular es muy variable.
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Figura 33. Peso y longitud testicular en alpacas segun la edad. (A)
Variacién del peso en relacién a la edad; (B) Variacién de la longitud
en relacion a la edad. Las letras minusculas representan diferencias
estadisticamente significativas en cada uno de los parametros
biométricos testiculares (p<0,01).
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Figura 34. Ancho y circunferencia testicular en alpacas segun
la edad. (A) Variacion del ancho en relacion a la edad; (B)
Variacién de la circunferencia en relacion a la edad. Las letras
mindsculas  representan  diferencias  estadisticamente
significativas en cada uno de los pardmetros biométricos
testiculares (p<0,01).
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Figura 35. Volumen testicular en alpacas segun la edad. Las
letras minusculas diferentes (a, b, ¢ y d), denotan que las
medianas entre los grupos etarios, difieren
significativamente, a un nivel de confianza del 99% (p<0,01).
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VI.- DISCUSION

En relacién a la viabilidad de las células germinales testiculares de alpaca
aisladas por digestion enzimatica, al revisar los valores del grafico de cajas
multiples (Figura 19), se observa que la extensién o amplitud de los rangos de
viabilidad en cada grupo etario varian, siendo los grupos etarios de 6-8 meses
y de 10-12 meses los mas variables, con medianas de 90.38% y 92.15%,
respectivamente y promedios de 76.9% y 75.3%, respectivamente; en
comparacién a los grupos etarios de 24-26 meses y mayores a 36 meses, que
son los menos variables, con medianas de 80% y 80.35%, respectivamente y
promedios de 51.9% y 52.1%, respectivamente (Anexo 5). Estos resultados
indican que la edad mas apropiada para el aislamiento de espermatogonias
en alpacas, es a los 10-12 meses de edad, con una mediana de 92.15% de
viabilidad.

Respecto al rendimiento de las células germinales testiculares de alpaca
aisladas por digestidon enzimatica, al revisar los valores del grafico de cajas
multiples (Figura 21), se observa que la extensién o amplitud de los rangos de
rendimiento en cada grupo eterio varian, siendo el grupo etario de 10-12
meses el mas variable con una mediana de 52 x 10® espermatogonias/mly un
promedio de 55 x 10° espermatogonias/ml; mientras que el grupo etario de
24-36 meses fue el menos variable, con una mediana de 32 x 10
espermatogonias/ml y un promedio de 33 x 108 espermatogonias/ml. Estos
resultados indican que el mejor rendimiento en el aislamiento de

espermatogonias de alpaca, se obtiene a una edad entre 10-12 meses.



El analisis por citometria de flujo de las células germinales testiculares de
alpaca, aisladas por digestion enzimatica, permiti6 establecer diferencias
entre las poblaciones de espermatogonias de los diferentes grupos etarios.
De los gréficos de dispersién emitidos por el citbmetro, se tiene que en el eje
de X se reporta la dispersion frontal o Forward Scatter (FSC), que corresponde
a la luz difractada y mide el tamano de las células coloreadas con FICT-DBA;
mientras que en el eje de Y se tiene la dispersién lateral o Side Scatter (SSC),
que corresponde a la luz reflejada y refractada y mide la complejidad interna

de las células coloreadas con FICT-DBA.

La poblacién de células germinales aisladas de testiculos de alpacas pre
puberes y puberes, de 10-12 meses de edad y de 18-20 meses de edad,
presenta una homogeneidad en lo que respecta a tamafno y complejidad y una
alta afinidad o reactividad al fluorocromo DBA-FICT (Figuras 22-A y 22-B), lo
que indicaria la abundancia de células espermatogoniales en el orden del 89-

90% de la poblacién total aislada.

En cambio, la poblacion de células germinales aisladas de testiculos de
reproductores maduros y viejos, de 24-36 meses de edad y mayores a
36meses de edad, se divide en dos grupos que se diferencian sobre todo por
su grado de complejidad y grado de reactividad frente al fluorocromo DBA-
FICT (Figuras 22-C y 22-D). En estos grupos etarios, se observa una
subpoblacién de espermatogonias de mayor complejidad y tamario, en el
orden de aproximadamente 45% para alpacas de 24-36 meses de edad y 77%
para alpacas con edad mayor a 36 meses; y otra subpoblacion de
espermatogonias de menor complejidad y tamafo, en el orden de 46% para
alpacas de 24-36 meses de edad y 19% para alpacas con edad mayor a
36meses.

Con base en lo hallado por Izadyar et al. (2002a), se puede afirmar que lo
encontrado en la presente investigacion probablemente indica la presencia
mayoritaria de espermatogonias diferenciadas en la poblacion de células
germinales aisladas de ambos grupos etarios, con tendencia a aumentar en
el grupo etario de mayor edad; en cambio, en la fraccion o subpoblacion de

espermatogonias de menor complejidad y tamano estarian incluidas las SSC.
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Los resultados son también concordantes con los reportados por Klisch et al.
(2011), quienes demostraron la afinidad del DBA por las células germinales
primordiales y espermatogonias de individuos pre puberes de vacuno,
porcino, equino y de llama.

En la investigacién hecha por lzadiar et al. (2002a), en bovinos, el DBA
demostrd tener afinidad tanto por espermatogonias de tipo A grandes y
pequeias y su aplicacion en la clasificacion de células activadas por
fluorescencia (FACS) dio como resultado porcentajes similares de
espermatogonias de tipo A a los determinados por el examen morfolégico bajo
el microscopio de luz equipado con una lente de Nomarski. Casi todas las
espermatogonias grandes de tipo A mostraron una fuerte inmunorreactividad
al Ckit, lo que indica que estas células se habrian sometido por lo menos una
etapa de diferenciacion inicial. En contraste, aproximadamente la mitad de la
poblacion de espermatogonias pequenas de tipo A fueron negativas para Ckit,
lo que indica la presencia de células madre espermatogoniales en dicha
poblacion.

Esta afinidad fue previamente reportada por Ertl y Wrobel (1992), quienes
estudiaron la distribucion de residuos de azucares en el testiculo de bovinos
durante la ontogénesis postnatal y sefialan que laa-D-N-acetil-galactosamina
(a-D-GalNAc) detectada en la zona del aparato de Golgi y su proximidad, en
las preespermatogonias (PSG), parece jugar un papel importante durante la
proliferacién 'y migracion de las PSG en el testiculo prepuberal.
Concomitantemente con la diferenciacion de las PSG en espermatogonias, la
intensidad de unién de DBA con la zona del aparato de Golgi de estas células
disminuyé. Después de la aparicion gradual de la espermatogénesis, la lectina
revel6 tincién de los complejos de Golgi en la mayoria de las etapas de células
germinales. La glicosilacion de los componentes de las células se lleva a cabo
en el complejo de Golgi, lo que explica la fuerte afinidad de la lectina a este
compartimento de las células (Ertl y Wrobel, 1992).

Poco después, Imberty et al. (1994), investigaron el modelamiento molecular
de la lectina DBA, una proteina de union a carbohidratos proveniente de la
semilla de la leguminosa tropical Dolichos biflorus, frente a diferentes
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carbohidratos y comprobaron que en efecto esta proteina tiene una
especificidad muy estrecha frente a la a-D-GalNAc, la misma que esta
presente de manera abundante en la superficie de las células germinales de
bovinos (Izadyar et al., 2002a). Todos estos resultaron parecen indicar que las
células germinales de alpaca seguirian un patrén similar al del toro respecto
a la distribucién de residuos de azucares, especificamente de a-D-N-acetil-

galactosamina, durante la organogénesis postnatal de los testiculos.

Todos estos resultados indican que la proporcién de la poblacién de células
madre espermatogoniales, respecto a la poblacion total de células germinales
aisladas a partir de testiculos de alpaca, disminuye conforme aumenta la edad
reproductiva del macho y permite proponer que la edad mas apropiada del
macho para aislar células madre espermatogoniales, es entre 10-12 meses
de edad. Esta afirmacién se apoya en el hecho de que las alpacas macho
pueden producir semen fértil cuando tienen alrededor de un afo de edad y un
peso promedio de 34 Kg, edad en la cual comienzan a mostrar interés sexual
por las hembras; pero debido a que recién a la edad de 3 arios el 100% de
ellos estéa libre de adherencias pene-prepuciales, la practica generalizada es
destinar los machos a la reproduccion a partir de los tres afos, siendo
sexualmente activos hasta la edad de 11-12 afios aunque con una tasa baja
de fecundidad (Sumar, 1983; FAO, 1996). No ha sido posible distinguir el
namero ni la proporcion de machos con edad mayor a 5 afos que fueron

incluidos en el grupo muestral del presente estudio.

Respecto a la extraccion de RNA a partir de tejido testicular de alpaca,
diversos autores reportan haber extraido RNA total a partir de biopsias de piel
de alpaca utilizando el kit de Qiagen S.A., Courtaboeuf, France (Bathrachalam
etal.,2011), reactivo Trizol de Invitrogen, Carlsbad, CA, USA (Fan et al., 2011;
Tian et al., 2012) y kit PureLink Micro-to-Midi Total RNA Isolation System de
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA (Zhua et al., 2010); a partir de tejido hepético
de antilope tibetano utilizando el reactivo Trizol de Invitrogen (Yingzhonget al.,
2007) y a partir de mucosa intestinal de alpaca utilizando el kit SV Total RNA

Isolation System, Promega (More et al., 2011).
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La dificultad de extraer RNA de tejido testicular de alpaca con el método del
trizol (Figuras 23, 24, 25 y 26), podria estar relacionada con el contenido de
ribonucleasas, que es variable en los diferentes érganos de los mamiferos. Se
conoce que el pancreas y el bazo son 6rganos con muy altos contenidos de
nucleasas, a diferencia del rindn, higado e intestino que tienen niveles
menores aunque no despreciables. Respecto al tejido testicular,
aparentemente no se ha encontrado literatura relacionada con estudios
especificos del contenido de ribonucleasas, sin embargo, nuestros resultados
indican que probablemente el tejido testicular tiene una alta actividad de
ribonucleasas ya que como gdénada esta especializado en la formacién
continua e intensa de espermatozoides, es decir, que se trata de un 6rgano
cuyas células tienen una elevada tasa transcripcional y traduccional y por

ende requieren mayor actividad de ribonucleasas.

El diseno de primers para biomarcadores especificos de células madre
espermatogoniales de alpaca (Tabla 10), se inici6 sobre la base de cuatro
hechos concretos, que no eran muy alentadores por cierto: primero, que no
esta reportado el genoma completo de Vicugna pacos en la base de datos del
National Center of Biotechnology Information (NCBI), sobre el que se estima
un conocimiento de aproximadamente 80%; segundo, que para efectos de los
alineamientos solamente se conocen secuencias especificas de fragmentos
del genoma de la alpaca, es decir, el genoma incompleto Shotgun (miles de
trozos de DNA gendmico o gDNA, producidos al azar y distribuidos en contigs
(islas de gDNA donde hay muchos pedazos ensamblados, los cuales forman
parte del genoma), existiendo un estimado de por lo menos 10,000 Contigs
disponibles del genoma de alpaca; tercero, que siendo Bos taurus la especie
evolutivamente mas cercana a Vicugna pacos, tenia que servir de “molde” o
de “material de partida”; y cuarto, que en el presente caso, por tratarse de
evaluar la expresion relativa de los biomarcadores propuestos, la idea era
amplificar DNA complementario o cDNA y no gDNA, vale decir, solamente los
exones de cada gen marcador, por lo que no se vio de mayor utilidad emplear
programas conocidos como el Primer3, que trabaja con gDNA.
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En relacion a la expresion de biomarcadores especificos de SSC de alpaca
durante el desarrollo testicular posnatal, el biomarcador Nanos2 (Tabla 11y
Figura 30), cuya denominacién en inglés corresponde a Zinc-finger motif
containing RNA-binding protein 2, es un factor intrinseco a la vez necesario y
suficiente para la autorrenovacion de SSC. Nanos2 pertenece a una familia
de proteinas de union a RNA evolutivamente conservadas que contienen motif
con dedos de zinc. El primer miembro de la familia Nanos fue identificado
como uno de los determinantes del destino posterior en el embrién de
Drosophila melanogaster mediante la cooperacion con su socio Pumilio para
suprimir directamente la expresion "Jorobada". También funciona en la
migracion posterior de células germinales primordiales (PGC), que se forman
en el extremo posterior del embridn, en gbnadas durante la gastrulacién y evita
también su diferenciacién después de alcanzar la gbnada en desarrollo. Al
igual que muchos otros genes evolutivamente importantes, Nanos tiene tres
homélogos en mamiferos, Nanos1, Nanos2 y Nanos3. La expresion de sélo
Nanos2y Nanos3 esta restringida al linaje de células germinales. Nanos2 es
expresado predominantemente en células germinales masculinas para el
mantenimiento de las células germinales primordiales (PGC), mientras que
Nanos3 se expresa en la migracion de PGC y se requiere para su
mantenimiento en ambos sexos. Esta demostrado que Nanos2 se requiere en
las SSC de raton para el mantenimiento de su autorrenovacion mediante la

prevencion de su diferenciacidén (Shen y Xie, 2011).

De otro lado, el biomarcador Lin28 0 Tex17 (Tabla 11y Figura 30), es un gen
que codifica una proteina de unidon a microRNAs. Lin28 se expresa
predominantemente en espermatogonias primitivas de tipo A. Lin28 codifica
una proteina evolutivamente conservada de union a microRNAs que se une y
mejora la traduccién del mRNA del GF-2 (Factor 2 de Crecimiento Similar a la
Insulina). Fue primero identificado como un regulador clave en el desarrollo
de Caenorhabditis elegans. En C. elegans, Lin28 es expresado en estado
larval temprano, pero es suprimido rapidamente durante la embriogénesis y
en los animales adultos por las proteinas de unién a microARN Lin-4y Lin-14.
Recientemente, Lin28 se utilizd junto con Oct4, Sox2 y Nanog para

reprogramar las células somaticas humanas en células madre pluripotentes.
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En ratones, Lin28 se expresa en diversos tejidos embrionarios, células madre
embrionarias y células de carcinoma embrionario, pero no en la mayoria de
tejidos adultos. Colectivamente, estos estudios han demostrado que la
expresion de Lin28 se asocia con la pluripotencia (Zheng et al, 2009).

El biomarcador Ckit (Tabla 11y Figura 31), es el receptor del Factor de Células
Madre (SCF), que es expresado por algunas espermatogonias Aa 'y por Ai-As,
y en espermatogonias de tipo B; pero no en espermatogonias As y Apr
(Schrans et al., 1999). Por lo tanto, la aplicacion de Ckit para el aislamiento de
espermatogonias resulta en la seleccion de mas espermatogonias
diferenciadas que de SSC. En contraste, el aislamiento de espermatogonias
de ratén sobre la base de la integrina p—6 y la integrina o-1 resulta en una
poblacion enriquecida de SSC (Izadiar et al., 2002a; Ebata et al., 2008).

El gen de referencia Rplp0 (Tabla 11 y Figura 31), cuya denominacion en
inglés corresponde a: 60S acidic ribosomal protein PO, es un componente de
la subunidad 60S de los ribosomas. Es una fosfoproteina neutra con un
extremo C-terminal que es casi idéntico a los extremos C-terminales de las
fosfoproteinas ribosomales acidas P1 y P2. La proteina PO puede interactuar
con P1 y P2 para formar un complejo pentamérico que consiste en dimeros
de P1y P2y un monémero PO. La proteina se encuentra en el citoplasma. El
gen Actb, codifica para la proteina p-actina, la cual pertenece a una familia de
proteinas globulares que forman los microfilamentos uno de los tres
componentes fundamentales del citoesqueleto de las células de los
organismos eucariotas. Puede encontrarse como monémero en forma libre,
denominada actina G, o como parte de polimeros lineales denominados
microfilamentos o actina F, que son esenciales para funciones celulares tan
importantes como la movilidad y la contraccion de la célula durante la divisién
celular. Su secuencia estda muy conservada, es decir, que ha cambiado muy
poco a lo largo de la evolucién (Bankhudarova et al., 2011; Reisler y Egelman,
2007).

A diferencia del ganado bovino, donde las caracteristicas biométricas
testiculares, tales como Circunferencia Escrotal (CE) y Volumen Testicular

(VT), se utilizan como criterios de seleccion de reproductores, toda vez de que
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existe una alta correlacion entre la CE y la produccién espermatica, la libido y
la capacidad reproductiva (Alves, 2007); en alpacas las caracteristicas
biométricas testiculares se toman en cuenta sobre todo como una
caracteristica reproductiva, porque el saco escrotal estd pegado al cuerpo, es
decir, no es posible medir la CE; y porque no se ha demostrado repetitividad
respecto a la edad y al peso corporal. Adicionalmente, se ha informado que
existe unrango amplio de la edad en que puede aparecer la pubertad, entre 1
y 3 afos de edad, lo que hace que las decisiones de manejo sean dificiles y
puedan estar influenciadas por las condiciones en que se mantienen las
alpacas (Abraham et al., 2016). Es mas, en alpacas, la proporcion entre el
peso corporal y el peso testicular es muy baja, habiéndose observado que, a
los 10-12 meses de edad, esta proporcidn es casi inexistente, con un valor de
0.006; lo que significa que los testiculos son demasiado pequefios respecto al
tamano del cuerpo. Sin embargo, la correlacion aumenta hacia los 18-20
meses de edad, alcanzando un valor de 0.02 y se estabiliza a partir de los dos
anos en adelante, con un valor de 0.03 practicamente constante durante toda

la edad reproductiva de la alpaca (Sumar, 1983; Mujica, 2016).

Abraham et al. (2016), se propusieron averiguar cuando se puede esperar que
las alpacas suecas comiencen a producir esperma, al usar la longitud
testicular y la puntuacion de la condicion corporal como un indicador indirecto
mas preciso que la edad. Ellos encontraron que las alpacas con una longitud
testicular 23.8 cm estarian produciendo esperma, mientras que aquellas con
una longitud testicular 1.6 cm no estarian produciendo esperma, habiendo
sugerido el uso de una combinacién de longitud testicular, puntaje de
condicién corporal y edad, como una herramienta para la toma de decisiones
para la cria de alpacas en condiciones suecas.

El presente estudio, ha permitido establecer la edad reproductiva mas éptima
para aislar células germinales testiculares de alpaca, también ha permitido
establecer una metodologia sencilla para detectar a nivel transcripcional
biomarcadores especificos para células madre espermatogoniales en tejido
testicular de alpaca, siendo la edad de 10-12 meses la mas indicada tanto
para el aislamiento de células germinales testiculares, como para la deteccién

a nivel transcripcional de biomarcadores especificos de células madre
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espermatogoniales. Esto es concordante con Ertl y Wrobel (1992), quienes
concluyeron que la aglutinina de Dolichos biflorus, una lectina con afinidad
especifica por la a-D-N-acetil-galactosamina presente en la superficie celular
de gonocitos y espermatogonias, se puede usar como un marcador especifico
en tejido testicular de bovinos durante las primeras 30 semanas después del

nacimiento.
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Vil.- CONCLUSIONES

La viabilidad y el rendimiento de las células germinales testiculares
aisladas de alpaca por digestién enzimatica, fueron superiores en el
grupo de alpacas de 10-12 meses de edad, con valores de 92.15% vy
55 x 108 espermatogonias/ml, respectivamente. Las espermatogonias

de Vicugna pacos tuvieron un diametro promedio de 16 .

Se reporta por primera vez la reactividad de las células germinales de
alpaca frente al conjugado del fluorocromo isotiocianato de fluoresceina
con la aglutinina de Dolichos biflorus (FICT-DBA), que es una lectina.

La proporcién de la poblacion de células madre espermatogoniales,
respecto a la poblacién total de células germinales aisladas, disminuye
conforme aumenta la edad reproductiva del macho, siendo la mejor
edad para aislar células madre espermatogoniales, entre los 10-12

meses.

Se logro6 detectar a nivel transcripcional en tejido testicular de Vicugna
pacos, los biomarcadores Nanos2, Lin28, Ckit, RplpOy Actb;
considerando siete biomarcadores positivos para SSC seleccionados
(Zbtb16, GFRa-1, Stra8, Nanos2, Ngn3, Lin28 y Ecad), tres
biomarcadores negativos (Ckit, Sohlh1 y Sohlh2) y tres genes de
referencia (RPLPO, GADPHy Actb).



Vill.- RECOMENDACIONES

Para asegurar la deteccidn positiva de biomarcadores especificos de
SSC de alpaca, se debe colectar por castracion, testiculos de machos
con edades entre 6 a 12 meses, aislar las células madre
espermatogoniales por digestion enzimatica e inmediatamente

proceder con la extraccion de RNA a partir del paquete celular.

Aislar y cultivar SSC de alpaca, estandarizando un sistema que permita
y favorezca la proliferaciéon de células individuales o troncales no
comprometidas con la diferenciacién, para que a partir de ellas se
proceda con la extraccién de RNA y la deteccion de los biomarcadores
especificos de SSC. Esta segunda alternativa, de hecho, seria la méas
segura; pero demanda el manejo de otras metodologias y manejo de
otras variables, tales como, seleccibn del medio de cultivo,
suplementacion con suero fetal bovino, co-cultivo con células
alimentadoras, adicién de factores de crecimiento y hormonas,
optimizacién de otros parametros fisicos como pH, temperatura y
mezcla de gases en la incubadora de CO..

Las alpacas macho pre puberes y puberes de 6 a 12 meses de edad,
constituyen un grupo etario a tomarse en cuenta en la aplicacion de
biotecnologias reproductivas, teles como inseminacién artificial y

transferencia de embriones.
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X.- ANEXOS

Anexo 1. Procedencia de los testiculos de alpacas de 10-12 meses de edad
y de 18-20 meses de edad, colectados por castracidon, en estancias
alpaqueras de las regiones de Ayacucho y Huancavelica.

Region de Ayacucho

Provincia Distrito Estancias alpaqueras
Chuschi Pampawasi-Huagraccocha
Cangallo
Paras Santa Fe, Anccolla, Licapa-Paccha, Licapa-Chiricmachay,
Licapa-Acchimachay
Huamanga | Vinchos Minas Corral-Tropa Apan

Region de Huancavelica

Provincia Distrito Estancias alpaqueras

Huaytara Pilpichaca | Llillinta, Tacsana
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Anexo 2. Instalaciones del Camal Municipal de Huancavelica.
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Anexo 3. Andlisis de varianza y Prueba de Tukey de la biometria testicular
de alpacas.

ANOVA de un solo factor: Peso (g) vs. Edad (meses)

Método

Hipétesis nula Todas las medias son iguales
Hipbétesis alterna Por lo menos una media es diferente
Nivel de significancia o = 0.05

Se presupuso igualdad de varianzas para el andlisis.

Informacién del factor

Factor Niveles Valores
Edad (meses) 4 10-12, 18-20, 24-36, 36-mas
Analisis de Varianza

SC
Fuente GL Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Edad (meses) 3 3012 1004.11 122.15 0.000
Error 174 1430 8.22
Total 177 4443

Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.

S R-cuad. (ajustado) (pred)
2.86709 67.80% 67.25% 66.38%
Medias
Edad
(meses) N Media Desv.Est. IC de 95%
10-12 54 0.7287 0.3764 (-0.0414, 1.4988)
18-20 30 3.9407 0.4815 ( 2.9075, 4.9738)
24-36 46 8.728 4.286 ( 7.893, 9.562)
36-méas 48 10.660 3.541 ( 9.843, 11.477)

Desv.Est. agrupada = 2.86709

Comparaciones en parejas de Tukey
Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Edad

(meses) N Media Agrupacidn
36-méas 48 10.660 A

24-36 46 8.728 B

18-20 30 3.9407 C
10-12 54 0.7287 D

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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ANOVA de un solo factor: Longitud (cm) vs. Edad (meses)

Método

Hipétesis nula Todas las medias son iguales
Hipétesis alterna Por lo menos una media es diferente
Nivel de significancia o = 0.05

Se presupuso igualdad de varianzas para el andlisis.
Informacién del factor

Factor Niveles Valores
Edad (meses) 4 10-12, 18-20, 24-36, 36-méas

Andlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Edad (meses) 3 118.79 39.5969 160.52 0.000
Error 174 42.92 0.2467

Total 177 161.71

Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.

S R-cuad. (ajustado) (pred)
0.496672 73.46% 73.00% 72.26%
Medias
Edad
(meses) N Media Desv.Est. IC de 95%
10-12 54 1.3148 0.2437 (1.1814, 1.4482)
18-20 30 2.0690 0.2928 (1.8900, 2.2480)
24-36 46 2.947 0.706 ( 2.802, 3.091)
36-mas 48 3.2917 0.5628 (3.1502, 3.4332)

Desv.Est. agrupada = 0.496672

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Edad

(meses) N Media Agrupacidn
36-mas 48 3.2917 A

24-36 46 2.947 B

18-20 30 2.0690 C
10-12 54 1.3148 D

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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ANOVA de un solo factor: Ancho (cm) vs. Edad (meses)

Método

Hipétesis nula Todas las medias son iguales
Hipétesis alterna Por lo menos una media es diferente
Nivel de significancia o = 0.05

Se presupuso igualdad de varianzas para el anadlisis.
Informacién del factor

Factor Niveles Valores
Edad (meses) 4 10-12, 18-20, 24-36, 36-méas

Andlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Edad (meses) 3 57.92 19.3058 171.05 0.000
Error 174 19.64 0.1129

Total 177 77.56

Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.

S R-cuad. (ajustado) (pred)
0.335952 74.68% 74.24% 73.56%
Medias
Edad
(meses) N Media Desv.Est. IC de 95%
10-12 54 0.8444 0.1621 (0.7542, 0.9347)
18-20 30 1.2200 0.1277 (1.0989, 1.3411)
24-36 46 1.9450 0.4780 (1.8472, 2.0428)
36-mas 48 2.2052 0.3992 (2.1095, 2.3009)

Desv.Est. agrupada = 0.335952

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Edad

(meses) N Media Agrupacidn
36-mas 48 2.2052 A

24-36 46 1.9450 B

18-20 30 1.2200 C
10-12 54 0.8444 D

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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ANOVA de un solo factor: Circunf. (cm) vs. Edad (meses)

Método

Hipétesis nula Todas las medias son iguales
Hipétesis alterna Por lo menos una media es diferente
Nivel de significancia o = 0.05

Se presupuso igualdad de varianzas para el andlisis.
Informacidén del factor

Factor Niveles Valores
Edad (meses) 4 10-12, 18-20, 24-36, 36-mas

Anadlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Edad (meses) 3 470.5 156.837 192.14 0.000
Error 174 142.0 0.816

Total 177 612.5

Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.

S R-cuad. (ajustado) (pred)
0.903485 76.81% 76.41% 75.75%
Medias
Edad
(meses) N Media Desv.Est. IC de 95%
10-12 54 2.9389 0.4977 (2.6962, 3.1816)
18-20 30 4.678 0.622 ( 4.353, 5.004)
24-36 46 6.298 1.351 ( 6.035, 6.5601)
36-mas 48 6.853 0.871 ( 6.596, 7.111)

Desv.Est. agrupada = 0.903485

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Edad

(meses) N Media Agrupacidn
36-mas 48 6.853 A

24-36 46 6.298 B

18-20 30 4.678 C
10-12 54 2.9389 D

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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ANOVA de un solo factor: Volumen (cc) vs. Edad (meses)

Método

Hipétesis nula Todas las medias son iguales
Hipétesis alterna Por lo menos una media es diferente
Nivel de significancia o = 0.05

Se presupuso igualdad de varianzas para el andlisis.
Informacidén del factor

Factor Niveles Valores
Edad (meses) 4 10-12, 18-20, 24-36, 36-mas

Anadlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Edad (meses) 3 1360.7 453.564 126.08 0.000
Error 174 626.0 3.598

Total 177 1986.7

Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.

S R-cuad. (ajustado) (pred)
1.89672 68.49% 67.95% 67.09%
Medias
Edad
(meses) N Media Desv.Est. IC de 95%
10-12 54 1.1870 0.3919 (0.6776, 1.6964)
18-20 30 2.676 0.610 ( 1.993, 3.360)
24-36 46 6.309 2.764 ( 5.757, 6.861)
36-mas 48 7.785 2.367 ( 7.244, 8.325)

Desv.Est. agrupada = 1.89672

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Edad

(meses) N Media Agrupacidn
36-méas 48 7.785 A

24-36 46 6.309 B

18-20 30 2.676 C
10-12 54 1.1870 D

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Anexo 4. Estadisticos descriptivos de la biometria testicular de alpacas.

Variable Edad (meses) | Media | Desv.Est. | Varianza | Coef.Var | Minimo | Maximo | Rango
10-12 (n=54) 0.73 0.38 0.14| 51.65 0.16 1.57| 1.41

Peso (g) 18-20 (n=30) 3.94 0.48 0.23 12.22 3.21 495| 1.74
24-36 (n=46) 8.73 4.29 18.37| 49.11 1.60 15.28 | 13.68

36-mas (n=48) | 10.66 3.54 12.54| 33.22 2.90 17.24| 14.34

10-12 (n=54) 1.31 0.24 0.06 18.54 0.80 1.90| 1.10

Longitud | 18-20 (n=30) 2.07 0.29 0.09 14.15 1.40 2.50| 1.10
(cm) 24-36 (n=46) 2.95 0.71 0.50 23.94 1.10 4.05| 2.95
36-mds (n=48) 3.29 0.56 0.32 17.10 2.00 4.10| 2.10

10-12 (n=54) 0.84 0.16 0.03 19.20 0.50 1.20| 0.70

Ancho (cm) 18-20 (n=30) 1.22 0.13 0.02 10.47 0.95 1.40| 0.45
24-36 (n=46) 1.95 0.48 0.23 24.57 1.10 2.70| 1.60

36-mas (n=48) 2.21 0.40 0.16 18.10 1.40 2.90| 1.50

10-12 (n=54) 2.94 0.50 0.25 16.93 2.00 4.20| 2.20

Circunf. | 18-20 (n=30) 4.68 0.62 0.39 13.29 3.20 5.60| 2.40
(cm) 24-36 (n=46) 6.30 1.35 1.82 21.44 3.60 8.20| 4.60
36-mas (n=48) 6.85 0.87 0.76 12.70 4.90 8.40| 3.50

10-12 (n=54) 1.19 0.39 0.15 33.02 0.42 2.39| 1.97

Volumen | 18-20 (n=30) 2.68 0.61 0.37 22.78 1.47 3.67| 2.20
(cc) 24-36 (n=46) 6.31 2.76 7.64| 43.80 1.38 11.45| 10.07
36-mds (n=48) 7.79 2.37 5.60| 30.41 2.93 11.73| 8.80
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Anexo 5. Analisis de Kruskal-Wallis de la viabilidad durante el aislamiento de
espermatogonias de alpaca.

Estadisticas descriptivas

f:wae(:es) N Mediana Clasificaciéon de medias Valor Z
10-12 28 92.1538 75.3 2.15
24-36 35 80.0000 51.9 -2.05
36-mas 35 80.3571 52.1 -2.02
6-8 26 90.3846 76.9 2.29
General 124 62.5

Prueba

Hipotesis nula Ho: Todas las medianas son iguales

Hipotesis alterna  H4: Al menos una mediana es diferente

Método GL ValorH Valorp

No ajustado para empates 3 13.67 0.003

Ajustado para empates 3 13.70 0.003
Means
Viabilidad rank std r Min Max 025 Q050 Q75

1 87.14962 76.86538 12.388553 26 54.55 100.00 77.8575 90.385 99.6625

2 85.08036 75.33929 16.854646 28 38.46 100.00 75.5700 92.155 100.0000

3 79.27486 51.92857 10.201269 35 42.31 96.15 75.0000 80.000 84.3900

4 79.69171 52.12857 7.805312 35 57.33 93.62 75.7200 80.360 84.5450

Comparison
Difference pvalue Signif. LCL UCL

1 -2 1.526099 1.0000 -23.50946322 26.56166
1 - 3 24.936813 0.0346 * 1.13717373 48.73645
1 -4 24.736813 0.0370 * 0.93717373 48.53645
2 - 3 23.410714 0.0483 * 0.10387435 46.71755
2 -4 23.210714 0.0516 . -0.09612565 46.51755
3 -4 -0.200000 1.0000 -22.17389942 21.77390
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Anexo 6. Analisis de Kruskal-Wallis del rendimiento durante el aislamiento
de espermatogonias de alpaca.

Estadisticas descriptivas

f:wae(:es) N  Mediana Clasificaciéon de medias Valor Z
10-12 28 52000000 75.2 2.13
24-36 35 32000000 524 -1.96
36-més 35 37000000 67.8 1.03
6-8 26 30500000 55.3 -1.16
General 124 62.5
Prueba

Hipotesis nula Ho: Todas las medianas son iguales

Hipotesis alterna  Hq: Al menos una mediana es diferente

Método GL ValorH Valorp

No ajustado para empates 3 8.09 0.044

Ajustado para empates 3 8.10 0.044
Means

Rendimiento rank std «r Min Max 025 Q50 Q75
1 38423077 55.25000 24244048 26 1.6e+07 1.06e+08 22000000 30500000 48750000

2 54964286 75.21429 34341943 28 1.0e+07 1.24e+08 25750000 52000000 78250000

3 33457143 52.40000 15345708 35 1.0e+07 7.50e+07 19000000 32000000 42500000

4 44542857 67.81429 25131821 35 1.8e+07 1.28e+08 29000000 37000000 47500000

Comparison
Difference pvalue Signif. LCL UCL

1 -2 -19.96429 0.2352 -45.652509 5.723937
1 -3 2.85000 1.0000 -21.570081 27.270081
1 -4 -12.56429 1.0000 -36.984366 11.855795
2 -3 22.81429 0.0704 . -1.100148 46.728720
2 - 4 7.40000 1.0000 -16.514434 31.314434
3 -4 -15.41429 0.4147 -37.961030 7.132459
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Anexo 7. Base de datos sobre viabilidad y rendimiento de espermatogonias
aisladas de alpacas de 6-8 meses de edad.

Viabilidad y rendimiento de espermatogonias (6-8 meses; n=26)

Aislamiento Vivas Muertas Total Viabilidad Rendimiento
(%) (Esperm/ ml)

1 73 1 74 98.65 74'000,000
2 23 2 25 92.00 25'000,000
3 36 13 49 73.47 49'000,000
4 32 3 35 91.43 35'000,000
5 81 25 106 76.42 106'000,000
6 70 2 72 97.22  72'000,000
7 14 3 17 82.35 17'000,000
8 27 3 30 90.00 30'000,000
9 11 6 17 64.71 17'000,000
10 16 0 16 100.00 16'000,000
11 16 5 21 76.19 21'000,000
12 16 0 16 100.00 16'000,000
13 22 0 22 100.00 22'000,000
14 16 0 16 100.00 16'000,000
15 22 0 22 100.00 22'000,000
16 25 0 25 100.00 25'000,000
17 22 0 22 100.00 22'000,000
18 59 6 65 90.77 65'000,000
19 72 13 85 84.71 85'000,000
20 24 7 31 77.42 31'000,000
21 12 10 22 54.55 22'000,000
22 25 9 34 73.53  34'000,000
23 38 10 48 79.17  48'000,000
24 33 6 39 84.62 39'000,000
25 49 7 56 87.50 56'000,000
26 31 3 34 91.18 34'000,000
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Anexo 8. Base de datos sobre viabilidad y rendimiento de espermatogonias
aisladas de alpacas de 10-12 meses de edad.

Viabilidad y rendimiento de espermatogonias (10-12 meses; n=28)

Aislamiento Vivas  Muertas  Total Viabilidad Rendimiento
(%) (X 10s)
1 21 9 30 70.00 30000000
2 72 5 77 93.51 77000000
3 24 8 32 75.00 32000000
4 23 2 25 92.00 25000000
5 53 4 57 92.98 57000000
6 78 4 82 95.12 82000000
7 51 1 52 98.08 52000000
8 76 9 85 89.41 85000000
9 48 6 54 88.89 54000000
10 124 0 124 100.00 124000000
11 115 0 115 100.00 115000000
12 105 0 105 100.00 105000000
13 46 18 64 71.88 64000000
14 20 18 38 52.63 38000000
15 10 16 26 38.46 26000000
16 75 24 99 75.76 99000000
17 30 24 54 55.56 54000000
18 96 21 117 82.05 117000000
19 20 0 20 100.00 20000000
20 15 0 15 100.00 15000000
21 10 0 10 100.00 10000000
22 37 3 40 92.50 40000000
23 17 3 20 85.00 20000000
24 10 0 10 100.00 10000000
25 44 28 72 61.11 72000000
26 48 4 52 92.31 52000000
27 32 8 40 80.00 40000000
28 24 0 24 100.00 24000000
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Anexo 9. Base de datos sobre viabilidad y rendimiento de espermatogonias
aisladas de alpacas de 24-36 meses de edad.

Viabilidad y rendimiento de espermatogonias (24-36meses; n=30)

Aislamiento Vivas Muertas Total Viabilidad Rendimiento
(%) (X 106)
1 35 12 47 74.47 47000000
2 24 5 29 82.76 29000000
3 25 5 30 83.33 30000000
4 69 6 75 92.00 75000000
5 24 6 30 80.00 30000000
6 36 12 48 75.00 48000000
7 14 14 28 50.00 28000000
8 10 2 12 83.33 12000000
9 36 12 48 75.00 48000000
10 12 3 15 80.00 15000000
11 13 1 14 92.86 14000000
12 13 3 16 81.25 16000000
13 14 4 18 77.78 18000000
14 42 15 57 73.68 57000000
15 47 8 55 85.45 55000000
16 50 2 52 96.15 52000000
17 33 5 38 86.84 38000000
18 26 7 33 78.79 33000000
19 23 6 29 79.31 29000000
20 27 10 37 72.97 37000000
21 31 6 37 83.78 37000000
22 24 8 32 75.00 32000000
23 11 15 26 42.31 26000000
24 8 2 10 80.00 10000000
25 17 2 19 89.47 19000000
26 14 3 17 82.35 17000000
27 14 5 19 73.68 19000000
28 26 10 36 72.22 36000000
29 30 9 39 76.92 39000000
30 34 11 45 75.56 45000000
31 22 5 27 81.48 27000000
32 15 3 18 83.33 18000000
33 31 5 36 86.11 36000000
34 51 8 59 86.44 59000000
35 34 6 40 85.00 40000000
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Anexo 10. Base de datos sobre viabilidad y rendimiento de espermatogonias
aisladas de alpacas de 36 meses de edad a mas.

Viabilidad y rendimiento de espermatogonias (mayor 36meses; n=35)

Aislamiento Vivas  Muertas Total Viabilidad Rendimiento
(%) (X 106)
1 32 5 37 86.49 37000000
2 17 4 21 80.95 21000000
3 25 5 30 83.33 30000000
4 34 11 45 75.56 45000000
5 36 11 47 76.60 47000000
6 26 11 37 70.27 37000000
7 38 13 51 74.51 51000000
8 18 13 31 58.06 31000000
9 21 7 28 75.00 28000000
10 27 8 35 77.14 35000000
11 26 4 30 86.67 30000000
12 16 6 22 72.73 22000000
13 21 5 26 80.77 26000000
14 28 9 37 75.68 37000000
15 35 6 41 85.37 41000000
16 44 3 47 93.62 47000000
17 51 15 66 77.27 66000000
18 84 21 105 80.00 105000000
19 43 32 75 57.33 75000000
20 83 20 103 80.58 103000000
21 107 21 128 83.59 128000000
22 35 12 47 74.47 47000000
23 41 7 48 85.42 48000000
24 36 8 44 81.82 44000000
25 22 2 24 91.67 24000000
26 31 5 36 86.11 36000000
27 17 2 19 89.47 19000000
28 16 5 21 76.19 21000000
29 15 3 18 83.33 18000000
30 36 4 40 90.00 40000000
31 20 5 25 80.00 25000000
32 45 11 56 80.36 56000000
33 50 13 63 79.37 63000000
34 25 8 33 75.76 33000000
35 36 7 43 83.72 43000000
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Anexo 11. Secuencias de los primers disefiados y sintetizados para los biomarcadores de SSC seleccionados para
Vicugna pacos.

(A)Biomarcadores positivos.
N2

Gen Fordward (5°>3’) Cédigo Reverse (5'>3’) Cédigo
GCGCATCTACTGGAGCATGTA GFRa1.F1 TGAATGGGACCACTCGGAATA GFRa1.R1
1 Gfra-1 TGCCACCACCACCACAGCCTT GFRa1.F2 CCCGACATATTGGATTTCAG GFRa1.R2
CCCGTGTACCACCAGCATGTC GFRa1.F3 AGCAGAAGAGCATCCCGTAG GFRa1.R3
ACCGCTTGGACTGTGTGAAAG GFRa1.F4 CCCGAGGTCAGGCTGAAGTTG GFRa1.R4
2 Nanos2 GTGTCCCATCCTGCGGCACT Nanos2.F1 TGCGGCGGTAGAGAGACTGCT | Nanos2.R1
GACGACGCGAAGCTCACCAA Ngn3.F1 AGAGGCTGTGGTCCGCTATGC Ngn3.R1
3 Ngn3 AAGAAAGCCAACGACCGTGAG Ngn3.F2 GCAGCGTCTCGATCTTGGTGA Ngn3.R2
AAAGTGACCTGCGTCGCATCC Ngn3.F3 CCGGTTCCGTCTCTGCTTGCT Ngn3.R3
GTGATCAGTGTGGTGCCCAGT Zbtb16.F1 CCGCACAGCAGACAGAAGAC Zbtb16.R1
4 Zbtb16 AGGAGAGCGGGTATGCCAGTG Zbtb16.F2 GCCGCCTTGGTGGGACTCAT Zbtb16.R2
GGGCGTGCGCAGCTACATCT Zbtb16.F3 TTCGTACGGGTGGTCGCCTGT Zbtb16.R3
5 Stra8 GGAGGACGGGAATGCAAACAG Stra8.F1 GGAACAGGAAGGGCAGCAACT | Stra8.R1
6 E-Caderina TCAAACGGCCTTTACAACTTC E.Cad.F1 GCCCTGGTGCCTTCAGCGTCA E.Cad.R1
GAAGCGCAGATCAAAGGGAGA Lin28.F1 GCTGGGCCTTCAATGGACAC Lin28.R1
7 Lin28 CGGCATCTGTAAGTGGTTCAA Lin28.F2 CTCCTGAAGCCCTCCATGTGA Lin28.R2
(B) Biomarcadores negativos.
Ne Gen Fordward (5'—>3’) Cadigo REVERSE (5°—>3’) Caédigo
CGGCTTCAGCACTTCCACCTA Ckit.F1 GTCAGAGGACAGCGGACCAG Ckit.R1
1 Ckit CGGCTTCAGCACTTCCACCTA Ckit.F2 CCGGTCAGGGAGTAATGGGTC Ckit.R2
GAGCGAAGAGCCTCTGA Sohlh1.F1 CTTCTACATCACATCCCGACAC | Sohlh1.R1
2 | Sohlnt TCGGGTCTGGCTAAGGCCCC Sohlh1.F2 CATCGAACCGGGGCAGCAGG Sohlh1.R2
ACTCAGCGAGAGGGAGCGCA Sohlh1.F3 CAGCCAGCCGGAGGAACTGC Sohlh1.R3
CGCTGGACGCCAGGTCTGTG Sohlh1.F4 GAAGCCTGGCTCTGCCCTGC Sohlh1.R4
GAGGCAACGGTCGATTATGTG Sohlh2.F1 GGGCATCTGTTGTTTCTTACA Sohlh2.R1
3 Sohlh2 GGCCAGATTACAGAAGCACT Sohlh2.F2 TCCCTTTGTGCCATGATCGTG Sohlh2.R2

(C) Genes de referencia.

Ne Gen Fordward (5°>3’) Cédigo Reverse (5'>3’) Cédigo
GCCACACATCCGGGGGAACG RPLPO.F1 GACCAGTGTTCTGGGCGGGC RPLPO0.R1
1 Rplp0 ATGCGCAAGGCCATCCGAGG RPLPO.F2 GGCGGCAGCTGGCACCTTAT RPLP0.R2
CGGTGCCATAGCCCCGTGTG RPLPO.F3 GTGGCTTCGCTGGCTCCCAC RPLP0.R3
5 Gadph AAACCTGCCAAATATGACGAC GADPH.F1 ACAACCTGGTCCTCCGTGTAG GADPH.R1
CCTGCCAAATATGACGACATC GADPH.F2 GACAACCTGGTCCTCCGTGTA GADPH.R2
CGGGACCTGACGGACTACCTC ACT.F1 TGGCCATCTCCTGCTCGAAGT ACTB.R1
GAGCGGGAAATTGTGCGTGAC ACT.F2 GAAGCGCTCATTGCCGATGG ACTB.R2
3 Actb GCGGGAAATTGTGCGTGACAT ACT.F3 GAAGCGCTCATTGCCGATGG ACTB.R3
TCATCACCATCGGCAATGAG ACT.F4 GTTGAAGGTAGTCTCGTGGATG | ACTB.R4
CGTGCTGCTGACTGAGGCCC ACT.F5 AGGGACAGCACGGCCTGGAT ACTB.R5
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