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RESUMEN.

El objetivo del presente estudio fue evaluar la expresion del gen de la Proteina
rica en Cisteina asociada a la Mitocondria Espermatica (SMCP) en alpacas y

correlacionar los valores de expresion de dicho gen con la motilidad espermatica.

Con ese fin se disefiaron primers para el gen SMCP en alpacas mediante la
utilizacion de alineamientos de secuencias de nucleotidos de homélogos del gen
de SMCP de especies filogenéticamente relacionadas a alpaca (Sus scrofa y Bos
taurus) tomadas de la base de datos del GenBank de la NCBI. A la par se trabaj6
con alineamientos de la secuencia “al azar’ de alpaca de la base de datos del
FASTA — Whole Genome Shotgun Sequence Similarity Search del European

Bioinformatics Institute.

Se seleccionaron los primers mediante el uso de la técnica de PCR convencional
y electroforesis. Posteriormente se cuantificaron los niveles de expresion del gen

en tejido testicular mediante RT-gPCR.

Los niveles de expresion en el Grupo | (animales con menos del 25% de motilidad
espermatica progresiva) fueron relativamente mas altos (3.524 + 2.730) que en el
Grupo Il compuesto por animales con motilidad espermatica progresiva mayor o
igual a 25% (1.598 + 1.246). También se observd que el porcentaje de motilidad
espermética fue superior en el Grupo | (38.54 + 4.18 %) con respecto al Grupo Il
(5.54 + 1.08 %). Ademas se demostrdé que los niveles de expresion del gen de
SMCP en alpaca presentan correlacién positiva (r= 0.4397) con el porcentaje de

motilidad espermatica.

En conclusién, se ha determinado los niveles de expresion del gen SMCP en
alpaca y se ha comprobado que existe correlacién positiva entre sus niveles de
expresion y el porcentaje de motilidad espermatica. Con lo cual se propondria un
marcador molecular de motilidad espermatica, y con ello una nueva metodologia

para los sistemas de seleccion de machos reproductores de alpaca.

Palabras Clave: Alpaca, gen, motilidad espermética, RT-gPCR, SMCP.
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ABSTRACT.

The objective of this study was evaluate the expression patterns of the alpaca’s
Sperm Mitochondria-associated Cysteine-rich Protein gene (SMCP) and correlates

the expression values of that gene with sperm motility.

To this aim were used FASTA sequences from homolgs of the SMCP gene from
alpaca’s phylogenetically related species (Sus scrofa and Bos taurus). These
sequences were taken from the NCBI GenBank database. Also we worked with
alpaca’s shotgun sequence from the FASTA database - Whole Genome Shotgun
Sequence Similarity Search of the European Bioinformatics Institute, to design

primers for the homolog gene by aligning the sequences.

The primers selected went through a process of standardization by using standard
PCR technique and was by means of electrophoresis that was identified to the
homolog gene to SMCP in alpaca. Subsequently was quantified the expression

levels of this gene in testicular tissue by means RT-qPCR.

In animals of Group | (animals with motility percentage less than 25%), expression
levels found were relatively higher (3,524 + 2,730) than the expression levels on
the Group Il formed by animals with motility percentage equal or higher than 25%
(1,598 + 1,246). The motility average was higher on the Group | (38.54 + 4.18%)
than the Group Il (5.54 + 1.08%). Also we determined that the levels of gene
expression in the homolog SMCP in alpaca had a positive correlation with sperm

motility average.

In conclusion, we identified expression patterns of SMCP gene in alpaca. And
we determined that there is positive correlation between their expression levels
and the percentage of sperm motility. Thus propose a molecular marker of sperm
motility in alpaca, and therefore a new methodology for the selection system of

breeding males.

Key words: Apaca, gene, sperm motility, RT-qPCR, SMCP.
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l. INTRODUCCION.

Cuando nos referimos a la motilidad del espermatozoide, el flagelo es la
estructura mas importante, ya que este facilita su transporte en el tracto
reproductivo de la hembra. En consecuencia la expresion de proteinas
relacionadas a la motilidad espermatica, constituye uno de los factores
importantes para conseguir una fecundacion exitosa. Los flagelos de los
espermatozoides mamiferos se encuentran constituidos por tres estructuras
especificas: la vaina mitocondrial, las fibras densas externas y la cubierta fibrosa,
gue son los componentes que intervienen en la motilidad y son el lugar de la
localizacion de las proteinas que producen ATP y regulan dicha motilidad (Eddy et
al,. 2003).

Trabajos previos han demostrado que la vaina mitocondrial estd asociada con
muchas proteinas, siendo una de ellas y posiblemente una de las mas
importantes para la motilidad, la Proteina rica en Cisteina asociada a la
Mitocondria Espermética (SMCP) (Hawthorne et al., 2006), ya que se ha
comprobado que su expresion esta positivamente correlacionada con la motilidad

espermatica en ratones (Nayermia et al., 2002).

Ademds, se ha determinado que la delecion especifica del gen SMCP en
ratones, no genera ningun efecto ultraestructural en la vaina mitocondrial; sin
embargo, la motilidad espermatica se encuentra sumamente afectada, lo que no
permite la migracion de los espermatozoides a través del tracto reproductivo
femenino y por consiguiente la fecundacion del ovocito (Nayernia et al., 2005;
Ward et al., 2003; Escalier, 2006).

Cabe resaltar que los estudios utilizando marcadores moleculares ha permitido
la seleccién de animales mas aptos desde el punto de vista sanitario, productivo y
reproductivo. Dichos estudios no solo se han ejecutado en animales de
laboratorio, (raton y hamster) sino también en otras especies de mamiferos de
importancia productiva y por ende econdmica (bovino, porcino). Sin embargo, en

la actualidad la utilizacion de marcadores moleculares y los estudios de gendmica



y protedmica aun no se han implementado eficientemente en el a&mbito de los

camélidos sudamericanos (CSA).

La alpaca es uno de los CSAs mas importantes en nuestro pais desde el punto
de vista social, econdmico, cultural y cientifico. En la actualidad se vienen
desarrollando diversos trabajos de reproduccion asistida en esta especie sin la
adecuada seleccion de reproductores, ya que dicha seleccién se realiza de forma
subjetiva por caracteristicas fenotipicas tales como: talla, peso, fibra, etc., sin

tomar en cuenta las caracteristicas genotipicas de dichos animales.

Por todo lo antes expuesto nos vemos motivados a plantear un trabajo de
investigacion a través del cual se logre caracterizar la expresion del gen SMCP y
con ello proponer un marcador molecular de motilidad espermatica en alpacas, y
por consiguiente potenciar y mejorar los sistemas de seleccion de machos

reproductores.



ANTECEDENTES

1. Los Camélidos Sudamericanos y su importancia en la sociedad

altoandina.

Los CSA constituyen un recurso genético de gran importancia social,
econdmica, cultural y cientifica para nuestro pais. En la actualidad, constituyen
el unico medio de utilizaciébn productiva de las extensas areas de pastos
naturales de las zonas alto andinas donde no es posible la agricultura ni la

crianza econdémica de otras especies de animales domésticos (FAO, 2005).

La crianza de alpacas en el Peru se desarrolla en la region altoandina, en
mayor proporcioén en la sierra sur y central, en altitudes que van de los 3800

hasta mas de 5000 metros sobre el nivel del mar (FAO, 2005).

La alpaca es una especie que representa un factor importante de la
economia de nuestro pais, siendo el Pera el pais con la mayor poblacion de

alpacas con aproximadamente 3 millones de cabezas (Esponda et al., 2004).

La produccién alpaquera genera fuentes de ingreso para por lo menos 1.5
millones de campesinos de mas de 1000 comunidades de Apurimac, Arequipa,

Ayacucho, Cusco, Huancavelica, Junin, Lima y Puno (Esponda et al., 2004).

2. Importancia de la seleccion de alpacas para la formacion de nucleos

reproductores.

Fernandez-Baca (1993) realizdé un andlisis sobre los estudios realizados
sobre los aspectos basicos de la fisiologia reproductiva de los CSA, en especial
en machos y concluyé que hasta esa fecha no existian, muchos estudios al
respecto y que la mayoria de ellos eran sobre la fisiologia reproductiva de la
hembra. Desde el analisis de Fernandez-Baca (1993) a la actualidad, no se han
reportado estudios enfocados en la fisiologia reproductiva de los CSA, ya que
las investigaciones han estado orientadas al desarrollo de biotecnologias

reproductivas.



En general, las alpacas presentan una pobre fertilidad, con un porcentaje
de prefiez entre 40 - 60 % (Brown, 2000). Estos valores pueden deberse a
diversas variables de indole reproductivo que pueden afectar tanto a la hembra
como al macho. En el caso de los machos, la evaluacion de las caracteristicas
seminales es uno de los métodos mas simples de determinacién indirecta de la
fertilidad (Ax et al., 2000).

Entre los métodos utilizados para la obtencion de una muestra seminal en
CSA tenemos: la funda vaginal; la esponja vaginal, la electroeyaculacion
(Ferndndez-Baca y Calderdn, 1963), fistula uretral, la vagina artificial (Sumar y
Leyva, 1981), desviacion de conductos deferentes e incluso se viene utilizando
la recuperacion de espermatozoides de epididimo como parte de la

metodologia de diversas investigaciones.

Ademas, se debe de resaltar que no todos los alpacas macho responden de
forma eficiente a los diversos métodos de coleccion de semen previamente
mencionados. Se suma el hecho de que la mayoria de los eyaculados
obtenidos cuentan con concentracion, motilidad y viabilidad bajos, y un alto
porcentaje de espermatozoides anormales en comparacion con otras especies
(Pacheco, 2008).

Es cierto que en la actualidad se vienen desarrollando diversos trabajos de
investigacion en reproduccion asistida en CSA, en especial en alpacas, muchos
de ellos de dultima tecnologia, como: la transferencia de embriones y la
fecundacion in vitro. Sin embargo, dichos trabajos se ejecutan, no con animales
seleccionados por sus caracteristicas genéticas deseables, sino con aquellos
que responden a los métodos de coleccibn de semen anteriormente
nombrados. Por consiguiente las crias nacidas de dichas biotecnologias, no
necesariamente pasarian a formar un nucleo reproductivo superior, ya que sus
progenitores fueron seleccionados por su adaptabilidad a las técnicas

empleadas y no por su superioridad genética.

Hasta el momento la seleccion de reproductores se realiza de forma

subjetiva a través de la observacion de las caracteristicas fenotipicas de los
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animales (talla, peso, fibra, etc), sin tomar en cuenta sus caracteristicas
reproductivas a nivel espermatico (motilidad, concentracion y vitalidad
espermaticas) y en especial caracteristicas genotipicas. Esto podria traer como
consecuencia la presencia de animales con anormalidades de naturaleza

hereditaria.

Es por ello que correlacionar caracteristicas reproductivas como por
ejemplo la motilidad espermatica con la expresion génica, nos ayudaria a
establecer pardmetros para la seleccion de machos reproductores, mediante un
manejo basico, como seria la extraccion de sangre, piel o foliculos pilosos,
dependiendo de los niveles de expresion génica en diversos tejidos, de
aquellos animales que presentan renuencia a los métodos de coleccién de

semen.

3. Motilidad Espermatica

La motilidad es una de las caracteristicas fisiolégicas mas importantes que
posee el espermatozoide, ya que sin ella este gameto, no podria movilizarse y

cumplir con su objetivo, el cual es llegar hasta el ovocito y fecundarlo.

Es el flagelo el que impulsa al espermatozoide hacia adelante durante su
migracion a través del Utero y el oviducto, y es debido a la hiperactivaciéon del
mismo que se facilita la union del espermatozoide al ovocito y su posterior

penetracion (Gagnon y Lamirande, 2006).

El flagelo del espermatozoide de mamifero esta formado por 4 distintos
segmentos: la pieza conectora (cuello), le pieza media, la pieza principal y la
pieza terminal. Los mayores componentes estructurales del flagelo son: el

axonema, la vaina mitocondrial, las fibras densas externas y la vaina fibrosa.

El axonema esta dispuesto a lo largo de todo el flagelo y se encuentra
compuesto por un complejo de microtubulos dispuestos de la siguiente manera:
2 microtubulos centrales rodeados por 9 dobletes de microtibulos. Las fibras

densas se encuentran rodeando al axonema y se extienden desde la pieza
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conectora hasta la porcion posterior de la pieza principal. La vaina mitocondrial
se encuentra en la pieza media del flagelo rodeada por las fibras densas
externas, en su interior se encuentran las mitocondrias espermaticas que son
las encargadas de generar la energia necesaria para la motilidad espermatica.

La vaina fibrosa rodea las fibras densas en la pieza principal (Eddy, 2006).

Durante el movimiento espermético la onda flagelar se propaga en un plano
perpendicular al par de microtibulos centrales del axonema. Los 9 dobletes de
microtubulos externos son los encargados de la actividad durante dicho
movimiento (Eddy, 2006). Las fibras densas externas y la vaina fibrosa
aparentemente juegan un rol pasivo en el movimiento flagelar (Rikmenspoel,
1984). Donde la curvatura de las fibras densas es necesaria para disminuir la
resistencia local a la flexion y esto explica el progresivo de la amplitud de la
curvatura observada durante la propagacion de la onda flagelar (Serres et al.,
1984).

En la mayoria de mamiferos los espermatozoides provenientes de la
cabeza del epididimo tienen un movimiento vibratorio lento, lo cual genera
patrones de movimiento circular. En cambio los espermatozoides provenientes
de la cola del epididimo, se mueven de forma vigorosa, rapida y progresiva.
Este cambio de motilidad se ve relacionado a un menor arco de curvatura y
rigidez del flagelo, los cuales pueden deberse al incremento de la formacion de
puentes disulfuro que ocurre en las fibras densas externas y la vaina fibrosa,

durante la maduracion epididimal (Calvin y Bedford, 1971).

Ya fuera del epididimo el espermatozoide se moviliza por medio de dos
tipos de motilidad: motilidad progresiva y motilidad hiperactivada. La motilidad
progresiva es adquirida durante el transito epididimal, pero es observada solo
después de la dilucién con el plasma seminal al momento de la eyaculacion.
Se caracteriza por ser un movimiento vigoroso y relativamente simétrico, lo
gue conlleva a un movimiento progresivo rapido. Después de un periodo en el
tracto reproductivo de la hembra o en un medio de cultivo apropiado, el
espermatozoide pasa por una hiperactivacion, debido a la exposicion a
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dineina. Lo cual produce un movimiento flagelar que se caracteriza por ser de
alta amplitud, con un batimiento asimétrico, fuerte y rapido del flagelo, que se
observa como un cambio en el movimiento espermético que genera una
trayectoria circular o erratica (Eisenbach, 1999). Esta hiperactivacion ocurre en

forma paralela al proceso de capacitacion espermatica.

Existen diversos factores envueltos en la iniciacion de la motilidad
progresiva y la induccién de la motilidad hiperactivada del espermatozoide, los
identificados hasta el momento y al parecer los mas importantes son: iones de
calcio (Ca?"), bicarbonato (HCOs), y adenosina monofosfato ciclico (AMPC)
(Rikmenspoel, 1984).

Para que el espermatozoide mantenga su motilidad durante el paso por el
tracto reproductivo de la hembra, son necesarios niveles adecuados de
energia, es decir, adenosin trifosfato (ATP). La mitocondria espermatica es
fisiologicamente activa y puede generar ATP a partir de varios sustratos
(Gagnon y Lamirande, 2006).

Los azucares del plasma seminal, tales como glucosa y fructuosa, son altas
fuentes de ATP que mantienen la motilidad espermética durante horas (Mukai
y Okuno, 2004). Para que estos sustratos energéticos sean procesados hasta
ATP, el espermatozoide cuenta con un centro energético fundamental,
localizado en el flagelo, esta es la vaina mitocondrial. La cual estd conformada
por mitocondrias alineadas de extremo a extremo formando una hélice
alrededor del complejo formado por el axonema y las fibras densas externas
(Eddy, 2006). Las vias utilizadas para la produccion de ATP a nivel de la
mitocondria espermética son: la fosforilacion oxidativa y la glicolisis (Mukai y
Okuno, 2004).

La membrana externa de las mitocondrias esperméaticas de mamifero esta
circunscrita en una estructura rica en queratina conocida como capsula

mitocondrial, la integridad de esta estructura esta mediada por puentes



disulfuro y es sumamente resistente al dodecilsulfato sédico (SDS) (Cataldo et
al., 1996).

Diversos estudios (bioguimicos e imnunocitoquimicos) han demostrado que
la capsula mitocondrial se encuentra asociada a muchas proteinas (Calvin et
al., 1981; Cataldo et al., 1996; Nayernia et al., 2004).

4. Proteinarica en Cisteina asociada a Mitocondria Espermatica (SMCP)

Pallini y Bacci (1979) reportaron que la proteina mas abundante hallada
después de la purificacién de capsulas mitocondriales de semen de toro, es
una proteina de 20 kD con una muy inusual compaosicion que incluye cisteina 'y
prolina en un porcentaje mayor o igual a 20%, y un bajo porcentaje de
aminodcidos hidréfobos. Dicha proteina en un inicio fue llamada Proteina de la
Céapsula Mitocondrial (MCP) (Calvin et al., 1981).

La deficiencia de selenio causa desarrollo anormal de la pieza media del
flagelo esperméatico, lo cual genera una desorganizacion de la vaina
mitocondrial (Calvin et al., 1981). Es por ello que se pens6 que la proteina
MCP era afectada por esta deficiencia de selenio (Calvin et al., 1987); sin
embargo, investigaciones posteriores mostraron que el gen que codifica a la
MCP no contiene codones para selenocisteina (Cataldo et al., 1996), es por
ello que la proteina fue renombrada como Proteina rica en Cisteina asociada

a la Mitocondria Espermatica (SMCP por sus siglas en ingles).

También se llegd a determinar los porcentajes exactos de cisteina (18%) y
prolina (26%) de la SMCP en raton y su ubicacién en el flagelo espermatico
(Cataldo et al., 1996). Mediante inmunocitoquimica se observé la distribucion
homogénea de SMCP en el citoplasma esperméatico durante los estadios de
espermatida, cuando aun la vaina mitocondrial se esta formando (Cataldo et
al., 1996).



Cataldo et al. (1996) concluyen que la asociacion de la SMCP a la periferia
de las mitocondrias en el estadio de espermatida tardia, sugiere que las
funciones de esta proteina son tres: estabilizacion de la capsula mitocondrial,
union intermitocondrial y fijacion de la vaina mitocondrial a las fibras densas

externas.

Shih y Kleene (1992) determinaron que el acido ribonucleico mensajero
(mMRNA) de SMCP comienza a ser detectado en el estadio de espermatida
temprana hasta el estadio de espermatida tardia. Asimismo la proteina
comienza a ser expresada alrededor de 6 dias después del inicio de la
transcripcion, es decir, en el estadio de espermatida intermedia. Otros estudios
en el desarrollo de expresion de SMCP usando acido desoxirribonucleico
(DNA) recombinante e inmunocitoquimica demuestras que es regulado a nivel

transcripcional y post-transcripcional (Cataldo et al., 1996).

Los altos niveles de expresion de SMCP estan restrictos a las
espermatidas haploides y su traduccién es regulada, ya que los mRNA de
SMCP son transicionalmente reprimidos y almacenados como
ribonucleoproteinas mensajeras libres (MRNPs), la transcripcion es activada
cuando pasan a ser células haploides tardias (Cataldo et al., 1996). Hallazgo
que fue confirmado por Hawthorne et al. (2006) mediante inmunofluorescencia

con proteina verde fluorescente (GFP).

El gen SMCP se encuentra localizado en el complejo de diferenciacién
epidermal (EDC), especificamente cerca a la mitad del mismo. El EDC es un
cluster de aproximadamente 50 genes que codifican proteinas que forman las
barreras epiteliales (Hawthorne et al., 2006). EI EDC se localiza exactamente
en el cromosoma 1921 en humano (Aho et al., 1996) y el cromosoma 2934 en
rata (Adham et al., 1996). Las similaridades entre las funciones y la secuencia

del gen SMCP y los EDC corroboran la paralogia entre estos genes.

Hawthorne et al. (2006), demostraron que el mMRNA de SMCP contiene
secuencias altamente conservadas en las regiones no traducidas (UTRs) 5'y 3’

en 7 especies de 4 6rdenes de mamiferos y mediante estudios comparativos
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de gendmica se determind, que el sitio de inicio de la transcripcion en raton,

raton ciervo, rata y humano es unico.

Ademas se hallo que el perro posee varios sitios de inicio de la trascripcion
de SMCP, sin embargo, especies como el raton y el ratdn ciervo poseen una
misma posicién del sitio de inicio de transcripcion (Hawthorne et al, 2006). La
comparacion de secuencias de cDNAs y DNAs gendmicos de SMCP revelan
que el gen presenta un anico intron, el cual esta localizado a 20 nt “rio arriba”

del codén ATG de iniciacion de la transcripcion (Shih y Kleene, 1992)

También es interesante resaltar que dependiendo de la especie los niveles
de transcripto podian ser elevados (raton y raton ciervo) o bajos (humano), lo
cual fue independiente de la calidad del primer utilizado. Ya que a pesar de que
en humano se usaron primers de diversa calidad, aun asi los niveles de
transcripto resultaron mucho mas bajos a los niveles de transcripto obtenidos

en raton, ratén ciervo y perro (Hawthorne et al., 2006)

Mediante la utilizacion de RT- PCR y Southern blot se logré detectar los
niveles de expresiéon de mRNA de SMCP, siendo altos en tejido testicular y
mucho mas bajos en Gtero, lengua, piel, higado, corazén y rifion (Hawthorne et
al., 2006).

En algin momento se llegé a postular la hipétesis, de que debido a que la
SMCP se encontraria formando parte de la vaina mitocondrial, la falta de
expresion de dicha proteina ocasionaria dafios ultraestructurales en el flagelo
espermatico. Lo cual qued6 descartado a partir del trabajo de Nayernia et al.
(2005), en el cual se observé que ratones con delecién del gen de SMCP
producen espermatozoides con morfologia normal de cabeza, vaina
mitocondrial y flagelo, lo cual fue determinado mediante microscopia

electrénica.

Nayermia et al. (2002) demostraron que la expresion de SMCP esta
positivamente correlacionada con la motilidad espermatica. En dicho estudio
se determindé que machos 129/Sv con antecedente genético de delecién del

gen de SMCP, resultaron infértiles debido a defectos observados en la
10



motilidad espermatica, los cuales impiden la migracién del espermatozoide por
el tracto reproductivo de la hembra y por consiguiente no se logra la

fecundacion del ovocito.

Sin embargo, ratones machos C56BL/6 con disrupcion en el gen SMCP
fueron fértiles, lo cual implicaria que el gen de SMCP interactia con un
modificador genético desconocido, que le permite al espermatozoide mantener

sus caracteristicas méviles (Nayermia et al., 2002).

Es por ello que el presente trabajo tiene como fin determinar cuales son
los niveles de expresion de SMCP en alpacas macho y correlacionarlos con
los porcentajes de motilidad observados para cada muestra. Y con ello
proponer un marcador molecular de motilidad espermatica en alpacas, y por
consiguiente potenciar y mejorar los sistemas de seleccibn de machos

reproductores.
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[I. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 Hipotesis

En la alpaca (Lama pacos), la expresion del gen SMCP tiene una

correlacion positiva con la motilidad espermética.
3.2. Objetivo General
. Evaluar la expresion del gen SMCP en alpacas.
3.3. Objetivos Especificos

. Realizar alineamientos in silico de las secuencias del gen SMCP de
diferentes especies filogenéticamente relacionadas a alpaca.

. Disefiar los primers para el gen SMCP.

. Realizar una correlacion entre los niveles de expresion del gen y los
patrones de motilidad espermatica (A, B, C y D) de los machos

evaluados.
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V. MATERIALES Y METODOS.

A continuacibn se muestra un esquema general de la metodologia

experimental realizada durante el presente trabajo (Figura 1).

\_J' Colectade muestras
(Testiculos de alpacas de entre 2 a 4 afios de edad)

' Criopreservacion con DEPC ' Refrigeracion en CINa
(Biopsia de Testiculo) (Epididimo completo)

‘ Extraccion de ARN total

- e Evaluacion de las caracteristicas
(Trizol ©) espermaticas:
- Motilidad
- Concentracién
Formacion de cDNA - Vitalidad
| N - Integridad de Membrana
| | — 1
| . L | |
(1) Disefio de (2) Estandarizacion (3) Cuantificacién de
primers dela técnica de la expresién de SMCP
PCR Convencional (PCR Real Time)
L Andlisis Estadistico y Correlacion de resultados (Prism ©)

Figura 1: Esquema de la metodologia experimental

1. Muestreo.

Se colectaron testiculos con sus respectivos epididimos intactos, de un total
de 51 alpacas beneficiadas en el Camal de Municipal de Huancavelica (Figura
N°2).

Figura N°2: Camal Municipal de Huancavelica
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Los animales muestreados presentaban denticion correspondiente a una edad
entre 2 a 4 aflos y se encontraban en buen estado sanitario. Se procedié a
realizar una biopsia de médula testicular de 1 cm®. usando previamente DEPC
como inhibidor de RNAasas. Dichas muestras se conservaron en crioviales, los
cuales fueron correctamente identificados y mantenidos en nitrégeno liquido, para
su transporte. Las muestras de epididimo fueron almacenadas en suero fisiologico
a 4°C y transportadas al laboratorio de Fisiologia de la Reproduccién Animal de la
Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos
en la ciudad de Lima para su evaluacion. Durante el muestreo se midieron y
pesaron los testiculos (Figura N°3), se identifico la raza y color de los animales,
mas no fueron determinados como criterio de seleccion. Todos los datos fueron
depositados en fichas disefiadas con tal fin.

Figura N°3: Metodologia de Muestreo. a. Canales de animales a muestrear. b. Pesaje de
testiculos. c. Medicion de testiculos. d. Biopsia testicular. e. Conservacion de tejido testicular en

crioviales. f. Conservacién de crioviales en nitrégeno liquido. g. Divulsion del epididimo. h.
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Conservacién del epididimo en suero fisiologico. i. Frascos conteniendo muestras de epididimo a

4°C de temperatura.

2. Procedimiento Experimental

El criterio con el cual se formaron los grupos de investigacion, estuvo basado
en la evaluacién del parametro reproductivo de motilidad espermética. Esto se
debe a que en otras especies (Nayernia et al., 2005) existe correlacién positiva

entre la expresiéon del gen SMCP y la motilidad espermaética.

Es por ello que se realizé la evaluacidén de las caracteristicas espermaticas de
los epididimos muestreados. A partir de dicha evaluacién se descartaron 17
individuos, por no presentar espermatozoides epididimarios. Por lo tanto el trabajé

se realiz6 con un total de 34 individuos divididos en 2 grupos:

e Grupo | (n=20): Aguellos individuos que a la evaluacion espermética
presentaron una motilidad progresiva menor al 25%, los cuales fueron

considerados de pobre motilidad.

e Grupo Il (n=14): Aquellos individuos que presentaron motilidad progresiva
mayor o igual al 25%, los cuales fueron considerados de motilidad normal a

superior.
2.1.Evaluacién Espermaética.

Se realizé en el Laboratorio de Fisiologia de la Reproduccién Animal de la
Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos, y se tomaron en cuenta cuatro parametros reproductivos: motilidad,

concentracion, vitalidad, e integridad de membrana.

Para la evaluacion espermatica se procedié a realizar la extraccion de
espermatozoides de epididimo. Los epididimos se lavaron con buffer fosfato
salino (PBS) temperado a 37°C y se procedié a la total remocioén del tejido
conectivo que se encontraba alrededor de los mismos. Cada epididimo se colocé
en una placa Petri estéril, se dividid en secciones pequefias y se realizd la
suspension de las secciones en 1 ml de PBS a una temperatura de 37 °C. Las
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secciones obtenidas fueron prensadas suavemente con pinzas planas estériles,
para lograr la salida de los espermatozoides de los conductos epididimarios.
Dichos espermatozoides fueron recuperados en tubos Eppendorf de 1,5 ml de
acuerdo a lo descrito por Banda et al. (2010).

Terminado todo este proceso, se realizd la evaluacion individual de cada

muestra espermatica obtenida por epididimo.
2.1.1. Concentracion

La concentracion fue evaluada de acuerdo al criterio establecido por la
Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 2010). Se us6 el método de recuento
con camara o hemocitometro de Neubauer. Para lo cual se us6 10 pl de solucién
inicial de espermatozoides diluidos en 990 ul de agua, de esta solucién se uso 10
ul para ser realizado el conteo. Se contaron todos los espermatozoides que se
encontraban en los 25 cuadrados. ElI numero final de espermatozoides obtenido
fue multiplicado por 10° espermatozoides por volumen de solucién. El conteo fue

realizado bajo observaciones en microscopia Optica de campo claro (400X)..
2.1.2. Motilidad Progresiva Total

La motilidad fue evaluada de acuerdo al criterio establecido por la
Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 2010) mediante el conteo porcentual de
los patrones de motilidad que presentaban los espermatozoides. Los patrones

considerados fueron:

e Motilidad A = motilidad progresiva rapida
e Motilidad B = motilidad progresiva lenta
e Motilidad C = motilidad no progresiva

e Motilidad D = inmoviles

Siendo determinado el parametro de motilidad progresiva total como la suma
de las motilidades progresivas A + B. Todo este analisis fue realizado bajo

observaciones en microscopia 6ptica de campo claro (400X).
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2.1.3. Vitalidad

Se realizé mediante el uso del colorante vital eosina. Para lo cual se incubd
una gota de muestra con una gota del colorante a 37°C por quince minutos. El
porcentaje de vitalidad se consigue al realizar el conteo de 100 espermatozoides y

determinar cuantos de ellos tifieron y cuantos no. Tomando en cuenta que:
e Espermatozoides incoloros: espermatozoides vivos
e Espermatozoides de color rosa: espermatozoides muertos.

Todo este andlisis fue realizado bajo observaciones en microscopia Optica de
campo claro (400X) (Figura N° 4).

Figura N°4: Vitalidad espermatica. Flechas amarillas: sefialan espermatozoides vivos. Flecha roja:
sefiala espermatozoide muerto.

2.1.4. Integridad de Membrana

Se realiz6 el Test Hipoosmdético (HOS test), desarrollado por Jeyendran
(1984) para evaluar la integridad funcional de la membrana plasmatica. Dicho test
consiste en incubar 100 ul de la muestra en 900 ul de una solucion de fructosa-
citrato a 600 miliosmoles (mOsm) por treinta minutos a 37°C, si la membrana
plasmatica es funcional, se produce enddsmosis, que se manifiesta con un
enrollamiento o engrosamiento a nivel de la cola del espermatozoide. El

porcentaje de integridad de membrana se consigue al realizar el conteo de 100
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espermatozoides y determinar cuantos de ellos manifiestan los siguientes

patrones:

e Espermatozoides con el flagelo enrollado o engrosado: espermatozoides
con la membrana intacta.
e Espermatozoides con el flagelo recto, sin enrollamiento o engrosamiento

de ninguna clase: espermatozoides con la membrana alterada.

Todo este analisis fue realizado bajo observaciones en microscopia Optica de
campo claro (400X) (Figura N°5).

Figura N°5: Integridad de membrana espermatica. Flechas amarillas: sefialan a aquellos
espermatozoides que reaccionaron positivamente al Test HOS (HOS +). Flechas rojas: sefialan a

aquellos espermatozoides que reaccionaron negativamente al Test HOS (HOS -)
2.2.Disefio de Primers.

Se realiz6 la busqueda de los genes homologos a SMCP de las especies mas
filogenéticamente relacionadas (cerdo y bovino) con alpaca, en la base de datos
de secuencias FASTA del National Center for Biotechnology Information (NCBI).
En el estudio gendmico de la SMCP en dichas especies, se determin6 que tal
gen posee 2 exones y 1 intron, y que a su vez en el interior del intrén se pueden

observar 6 dominios conservados.

En base a esta informacion se realizaron los alineamientos de las secuencias

18



FASTA. Posteriormente se trabajo in silico con el programa FastPCR. Mediante el

uso del programa perlprimer (http://perlprimer.sourceforge.net/), se buscé los

primers mas adecuados, para su posterior uso en la estandarizacion de la técnica
de PCR convencional y electroforesis, y con ello identificar al homélogo de SMCP

en alpaca.
2.2.1. Alineamientos

Se realizaron 3 alineamientos con la finalidad de determinar que primers
serian los mas adecuados, para el homologo de SMCP en alpaca. El algoritmo de

estimacion utilizado para determinar la Temperatura Melting, fue el Santalucia.

Primer Alineamiento

El primer alineamiento se realiz6 entre las dos especies filogeneticamente
mas relacionadas a alpaca, Sus scrofa (Accession N°: NM_001008685) y Bos
taurus (Accession N°: NM_001008417). Ya que no existe un secuenciamiento

previo para alpaca.

Seqgundo Alineamiento

El segundo alineamiento se realiz6 entre Sus scrofa, Bos taurus y la
secuencia shotgun de ADN gendémico de alpaca que poseia mayor similitud con el
primer alineamiento. La secuencia shotgun fue seleccionada utilizando el FASTA
— Whole Genome Shotgun Sequence Similarity Search del European

Bioinformatics Institute (www.ebi.ac.uk/Tools/fasta33/wags.html).

Tercer Alineamiento

Para el tercer alineamiento se utiliz6 como referencia la secuencia de
nucledtidos de los aminoacidos conservados de la proteina SMCP para Sus

scrofa y Bos taurus.

Posteriormente en forma manual se realizé el alineamiento de la zona que

comprendia el extremo 5 del exén 2, con la secuencia de Lama pacos que se
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encuentra en el Genbank, con el fin de encontrar la secuencia de nucleétidos del

los aminoacidos conservados.

Ademas se trabajé con el programa perlprimer, con el cual se obtuvieron 2

posibles primers para SMCP.
2.2.2. Generacion in silico de amplicones

Mediante el uso de del programa FastPCR ©, se procedié a determinar el
tamafio y la viabilidad de los posibles amplicones producto de la combinacién de
todos los primers obtenidos, con lo cual se obtuvo -catorce posibles
combinaciones, de las cuales los productos presentaban un tamafio probable de
entre 459 bp hasta 100 bp.

2.2.3. Seleccién de primers

Los primers que fueron seleccionados para ser utilizados durante la técnica
de PCR Real Time fueron aquellos que después de la técnica de PCR

convencional mostraron un patron de bandeo positivo durante la electroforesis.
2.3. Extraccion de RNA.

Una vez descongeladas las muestras en bafio maria se procedié a la
extraccion de RNA. Para la realizacion de dicha técnica se utilizo el reactivo TRI
Reagent® (Sigma-Aldrich), siguiendo las instrucciones comerciales con algunas
modificaciones. La cuantificacion se llevd a cabo en un espectrofotdémetro,

tomando la medida de absorbancia de A260, la corresponde a 40 ng de RNA.
2.4. Formacion de cDNA.

Se form6 cDNA mediante el uso de Kkits comerciales. La cuantificacion
también se llevo a cabo mediante el uso de un espectrofotometro, tomando la

medida de absorbancia de A260, la cual corresponde a 50 ug de cDNA.
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2.5. Estandarizacién de la técnica de PCR convencional

El PCR convencional es una técnica desarrollada durante los afios ochenta
por Kary Mullis y Fallona (1987), la cual se basa en el descubrimiento de la
actividad bioldgica a altas T° de las DNA polimerasas encontradas en bacterias
termdfilas. Tiene como propdsito generar un gran numero de copias de un
fragmento de DNA de interés in vitro. La concentracion de copias del gen
aumenta exponencialmente, ya que en cada ciclo se copian las dos cadenas del
DNA.

Como parte de la estandarizacion de la técnica de PCR convencional para
detectar en forma cualitativa la expresion del gen de SMCP en alpaca, se
procedio a la adaptacion de la mezcla de reaccion. Para la misma se utilizé un
volumen final de 50 pl, utilizando soluciéon tampon de amplificacion (200 uM Tris
HCI, 500 yM KCI pH 8,4), 2 uM MgCl,, 0,2 yM de dNTPs, 0,2 uM de
housekeeping (GAPDH) y 1 uM de primer para SMCP, 5 ng/ml de cDNA blanco, 2
Ul Tag DNA Polimerasa.

El programa de termociclacion asignado fue el presentado en la Tabla N°1.

Tabla N°1: Temperaturas y ciclos empleados para PCR convencional

Temperaturas Uenge
(°C) (hh:mm:ss)
Iniciacion 94 00:05:00 1
Desnaturalizacion 94 00:00:30
Annealing 58 00:00:30 35
Elongacion 72 00:00:30
Elongacion Final 72 00:05:00 1
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La resolucion de los fragmentos amplificados por PCR se realizd por
electroforesis horizontal en geles de agarosa al 1% (p/v) en solucion tampon de
corrida TBE (0,09 M Tris-Borato; 0,002 M EDTA) y tefiidos con bromuro de etidio
al 0,005% (v/v). La electroforesis se realizd a un voltaje constante de 10 volt/cm. Y

por ultimo, se realizé la observacion de los fragmentos amplificados.

2.6. Cuantificacion de la expresion de SMCP mediante RT-qPCR.

La RT-gPCR (transcripcion reversa seguida de reaccion en cadena de la
polimerasa en tiempo real) se realizé con el sistema LightCycler 480 Il (Roche
Applied Science, Basel, Suiza) (Figura N° 6), en donde el producto de PCR en
tiempo real fue medido por la sefial fluorescente del SYBR Green |, con 530nm de

longitud de onda de emision.

Figura N° 6: Light Cycler 480 Il (Roche)

La mezcla de reaccion utilizada fue de 12 pl de PCR que contenia: 1.2 pl
de cDNA blanco, 0.8 pl de de MgCl; (1.5mM), 1.2 pl de cada primer (0.5 pM,
concentracion final), 1.2 pl del Master DNA SYBR Green | (Roche) y 6.4 ul de
agua de grado molecular, fueron agregados a los capilares y cargados al equipo

LightCycler 480 II.
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El programa de termociclaciéon asignado contd con las temperaturas y ciclos

gue se muestran a continuacion (Tabla N°2)

Tabla N°2: Temperaturas y ciclos empleados para cuantificacion relativa

por RT-PCR en tiempo real.

. Temperaturas Tiempo RErea Medicion de
Ciclos o .

(°C) (hh:mm:ss) (°C/s) fluorescencia
Preincubacion 1 96 00:05:00 4.8 No

95 00:00:10 4.8 No
Amplificaciéon 30 60 00:00:10 2.5 Simple

72 00:00:10 4.8 No

95 00:00:05 - No
Disociacion 1

65 00:01:00 0.03 Continua
Enfriamiento 1 40 00:00:10 2 No

Los datos obtenidos fueron evaluados usando el software del LightCycler 480
Il. Dichos datos fueron expresados en una plataforma RAS para analisis de

expresion génica. Se trabajé con el formato para 96 muestras.
2.7. Analisis Estadisticos

Se utiliz6 el programa estadistico Prism® v. 3.0. Los porcentajes de
motilidad, concentracion, espermatozoides HOS (+) y viabilidad se transformaron
a valores angulares (angulo = arcoseno Vx) para acercar los datos a la
distribucion normal. Para determinar si existen diferencias estadisticas se utilizo la
prueba de T-student. Ademas se realizo el andlisis de correlacion de Spearman

para los parametros de motilidad y expresion génica de SMCP.
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V. RESULTADOS

5.1. Resultados de motilidad, concentracion, vitalidad e integridad de

membrana de espermatozoides epididimarios de alpaca.

Los valores promedios obtenidos para los parametros reproductivos

evaluados se muestran a continuacion en la Tabla N°3.

Tabla N°3: Promedio de los parametros de calidad espermética.

Grupo Il
(n =14)

Pardmetro de calidad espermatica

Valor p

Motilidad progresiva total (%) 5,54 +1,08% 38,54 +4,18° p<0,0001

Concentracion (espermatozoide x 10%/ ml) 89,90 + 86,12° 101,4 +71,44% | p=0,3153

Vitalidad (%) 82,70 + 7,73 81,79 + 9,01> | p=0,2638

Integridad de membrana (%) 58,13 + 22,072 48,37 + 8,94° p=0,0009

Los valores se expresan en promedio + desviacion estandar.

ab Superindices diferentes dentro de filas indican diferencias significativas (p<0,05)

5.2. Alineamientos

Como resultado de los tres alineamientos realizados con la finalidad de
disefiar primers para el homologo de SMCP en alpaca, se obtuvieron ocho

primers.

Primer Alineamiento

El primer alineamiento se realiz6 entre las secuencias de nucleétidos del
gen de SMCP de las dos especies mas relacionadas filogeneticamente con
alpaca: Sus scrofa (Accession N°: NM_001008685) y Bos taurus (Accession N°:
NM_001008417) (Figura N°8).

En este primer alineamiento se logro determinar la ubicacién del dominio 1 del
gen de SMCP para estas dos especies. Debido a que esta zona no se encuentra
secuenciada en alpaca, se disefid un primer a partir de este alineamiento (Tabla
N°4).
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Tabla N°4: Primer disefiado a partir del primer alineamiento

Primer DOM 1

Secuencia= TGGAYTCACTAGGCTGCTGA Tm= 61,615

Segundo Alineamiento

El segundo alineamiento se realiz6 entre Sus scrofa, Bos taurus y la
secuencia shotgun de ADN gendmico de alpaca que poseia mayor similitud con el

primer alineamiento (Figura N° 9).

Con este segundo alineamiento se pudo reconocer los dominios 3, 4, 5y 6.
Con lo cual se disefiaron los primers para tales dominios. Estos primers fueron
disefiados en base al exon 2, secuenciado en alpaca, el cual consistia en todo el
ORF mas el 3IUTR (Tabla N° 5).

Tabla N°5: Primers disefiados a partir del segundo alineamiento.

Primer DOM 3

FDOMS3. Secuencia= GCTGTTTGGAGCCCAAGC Tm= 64,34°C

Primer DOM 4

FDOM4 Secuencia= CCAAAGTCCAAAACTGGAGC Tm=61,78°C

Primer DOM
FDOM5 Secuencia= GGGTCAGGCTAGACCTAC Tm= 60,39 °C
RDOM5 Secuencia= GTAGGTCTAGCCTGACCC Tm= 60,39 °C

Primer DOM 6

RDOM6 Secuencia= CCACTAGGAGAGATGGTTC Tm= 60,35 °C
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Tercer Alineamiento

Como resultado del alineamiento de las secuencias de nucleétidos de la
proteina SMCP para Sus scrofa y Bos taurus, se pudo obtener dla secuencia de
los aminoacidos conservados de dicha proteina, la cual es: MCDQPKCN. Luego
en forma manual se buscé realizar el alineamiento entre las secuencias de
nucleétidos de los aminoacidos conservados con la secuencia de Lama pacos
gue se encuentra en el Genbank (Figura N°11). Con lo cual se logré visualizar la
ubicacion del dominio 2 del gen de SMCP. Y en base a esta informacion se

disefiaron dos primers mediante el uso del programa perlprimer (Tabla N° 6)

Tabla N° 6: Primers disefiados por el programa perlprimer a partir del

tercer alineamiento.

PERLF

Secuencia= CGTGCCTTAACAAGGAGAC Tm= 60,66

PERLR

Reverse Primer | Secuencia= GATGGTTCTAGCCTCTTCAG | Tm=59,55
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5.3. Andlisis In Silico

A través del uso del programa FastPCR ©, se realizaron en forma in silico
las combinaciones de los primers obtenidos de los alineamientos. Como resultado
de todas las posibles combinaciones se obtuvieron catorce posibles amplicones.
A continuacién se muestran las combinaciones de primers y el tamafio de los

posibles amplicones resultantes (Tabla N°7).

Tabla N°7. Combinaciones de Primers y el tamafo de los posibles

amplicones
. . Tamafo del
Primer Secuencia
producto
Salsfinesien >fdom2 5'-gaagatgtgtgaccaaccaa
459bp
1 >rdom6 5'-ccactaggagagatggttc
Combinacion [g{sle]gV 5'-gaagatgtgtgaccaaccaa
2 448bp
>perlr 5'-gatggttctagcctcttcag
Combinacion geleliyls 5'-ccactaggagagatggttc
3 361bp
>fdom3 5'-gctgtttggagcccaagc
Combinacion gisle]gk] 5'-gctgtttggagcccaagc
4 350bp
>perlr 5'-gatggttctagcctcttcag
Combinacion [dgele]yyls 5'-ccactaggagagatggttc
5 334bp
>perlf 5'-cgtgccttaacaaggagac
Combinacion el 5'-cgtgccttaacaaggagac
6 323bp
>perlr 5'-gatggttctagcctcttcag
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Combinacion [g{ele]gV 5'-gaagatgtgtgaccaaccaa
7 322bp
>rdom5 5'-gtaggtctagcctgaccc
Combinacion dgele]yyls 5'-ccactaggagagatggttc
8 237bp
>fdom4 5'-ccaaagtccaaaactggagc
Shlplal=llelsy >fdom4 5'-ccaaagtccaaaactggagc
o] 226bp
>perlr 5'-gatggttctagcctcttcag
Combinacion [g{sle]g¥; 5'-gctgtttggagcccaagc
10 224bp
>rdom5 5'-gtaggtctagcctgaccc
Combinacion [dgele]its 5'-gtaggtctagcctgaccc
11 197bp
>perlf 5'-cgtgccttaacaaggagac
Combinacion deleliyls 5'-ccactaggagagatggttc
12 155bp
>fdom5 5'-gggtcaggctagacctac
ShlplalEllelsd >fdom5 5'-gggtcaggctagacctac
13 144bp
>perlr 5'-gatggttctagcctcttcag
Combinacion [gielelgl! 5'-ccaaagtccaaaactggagc
14 100bp
>rdom5 5'-gtaggtctagcctgaccc

5.4. Resultados de latécnica de PCR convencional.

El protocolo aplicado en la extraccion de cDNA fue satisfactorio, obteniéndose
concentraciones de aproximadamente de 18ng para cada muestra de testiculo de

1cm?®, con los cuales se realizé la técnica de PCR convencional.
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De las combinaciones de primers seleccionados en forma in silico, fue la
combinacion de fdom 4 <b5'-ccaaagtccaaaactggagc> y rdom5 <5'-
gtaggtctagcctgacce>, la que generd un transcripto con un tamafio de banda

sumamente especifico de 110bp durante la electroforesis (Figura N° 12).
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Figura.N°12: Gel de agarosa al 1% TBE 1X. Las bandas presentes, corresponden a DNA de

un peso molecular de 110 pb. Las bandas en los carriles 8, 9y 10 son claras.

Fueron estos primers (fdom 4 — rdom 5), los que posteriormente se usaron en

la técnica de PCR real-time.

5.5. Resultados de la técnica de PCR en tiempo real.

Los resultados de los valores de expresion del gen de SMCP en alpaca para

la técnica de PCR en tiempo real se muestran a continuacion en la Tabla N°8.

Tabla N°8: Valores de expresion del gen homologo de SMCP en alpaca.

Grupo Il valor p

(n=14)

Valores de expresion 1,598 + 1,246° 3,524 +2,730° | p=0,0011

Los valores se expresan en promedio + desviacion estandar.
ab Superindices diferentes dentro de filas indican diferencias significativas (p<0,05)
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5.6. Resultados de la Correlacion entre la motilidad esperméatica y la

expresion génica de SMCP

Los resultados que se obtuvieron con respecto a la correlacion existente entre
los cuatro patrones de motilidad espermatica (A, B, C y D) y la expresion génica
de SMCP nos muestran una baja correlacion positiva. Siendo los valores de
dichas correlaciones los que se muestran a continuacion en la Tabla N° 9.

Tabla N°9: Correlacion entre los cuatro patrones de motilidad

espermatica y la expresion génica de SMCP.

Correlacion Valor r Valor p
Motilidad A vs. Expresion génica 0,3403 p =0,0489
Motilidad B vs. Expresién génica 0,4413 p = 0,0090
Motilidad C vs. Expresion génica - 0,02433 p=0,8913
Motilidad D vs. Expresion génica - 0,3946 p =0,0209

Valor de P> 0,05 indica correlacion significativa
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VI. DISCUSION

El presente estudio es el primer reporte de la identificacién y determinacion de
los niveles de expresion del gen de Proteina rica en Cisteina asociada a la

Mitocondria Espermética (SMCP) en tejido testicular de alpaca.

La importancia de la SMCP, la cual fue reportada por primera vez en la
década del 70 en bovinos (Pallini y Bacci, 1979), radica en que se encuentra
intimamente relacionada con la estructura de la vaina mitocondrial del flagelo
espermatico (Cataldo et al., 1981) y por ende con los porcentajes de motilidad
espermética progresiva segun lo demostrado por Nayernia et al. (2002). Es por
ello que la identificacion de un gen en alpaca con caracteristicas de homologia al
gen SMCP que codifica dicha proteina en raton (Kleene et al., 1990), se hace

sumamente necesaria como parte de un programa de seleccion de reproductores.

Para la evaluacion de la motilidad espermatica en alpaca, lo ideal seria poder
trabajar con muestras procedentes de eyaculados de los animales escogidos para
el estudio; sin embargo, hasta la actualidad no ha sido desarrollada una técnica
sencilla y confiable para colectar semen en esta especie. Esta dificultad radica en
el comportamiento sexual de los camélidos sudamericanos, el cual esta marcado
por la duracion de la copula, la posicion especial de la misma, el lugar de depdsito
del semen, el tipo de eyaculacion e incluso el temperamento nervioso de los
machos (Bustinza, 2001). Esto ha generado que la colecciébn de semen en
alpacas haya sido considerada por los investigadores, como uno de los mas
grandes obstaculos para la evaluacién de la capacidad reproductiva de los
machos. Es por ello que en la actualidad se vienen desarrollando diversos
trabajos con muestras de espermatozoides procedentes de epididimo, los mismos

gue generalmente son obtenidas post-beneficio o post-castracion.

Trabajos previos realizados en ratones para determinar la expresion de
SMCP (Nayernia et a.l, 2002; Nayernia et al., 2005) emplearon espermatozoides
de epididimo para determinar los parametros espermaticos (motilidad, vitalidad,

concentracion, morfologia, etc) en esta especie. Es por ello y por las dificultades
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gue se enfrenta al querer realizar la técnica de coleccidon de semen en alpaca, que

el presente trabajo se realizo utilizando espermatozoides epididimarios.

En la actualidad no se ha descrito si es que la motilidad y la vitalidad
espermética, se ven afectadas por la técnica de recuperacion de epididimo, ya
sea esta post- beneficio o post-castracion del animal. Cabe resaltar que las
muestras que manejamos en este estudio procedian de animales beneficiados en
el camal municipal de Huancavelica y luego fueron trasladadas a Lima para su

analisis.

Investigaciones anteriores (Banda et al., 2010; Rodriguez, 2009; Gonzalez,
2008; Morton et al., 2007), realizaron la evaluacion de las caracteristicas
esperméaticas de muestras procedentes de epididimo de alpacas beneficiadas, y
el efecto del intervalo de tiempo entre el beneficio y la evaluacién sobre las se
caracteristicas espermaticas. Dichas investigaciones se realizaron entre 8 a 72
horas post-beneficio o castracion, encontrandose que el tiempo idéneo para
obtener una motilidad adecuada para trabajar dichas muestras es menor a 35
horas (Banda et al., 2010). La evaluacion de las caracteristicas espermaticas de
nuestras muestras se realiz6 alrededor de las 20 -24 horas post-beneficio, lo cual
estaria contemplado dentro del tiempo adecuado de evaluacion y explicaria el por
gué los valores promedio de motilidad progresiva total (motilidad A + B) en ambos
grupos (Grupo | = 5,54 + 1,08 %; Grupo Il = 38,54 + 4,18 %) serian superiores a
los encontrados por Banda et al. (2010) a las 35 horas post-beneficio (3,8 + 4,8
%).

Hemos observado que el Grupo | presentdé una motilidad progresiva total
promedio de 5.5 %, valor sumamente bajo y de alguna manera esperado para
machos con baja calidad espermética en esta especie. Mientras que el Grupo Il
presentd una motilidad progresiva total promedio de 38.5%, lo cual supera el valor
esperado para muestras de espermatozoides epididimarios la cual es de 31,3%
(Banda et al., 2010).

Sin embargo, trabajos previos realizados utilizando como metodologia el uso

de la vagina artificial arroja resultados que varian entre 20,18% (Sumar y Leiva,
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1981) y un 80,0 % (Bravo et al., 1997), esto se deberia al hecho de que al
momento de la eyaculacién los espermatozoides entran en contacto con el
plasma seminal, el mismo del cual reciben sustratos energéticos como glucosa y
fructuosa. Ademas los factores que mantienen la quiescencia (inamovilidad)
espermatica en la cola del epididimo, como la carnitina, son diluidos por el plasma
seminal (Gagnon y Lamirande, 2006). Es por todas estas caracteristicas
fisiologicas generadas por el contacto con el plasma seminal durante la
eyaculacién que se observaria un mayor porcentaje de motilidad progresiva en los
espermatozoides producto de un eyaculado en comparacion con los extraidos de

epididimo.

El motivo por el cual el porcentaje de motilidad progresiva seria tan variable
cuando se utiliza el método de vagina artificial podria estar relacionado a la
metodologia utilizada para la ruptura del gel del plasma seminal, ya que en
camélidos el plasma seminal tiene una consistencia sumamente viscosa lo cual
limita su manipulacién. Para poder lisar ese “gel”, se utilizan métodos mecanicos y
guimicos. El método mecénico es el uso de una jeringa con la cual se aspiray se
vota el gel hasta lograr licuarlo, al parecer este método seria el menos nocivo, El
método quimico es realizado mediante el uso de enzimas proteoliticas con el fin
de lisar el coagulo, pero estas enzimas tienen efectos negativos sobra la
viabilidad y motilidad de los espermatozoides, las cuatro que se utilizan son:
fibrinolisina, hialuronidasa, colagenasa y tripsina, las cuales generalmente se

ocupan a una concentracion de 1:1 con el semen (Pacheco, 2008).

Con respecto a los demas parametros espermaticos evaluados
(concentracion, vitalidad e integridad de membrana), se puede observar que
segun la recopilacion realizada por Pacheco (2008), los resultados obtenidos en
investigaciones previas distan de los obtenidos en el presente trabajo. Esto se
deberia a que en dichos trabajos las muestras analizadas se obtuvieron por
meétodos diferentes a la extraccibn de espermatozoides epididimarios. Sin
embargo, los valores obtenidos por Banda et al. (2010), Rodriguez (2009),
Gonzalez (2008) y Morton et al, (2007) los cuales trabajaron con
espermatozoides epididimarios, presentan similitud, con los mostrados en

nuestro trabajo, lo cual seria lo esperado y nos llevaria a pensar que los animales
36



con los que hemos trabajado se encuentran dentro del promedio de lo que es la

poblacién de camélidos machos.

Cuando analizamos los parametros de calidad espermatica evaluados y
realizamos la comparacion entre ambos grupos, observamos que existe diferencia
estadistica significativa en los parametros de motilidad progresiva total (p<0.0001)
e integridad de membrana espermatica (p=0.0009). Pero por otro lado no existe
diferencia estadistica significativa entre los parametros de concentracion
(p=0.3153) y vitalidad (p=0.2638). Ademas podemos observar que por mas que el
Grupo | posee un muy bajo porcentaje de motilidad progresiva total, este grupo
también posee un muy buen porcentaje de espermatozoides con integridad de
membrana, el cual inclusive, es mayor que el observado en el Grupo Il el cual
posee un muy buen porcentaje de motilidad progresiva total. Esto nos lleva a
pensar que todos los pardmetros de calidad espermatica evaluados durante
nuestra investigacion no se encuentran correlacionados y por ende la expresion
del gen SMCP no se encuentra correlacionada con todos los parametros

espermaticos.

Con respecto a la expresién génica de SMCP. Fue mediante el uso de
herramientas bioinformaticas, que se demostré que el transcripto producido como
parte de este estudio, es homologo del gen de SMCP en alpacas. Para ello se
realizaron alineamientos con las secuencias de nucleétidos de los genes
homodlogos de SMCP de dos especies filogeneticamente relacionadas a alpaca,
siendo Sus scrofa (N° Acceso: NM_001008685) y Bos taurus (N° Acceso:

NM_001008417), los seleccionados por pertenecer al orden artiodactila.

También se realizo el alineamiento manual entre la secuencia de nucleétidos del
genoma borrador de Lama pacos del GenBank (BLASTn/NCBI) con la secuencia
de nucleédtidos de los aminoacidos conservados de la proteina SMCP de Sus
scrofa y Bos taurus mediante el uso del programa ClustalX2, metodologia
utilizada previamente por Aho et al (1996). Una vez realizados los alineamientos
se pudo disefar primers para el gen SMCP en alpaca. Siendo el primer forward:
5'-ccaaagtccaaaactggagc y el primer reverse: 5'-gtaggtctagcctgacce, que

generaron un producto de PCR de 110 pb. Lo cual nos lleva a concluir que dichos
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primers son de utilidad para la deteccién de SMCP en tejido testicular de alpaca,
por mas que el producto de PCR es un mRNA parcial cds. que dista del tamafio
encontrado para las secuencias de DNA de los homdélogos de SMCP en perro
(3829 nt), toro (4134 nt), ratdon (4269 nt), rata (4147 nt) y humano (5956 nt)
(Hawthorne et al 2006).

Al analizar la expresién génica de SMCP en ambos grupos, observamos que
esta es significativamente mayor (p<0,01) en el grupo Grupo 1 (1,598 + 1,246) en
comparacion al Grupo 2 (3,524 + 2,730), a pesar que aparentemente los desvios
estandares son muy altos. Asimismo, el intervalo de confianza al 95% en el Grupo
1 es 1,598 *+ 0.583, mientras que en el grupo 2 es 3.524 + 1,343. Es decir que el
95% de los valores de expresion génica en el Grupo 1 deben estar entre 1,015 a
1,947, mientras que en el Grupo 2 estan entre 2,181 a 5,100. Es decir que si bien
los desvios estandares son aparentemente altos, al analizar el intervalo de
confianza se deduce que la mayoria de valores en cada grupo se concentran en

rangos diferentes, explicando asi la diferencia estadistica encontrada.

Los resultados hallados en nuestro trabajo con respecto a la correlacion entre
los patrones de motilidad espermatica y la expresion génica nos indican que la
expresion del gen SMCP en alpaca esta correlacionada positivamente, aunque de
forma débil pero significativa, tanto con la motilidad progresiva rapida (motilidad A)
cuyo r= 0, 3403, como con la motilidad progresiva lenta (motilidad B) cuyo r=
0,4413. De ello se infiere que a mayor expresion génica de SMCP mayor
porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva total (motilidad A + B), la
cual es la encargada de la migracion de los espermatozoides a través del tracto
reproductivo de la hembra. Cuando analizamos la correlacion existente entre la
expresion génica y la motilidad espermética no progresiva (motilidad C),
obtuvimos como resultado que no existia correlacion entre estas dos variables.
Esto se explica por qué la motilidad no progresiva se presenta en aquellos
espermatozoides que se mueven en forma circular u oscilatoria sin conseguir
avanzar. En cambio, al analizar la motilidad espermética D (espermatozoides no
motiles) y su correlacidén con la expresion génica de SMCP, se observé que existe

una correlacién negativa entre ellos (r= - 0,3946). De lo cual se deduce que ha
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mayor namero de espermatozoides no motiles en la muestra existe una menor
expresion de expresion génica. Es por ello que todos los valores de correlacion
obtenidos nos llevan inferir que la expresion del gen SMCP en alpacas esta

correlacionado positivamente, con la motilidad progresiva total.

Con respecto a la informacion de la secuencia de nucleétidos del producto de
PCR de 110 pb que se generd a partir del presente trabajo, esta se encuentra

depositada en el Genbank con cédigo de accesion HQ412591.
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VIl.  CONCLUSIONES

e Existe un gen homologo del gen SMCP en alpacas..

e Existe una baja correlacion positiva entre motilidad esperméatica y la

expresion génica de SMCP a nivel de tejido testicular.

e El gen de SMCP en alpaca propondria servir como un marcador molecular
de motilidad espermatica, y con ello implementar una nueva metodologia

para los sistemas de seleccion de machos reproductores.
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VIII.

RECOMENDACIONES.

Se recomienda realizar otros trabajos relacionados a determinar los
niveles de expresion del gen SMCP de alpaca, en otro tipo de tejidos que

faciliten el manejo y sean menos invasivos con los animales.
También es recomendable determinar los niveles de expresion del gen

SMCP en alpacas hembras para determinar si la hembra hereda esta

caracteristica genética a su progenie.
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X. ANEXOS

Anédlisis Estadisticos

l. Datos completos de parametros seminales de los Grupos Ay B,
con sus respectivos promedio y desviacién estandar.

Tabla N°10: Valores de Motilidad Espermatica.

Grupo | Grupo |l
(n=20) (n=14)
ndividuo Motilidad A + B ndividuo Motilidad A + B
(%) (%)
10-27 0,00 10-05 26,20
10-40 0,00 10-46 26,76
10-49 0,00 10-51 27,08
10-33 0,93 10-12 30,00
10-31 1,16 10-28 30,77
10-13 1,97 10-04 32,00
10-29 3,00 10-30 32,31
10-35 3,20 10-08 33,85
10-34 3,70 10-11 36,79
10-17 3,93 10-02 39,87
10-43 5,00 10-21 40,00
10-39 5,47 10-03 47,22
10-50 6,92 10-24 50,00
10-22 7,00 10-10 86,61
10-36 7,89
10-09 8,47
10-42 9,15
10-23 11,00
10-44 15,96
10-01 16,00
Promedio 5.545 Promedio 38.54
Desviacion Estandar | 4.832 Desviacion 15.64
Estandar

46



Tabla N° 11: Valores de Vitalidad Espermatica.

Grupo | Grupo Il
(n=20) (n=14)
Individuo Vitalidad Individuo Vitalidad
(%) (%)

10-27 85,60 | 10-05 80,65
10-40 76,00 | 10-46 86,00
10-49 92,00 | 10-51 85,00
10-33 80,00 | 10-12 85,95
10-31 85,00 | 10-28 80,00
10-13 82,90 | 10-04 91,33
10-29 80,00 | 10-30 90,00
10-35 89,00 | 10-08 89,57
10-34 86,00 | 10-11 85,00
10-17 74,30 | 10-02 69,17
10-43 91,00 | 10-21 80,00
10-39 75,00 | 10-03 71,68
10-50 91,00 | 10-24 90,00
10-22 65,00 | 10-10 60,71
10-36 90,00

10-09 70,59

10-42 86,00

10-23 90,00

10-44 76,00

10-01 88,52

Promedio 82,70 | Promedio 81,79
Desviacion Desviacion

Estandar 1,720 Estandar 201
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Tabla N° 12: Valores de Concentracién Espermatica

Grupo | Grupo Il
(n=18) (n=14)
individuo Concentracion individuo Concentracion

(1 x 10° sperm/ml) (1 x 10° sperm/ml)
10-27 S.D. | 10-05 10,80
10-40 9,60 | 10-46 31,00
10-49 8,90 | 10-51 32,80
10-33 18,00 | 10-12 4,50
10-31 10,80 | 10-28 330,00
10-13 3,40 | 10-04 40,00
10-29 55,00 | 10-30 45,0
10-35 S.D. | 10-08 85,60
10-34 166,30 | 10-11 0,50
10-17 30,20 | 10-02 58,00
10-43 284,00 | 10-21 43,70
10-39 303,00 | 10-03 41,00
10-50 168,00 | 10-24 276,1
10-22 65,80 | 10-10 1,20
10-36 72,50
10-09 75,20
10-42 96,00
10-23 99,60
10-44 35,00
10-01 48,90
Promedio 86,12 | Promedio 71,44
Desviacion Desviacion
Estandar 89,90 Estandar 1014
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Tabla N° 13: Valores de Integridad de Membrana

Grupo | Grupo Il
(n=19) (n=14)
Integridad de Integridad de
Individuo membrana Individuo membrana
(% HOS +) (% HOS +)

10-27 31,90 | 10-05 54,20
10-40 43,70 | 10-46 41,34
10-49 S.D. | 10-51 43,70
10-33 90,30 | 10-12 51,30
10-31 39,90 | 10-28 45,30
10-13 49,40 | 10-04 63,60
10-29 65,30 | 10-30 63,90
10-35 94,60 | 10-08 39,50
10-34 90,70 | 10-11 48,10
10-17 45,60 | 10-02 58,40
10-43 34,60 | 10-21 46,50
10-39 56,50 | 10-03 35,90
10-50 39,80 | 10-24 38,30
10-22 48,80 | 10-10 47,60
10-36 91,60

10-09 52,20

10-42 89,80

10-23 39,50

10-44 39,70

10-01 60,50

Promedio 58,13 | Promedio 48,37
Desviacion Desviacion

Estandar 2201 Estandar 5,939
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Andlisis Estadisticos mediante el uso de la prueba de T-student

entre los Grupos Ay B.

Figura N° 13: Motilidad Espermética

X

Y

Table Analyzed

Grupos Motilidad Columns A and B

Unpaired t test

P value P=0.0001

P value summary i

Are means signif. diferent? (P < 0.05) |Yes

One- or two-tailed P value? Two-tailed

t, df t=8.899 df=32

How big is the difference?

Mean £ SEM of column A

0.05545 + 0.01080 N=20

Mean +£ SEM of column B

0.3854 £ 0.04180 N=14

Difference between means

-0.3300 + 0.03708

95% confidence interval

0.2544 to 0.4055

R squared 0.7122
F test to compare variances
F.DFn, Dfd 10.48. 13, 1%
P value P<0.0001
P valug summary i
Are variances significantly different? Yes

Figura N° 14: Vitalidad Espermatica

X

hi

Table Analyzed

Grupos Vitalidad Columns A and B

Unpaired t test

P value 0.7555

P value summary ns

Are means signif. different? (P < 0.05) Mo

One- or two-tailed P value? Two-tailed

t, df

t=0.3141 df=32

How big is the difference?

Mean + SEM of column A

82.70 £ 1.728 N=20

Mean + SEM of column B

81.79 £ 2.408 M=14

Difference between means

0.9055 + 2.883

95% confidence interval

-6.779 to 4.968

R squared 0.003074
F test to compare variances
F.DFn, Dfd 1.360, 13, 18
P value 0.2638
P value summary ns
Are variances significanthy different? Mo
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Figura N° 15: Concentracion Espermatica.

X

Y

Table Analyzed

Grupos Concentracion Columns A and B

Unpaired t test

P value 0.6679

P value summary ns

Are means signif. different? (P < 0.058) |Mo

One- or two-tailed P value? Two-tailed

t, df

t=0.4333 df=30

How big is the difference?

Mean £ SEM of column A

86.12 + 21.19 N=18

Mean + SEM of column B

71.44 £ 2711 N=14

Difference between means 14.68 + 33.88
95% confidence interval -83.86 to 54.50
R squared 0.006219

F test to compare variances
F.DFn, Dfd 1273, 13,17
F value 0.3153
P value summary ns
Are variances significantly different? Mo

Figura N° 16: Integridad de Membrana

X

Y

Table Analyzed

Grupos Integridad Columns A and B

Unpaired t test

P value 0.1295

P value summary ns

Are means signif. different? (P =< 0.05) |Mo

One- or two-tailed P value? Two-tailed

t. df t=1.558 df=31

How big is the difference?

Mean £ SEM of column A

58.13 £ 5.064 N=19

Mean + SEM of column B

48.37 £ 2.389 N=14

Difference between means 9.759 £ 6.265
94% confidence interval -22 54 to 3.021
R squared 0.07259

F test to compare variances
F.OFn, Dfd 6.097, 18, 13
P value 0.0009
P value summary il
Are variances significantly different? Yes
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1. Datos Completos de expresion génica del total de individuos.

Tabla N° 14: Datos de expresion de los individuos muestreados en ambos grupos

Individuo Expresion génica
10-01 2,3548
10-02 5,5798
10-03 5,7422
10-04 5,0609
10-05 1,8752
10-08 4,5457
10-09 3,1821
10-10 3,5103
10-11 0,0279
10-12 3,0282
10-13 1,8607
10-17 0,1713
10-21 2,1335
10-22 1,5648
10-23 5,3102
10-24 0,7548
10-27 0,0059
10-28 5,8894
10-29 1,7447
10-30 0,0616
10-31 2,0997
10-33 2,6878
10-34 1,0012
10-35 1,3718
10-36 1,4066
10-39 0,4196
10-40 0,0755
10-42 2,0842
10-43 0,8410
10-44 1,4112
10-46 9,6657
10-49 0,4095
10-50 1,9547
10-51 1,4587
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V.

Andlisis Estadistico de Correlacion de Spearman entre los valores
de expresion génicay los valores de motilidad espermética

Figura N° 17: Motilidad A vs. Expresion génica.

X

Mumber of XY Pairs

34

Spearman r

0.3403

95% confidence interval

-0.008060 to 0.6150

F value (two-tailed)

0.0489

P value summary

*

Exact or approximate P value?

(Gaussian Approximation

|s the correlation significant? (alpha=0.05

Yes

Figura N° 18: Motilidad B vs. Expresion génica.

X Y
Mumber of XY Pairs 34
Spearman r 0.4413
95% confidence interval 0.1109 to 06839
F value (two-tailed) 0.0090

F value summary

ik

Exact or approximate P value?

(Gaussian Approximation

Is the correlation significant? (alpha=0.05

Yes

Figura N° 19: Motilidad C vs. Expresién génica.

X Y
Mumber of X Pairs 34
Spearman r -0.02433
95% confidence interval -0.3686 to 0.3258
F value (two-tailed) 0.8913
F value summary ns

Exact or approxamate P value?

(Gaussian Approximation

Is the correlation significant? (alpha=0.05

Mo
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Figura N° 20: Motilidad D vs. Expresion génica.

X Y
Mumber of XY Pairs 34
Spearman r -0.3946
95% confidence interval -0.6525 to -0.05462
F value (two-tailed) 0.0209
P value summary *
Exact or approxamate P value? (Gaussian Approximation
|s the correlation significant? (alpha=0.05]Yes

V. Evaluaciones estadisticas de la expresion génica de SMCP de los
Grupos 1y |l

Figura N° 21: Evaluaciones estadisticas de la expresion génica de

SMCP

X Y Y
Mumber of values |20 14
Minimum 0.0055 0.0279
25% Percentile 0.6303 1.107
Median 1.488 3.269
5% Percentile 2.092 5661
Maximum £.310 9. 666
Mean 1.698 3524
Std. Deviation 1.246 2730
Std. Error 0.2786 0.7297
Lower 95% CI 1.015 1.947
Upper 95% ClI 2181 5100
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Figuras estadisticas

Figura N° 22: Comparacién de los porcentajes de motilidad espermética en los
Grupos | y Il.

100 -
90 - —1Grupo |

80 1 Grupo [
70 7
B0 1
50
40
30
201
10 [
0 _—

Grupo | Grupo |l

% Motilidad progresiva
total

Figura N° 23: Comparacion de los porcentajes de vitalidad espermatica en los
Grupos | y Il
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Figura N° 24: Comparacion de los porcentajes de concentracion espermatica en

los Grupos | vy II.
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Figura N° 25: Comparacién de los porcentajes de integridad de membrana en los

Grupos | y Il.
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Figura N° 26: Comparaciéon de los niveles de expresion génica observados en los

Grupos | y Il
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Figura N° 27: Correlacion entre la expresion génica y el porcentaje de motilidad

espermatica A.
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Figura N° 28: Correlacidon entre la expresion génica y el porcentaje de motilidad

espermatica B.
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Figura N° 30: Correlacién entre la expresion génica y el porcentaje de motilidad
espermética D.
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