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RESUMEN

Objetivo: Identificacion de secuencias genéticas asociados a la adaptacion a altura en cuyes
(Cavia porcellus L.). Método: Se analizaron un total de 20 cuyes, de los cuales 10 provenian de
costa y las otras de sierra (Huaraz) a una altitud por encima de los 3000 msnm. La obtencion de la
muestra de sangre se realiz6 durante los meses de junio 2019 a marzo del 2020 y posteriormente
se llevo a cabo la extraccion de ADN, el analisis bioinformatico, analisis molecular realizado con
PCR convencional y el analisis de Secuenciamiento. Se eliminaron 8 secuencias de calidad
deficiente evaluadas mediante analisis bioinformatico. Resultados: Se demostrdé mediante analisis
molecular, que los amplicones de la regién Epas] se ubicaron en 173 pb para muestras de costa y
sierra. Ademas, el analisis de similitud de la secuencia de esta region mostrd una homologia en
Cavia porcellus con un porcentaje de identidad de 97.76%. Por otro lado, los amplicones de la
region Hifla presentaron bandas de 1418 pb, mientras que los de la region Hmox1 no se ubicaron
dentro del rango y aquellos de Bcl6 no mostraron bandas. Finalmente, el anélisis comparativo
mediante alineamiento revelo que las secuencias de sierra presentaron un mayor nimero de eventos
de insercion y delecion a diferencia de costa. Conclusiones: Se evidencid variaciones en las
secuencias nucleotidicas de los productos amplificados que podrian estar asociadas a la adaptacion

de cuyes a la altura.

Palabras clave: Epasl, adaptacion a la altura, Cavia porcellus L.



ABSTRACT

Objective: Identification of genetic sequences associated with adaptation to altitude in guinea pigs
(Cavia porcellus L.). Method: A total of 20 guinea pigs were analyzed, of which 10 came from
the coast and the others from the mountains (Huaraz) at an altitude above 3000 masl. The blood
sample was obtained during the months of June 2019 to March 2020 and subsequently DNA
extraction, bioinformatic analysis, molecular analysis performed with conventional PCR and
Sequencing analysis were carried out. 8 sequences of poor quality evaluated by bioinformatic
analysis were eliminated. Results: It was demonstrated by molecular analysis that the amplicons
of the Epas1 region were located at 173 bp for samples from the coast and mountains. In addition,
sequence similarity analysis of this region showed homology in Cavia porcellus with an identity
percentage of 97.76%. On the other hand, the amplicons of the Hifla region presented bands of
1418 bp, while those of the Hmox1 region were not located within the range and those of Bcl6 did
not show bands. Finally, the comparative analysis by alignment revealed that mountain sequences
presented a greater number of insertion and deletion events as opposed to coast sequences.
Conclusions: Variations in the nucleotide sequences of the amplified products that could be

associated with the adaptation of guinea pigs to altitude were evidenced.

Keywords: Epasl, adaptation to altitude, Cavia porcellus L.



I INTRODUCCION

La familia Caviidae, en la cual esta incluido el cuy (Cavia porcellus L.) o también llamado
cobayo, tiene una gran importancia desde épocas remotas, ya que es una fuente de proteina muy
consumida por la mayoria de las personas en el Pera y otros paises (Flores et al., 2017).

Cabe recalcar que los cuyes en la sierra son criados en ciertas condiciones ambientales, lo
cual resulta finalmente en la adaptacion de la especie y de otros animales; sin embargo, al estar
expuestos a estas variaciones climaticas repentinas podrian sufrir cambios fisiologicos
desencadenandose, de esta manera, ciertas enfermedades pulmonares y respiratorias inducidos por
la hipoxia donde, a su vez, intervienen genes que podrian estar asociados a las mismas
enfermedades que se mencionan (Gonzales et al., 2021). Asi mismo, se conoce hoy en dia los
genes que intervienen o que estan relacionados al mal de altura o a la condicién de hipoxia como
el gen Epasl (Endothelial PAS Domain Protein 1) en el cual se han encontrado mutaciones a nivel
del exon 12 de este gen.

En estos tiempos, los marcadores moleculares han facilitado numerosas aplicaciones
relevantes y aportes en la tecnologia animal, ahora existen varias herramientas que nos permiten
identificar diferencias genéticas entre las poblaciones, tales como el uso de la PCR (reaccion en
cadena de la polimerasa) para observar presencia y ausencia del gen de interés. Hasta el momento,
no se han realizado estudios genéticos extensos en cobayos o cuyes domésticos de América del

Sur (Avilés, 2016).
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1.1.  Descripcion y formulacion del Problema

El cuy (Cavia porcellus L.) es un animal que se ha criado y consumido en toda la region
andina mucho antes de la llegada de los espafioles a América (Morales, 1994; Defrance, 2006),
siendo importante por valor proteico y su bajo contenido en grasa (Mantilla, 2012). En la
actualidad, se estima una poblacion estable a partir de 35 millones de cuyes domesticados en paises
andinos, siendo la poblacion de Perti y Ecuador mayor a la de Bolivia y Colombia (Avilés et al.,
2014).

La crianza de cuy se realiza frecuentemente en climas templados, puede adaptarse a climas
frios y puede ubicarse en zonas de costa y sierra hasta altitudes de 4500 msnm, presenta un rango
de tolerancia de 10 a 44 °C, y los rendimientos Optimos se logran con temperaturas que oscilan
entre 18 a 22 °C, y con una humedad relativa de 45 a 70 % (Caycedo, 2000). Las temperaturas
extremadamente bajas vienen a ser una causa de mortalidad, principalmente en crias recién nacidas
y las temperaturas superiores a 30 °C pueden afectar aspectos productivos, a pesar que los cuyes
son considerados una especie ristica y son mas tolerantes al frio que al calor, son susceptibles a
enfermedades respiratorias (Morales, 1995).

La altitud afecta los rendimientos productivos y reproductivos del cuy, obteniéndose una
pérdida de peso, provocando un alto porcentaje de mortandad (Caycedo, 2000). El cuy se ve
afectado a mayor altitud por su bajo peso en relacion a la produccion de carne, originando cuadros
de hipoxia y enfermedades respiratorias que podrian asociarse a la crianza a elevadas altitudes del
nivel del mar (Lopez, 2016).

Shao et al. (2015) indica que los animales de crianza como cuyes, aves y bovinos presentan
capacidad para adaptarse a altitudes (mayores a los 3000 m.s.n.m) y sobrevivir en condiciones de

poco oxigeno, caracteristicas asociadas a una base genética. Segin Newman et al. (2011) la
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resistencia o sensibilidad a grandes altitudes, parece estar relacionada a polimorfismos genéticos,
es decir, a variaciones en la secuencia nucleotidica de diferentes genes.

Por lo expuesto, la identificacion de secuencias genéticas asociados a la adaptacion a altura
en cuyes, presenta un valor diagndstico, ya que estos genes estdn presentes tanto en cuyes
adaptados a la altura como en aquellos que no lo estan; sin embargo, existen variaciones genéticas
en estas regiones de interés que conllevan al desarrollo de enfermedades relacionadas con
problemas respiratorios y otros males propios de la altura en animales no adaptados. Asi mismo,
resulta una aplicacion directa sobre la crianza y la produccion, por ende, incrementa el acceso a
una valiosa fuente nutricional (INS, 2009).

Finalmente, este proyecto pretende responder a la pregunta: ;Qué secuencias genéticas

pueden estar asociados a la adaptacion a la altura en cuyes (Cavia porcellus L.)?

1.2. Antecedentes

El estudio realizado por Chizu et al. (2016) analizaron un total de once cuyes machos como
parte de su investigacion sobre el asma, considerandose que, de estos once cuyes solo siete se
utilizaron como modelos de asma y los cuatro restantes como controles. Ademas, la finalidad es
analizar los cambios en los sonidos pulmonares durante la progresion del asma en cuyes
revelandose una diferencia en el grado del sonido inspiratorio, asi como, la relacion entre el grosor
de la pared de las vias respiratorias y el area total de las vias en bronquiolos terminales, siendo
superior en los modelos de asma que en los controles, concluyéndose que el grado de sonido
pulmonar se relaciona con el grosor de la pared de la via area periférica y el grado de sonido

inspiratorio se vincula con los cambios morfologicos en las vias respiratorias.
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Segun (Shao et al., 2015), la poblacion que se tomd como referencia en este estudio fue un
roedor pequeio (Myospalax baileyi conocido como zokor o pika) que habita en la meseta de
Qinghai (Tibet) a altitudes entre los 2000 a 4200 msnm. El objetivo principal de este estudio es
estudiar las adaptaciones genéticas del zokor de meseta en madrigueras de gran altura. Asi mismo,
en los resultados obtenidos se encontrd dos genes significativamente relacionados a la respuesta a
hipoxia (EPAS1 y AJUBA) y presentan posiciones muy conservadas en alineaciones de secuencias
de diversas especies. Por ello se concluyd que el zokor de la meseta puede adaptarse a muchos
cambios que se relacionan con la altura y requiere de una mayor investigacion, ya que el estudio
es escaso sobre el mecanismo que tienen estos genes al ser expresados.

Lechner y Banchero (1982) en su estudio tienen la finalidad de evaluar el desarrollo
pulmonar avanzado en cuyes recién nacidos (Cavia porcellus), donde observaron una correlacion
significativa entre la hipertrofia cronica bronquial y la adaptacion a altura en cuy; asi mismo, se
indic6 que los bronquios y bronquiolos presentan una capa muscular mas gruesa, en comparacion
con otros mamiferos. Esto a su vez podria estar asociado a su adaptacion en las diferentes altitudes
debido a las presiones ambientales adicionales que experimentan, y también estas caracteristicas
fisicas y fisioldgicas cambian a medida que los cuyes envejecen mostrando concordancia respecto
a su edad.

Ravikumar et al. (2015) analizaron tres grupos de cuyes (Cavia porcellus) durante un
periodo de siete afios desde 1999 hasta el 2006 en diferentes altitudes, teniéndose como objetivo
principal evaluar la adaptacion estructural persistente en los pulmones de cuyes criados a gran
altura, el cual los autores buscaron comprender la relacion entre la adaptacion pulmonar y la altitud
en cuyes a 3800 m.s.n.m s, considerando que varios genes podrian expresarse en un estado de

hipoxia debido a los cambios de nucledtidos. Asi mismo, observaron una diferencia en el volumen
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alveolar en un lapso mayor de exposicion a elevadas altitudes, o sea que, si los cuyes se crian a
una altitud elevada por mucho tiempo, podrian estar mas vulnerables a padecer alguna enfermedad
relacionada a mal de altura o presentar una hipoxia severa.

Wu et al. (2015) mencionan que los especimenes utilizados fueron mamiferos bovidos de
tres razas de yak que vivian en diferentes altitudes en la meseta Tibetana de Qinghai en el condado
de Yadong (4500 m de altitud), en Luqu (3500 m de altitud) y el condado de Tianzhu (2700 m de
altitud), donde el estudio pretende examinar los efectos del gen EPAS1(gen de la proteina 1 del
dominio PAS endotelial) en los parametros hematologicos en yak, y ademas en este estudio se
detecto la expresion de ARNm de EPASI1 en los ocho tejidos (corazon, higado, pulmoén, bazo,
pancreas, rifion, musculos y ovario). Las expresiones de EPAS1 en pulmén y pancreas fueron
extremadamente mas altos que en otros tejidos examinados. Se identificaron y genotiparon tres
nuevos polimorfismos de nucledtido tnico (SNP) en las tres razas de yak. Se concluye que este
estudio contribuyd a entender la funcion bioldgica del gen EPAS]1 de yak en respuesta a la hipoxia
e indican que EPAS1 podria aportar en la adaptacion a la hipoxia del yak.

Dong et al. (2014) consideraron un total de 217 cerdos para este estudio de diferentes
poblaciones de la region Auténoma del Tibet de China entre 2000 y 3000 msnm de altitud. El
objetivo es estudiar la variacion genética del gen EPAS1 en cerdos tibetanos y tres razas de cerdos
de baja altitud en China. Asi mismo, indicaron que los cuadros clinicos estaban relacionados con
la hipoxia en zonas ubicadas por encima de los 3000 msnm, identificAndose un mayor nimero de
polimorfismos en el exén 12. Este estudio concluye que la variacion genética de EPASI es
diferente con respecto a las poblaciones de cerdos tibetanos analizados y que estas variaciones
genéticas como SNP1, SNP7, SNP10, SNP11 y el haplotipo H1 pueden estar relacionados con la

adaptacion a gran altitud de los cerdos tibetanos.



14

Segun Quispe (2011) el proposito del estudio es determinar las adaptaciones hematoldgicas
de los camélidos sudamericanos que viven en zonas de elevadas altitudes, a su vez la hipoxia como
factor estresante también ha desencadenado la modificacion de adaptaciones morfolédgicas y
fisiologicas (hematoldgicas y circulatorias) en animales de crianza como los camélidos (Lama
glama y Vicugna paco) para enfrentar la menor concentraciéon de oxigeno, la aclimatacioén a
elevadas altitudes implica el incremento de la concentracion de la hemoglobina, lo que conlleva a
mejorar la capacidad de transporte de oxigeno. Finalmente, en esta investigacion los camélidos
evolucionaron con respecto a las adaptaciones fisioldgicas vinculadas al suministro de oxigeno en
las células tisulares, presentando mejores mecanismos de captacion de oxigeno a nivel pulmonar,
lo cual permite que la hipoxia en zonas altoandinas no afecte de manera desfavorable a los
camélidos.

Gou et al. (2014) en este estudio se estimo a 60 perros de seis razas que viven en diferentes
altitudes, donde consideraron una altitud alta (mayor a 3000 m), media (entre 2000 a 3000 m) y
baja (menor a 2000 m) en la meseta de Ancient Tea Horse Road y teniéndose como proposito el
analisis de la secuenciacion del genoma completo de seis razas de perro de altitudes continuas
revelan la adaptacion a hipoxia a gran altitud. Se infiere en este estudio que se hallaron cuatro
nuevas mutaciones distintas especificamente para perros de gran altitud en EPAS]1, siendo una de
ellas origen en un sitio especifico y conservado en el dominio PAS. La prueba de asociacion entre
los genotipos EPASI y los fenotipos relacionados con la sangre en perros de gran altitud revela
que la mutaciéon homocigota se asocia con una menor resistencia al flujo sanguineo, lo que puede
ayudar a mejorar la aptitud hemorreoldgica. Finalmente, se sefiala la evolucion paralela de

humanos y perros en la adaptacion a la hipoxia a gran altura.
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Appenzeller et al. (2006) evaluaron la hipoxia crénica en un total de veinte pacientes
andinos con residencia en Cerro de Pasco a una altitud mayor a los 4000 msnm, resultando que
diez pacientes no presentaban el mal de montafia cronico y los otros si lo presentaban, lo que
evidencia una mayor significancia en la expresion génica asociada al gen HMOX1, mostrando una
disminucién de su expresion cuando los pacientes se encontraban en un estado de normoxia o
estado fisiologico normal. Asi mismo, estos autores refieren que los factores genéticos podrian
ayudar al desarrollo de la enfermedad relacionada al mal de montafia cronico. Ademas, en la
extraccion del ARN a partir de globulos blancos es necesaria para la evaluacion de la expresion
génica del gen HMOXI1, el tamafio de la muestra era demasiado pequefio para realizar las
comparaciones con pacientes de otros lugares de mayores altitudes. Por tal razon, los controles
utilizados para esta evaluacion fueron de diez pacientes normales de Pueblo Colorado (EE. UU),
ya que en Pasco los pacientes presentan mucha variacion en su origen étnico.

Li et al. (2019) se analizaron a 401 pacientes chinos Han con infarto de miocardio y 409
controles, asi mismo la finalidad de este estudio es encontrar una asociacion de polimorfismos
funcionales en genes expresados en células endoteliales y células musculares lisas con el infarto
de miocardio; de los resultados obtenidos no mostraron ninguna asociacion entre los tres SNP
polimorfismos que se relacionen con el riesgo de infarto de miocardio en pacientes chinos y
finalmente concluyeron que la variacion genética de PECAMI rs1867624 y HIF1A rs2057482
puede mediar los niveles de lipidos en pacientes con infarto de miocardio.

Gladek et al. (2017) realizaron un estudio de una revision grafica de 97 estudios de
asociacion en humanos, siendo el propdsito de este estudio era encontrar los polimorfismos del
gen HIF1 A y enfermedades humanas, en el cual se ha comprobado que los cambios en la secuencia

de nucleodtidos o la expresion de HIF1A (factor 1 inducible por hipoxia, subunidad alfa) estan
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asociados con el desarrollo de varias enfermedades. En los resultados obtenidos en esta revision
se identificaron un total de 34 SNP (polimorfismo de nucleétido simple), de los cuales solo 16
SNP mostraron una asociacion significativa de 40 fenotipos diferentes y que ademas que estas
podrian estar relacionados a la adaptacion a gran altitud ubicados a nivel del ex6n 12 e intrén 13.

Cao et al. (2017) realizaron un estudio en 83 trabajadores de construccion que padecian la
enfermedad de edema pulmonar a gran altitud en la ciudad de Yushu en Qinghai, china (3800
m.s.n.m) y se compard con otros 145 pacientes que se encontraban sanos. El objetivo de este
estudio fue relacionar el polimorfismo de microsatélites en el promotor del gen Hemo oxigenasa-
1 (HMOX1)y el edema pulmonar de gran altitud (HAPE) en chinos Han. Los resultados obtenidos
mostraron que los pacientes con HAPE tienen un nivel de leucocitos, un ritmo cardiaco y una
presion arterial pulmonar maés elevados; sin embargo, presentan un nivel de hemoglobina y una
saturacion de oxigeno arterial més bajas que las personas sanas sin HAPE. El nimero de
repeticiones (GT)n en el promotor del gen HMOX1 mostrd una distribucion bimodal. A pesar de
ello, no existe una diferencia significativa en la frecuencia de genotipos y alelos entre pacientes
con HAPE y sujetos sanos sin HAPE. El analisis de la prueba de chi-cuadrado revela que la
frecuencia del genotipo de las repeticiones (GT)n no estd asociada con HAPE. Finalmente, los
autores concluyeron que el polimorfismo identificado a nivel del promotor del gen HMOX1 no
estaba asociado con el edema pulmonar a gran altitud en chinos.

Guo et al. (2017) recolectaron muestras de sangre periférica de 589 pacientes con CAD
(enfermedad de arterias coronarias) y 860 controles sanos, y se obtuvieron 12 polimorfismos de
un solo nucle6tido (SNP). El objetivo es la correlacion entre polimorfismos genéticos dentro de la
via de sefializacion MAPK1/HIF-1/HO-1 y el riesgo o pronostico de enfermedad arterial coronaria

perimenopausica; teniéndose como resultado que el gen HIF-1 indicaron correlaciones notables
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entre los SNP combinados de rs1087314 y rs2057482 y el riesgo de CAD perimenopausica (OR:
1,24, 1C del 95 %: 1,01-1,53, P < 0,05; y OR: 0,71, IC del 95 %: 0,55- 0,91, P < 0,05,
respectivamente). Finalmente, se concluyd que las mutaciones genéticas dentro de MAPKI
(rs6928, 159340, rs11913721), HIF-1 (rs1087314, rs2057482) y HO-1 (rs2071746) podrian alterar
la susceptibilidad a la EAC perimenopausica en esta poblacion china.

En cuyes se presentan diferentes estimulos a lo largo del tiempo que generan estrés y las
respuestas podrian variar desde alteraciones en su aspecto fisioldgico hasta el reproductivo, siendo
que estos lleguen a presentar un menor tamafio y en algunos casos pueden generarse cambios al
nivel genético (Prosser y Brown, 1961).

Los antecedentes se indicaran en humanos también, ya que el reporte en animales es bajo
sobre todo en animales menores como cuyes y ganados vacunos o incluso en otros estudios
relacionados a la altura o sobre variaciones genéticas, por ello el objetivo de realizar este estudio
en cuyes es de importancia econdémica y nutricional.

Por ultimo, en la Facultad de Ciencias Naturales y Matematica, a la fecha no se han
reportado estudios que contribuyan a la identificaciéon de secuencias genéticas asociados a la

adaptacion a la altura en cuyes, por lo cual seria el primero en este tema.
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1.3.  Objetivos
1.3.1. Objetivo general
- Identificar secuencias genéticas asociados a la adaptacion a altura en cuyes (Cavia

porcellus L.).

1.3.2. Objetivos especificos

- Disefiar primers o cebadores especificos para identificar secuencias genéticas
asociados a la adaptacion a altura.

- Identificar variaciones en la movilidad electroforética de algunos productos de
amplificacion que permitan asociarlos con posibles fragmentos genéticos relacionados a la
adaptacion a altura en cuyes.

- Identificar variaciones en la secuencia de nucledtidos de los amplificados que

posiblemente estén asociados a la adaptacion a altura en cuyes.

1.4. Justificacion

La identificacion de variaciones en la secuencia nucleotidica de genes asociados a la
adaptacion a altura, permitird disefiar programas de mejoramiento genético para adaptar mas
variedades de cuyes a alturas muy por encima de los 3000 metros sobre el nivel del mar. Este
aporte contribuird al mejoramiento genético, conllevando una mayor produccion de carne y
comercializacion que satisfagan la creciente demanda, generdndose mayores ingresos econdmicos

y de desarrollo en el Pert (Zaldivar y Chauca, 1991).



1.5.

Hipatesis

No se aplica debido a que es un estudio de corte descriptivo.
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I1. MARCO TEORICO

2.1.  Bases tedricas sobre el tema de investigacion
Las tnicas razas de cuy que se adaptaron a las caracteristicas climatoldgicas de la Sierra
(Pulgar, 1952 y Cabrera, 1953) resultan: peruano mejorado, Inti y Andina, ya que estas razas son

resistentes a los cambios de clima y su capacidad de adaptacion es alta (Lopez, 2016).

2.1.1. Descripcion de genes en roedores, bovinos y aves
Para la descripcion de cada uno de los genes nos apoyaremos en la base de datos del
Uniprot segin Chen et al. (2012). A continuacion, se hace referencia de los genes que influyen o

participan dentro de los procesos de hipoxia a diferentes altitudes (ver Anexo A):

A. EPASI1. Conocida como proteina del dominio endotelial PAS o también conocido
como factor inducible de la hipoxia 2 alpha (HIF-2A) es una proteina que en los seres humanos
esta codificada por el gen EPASI, el cual es un tipo de factor inducible en situaciones de hipoxia,
es decir, un grupo de factores de transcripcion involucrados en la respuesta del organismo al nivel
de oxigeno presente en el ambiente. Las vias y los mecanismos de regulacion de la expresion de
HIF-2A es muy similar a HIF-1A tanto durante la normoxia como en respuesta a la hipoxia.
Aunque HIF-1 y HIF-2 tienen la capacidad de unirse y activar transcripcionalmente muchos de los
mismos genes, estos presentan diferencias en sus respuestas a la hipoxia. Una de estas diferencias
y tal vez la mas importante es que HIF-2A promueve la transcripcion del gen que codifica la
eritropoyetina, esto fue evidenciado durante un caso de hipoxia en un modelo animal (Tissot y

Gassmann, 2011).
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B. HMOXI1. Es la enzima que participa directamente en el catabolismo o degradacion
del grupo hemo; sus productos son monodxido de carbono (CO), hierro y biliverdina. En una
reaccion posterior, la biliverdina reductasa produce bilirrubina a partir de biliverdina. En un inicio
fue considerada como proteina de choque térmico. La mayor actividad de HMOX1 se encuentra
en el bazo, aunque se ha detectado en otros tejidos como el cerebro (Orozco y Pedraza, 2010). Se
le atribuyen propiedades anti-inflamatorias, antioxidantes y anti-apoptdticas, no s6lo por su
actividad propiamente, sino por los productos que ella es capaz de generar. Su expresion se
incrementa considerablemente en presencia de hipoxia, hiperoxia, endotoxinas bacterianas,
radiaciones ionizantes, citocinas y una gran variedad de estimulos. (Sanchez et al., 2005).

C. HIF1A. El gen del Factor inducible por hipoxia o HIF-1 es un factor de
transcripcion que funciona como un regulador eficiente de la homeostasis de oxigeno (Mazorra et
al., 2021). El rol fundamental de este factor en la homeostasis del oxigeno se centra en facilitar
este suministro a los tejidos en situaciones de hipoxia, como en la aclimatacion a la hipoxia
hipobarica o en la respuesta molecular hipoxemia/inflamacion que prevalecen durante la sepsis. El
HIF-1 esta distribuido en casi todos los tejidos del cuerpo. Con la normoxia se degrada en la
proteasoma previa hidroxilacion; sin embargo, en situaciones de hipoxia crece exponencialmente.
Su presencia activa numerosos genes que ejercen una accion citoprotectora, facilitando un mayor
aporte de oxigeno a los tejidos y una mejor utilizacion (Avellanas, 2017).

D. BCL6. Es conocido como linfoma de células B 6 (BCL6) funciona como un
represor transcripcional especifico de secuencia y como regulador negativo de muchas proteinas
de sefializacion. La expresion del gen BCL6 es esencial para la organizacion y funcionamiento
optimo de centros germinales, lo que a su vez es critico para la produccion de anticuerpos de alta

afinidad y la respuesta inmunitaria efectiva del organismo. (Basso y Dalla-Favera, 2010). La
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funcion normal de BCL6 en la formacion de centros germinales y la respuesta inmunitaria, asi
como la desregulacion presenta un impacto significativo en la salud y la capacidad de respuesta
del sistema inmunoldgico en los animales (Iglesias, 2017). Por otro lado, menciona Goyal et al.
(2013) que, en especies como ovejas, asi mismo en humanos la regulacion del flujo sanguineo
cerebral puede verse afectada por la exposicion a elevadas altitudes, lo que puede influir en la
adaptacion a condiciones de hipoxia. Esto produce cambios en la expresion genética de vias de
sefializacion en las arterias carotidas ovinas. Dentro de los genes regulados negativamente incluyen

al BCL6 donde ubicaron sitios comunes de union para areas represoras de la transcripcion.

2.1.2. Descripcion de la especie

El cuy o cobayo (Cavia porcellus L.) es un mamifero roedor originario de la zona andina
del Pert, Ecuador, Colombia y Bolivia. Este es un animal productor de carne, se le conoce también
como curi. Contiene un alto valor bioldgico, siendo de una alternativa por sus diversos beneficios.
Contribuye en dar seguridad alimentaria a la poblacion rural de escasos recursos. Por su capacidad
de adaptacion a diversas condiciones se puede encontrar a este animal desde la costa hasta los
4,500 m.s.n.m y tanto en zonas frias como célidas (Chauca, 1997). El cuy es considerado en el
Pert como una especie animal de interés social por ser fuente alternativa de proteina animal (INIA,
2011).

La poblacion de cuyes en Latinoamérica se estima en 35 millones, siendo el Peru el primer
productor con 22 millones de cuyes que habitan mayormente en zonas pobres del pais. Se producen

17,000 toneladas de carne al afio, destinados principalmente al autoconsumo (INIA, 2011).
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2.1.3. Descripcion zoologica

Segtin Moreno (1989), se coloca al cuy en la siguiente clasificacion zoologica:

Orden: Rodentia
Suborden: Hystricomorpha
Familia: Caviidae
Género: Cavia

Especie: Cavia porcellus Linnaeus

2.1.4. Distribucion y dispersion actual

El habitat del cuy es muy extenso, se han detectado numerosos grupos en Venezuela,
Colombia, Ecuador, Peru, Bolivia, Noroeste de Argentina, y Norte de Chile, distribuido por el eje
de la cordillera andina. Probablemente el area que ocupa Pert y Bolivia fue el habitat nuclear de
los cuyes del género Cavia (Cabrera, 1953). Este roedor vive debajo de los 4500 m.s.n.m. hasta la
costa y la selva alta. El habitat del cuy silvestre segun la informacion zooldgica, es atin amplio. Ha
sido registrado desde el Caribe y las Antillas en Centro América hasta el Sur del Brasil, Uruguay

y Paraguay en Sudamérica (Pulgar, 1952).

2.1.5. Factores medio ambientales que afectan la produccion en cuyes
Un adecuado equilibrio de los factores medioambientales, como son la temperatura y
humedad relativa, permiten un optimo estado de las instalaciones, sin embargo, los estudios

realizados sobre estos factores son escasos, razon por la cual el productor no utiliza técnicas
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adecuadas que permitan dar un manejo eficiente a su explotacion afectandose los rendimientos en

peso, el consumo de alimento, la natalidad y aumentando la mortalidad (Romero, 2014).

A. Temperatura. El clima es uno de los factores naturales mas importantes del medio
ambiente que afecta al individuo. El animal debe mantenerse en un ambiente cuya temperatura le
permita vivir sin estar expuesto al frio y al calor excesivo. En un estudio sobre diferenciacion
reproductiva, productiva y molecular de cuyes nativos (Mantilla, 2012), observé una mayor
resistencia a temperaturas bajas y enfermedades respiratorias como neumonia y otras como
coccidiosis. Se sabe también que no todos los animales responden de igual manera a un mismo
medio térmico; las razas locales son generalmente mas resistentes o estan mejor equipadas para la
termolisis (Chemineau, 1992). Findlay (1968) menciona que la temperatura, humedad,
movimientos del aire, lluvia y radiacion solar tienen efecto sobre el ganado y que la temperatura
excesiva sobre 18 °C a 21 °C afectan la homeotermia y la produccion de los animales en zonas
templadas; el tipo y color de pelo tienen efectos sobre la respuesta al calor, evaporizacion y
respiracion de los animales y aquellos que presentan mayor produccion son los més afectados por
el medio ambiente.

B. Altitud. Mantilla (2012) menciona que el mal de altura es una patologia en cuyes
es provocada por la baja temperatura y la menor presion de oxigeno (hipoxia) que existe en las
zonas elevadas del Pert. Presentdndose una hipertension arterial pulmonar, hipertrofia e
insuficiencia cardiaca derecha y en el caso de los pollos ascitis. El sindrome ascitico es una de las
principales causas de mortalidad en aves de produccion de carne, siendo la hipoxia el factor
desencadenante a la que se suma la respuesta del organismo mediante la liberacion de diversas

sustancias que conducen al cuadro patolégico, tales como endotelina 1 (ET-1), 6xido nitrico (ON),
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prostaglandinas y diversas citoquinas inflamatorias. Las variaciones en la produccion del 6xido
nitrico afectan de forma directa la proliferacion de la musculatura lisa de las arteriolas pulmonares

y produce como mecanismo compensatorio una hipertrofia cardiaca derecha (Vasquez, 2012).

2.1.6. Efecto de la altitud en la produccion de cuyes

Segin Burga (1969), existe superioridad en cuanto a la ganancia de peso en los cuyes
nacidos y criados en la costa, que los nacidos y criados en la sierra. Por otro lado, Cueva (1989) al
evaluar el efecto de la hipoxia de altura sobre el cuy mejorado, observo que la conversion
alimenticia se elevo con un indice de 5 a 20.8 durante la primera semana de exposicion a la altura,
este valor, disminuy0 paulatinamente para alcanzar a las siete semanas una conversion alimenticia

de 6.8 no presentandose ningun caso de mal de altura.
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. METODO

3.1. Tipo de investigacion

De tipo descriptivo, linea de investigacion principal: Genética y Biologia Molecular.
3.2. Ambito temporal y espacial

El trabajo de investigacion se inicio con la obtencion de la muestra durante los meses de
junio 2019 a marzo del 2020 y en la actualidad se llevé a cabo la extraccion de ADN, el andlisis
molecular y bioinformatico en el Laboratorio de Biotecnologia en la Facultad de Ciencias
Naturales y Matematica de la Universidad Nacional Federico Villarreal hasta el mes de julio del
2023.
3.3. Variables
3.3.1. Variable dependiente

Adaptacion a altura de cuyes.
3.3.2. Variables independientes

Secuencias genéticas cuyas variaciones se van a evaluar durante el anélisis tanto para cuyes
de la costa y sierra.
3.4. Poblacion y muestra

Cuyes de cuarta generacion de (i) lineas mejoradas en el INIA y totalmente adaptados a la
Costa, y (i1) cuyes mantenidos por cuarta generacion en altitudes por encima de los 3000 m.s.n.m
en las comunidades altoandinas en la ciudad de Huaraz, Ancash. Se consiguieron 10 ejemplares
de ambas poblaciones (5 machos y 5 hembras), para la costa y sierra respectivamente. A
continuacion, se procedio a obtener la muestra de sangre a fin de extraer ADN para realizar el

analisis electroforético (ver Anexo B). De un total de 20 individuos tanto para costa y sierra, se
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consider6d usar este tamafio muestral para el trabajo de investigacion, ya que, este es de tipo
descriptivo y no se ha considerado realizar una correlacioén o evaluar otros parametros dentro del
estudio.
3.5. Instrumentos

- Computadora: permite disefiar los primers, analizar el tamafio de los fragmentos
amplificados y luego diferenciarlos en animales adaptados o no a la altura.

- Termociclador: para realizar un amplificado de las secuencias genéticas escogidas
para el presente trabajo.

- Céamara electroforética: permite separar fragmentos de ADN seglin su tamafio o
pesos moleculares.

- Secuenciador Minlon Mk1C: permite obtener la secuencia de nucledtidos de genes
individuales y de fragmentos genéticos o genomas pequeios, como de plasmidos o virus.
3.6. Procedimientos
3.6.1. Procedimiento bioinformatico y PCR

A. Seleccion de genes de interés. Para el analisis de los genes se utilizaron los
programas bioinformaticos como el NCBI (Base de datos de busqueda de informacion del Centro
Nacional de Biotecnologia), donde se realizo la busqueda y seleccion de genes (Goad, 1982). Para
el analisis de homologias de las secuencias seleccionadas se us6 el programa ClustalW server,
donde se realiz6 la lectura de las secuencias y seleccion de secuencias homologas en genomas de
animales de crianza (Cavia porcellus L.) (Higgins y Agudo, 1988). Se utilizo6 la calculadora NEB
Tm (servidor New England BioLabs) (Comb, 1974). Luego se evaluaron los primers de interés en
base a las reglas basicas de un disefio, entre ellas se considero: El % de GC (porcentaje de guaninas

y citosinas) entre 50 a 60 %, temperatura de fusion: de no mas de 5°C uno del otro, el nimero de
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nucledtidos: no deben diferir de cinco nucle6tidos uno del otro, la temperatura de anillamiento
(Ta) entre 60 a 65 °C. Finalmente, para la calidad de los primers se usé la herramienta Primer-
Blast de la base de datos del NCBI (Goad, 1982).

B. Diseiio de primers in silico y analisis. Para la amplificacion de las secuencias

genéticas se disefiaron primers o cebadores para los genes Epas 1, Hmox 1, Bcl6 e Hifla (Tabla

1.

Tabla 1
Composicion y caracteristicas de los primers o cebadores para las secuencias genéticas de Epas

1, Hmox 1, Bcl6 e Hifla.

Genes Primer/T° Secuencia de primers Concentracion %GC T°fusion
Primer 500 nM
Epasl  Primer1 F: CCTTCCTCCTGGACAAATACC 21nt 52% Tm:
Primer 2 R: CCACTGTGTGTTGGATCTGC 20nt 55% 65°C
Ta 66°C Tm:66°C
Primer 500 nM
Hmox1 Primer1 F: CACCAAGGAGGTGCACAC 18nt 61% Tm:
Primer2 R: CTGCTTGAACTTGGTGGC 18nt 56% 66°C
Ta 65°C Tm:64°C
Primer 500 nM
Bcl6 Primer 1 F: GACAGCTGTATCCAGTTCACC 21nt 52% Tm:
Primer2 R: 23nt 48% 65°C
Ta GCAGATTACACTTCTCGCAATGG 66°C Tm:66°C
Primer 500 nM
Hifla  Primer1 F: CCACAGCTGACCAGTTACG 19nt 58% Tm:
Primer 2 R: CGTACATCAAGGGGATGGC 19nt 58% 66°C
Ta 67°C Tm:66°C

Nota. F) Forward, R) Reverse, nM) nanomoles, nt) nucleotidos, Tm) temperatura de fusion, %GC)
Porcentaje de guaninas y citosinas, Ta) Temperatura de anillamiento. Fuente de elaboracion

propia.
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En la Tabla 2, mencionamos los resultados que se obtuvieron en el PCR in silico, con un
tamafo de productos amplificados en un rango de 173 a 1978 pb (pares de bases) en la especie

Cavia porcellus L. para cuatro genes.

Tabla 2

Tamario del producto amplificado en el PCR in silico durante el diserio de los primers.

Genes Especie Cavia porcellus L.
Tamaiio de producto (pb)
Epasl 173
Hmox1 481
Bcl6 1978
Hifla 1418

Nota. Elaboracién propia.

C. Condiciones de la PCR para cada gen. La amplificacion de la secuencia del gen
Hmox 1 se realiz6 con una temperatura de desnaturalizacion de 95°C por 5 minutos y 35 ciclos de
94°C por 1 minuto, hibridacion a 65°C por 1 minuto y extension a 72°C por 2 minutos, con una
extension final de 72°C por 5 minutos. Para el gen Epas 1 se us6 una temperatura de
desnaturalizacién de 95°C por 5 minutos y 35 ciclos de 94°C por 1 minuto, hibridacion a 66°C por
1 minuto y extension a 72°C por 2 minutos, con una extension final de 72°C por 5 minutos y el
gen Bcl 6 al igual que el Epas 1 se uso las mismas condiciones y rangos para su amplificacion,
finalmente el gen Hifla presentd una temperatura de desnaturalizacién de 95°C por 5 minutos y
35 ciclos de 94°C por 1 minuto, hibridacién a 67°C por 1 minuto y extension a 72°C por 2 minutos,
con una extension final de 72°C por 5 minutos. Para preparar el Mix y realizar la PCR se tuvo en

cuenta un volumen final de reaccion de 25 pL (12,7 pL de agua grado Biologia Molecular, 2,5 uL
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de Buffer 10X, 1,5 pL de sulfato de magnesio, 0,3 pL de Taq polimerasa, 1 uL de DNTPs, 2 uL

de cada tipo de primer y finalmente 3 pL del molde de DNA (ver Anexo D).

3.6.2. Procedimiento Experimental

La muestra de sangre se obtuvo en las zonas de beneficio de criaderos de cuyes en las
ciudades de Lima y Huaraz, obteniéndose 1 ml de sangre en tubos eppendorf con reactivo DNAzol
y en posteriores colectas se obtuvo un total de 5 ml de sangre para tubos de ensayo con
anticoagulante ACD (Acido citrico, citrato de sodio y dextrosa). Luego se procedio6 a colocar 100
ul de sangre en filtros de papel (marca Whatman con un didmetro de 15c¢m) para su andlisis y/o
procesamiento (ver Anexo B). Por tanto, los procedimientos se realizaron en el transcurso de las
horas, siendo almacenadas a una temperatura de 4 °C mediante cadena de frio y evitando
movimientos bruscos durante el transporte de las muestras (INS, 2009).

A. Extraccion de ADN a partir de DNAzol. Para la extraccion del ADN nos basamos
en el método planteado por Cox (1968) o mencionado en el protocolo del reactivo DNAzol ya
estandarizado. Se tomaron 0.5 mL de etanol al 100 % y 1 mL de DNAzol; seguidamente se agitd
unos segundos y se incubo por 3 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se descarto todo
el sobrenadante a otro tubo, dejando en el precipitado el DNA. Para ello se agreg6 0.8 mL a 1 mL
de etanol al 75 % (se agit6 por inversion de tres a seis veces), dejando en reposo entre 30-60
segundos. Luego se procedio a retirar el sobrenadante y se repitio 3 veces todo el procedimiento.
Luego se sec6 al aire evitando alguna contaminacidon en la muestra entre 5 a 15 segundos.
Finalmente se agrego6 hidroxido de sodio 8 mM a 0.2 a 0.3 pg/pL, siendo un total de 0.0032 gramos

agregados en el tubo eppendorf. Finalmente, se almacen6 a 4°C hasta su procesamiento y analisis.
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B. Extraccion de ADN a partir de un Kit. Se utiliz6 el protocolo de extraccion Pure
Link Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen). Primero se colocé 100 uL de la sangre de cada cuy en
bafio maria o bloque de calor a 55° C, y con una pipeta Pasteur se extrajo la capa leucocitaria de
la zona intermedia del tubo. Se colocd en un microtubo estéril 200 uLL de la capa extraida y se
agreg6 20 uL de Proteinasa K y 20 uL de ARNasa, se mezclo bien y se incub6 a T® ambiente
durante 2 minutos para luego agregar a la mezcla anterior 200 uL Buffer de Lisis. Se mezclé bien
con un voértex hasta obtener una solucion homogénea, nuevamente se incub6 durante 10 minutos
a 55°C para promover la accion enzimatica. Se agregd 200 uL de alcohol Etanol Absoluto de 100%
al lisado y se mezclo bien durante 5 a 10 segundos hasta obtener una soluciéon homogénea. Se
coloc6 aproximadamente 640 uL del lisado preparado en un tubo de centrifugado conteniendo la
columna de extraccion (Pure Link Spin Column). Se coloco todo en un tubo colector (Pure Link
Collection Tube) y se centrifugd a 10000 g durante 1 minuto a 20° C. Se descarto el tubo colector
usado y luego se adicion6 al tubo de centrifugado 500 uL del Buffer de lavado 1 preparado con
alcohol etanol. Seguidamente se coloco el tubo en un tubo colector limpio y se centrifugd
nuevamente el tubo a 10000 g durante 1min a 20° C. Se agreg6 500 uL del Buffer de lavado 2
preparado con etanol y se centrifugé a 20000 g durante 3 min a 20° C. Se coloco la columna de
extraccion en un microtubo estéril de 1,5 ml previamente rotulado descartandose el tubo colector
usado. Seguidamente se le adiciono a la columna 100 uL del Buffer de Elucioén (dependiendo el
nivel de concentracion deseado). Se incub6 a T° ambiente durante 1 minuto, seguidamente se
centrifugo6 el microtubo conteniendo la columna de extraccion a 20000 g durante 1 minuto a T°
ambiente. Se removid y descart6 la columna de extraccion y se almacend el DNA purificado en

Buffer de elucion a -20°C.
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C. Extraccion de ADN a partir de un Kit con papel filtro. Se utiliz6 el protocolo
de extraccion Qiamp DNA Mini Kit, Qiagen (2016). Primero se corto el papel filtro en tamafios
de 6x6 mm y se distribuyeron en tubos eppendorf, luego se procedid a colocar el buffer ATL (180
ul) y se incubd 10 minutos, seguidamente se realizé un spin a todas las muestras. Una vez separada
la sangre se agregd 25 ul de proteinasa K y se dejo incubar a 56°C overnight, ya que las muestras
estimaban varios meses desde su colecta. Luego se sacaron las muestras del bafio maria y se anadid
200 ul de buffer AL (vortexear por 15 segundos), se incub6 a 70°C por 10 minutos, se centrifugo
y seguidamente se procedid a colocar etanol al 100%, se realizé un vortex y un spin, luego se paso
el sobrenadante a las columnas con filtro y se centrifugd a 6000xg (8000 rpm) por un minuto.
Seguidamente se afiadié 500 ul del primer buffer de lavado (AW1) a la columna spin y se
centrifugd a 8000 rpm por un minuto. Finalmente se realizo el segundo lavado agregdndose 500
ul de buffer (AW2) y se centrifugd a 14,000 rpm por tres minutos y se descartd el tubo colector
para proseguir con la columna spin y colocarlo en un eppendorf, luego se afiadié 200 ul de buffer
de Elucion (AE) dejando incubar por un minuto a temperatura ambiente y finalmente se centrifugd
a 8000 rpm por un minuto y se conservo a -20°C.

D. Calidad y cuantificacion de ADN. Para la cuantificacion y calidad del ADN
extraido se us6 dos tipos de cuantificadores (ver Anexo C):

D1. Cuantificacion por espectrofotometro. E1 ADN extraido se cuantificé utilizando el
espectrofotometro Hercuvan (ND-2800) para validar que la concentracion de ADN sea Optima
antes de llevar a cabo el procedimiento de la PCR convencional. Ademas, se evaluo la pureza de
las muestras usando como indicadores la relacion de absorbancias a las longitudes de onda de
260nm y 280nm. Para el proceso de cuantificacion se pipeted lul de muestra y se colocod

directamente sobre la superficie de medida y se procedi6 con la lectura. Cuando las muestras se
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cuantificaron se registro los valores de 260/280 nm y 260/230 nm para cada muestra, los valores
de buena calidad deben estar entre 2 a 2.2 y mayor a 1.5 respectivamente.

Asi mismo, la cantidad de ADN para cada método de extraccion se determind mediante el
método por espectrofotometria con el analisis de la absorcion de Luz Ultravioleta (UV), ya que los
nucledtidos tienen un limite maximo de absorcion alrededor de 260 nm. Igualmente, esta
metodologia proporcion6 una estimacion simple y precisa de la concentracion de la muestra, pero
soOlo si ésta se encuentra pura, sin contaminacion significativa de proteinas o solventes orgédnicos
que absorben a longitudes de onda cercanas.

D2. Cuantificacion por fluoréometro Qubit. Se realizdo la cuantificacion del ADN
utilizando el equipo fluordmetro Qubit (Invitrogen). Para ello, se utilizo el kit Qubit dsDNA HS
Assay Kit y prepar6 un mix teniendo en cuenta el nimero de muestras a cuantificar més dos
reactivos estandares y una muestra extra, siguiendo la siguiente proporcion: 199 uL de Qubit HS
buffer mas 1uL de Qubit HS reagent. Se asegurd que los reactivos estuvieran a temperatura
ambientes antes de su uso, porque esto puede influir en la medicion correcta de la cuantificacion
del ADN. Luego, se rotul6 los tubos para Qubit usando los nimeros de las muestras y 2 para los
estandares: STD1 y STD2. A los tubos estandares se agregd 190 uL del mix preparado y se
completd con 10 uL del estandar correspondiente, obteniéndose 200 uL. de volumen final. A los
tubos de las muestras se agregd 198 uLL del mismo mix y se completoé con 2 uL de muestra (ADN
purificado), obteniéndose 200 uL de volumen final. Seguidamente, se homogenizé los tubos en el
vortex durante 5 segundos y luego se dio un spin e incub6 al menos 2 minutos a temperatura
ambiente y se evitd la exposicion excesiva a la luz. Por ultimo, se insert6 el primer tubo con

muestra en el equipo y luego se presiond Calculate stock concentration, se selecciond 2 uL y se
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cambid la unidad de medida a ng/uL. Se registr6 este valor y lo mismo se realiz6 para todas las
muestras y cada muestra debe tener una concentracion inicial de al menos 10 ng/ulL.

Finalmente, el ADN extraido a partir de sangre de 20 cuyes fue cuantificado mediante
espectrofotometro o fluorometro, para posteriormente realizar el andlisis molecular y

secuenciamiento.

3.6.3. Procedimiento y andlisis molecular

A. Enriquecimiento de muestras para PCR. Se enriquecid o repotencid los
amplificados para obtener mejor nitidez en las bandas que se observaron inicialmente, el cual este
procedimiento incluy6 agregar Master Mix (12,7 uL de agua grado Biologia Molecular, 2,5 pL de
Buffer 10X, 1,5 pL de sulfato de magnesio, 0,3 uL de Taq polimerasa, 1 uL de dNTPs, 2 pL de
cada tipo de primer y finalmente 10 pL del amplificado de ADN inicial), seguidamente se realizd
la PCR en el termociclador con las mismas condiciones que se sefialaron anteriormente para luego
desarrollar la electroforesis y su posterior andlisis de las bandas.

B. Electroforesis. Para el procedimiento de la electroforesis se prepard el buffer (Tris
acetato-buffer TAE 50X, marca Cleaver scientific) de 50X para un litro de buffer al 1X (10 mL de
TAE 50X y 990 mL de agua destilada). Seguidamente se agrego 2 g de agarosa (marca Cleaver
Scientific) con 100 mL de buffer a 1X en un matraz para calentarlo en un horno microondas hasta
que esté totalmente disuelto (100°C) y se torne un color transparente, seguidamente cuando la
agarosa se mantuvo a una temperatura entre 45 a 50°C, pero no fria, ya que, se pudo gelificar
dentro del matraz. Listo el gel de agarosa se verti6 en el soporte con el peine (forman los pocillos)
y sujetadores, esperado unos 30 minutos aproximadamente, se retird los sujetadores y el peine

cuando estaba totalmente gelificado. Se sumergi6 el gel de agarosa en tampon o buffer 1X dentro
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de la cubeta de electroforesis, cubriendo todo el gel. Luego las muestras amplificadas previamente
y homogenizadas se colocaron 5 pL de cada amplificado y se mezclaron con 1 puL de reactivo
Runsafe (en proporciéon 1 en 5) en un papel parafilm.

El tamano de cada ADN obtenido se compard mediante los geles de agarosa al 2% y se
utilizé el marcador de peso molecular Quick-Load Purple 1 kb Plus DNA Ladder (New England
BioLabs) a una concentracion de 100 ug/ml, en otros proximos geles se usé también Generuler de
50 pb o 100 pb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific) y se carg6 las muestras en los pocillos del
gel con un volumen final de 6 pL. Seguidamente, se conectd y programo la fuente poder (Power
Pro 300 V 700 mAmp 150W-110-230V) a 100 voltios a tiempo constante durante 60 minutos.
Finalmente, el gel se fotografié bajo luz ultravioleta mediante un transiluminador (Blue light
transilluminator 15.3 x 15.3 cm).

Luego de concluir con las respectivas corridas electroforéticas y su andlisis de muestras de
costa y sierra con los cuatro genes estudiados se consider? criterios de seleccion y, ademas, se tuvo
en cuenta que por cuestiones de factores externos (obtencion de materiales de trabajo) se suspendio
la continuidad del estudio. Asi que, después retomado el trabajo se tuvieron que volver a analizar
las muestras de ADN de costa y sierra, amplicones obtenidos anteriormente, primers liofilizados
y resuspendidos, kits completos (de PCR) y el analisis de viabilidad de reactivos.

C. Analisis Molecular. Para el anélisis molecular se utiliz6 el termociclador que nos
permite realizar los ciclos de temperaturas necesarios para la PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa) mencionadas anteriormente para la amplificacion de los fragmentos de ADN de las

regiones de Epas 1, Hmox 1, Hifla y Bcl6.
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3.6.4. Secuenciamiento

Para la secuenciacion de los amplicones obtenidos s6lo se consideraron volumenes de
muestra equivalentes a 400 ng que se suspendieron en el kit Barcoding nativo (Oxford Nanopore
Technologies) e inmediatamente cargados en una celda de flujo R9.4.1, colocandose dentro de un
secuenciador MinlON MkI1C. El producto obtenido mediante el secuenciamiento por Nanopore

resultod en formato FASTAq cambiandose en formato FASTA.

3.7.  Analisis de datos

Verificado el andlisis y la viabilidad, result6 que las muestras de ADN y los amplicones no
se encontraban en 6ptimas condiciones para su uso, asi que, se procedid a una nueva extraccion de
ADN, enriquecimiento de algunos amplicones y nuevas PCR de las secuencias en estudio, ya que,
no se podia realizar nuevas colectas en sangre. Asi mismo, se realizd una nueva extraccion a partir
de papeles filtro con sangre que se colectaron en su momento. Finalmente, del andlisis molecular
de los cuatro genes estudiados s6lo se consideraron las secuencias que cumplieran los criterios de
seleccion y la calidad para la continuacion del secuenciamiento mediante el secuenciador MinION

MkI1C y el uso de programas como BLAST, Bioedit y MEGA (7.0.21).

3.7.1. Analisis de Secuencias

A. Secuencias en formato FASTA. El secuenciador MinlON MKI1C gener6
resultados en formato FASTq, el cual se transformd en formato FASTA y teniendo estas
secuencias en formato FASTA, se inici6 el andlisis de secuencias mediante algunas herramientas
y/o programas que fueron necesarios para la comparacion y calculo de homologia. Mencionando

primero, que una de las secuencias que se compar6 es la secuencia de la region Epas 1 en Cavia
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porcellus L. mediante el GenBank (base de datos de secuencias genéticas) y se determiné la
posicion de las secuencias evaluando por BLAST (por sus siglas en inglés Basic Local Alignment
Search Tool) para la encontrar regiones de similitud con otras secuencias. Luego se uso el
programa Bioedit que permiti6 editar, manipular y alinear las secuencias, también el
reconocimiento de indeles, agrupaciones de secuencias. Seguidamente, se realizo el alineamiento
multiple final de la region Epas 1 (Exo6n 6) de las secuencias de cuyes para costa y sierra mediante

el programa MEGA (7.0.21).

3.8. Consideraciones éticas

Para los principios éticos de investigacion en animales se tiene en cuenta las normas
establecidas por el Comité de Etica del Instituto Nacional de Salud:

Segun INS, 2020 en el marco de los principios éticos y normativos, para la colecta de
muestra de sangre en cuyes, no se tuvo una participacion directa, ya que los animales fueron
sacrificados con fines de comercializacion de su carne para consumo humano y fueron los mismos
productores y criadores quienes sacrificaron a los ejemplares para su posterior venta. De esta
manera nuestra participacion se limit6 solo a colectar la sangre de los animales una vez que fueron

sacrificados.
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IV.  RESULTADOS

4.1. Cuantificacion de ADN

Se realizé el proceso de extraccion y cuantificacion de ADN a partir de veinte muestras
sanguineas de cuyes para costa y sierra en microtubos eppendorf estériles de 1.5 mL. Para ello se
utilizé el protocolo con el reactivo DNAzol. Los resultados se detallan en la tabla 3, obteniéndose
datos de concentracion de ADN y pureza de las muestras mediante relacion de absorbancias.

Dichos datos se estimaron como inadecuados para la continuacion del trabajo en estudio.

Tabla 3

Datos obtenidos de la cuantificacion mediante espectrofotometro (Hercuvan ND-2800)

DATOS DE MUESTRA DATOS DE CUANTIFICACION A PARTIR DE
REACTIVO DNAzol
N° CODIGO INTERNO [ADN] A260 260/280 260/230
1C costa 1 3,01 41,02 0,71 0,69
2C costa 2 1,20 26,03 0,69 0,56
3C costa 3 2,84 11,01 0,56 0,95
4C costa 4 0,41 9,21 0,95 0,71
5C costa 5 1,99 20,14 0,49 1,41
6C costa 6 2,26 29,10 1,03 1,14
7C costa 7 0,29 8,13 1,01 0,39
8C costa 8 2,10 15,28 0,89 0,97
9C costa 9 1,60 18,96 0,95 1,48
10C costa 10 0,26 5,36 0,52 1,51
1S sierra 1 1,59 27,85 0,96 2,00
28 sierra 2 1,08 36,98 0,82 1,52
3S sierra 3 0,84 9,52 0,93 1,80
4S sierra 4 0,22 5,20 0,93 1,83
58 sierra 5 0,96 6,63 0,85 1,69
6S sierra 6 0,54 8,12 0,63 1,78
7S sierra 7 1,39 22,45 0,41 1,77
8S sierra 8 3,52 42,61 1,52 1,29
9S sierra 9 2,36 15,28 0,94 1,77
10S sierra 10 4,96 36,90 0,87 1,31

Nota. C: muestras de costa, S: muestras de sierra y A: absorbancias.
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Seguidamente, en la tabla 4 se observan datos de la cuantificacion de las veinte muestras
extraidas con el kit Invitrogen a partir de sangre total de los cuyes evaluados. La evaluacion de la
concentracion de ADN se realiz6 mediante el principio de fluorometria usando el equipo Qubit
version 2.0, el cual reveld datos con Optimas concentraciones de ADN (ng/uL), teniendo como
mayores concentraciones 61,5 ng/uL y 72,05 ng/uLL en costa y sierra respectivamente, lo que

aseguro la continuidad del proceso en la etapa de PCR.

Tabla 4

Datos obtenidos de la cuantificacion mediante fluorometria/Qubit 2.0 (Invitrogen)

DATOS DE MUESTRA DATOS DE CUANTIFICACION A PARTIR DE KIT
N° CODIGO [ADN] Concentracion [10ng/ul] VI= H20
INTERNO 10ul

1C costa 1 57.9 ng/ul 17.3 22.7
2C costa 2 30.3 ng/ul 33.0 7.0
3C costa 3 28.1 ng/ul 35.6 4.4
4C costa 4 47.5 ng/ul 21.1 18.9
5C costa 5 254 ng/ul 394 0.6
6C costa 6 26.1 ng/ul 38.3 1.7
7C costa 7 59.3 ng/ul 16.9 23.1
8C costa 8 61.5 ng/ul 16.3 23.7
9C costa 9 29.5 ng/ul 33.9 6.1
10C costa 10 37.9 ng/ul 26.4 13.6
1S sierra 1 39.3 ng/ul 254 14.6
28 sierra 2 41.9 ng/ul 23.9 16.1
3S sierra 3 40.3 ng/ul 24.8 15.2
4S sierra 4 28.7 ng/ul 34.8 5.2
5S sierra 5 49.8 ng/ul 20.1 19.9
6S sierra 6 254 ng/ul 394 0.6
7S sierra 7 72.05 ng/ul 13.9 26.1
8S sierra 8 293 ng/ul 34.1 5.9
9S sierra 9 314 ng/ul 31.8 8.2

108 sierra 10 54 ng/ul 3.7 36.3
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Luego, en la tabla N° 5 se muestran datos de la cuantificacion mediante el
espectrofotometro (Hercuvan ND-2800), realizandose la extraccion a partir de papeles filtro con
sangre que estaban almacenadas a temperatura de -20°C, ya que las muestras de DNA extraidas
anteriormente a partir de kit comercial presentaban volimenes muy pequeiios, otras muestras se

habian degradado con el tiempo y otros factores que pudieron contribuir en la viabilidad.

Tabla 5

Datos obtenidos de la cuantificacion mediante espectrofotometro (Hercuvan ND-2800)

DATOS DE MUESTRA DATOS DE CUANTIFICACION A PARTIR DE
PAPEL FILTRO
N° CODIGO [ADN] A260 260/280 260/230
INTERNO

1C costa 1 75,27 18,92 2,28 1,59
2C costa 2 55,63 10,98 2,96 1,57
3C costa 3 68,86 20,00 2,02 1,40
4C costa 4 83,34 11,83 1,58 1,31
5C costa 5 50,80 13,16 2,06 1,62
6C costa 6 76,89 50,42 2,03 1,53
7C costa 7 61,55 36,312 1,84 1,64
8C costa 8 46,21 39,27 2,09 1,75
9C costa 9 54,82 12,965 1,73 1,66
10C costa 10 75,25 19,136 2.4 1,87
1S sierra 1 78,45 11,692 1,9 1,68
28 sierra 2 81,93 16,386 1,96 1,69
3S sierra 3 91,76 16,252 1,95 1,59
4S sierra 4 80,30 36,062 1,96 2,49
58S sierra 5 69,36 50,097 1,99 2,09
6S sierra 6 58,31 31,662 1,98 1,50
7S sierra 7 84,32 60,371 2,01 1,51
8S sierra 8 68,51 67,557 1,55 2,03
9S sierra 9 97,85 46,313 1,71 2,09

108 sierra 10 69,13 73,384 1,46 1,59
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4.2.  Analisis de la visualizacion de los fragmentos de ADN

En la figura 1, se pueden observar los amplificados obtenidos con los primers para el gen
Hmox1, presentando un tamafo alrededor de 1500 pares de bases. Se puede observar que hay una
ligera variacion en la migracion del ADN de las primeras muestras de la costa (1C a 4C, 7C y 8C)
mientras que las muestras de sierra mostraron posiciones mas inferiores de 7S a 10S y so6lo la
muestra 10 C no presentd el amplificado. Estas muestras corresponden a la primera extraccion
(Pure Link Genomic DNA Mini Kit-Invitrogen), donde se observan bandas nitidas que no
corresponden a la amplificacion de la region del gen Hmox1, el cual tiene una longitud de 481 pb.
Figura 1
Productos amplificados con el Primer HmoxI para cuyes de costa y sierra: L) Ladder de 100 a
10000 pb, C) muestras costa, S) muestras sierra. Concentracion de DNA es 10ng/uL. Gel de

agarosa al 2%
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En la figura 2, se observan amplificados enriquecidos para el gen Hmox1, donde la muestra
1C, 2C y 6C de costa presentan bandas nitidas similares a las muestras de sierra 6S y 8S que se
encuentran en el mismo peso molecular de 1500 pb a diferencia del amplificado 7S que se ubico
por encima de los 1500 pb, también se visualizaron bandas inespecificas en la corrida
electroforética, lo cual confirma que los productos amplificados las muestras de costa y sierra no
pertenecian al gen Hmox1.

Figura 2
Productos amplificados con el Primer HmoxI de muestras 1, 2 'y 6 de costa; 6, 7y 8 de sierra:

L) Ladder de 100 a 10000 pb, C) muestras costa, S) muestras sierra. Concentracion de DNA es

10ng/uL. Gel de agarosa al 2%

1C 2C 6C 6S 75 8S

1,500 bp

Bandas
inespecificas

Gen Hmox 1: a 481 lo esperado

Nota. Elaboracion propia.
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En la figura 3, se observan los productos amplificados con primers disefiados para el gen
Epasl, se detectd bandas de alrededor de 173 pb que corresponden a nuestro gen de interés. En
todas las muestras de la sierra se puede observar la presencia de una banda y s6lo en las muestras
5C y 9C no se pueden apreciar con nitidez las bandas, ya que, estas son muy tenues mientras que
en la muestra 10C no se aprecid ninguna banda.
Figura 3
Productos amplificados con el Primer Epas 1 para cuyes de costa y sierra: L) Ladder de 100 a
10000 pb, C) muestras de costa, S) muestras de sierra. Concentracion de DNA es 20ng/ulL. Gel

de agarosa al 2%
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En la figura 4 se visualizan las muestras amplificadas enriquecidas para el gen Epas 1, en
el cual en los pocillos 1C, 2C, 5C, 1S, 2S y 58S se agregd 4uL del amplificado y en los pocillos
restantes 6uL del amplificado para observar mejor la nitidez de las bandas, observandose bandas
que no presentaron diferencia tanto para muestras de costa como de sierra. Las muestras
mencionadas en la figura 4, fueron dejadas por 45 minutos a un voltaje de 100V de manera que las
muestras puedan desplazarse de manera Optima y poder observar bandas definidas, asi como
diferenciar las bandas como se puede observar en la figura 3 donde se evidencia que todas
presentaron bandas a excepcion de la 5C, 9C y 10C, en las cuales no se distingue una banda
definida.

Figura 4
Productos amplificados con el Primer Epasl para cuyes de costa y sierra: L) Ladder de 100 a
10000 pb, C) muestras costa, S) muestras sierra, A) Cada pocillo contiene un volumen de 4ul

del amplificado, B) volumen de 6uL. Concentracion de DNA es 20ng/uL. Gel de agarosa al 2%
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Nota. Elaboracion propia.
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En la figura 5, se observan los amplificados obtenidos para el gen Hifla, con un tamafo
alrededor de 1418 pares de bases. Se visualizo la presencia de dos bandas notorias perteneciente a
la muestra 2C de costa y mientras en sierra se observo una variacion en la movilidad electroforética
(100V a 45 minutos) entre 1418 pb a diferencia de las muestras 3C y 4C que presentaron bandas
muy tenues. Las muestras 5C, 8C, 9C y 10C no evidenciaron presencia de bandas.

Figura 5
Productos amplificados con el Primer Hifla para cuyes de costa y sierra: L) Ladder de 100 a
10000 pb, C) muestras costa, S) muestras sierra. Concentracion de DNA es 10ng/uL. Gel de

agarosa al 2%

L 1C 2C 3C.4€C :5C 1S 25 3S 4S 5§
3,001 bp —] e
G SN = /
1,000bp §—, o PSP AR by
500 bp—f—»
- .-
L 7C 8C 9C 10C 6S 7S 85 9S 10S
3,001 bp\\ ;- :n/mibp
1,000bp\\. .- P — ——
500bp 49—
e o w. e wa o em ew
Gen Hif1a: a 1418 bp lo esperado
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En la figura 6 se observan los amplificados enriquecidos para el gen Hifla, en las muestras
1Cy 2C de costa se observan bandas definidas y notorias al igual que las bandas de sierra 3Sy 58S,
pero la banda 5S mostr6 una ligera diferencia en la posicion de su banda. Solo se seleccion6 dos
muestras de costa y otras dos de sierra, ya que estas muestras presentaron una mejor definicion de
bandas e incluso la muestra 2C revelada en el anterior gel (Figura 5) evidencia dos bandas y las
demas una sola banda, por ello se preciso realizar una nueva corrida electroforética por mas tiempo

(100V a 60 minutos) de manera que se puedan apreciar las bandas.

Figura 6
Productos amplificados con el Primer Hifla de muestra 1y 2 de costa; 3y 5 de sierra: C)

muestras costa, S) muestras sierra. Concentracion de DNA es 10ng/uL. Gel de agarosa al 2%
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Nota. Elaboracién propia.
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En la figura 7, se pueden apreciar los amplificados para el gen Bcl 6, con un tamafio
alrededor de 1978 pares de bases. Se visualizd que no hay presencia de ninguna banda en todos
los pocillos, por lo cual estas no fueron necesarias para volver a enriquecer o repetir una PCR para

muestras de costa y sierra.

Figura 7
Productos amplificados con el Primer Bcl 6 para cuyes de costa y sierra: L) Ladder de 50 a
10000 pb, C) muestras costa, S) muestras sierra. Concentracion de DNA es 10ng/uL. Gel de

agarosa al 2%
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Nota. Elaboracion propia.
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Para continuar con el secuenciamiento de las muestras, se realizo nuevamente la extraccion
de DNA a partir de un kit con papel filtro para muestras de costa y sierra. Para muestras en sierra
se visualizaron bandas correspondientes al fragmento esperado de 173 pb del gen EPAS 1 al igual
que las muestras en costa donde se observaron bandas nitidas con el mismo peso molecular, las
muestras 2C, 4C, 5C, 6C, 7C, 8C, 9C y 10C presentaron bandas notorias, a diferencia de la muestra
3C, la cual present6 una banda muy tenue. Y en la muestra 1C no se observo la amplificacion para
el gen Epasl (Figura 8).

Figura 8
Productos amplificados con el Primer Epasl para cuyes de costa y sierra: M) Ladder de 100 a
3000 pb, C) muestras costa, S) muestras sierra. Concentracion de DNA es 10ng/uL. Gel de

agarosa al 2%
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En la figura 9, se evidencia que las bandas se encontraron en 1500 pb, lo que no
corresponde a la region del gen Hmox1, ya que estas no amplificaron a 481 pb. Asi mismo, se
observaron otras bandas inespecificas que no correspondian a la region buscada. Podemos ver que
en muestras de sierra la mayoria de ellas amplificd a excepcion de la muestra 10S, mientras que

de las muestras de costa so6lo 1C no amplifico.

Figura 9
Productos amplificados con el Primer Hmox I para cuyes de costa y sierra: M) Ladder de 100 a
3000 pb, C) muestras costa, S) muestras sierra. Concentracion de DNA es 10ng/uL. Gel de

agarosa al 2%

M 18 23 38 48 55 63 78 88 95 108 1C 2C 3C 4C 5C 6C 7C 8C

3000 bp —» e

1500 bp =y s S ——— ) -
500bp\,_“:
9C 10C M 1C 2C 3C 4C 5 6C 7C 8C 9C 10C
l
3000bp
! 1500 0D s .- GEng ey T g —
| —
I 500 bp —

Gen Hmox 1: a 481 bp lo esperado

Nota. Elaboracion propia.
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Seguidamente, después de realizar las corridas electroforéticas se seleccionaron sélo los
amplicones del gen Epas 1 para dar continuacion al proceso de secuenciamiento y analisis
genomico.

El criterio para seleccionar y estudiar los amplicones de la region EPAS 1 a nivel del exon
se basd en las visualizaciones electroforéticas para costa y sierra y también cabe agregar que
algunos autores mencionaban que en la region del exén 6 y 12 de la secuencia tipo EPAS 1 se
presentan un mayor nimero de mutaciones. Ademads, la secuencia HIFla presentd bandas
correspondientes a 1418 pb en la corrida electroforética; sin embargo, no se continud con el
secuenciamiento para esta region por criterios de viabilidad a diferencia de las otras secuencias
estudiadas como HMOX 1 y BCLG6, las cuales no presentaron cambios y tampoco se encontraban

dentro de las regiones que se disefiaron para su amplificacion.

4.3. Anailisis de secuenciamiento

Se utilizo la base de datos del NCBI (Centro Nacional de informacion Biotecnoldgica) y el
servidor BLAST (Herramienta basica de busqueda de alineacion local) para realizar el
alineamiento de los amplicones secuenciados del gen EPAS 1 con los de las secuencias presentes
en el banco de genes del NCBI. En la Figura 10 se observa que el alineamiento se da
principalmente con una secuencia predicha para Cavia porcellus, asi como de otras especies de
roedores que se observd mas cercanamente, como la Chinchilla lanigera con un porcentaje de
identidad de 93.94% y también con un porcentaje de identidad de 87.79% a Muscardinus
avellanarius siendo ademés una especie que probablemente presente secuencias del tipo Epas 1,
igualmente se estimd una homologia para Cavia porcellus con un porcentaje de identidad de

97.76% siendo el mayor para esta homologia con respecto a nuestro amplicén secuenciado. La
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figura 11 muestra la comparacion de secuencias nucleotidicas entre uno de los amplicones
obtenidos con la secuencia del gen EPAS 1 predicho para Cavia porcellus, observandose un
cambio nucleotidico como sustituciéon GC; asi mismo, se observan espacios (-) conocidos como
indeles, sitios donde se pudieron generar inserciones y/o deleciones, también se presencid una

posicidn que no esta dentro o no es reconocido por la secuencia del banco de genes como (N).

Figura 10
Descripcion de la secuencia de EPAS 1 en Cavia porcellus y otras especies con sus respectivos

porcentajes de identidad de las mismas

Descriptions Graphic Summary Alignments Taxonomy
Sequences producing significant alignments Download *  Select columns ¥ Show 0
select all 100 sequences selected GenBank Graphics  Distance free of results ~ MSA Viewer
— _— Max | Total Query E Per.
Descrﬁmon SuentlfsName oy oyt Pl i | i Ach.en Accession
v v v . v
PREDICTED: Cavia porcellus endothelial PAS domain protein 1 (Epas1), mRNA Caviaporcellus 230 230 100% 7e-56 97.76% 5101  XM_023566291.1
PREDICTED: Chinchilla lanigera endothelial PAS domain protein 1 (Epas1), mRNA Chinchilla lanigera 198 198 98%  2e-46 93.94% 5626  XM_005390973.2

PREDICTED: Heterocephalus glaber endothelial PAS domain protein 1 (Epast), transcript variant X3, m... Heterocephalus... 180 180 100% 7e-41 91.04% 3123  XM_004839395.2

PREDICTED: Heterocephalus glaber endothelial PAS domain protein 1 (Epast), transcript variant X2, m... Heterocephalus... 180 180 100% 7e-41 91.04% 2619  XM_021253816.1

PREDICTED: Heterocephalus glaber endothelial PAS domain protein 1 (Epas1), transcript variant X1, m... Heterocephalus... 180 180 100% 7e-41 91.04% 4896  XM_004839394.2

Sciurus vulgaris genome assembly, chromosome: 14 Sciurus vulgaris 158 158  84%  3e-34 92.04% 99237486 LR738625.1

Muscardinus avellanarius genome assembly, chromosome: 15 Muscardinus av... 154 154 97%  4e-33 87.79% 90843079 OY726572.1

Nota. Elaborado mediante Base de datos de NCBI.
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Figura 11

Comparacion de la secuencia de EPAS 1 en Cavia porcellus contra la base de datos del NCBI

de la region EPAS 1 para su alineamiento

X Download v  GenBank Graphics
PREDICTED: Cavia porcellus endothelial PAS domain protein 1 (Epas1), mRNA
Sequence ID: XM_023566291.1 Length: 5101 Number of Matches: 1

Range 1: 2299 to 2430 GenBank Graphics Next Match A Previous Match

Score Expect Identities Gaps Strand
230 bits(124) 7e-56 131/134(98%) 2/134(1%) Plus/Plus
Query 1 GGCAGCAGCTAGAGNGGCGAGAAGACCGAGCCCGGACCATCGGCGCATGTCCTCCATCTT 668

COLLRLELLCEEEE LR e et CELEEL L ELELLLELEELE
Sbjct 2299 GGCAGCAGCTAGAG-GGCGAGAAGACCGAG-CCGGACCATCGGCCCATGTCCTCCATCTT 2356

Query 61  CTTTGATGCTGGGAACAAGGGGTCACTGCCATCATGCTGTGGCCAGGCCAGCACCCCTCT 120
CELEULEELEEEEEE L e E e e e el

Sbjct 2357 CTTTGATGCTGGGAACAAGGGGTCACTGCCATCATGCTGTGGCCAGGCCAGCACCCCTCT 2416
Query 121  CTCTTCCATGGGCG 134

[LLLLLEETTLLL

Sbjct 2417 CTCTTCCATGGGCG 2430

Nota. Elaborado mediante Base de datos de NCBI.

La Figura 12 muestra el alineamiento obtenido de las secuencias de los amplicones de la
Costa y la Sierra, obtenidos con el programa Mega (7.0.21), en el cual se tuvieron que depurar o
eliminar algunas secuencias que no cumplieron con los criterios de seleccion y calidad de
secuencia, teniéndose un menor niumero de nucleétidos, o si no se secuenciaron completamente
tales como las secuencias C6, C7, C8, C9 y C 10. Asi mismo las secuencias S9 y S10 fueron
descartadas para el analisis, quedando las demas secuencias alineadas por el programa MEGA. Se
reconocieron indeles (rayas o espacios), donde hubo inserciones o deleciones y en algunos sitios
se encontraron sustituciones. Se observa que las secuencias de costa, a diferencia de las de sierra,
presentaban un mayor grado de similitud y homologia entre si, ya que en las de sierra hubo una

mayor presencia de cambios en sus secuencias.
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Figura 12
Alineamiento completo de las secuencias de nucledtidos de Cavia porcellus de muestras de costa

y sierra para el tipo Epas 1 mediante el programa MEGA

Costal [G

Costa 2

| Costa3

Sierra 6

Sierra 7

Nota. Elaborado mediante el programa MEGA.

En la figura 13 se observa que, en algunas secuencias de sierra, especificamente S1, S6 y
S7 se distinguen letras como Y, R, K (enmarcadas dentro de un recuadro o resaltadas por flechas)
en ciertas posiciones del alineamiento y que esto podria suceder cuando el secuenciador no
encontro suficiente evidencia de cudl seria el nucledtido correspondiente, o sea A, C, T o G.
También en la Figura 14 se puede observar resaltada en un recuadro una pequefia secuencia de
insercion de tipo N(A)NN.

De los resultados del alineamiento final se demostrd que las secuencias de la sierra
presentan un mayor numero de eventos de insercion y delecion con respecto a costa donde solo se
observaron algunas sustituciones y seguidamente la presencia de secuencias mas uniformes en su

alineamiento (figura 12).
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Figura 13
Alineamiento de un grupo de secuencias de nucledtidos de Cavia porcellus de muestras de costa

v sierra para el tipo Epas 1 mediante el programa MEGA

139

Nota. Elaborado mediante el programa MEGA.

Figura 14
Alineamiento de un grupo de secuencias de nucleotidos de Cavia porcellus de muestras de costa

y sierra para el tipo Epas 1

Nota. Elaborado mediante el programa MEGA.
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V. DISCUSION DE RESULTADOS

En el presente trabajo se analizaron un total de veinte cuyes, de los cuales diez eran
provenientes de costa y las otras de sierra (Huaraz) a una altitud por encima de los 3000 msnm.
Por lo tanto, primero se consideré realizar la extraccion de ADN mediante el método de Cox, ya
que, este nos proporcionaria un procedimiento mas corto y con buenos resultados durante el
proceso de extraccion; sin embargo, no se pudo obtener una adecuada concentracion de ADN, lo
cual hizo necesario el uso de otro método a partir de un kit de extraccion de ADN comercial de la
marca Invitrogen, con el que se obtuvo una adecuada concentracion de ADN para las muestras de
sierra en comparacion con muestras de cuyes de costa que revelaron una baja concentracion de
ADN, asi mismo se logré una buena estandarizacion de la técnica para la identificacion del gen
Epasl, realizado por secuenciamiento, cuyos resultados evidenciaron cambios en su secuencia
nucleotidica que posiblemente podrian estar asociados a la adaptacion a altura en cuyes.

Se uso el reactivo DNAzol (kit), ya que para la extraccion del ADN era rapido, sencillo y
de bajo costo lo que hizo mas factible la extraccion de las muestras in situ, pero una de las
limitantes de esta técnica es que el ADN recuperado fue minimo, tanto que al realizar el
procedimiento de PCR no se lograron visualizar bandas. Ademas, los valores de cuantificacion del
ADN estaban muy por debajo de lo que se habia considerado. Asi mismo, se corroboran estos
resultados con lo mencionado por Rios et al. (2016), ya que ellos mencionaron que el kit completo
con DNAzol a pesar de tener una alta pureza y peso molecular 6ptimo, la recuperacion de la
cantidad de DNA no resulté ser la més adecuada.

La obtencion de la muestra de sangre, en condiciones de altura, present6 dificultades y fue
otro factor limitante en el estudio, ya que esta se coagul6 rapidamente. Esto se corrobora con lo

mencionado por Gonzales et al. (2021), en su estudio en el cual detallaron que el aumento de la
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resistencia al flujo sanguineo se debe a la vasoconstriccion de las arteriolas pulmonares y esto hace
que los globulos rojos presenten un numero elevado del mismo ocasionando asi una viscosidad en
la sangre.

Segun el estudio realizado por Shao et al. (2015) el roedor conocido como zokor o pika
puede adaptarse a muchos cambios que se relacionan con la altura, mencionando también que los
estudios con respecto al mecanismo de accion que presentan estos genes al ser expresados son
escasos, asi mismo en comparacion con nuestros resultados obtenidos, se tendria que realizar un
estudio con un mayor niimero de especimenes y considerar dos zonas con altitudes diferentes en
sierra, a fin de verificar que a mayor variabilidad genética hay mayor posibilidad de encontrar
diferentes fenotipos entre ellos y que probablemente estén relacionados con la adaptabilidad a la
altura.

Los productos amplificados con el primer Hmox 1 (Figura 1) mostraron un peso molecular
diferente al de 481 pb que era lo esperado, debido a que el disefio de primers para esta region
codificante no resultd ser 6ptima ni especifica dentro de los criterios y pardmetros que se debieron
considerar, por este motivo las secuencias resultantes no fueron analizadas. Estos resultados
difieren de lo obtenido por Cao et al. (2017) quienes en su estudio si pudieron analizar la region
promotora del gen Hmox 1 en trabajadores con edema pulmonar debido a las elevadas altitudes en
China; sin embargo, no pudieron identificar polimorfismos que podrian estar asociados con la
enfermedad. De la misma manera Appenzeller et al. (2006) realizaron un estudio en el cual
lograron determinar una mayor expresion del gen Hmox 1 en pacientes de Cerro de Pasco (4338
m.s.n.m) que estaban en estado de hipoxia mientras que en pacientes en un estado fisioldgico

normal se encontré una disminucién de la expresion de este gen.
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En la figura 3, se presentan los productos amplificados con el primer Epas 1 ubicandose en
el peso molecular de 173 pb que correspondian a lo esperado y también se mostro las bandas mas
nitidas cuando estas se enriquecieron (Figura 4) para muestras de costa y sierra. Por otra parte, en
este estudio se menciona que el disefo para Epas 1 fue a partir de regiones a nivel del exén. Tal
como ocurrid en un trabajo de Dong et al. (2014) donde se hallaron un mayor numero de
polimorfismos en el exon 10 del gen EPAS1 que estaban asociados a concentraciones altas de
hemoglobina en respuesta a la hipoxia en cerdos (Sus scrofa). De igual forma en otro estudio por
Droma et al. (2008) demostraron polimorfismos genéticos a nivel del exon 12 en Sherpas, y que
estos a su vez estarian relacionados con los sintomas de la enfermedad aguda de montafa, lo que
podria estar manifestandose como respuesta a hipoxia relacionada a grandes altitudes.

En base a los resultados de los productos amplificados para el gen Hifla se logr6 observar,
en una primera instancia, bandas nitidas y con buena resolucion en las muestras de la sierra con un
tamano de 1418 pb, lo cual correspondia con el patrén de peso molecular de este marcador. En
contraste las muestras de la region costa presentaban bandas tenues en algunos casos y en otros no
se observaban bandas (Figura 5); sin embargo, en un segundo momento se volvid a realizar la
amplificacion de esta region y los productos de PCR, tanto de sierra como costa ya no pudieron
ser visualizados como la primera vez, por lo cual el andlisis de secuencias no pudo ser realizado
por una calidad deficiente de los productos de PCR. Todo esto posiblemente debido a una
degradacion de los cebadores, ya que llegada la pandemia por Covid 19 se tuvo que dejar todo en
stand by y durante ese tiempo los primers para la region Hifla se mostraron aparentemente labiles
y no permanecieron viables ni tolerantes a las condiciones de almacenamiento dentro del
laboratorio, por ello se considera que, por esta razon, para una segunda instancia, los productos de

PCR de este marcador fueron deficientes. Tomando en cuenta los resultados de PCR para Hifla
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obtenidos en primera instancia cabe mencionar que Gladek et al. (2017) encontraron
polimorfismos a nivel del exén e intron y que los cambios en la secuencia nucleotidica o en la
expresion de Hifla estd asociado a varias enfermedades e incluso a la adaptacion a gran altitud.
Estos hallazgos podrian apoyar nuestros resultados obtenidos por PCR, ya que todas las muestras
de sierra presentaron la expresion de Hifla.

En los productos amplificados para el gen Hifla se mostr6é una doble banda (2C) a pesar
de colocar por mas tiempo la corrida electroforética. Esto podria deberse a un artefacto o banda
inespecifica producido por problemas en la eleccion de la temperatura de anillamiento. Por lo tanto,
la muestra 2C tuvo que ser repetida y el resultado de esta nueva corrida (figura 6) mostro
finalmente una sola banda lo que permitiria considerarla como homocigoto mientras que en las
muestras de sierra se evidenciaron dos alelos diferentes (heterocigotos), por ello se observan dos
bandas en la electroforesis.

Para el amplificado del gen Bcl6 los productos de PCR se ubicarian en un tamafio de 1978
pb (Figura 7), empero no se visualizaron presencia de bandas para ninguna muestra de costa ni de
sierra. Todo esto debido probablemente al disefio de primers para esta region del Bcl6, el cual no
resultd ptimo porque tal vez no cumplid ciertos criterios para el disefio in silico o quizas a otros
factores influyentes en la PCR, no obstante Newman et al. (2011) recomendaron en su estudio
seguir evaluando regiones del Bcl6 y Hmox 1 pero también en otros grupos de animales y si estos
estan asociados a procesos de adaptacion a la altura. También cabe mencionar que, Goyal et al.
(2013) en su estudio evidencid que especies de ganado vacuno como ovejas, la regulacion del flujo
sanguineo cerebral, el cual participa el Bcl6 puede verse afectada por la exposicion a elevadas
altitudes, lo que podria influir a condiciones de hipoxia, ya que, esto produce cambios en la

expresion genética en las vias de sefalizacion en arterias cardtidas ovinas.
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De los resultados obtenidos a partir del alineamiento de los amplicones para Epasl
mediante el programa MEGA se demostrdo que las secuencias de sierra presentan cambios
nucleotidicos, de los cuales se evidencia una mayor variabilidad genética que se asociaria con la
adaptacion a altura. Ramirez (2005) menciona que, al presentarse mayor variabilidad genética en
las poblaciones, puede relacionarse con una mayor diversidad fenotipica. Del mismo modo,
Mantilla, et al. (2017) indic6 que los cruzamientos de animales presentan una descendencia
genética que puede estar vinculada con la rusticidad y asi alcanzar positivamente en su
descendencia la heterosis o vigor hibrido. De la misma forma se presentan estados de vigor hibrido
en la mayoria de especies de granja como ganado vacuno, ovejas, cerdos y en otras especies.
Incluso, para que exista vigor hibrido es imprescindible que haya un mayor grado de heterocigosis
(De Alva, 1964). Esto es lo que podria estar sucediendo con los cuyes pertenecientes a la muestra
de la sierra con respecto a los de la costa, que presentaron una mayor homogeneidad de secuencias,
considerando que estos animales son parte de una linea mejorada para bajas altitudes proveniente
de la Universidad Nacional Agraria La Molina

La principal limitacion del estudio con muestras sanguineas de Cavia porcellus L.
asociadas a la adaptacion a altura, esta relacionada con el hecho de que el estudio podria realizarse
en diferentes altitudes en la sierra; sin embargo, esto no fue posible debido a factores econdémicos

y practicos y el financiamiento s6lo abarcé un nimero pequefio de muestras a trabajar.
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VI. CONCLUSIONES

. Se logro obtener muestras de ADN a partir de manchas de sangre en papel filtro, a
partir de las cuales se pudo realizar la técnica de PCR para amplificar fragmentos genéticos
potencialmente asociados a la adaptacion a la altura.

. Se obtuvieron muestras sanguineas de cuyes para sierra a 3052 m.s.n.m y en costa
a una altitud de 101 m.s.n.m. con las cuales se puedo evidenciar variaciones en la movilidad
electroforética de productos de amplificacion de varios genes posiblemente relacionados a la
adaptacion a la altura en cuyes.

. En el secuenciamiento de los amplicones para parte del gen Epas 1, se observo
mayor nimero de inserciones y deleciones en secuencias de muestras de sierra, las cuales estarian
relacionadas a una mayor variabilidad genética asociado a un fendmeno de vigor hibrido que

explicaria la adaptacion a la altura.
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VII. RECOMENDACIONES

. Se recomienda que este estudio pueda complementarse con un analisis de mayor
nimero muestral de cuyes tanto para costa y sierra que probablemente nos confirmen
efectivamente si se encuentra una relacion.

J La importancia de la eleccion de un método de extraccion de ADN en condiciones
Optimas de pureza, integridad y concentracion es significativa para la obtencion de una buena
amplificacion mediante la técnica de PCR.

. Para la estandarizacion de la PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa) se sugiere
que las concentraciones de reactivos y volumenes del mix sea especifico para cada gen en
particular. Asi mismo, en las temperaturas y ciclajes de la PCR para poder obtener optimos

resultados en la PCR.
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IX. ANEXOS
ANEXO A

ABREVIATURAS

ADN Acido Desoxirribonucleico

ARN Acido Ribonucleico

BCL6 Proteina 6 del linfoma de células B

Blimp 1 Proteina de maduracion inducida por linfocitos B-1

dNTP’s Deoxynucleotide triphosphates (Trifosfatos de desoxinucledtidos)

EPAS 1 Proteina del dominio endotelial PAS 1

EPO Eritropoyetina
ET-1 Endotelina 1
GO Ontologia génica

HMOX1 Gen de la hemooxigenasa 1

HIF1-A Subunidad alfa del factor 1 inducible por hipoxia

Hb Hemoglobina

INS Instituto Nacional de Salud

INTIA Instituto Nacional de Innovacion Agraria
IL Interleucina

Mg Magnesio

MgCI2 Cloruro de magnesio
ng Nanogramo

ON Oxido Nitrico



PCR
pb
Prdml
SNP
T
TE
TAE
Tm
Ta
ug

ul

UV
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Polymerase chain reaction (Reaccion en la cadena de la polimerasa)
pares de bases
Proteina 1 con dedo de zinc del dominio PR
Single Nucleotide Polymorphism (Polimorfismo de un solo nucleo6tido)
Temperatura
Tris EDTA
Tris-Acetato-EDTA
Temperatura de melting
Temperatura de anillamiento
microgramo
microlitro

Ultraviolet light (Luz ultravioleta)
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ANEXO B

PROCEDIMIENTO DE TOMA DE MUESTRA

Figura 15
Procedimiento de la extraccion de sangre de cuyes de la sierra colocada en los tubos eppendorf

que contienen el reactivo DNAzol

Nota. Elaboracion propia.
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Figura 16

Procedimiento de los lavados con etanol al 100%, 75% y 95% para la extraccion del ADN

Nota. Elaboracion propia.

Figura 17
Procedimiento de la extraccion de sangre de cuyes de la costa colocada en los tubos eppendorf

que contienen el reactivo DNAzol

Nota. Elaboracion propia.



Figura 18

Toma de muestra de sangre en tubos con anticoagulantes ACD (Acido Citrico dextrosa)

Nota. Elaboracion propia.
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Figura 19
Cuyes adaptados a la costa, provenientes de Cieneguilla (muestra colectada en Universidad

Nacional Agraria La Molina)

Nota. Elaboracion propia.
Figura 20

Cuyes adaptados a la sierra a una altitud por encima de los 3000 msnm (ciudad de Huaraz)

Nota. Elaboracion propia.
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ANEXO C
CUANTIFICACION DE MUESTRAS POR ESPECTROFOTOMETRIA (HERCUVAN
ND-2800)
Figura 21

Equipo para la cuantificacion de ADN (A 260/280)

Nota. Elaboracién propia.



CUANTIFICACION POR FLUOROMETRIA MEDIANTE QUBIT 2.0

Figura 22

Equipo para la cuantificacion por fluorometria

Nota. Elaboracién propia.
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ANEXO D
ESTANDARIZACION Y CONDICIONES DE LA PCR
Figura 23

Colocado de microtubos en el termociclador con el mix previamente preparado de cuyes de

costa y sierra

Nota. Elaboracion propia.
Figura 24

Observacion de la migracion de muestras de ADN en la camara electroforética

Nota. Elaboracion propia.
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Figura 25

Cdmara de electroforesis con las muestras en los pocillos migrando hacia el polo positivo

Nota. Elaboracion propia.
Figura 26

Colocacion de muestras de ADN en los pocillos del gel de agarosa

Nota. Elaboracion propia.



Figura 27

Cargado de muestras de ADN en cada pocillo del gel

Nota. Elaboracion propia.
Figura 28
Observacion del gel de agarosa con las muestras de ADN en cada pocillo a través del

transiluminador

Cleaver

safeVIEW-MINI2 SEtel e

Nota. Elaboracion propia.
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Figura 29

Condiciones y mix para la PCR para el gen Epasl

PROTOCOLO DE PCR PARA Epas 1
Referencia: Dong et al., 2014

Nota. Elaboracién propia.

Prueba: Vol. de reaccion| 25 pl/ Tubo

Gen: Epas 1 Muestra 20
Tamafio: 173 pb

MIX 22
PRIMERS SECUENCIA

Epas 1 F CCTTCCTCCTGGACAAATACC
R CCACTGTGTGTTGGATCTGC
N°. de ciclos: 35
Desnat. Inicial | Desnaturaliz. | Alineamiento Extension | Extension final
Smina95°C | 1mna94°C [ 1 mina66°C | 2mina72°C | 5 mina72°C
MIX

Componentes [Stock [ ] Final [ ] 1X Master Mix
Buffer 10X 1 2.5 55.00
MgCl12 50mM 3 1.5 33.00
dNTP's 10mM 0.4 1 22.00
Epasl F 10uM 1 2 44.00
Epasl R 10uM 1 2 44.00
Taq Polimerasa SUMl 1.5 0.3 6.60
ddH20 12.7 279.40
Template 3
Volumen total 25 484

Vol. x tubo: 22
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Figura 30

Condiciones y mix para la PCR para el gen Hmox1

PROTOCOLO DE PCR PARA Hmox 1
Referencia: Cao et al. (2017)

Nota. Elaboracién propia.

Prueba: Vol. de reaccion| 25 ul/ Tubo

Gen: Hmox 1 Muestra 20
Tamafio: 481 pb

MIX 22
PRIMERS SECUENCIA

Hmox 1 F CACCAAGGAGGT GCACAC
CTGCTTGAACT TGGT GGC
N°. de ciclos: 35
Desnat. Inicial | Desnaturaliz. | Alineamiento Extension | Extension final
Smina95°C | 1mna94°C [ 1mina65°C | 2mina72 °C | 5 mina 72°C
MIX

Componentes [Stock [ ] Final [ ] 1X Master Mix
Buffer 10 X 1 2.5 52.50
MgCI2 50mM 3 1.5 31.50
dNTP's 10mM 0.4 1 21.00
Hmoxl1 F 10uM 1 2 42.00
Hmoxl R 10uM 1 2 42.00
Taq Polimerasa SUMl 1.5 0.3 6.30
ddH20 12.7 266.70
Template 3
Volumen total 25 462

Vol. x tubo: 22
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Figura 31

Condiciones y mix para la PCR para el gen Hifla

PROTOCOLO DE PCR PARA Hifla
Referencia: Wu et al. (2015)

Prueba: Vol. de reaccion| 25 ul/ Tubo
Gen: Hifla Muestra 20
Tamafio: 1418 pb
MIX 22
PRIMERS SECUENCIA
Hifla F CCACAGCTGACCAGTTACG
CGT ACAT CAAGGGGAT GGC
N°. de ciclos: 35
Desnat. Inicial | Desnaturaliz. | Alineamiento Extension | Extension final
Smina95°C | 1mna94°C | Imina67°C | 2mina72°C | 5 mina72°C
MIX
Componentes |Stock [ ] Final [ | 1X Master Mix
Buffer 10 X 1 2.5 52.50
MgCI2 50mM 3 1.5 31.50
dNTP's 10mM 0.4 1 21.00
Hifla F 10uM 1 42.00
Hifla R 10uM 1 2 42.00
Taq Polimerasa S5UNl 1.5 0.3 6.30
ddH20 12.7 266.70
Template 3
Volumen total 25 462
Vol. x tubo: 22

Nota. Elaboracién propia.
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Figura 32

Condiciones y mix para la PCR para el gen Bcl6

PROTOCOLO DE PCR PARA Bcl 6
Referencia: Newman et al., 2011

Nota. Elaboracion propia.

Prueba: Vol. de reaccion| 25 ul/ Tubo

Gen: Bcl 6 Muestra 20
Tamaio: 1978 pb

MIX 22
PRIMERS SECUENCIA

Bel 6 F GACAGCTGTATCCAGTTCACC
GCAGATTACACTTCTCGCAAT GG
N°. de ciclos: 35
Desnat. Inicial | Desnaturaliz. | Alineamiento Extension | Extension final
Smna95°C | Imna94°C | 1mina66°C [ 2mina72°C | 5mina 72°C
MIX

Componentes |Stock [ | Final [ ] 1X Master Mix
Buffer 10 X 1 2.5 52.50
MgCI2 50mM 3 1.5 31.50
dNTP's 10mM 0.4 21.00
Bcl6 F 10uM 1 2 42.00
Bcl6 R 10uM 1 42.00
Taq Polimerasa SUMl 1.5 0.3 6.30
ddH20 12.7 266.70
Template 3
Volumen total 25 462

Vol. x tubo: 22




