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RESUMEN

La leche bovina es un alimento muy consumido en Per( y estudios han demostrado que
la calidad de la leche puede verse afectada por variantes genéticas presentes en las proteinas
lacteas; de las cuales la beta caseina constituye el 30%. Las variantes genéticas Al y A2 son las
mas comunes de esta proteina. La variante Al ha sido relacionada con la liberacion de un péptido
perjudicial para la salud mientras que la variante A2 ha mostrado mejores propiedades para el ser
humano. Esta investigacion tuvo como objetivo determinar la frecuencia de los alelos A1y A2 del
gen CSN2 (gen que codifica para la sintesis de la proteina lactea beta caseina) en bovinos de raza
Holstein de la empresa LACTEA S.A. y en bovinos criollos del departamento de Apurimac,
mediante el ensayo PCR-RFLP. Los analisis estadisticos sefialaron que en los bovinos raza
Holstein las frecuencias genotipicas fueron 0.20 (A1Al), 0.46 (AlA2) y 0.34 (A2A2) vy la
frecuencia de los alelos Al y A2 fue de 0.43 y 0.57 respectivamente; mientras que en los bovinos
criollos del departamento de Apurimac las frecuencias genotipicas fueron 0.08 (A1Al), 0.42
(A1A2) y 0.50 (A2A2) y la frecuencia del alelo Al fue de 0.29 y del alelo A2 fue de 0.71. Ademas,
se determin6é que ambas poblaciones de estudio se encontraron en equilibrio de Hardy Weinberg.
Los resultados mostraron que el genotipo con mayor frecuencia fue el A1A2 en los bovinos raza
Holstein y el A2A2 en los bovinos criollos estudiados y que el alelo A2 del gen CSN2 fue el mas
frecuente en ambas poblaciones; sin embargo, fue significativamente mas frecuente en los bovinos

criollos del departamento de Apurimac (Valor P < 0.05).

Palabras clave:

Gen CSN2, bovino criollo, bovino raza Holstein, PCR-RFLP, frecuencias genotipicas, frecuencias

alélicas (A1AL), (A1A2) y (A2A2).
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ABSTRACT

Bovine milk is a widely consumed food in Peru and studies have shown that the quality
of milk can be affected by genetic variants present in milk proteins; of which beta casein constitutes
30%. Genetic variants Al and A2 are the most common of this protein. The Al variant has been
related to the release of a peptide that is harmful to health, in contrast the A2 variant has shown
better properties for humans. The aim of this research was to determine the frequency of the alleles
Al and A2 of the gene CSN2 (gene that encodes the protein beta casein in bovine milk) in Holstein
cattle of the company LACTEA S.A. and in creole cattle of the department of Apurimac, utilizing
the PCR-RFLP assay. The statistical analysis genotypic frequencies were 0.20 (A1Al), 0.46
(A1A2) and 0.34 (A2A2), frequency of 0.43 and 0. 57 for the Al and A2 alleles respectively; while
in creole cattle the genotypic frequencies were 0.08 (A1Al), 0.42 (A1A2) and 0.50 (A2A2) while
for the Al allele was 0.29 and the A2 allele was 0.71. Furthermore, it was determined that both
populations reach the Hardy Weinberg equilibrium. The results showed that the most frequent
genotype in Holstein cattle was A1A2 and A2A2 in the creole cattle; A2 allele of the CSN2 gene
was the most frequent in both populations; however, it was significantly more frequent in creole

cattle from the department of Apurimac (P value < 0.05).

Keywords:

CSN2 gene, creole cattle, Holstein cattle, PCR-RFLP, genotypic frequencies, allelic frequencies

(A1A1), (A1A2) y (A2A2).
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ABREVIATURAS

ADN Acido desoxirribonucleico
ARN Acido ribonucleico
BCM 7 Betacasomorfina 7

CENAGRO Censo Nacional Agropecuario

DEEIA Direccidn de Estudios Econdmicos e Informacion Agraria
DGPA Direccion General de Promocion Agraria

NTP Nucledsido trifosfato

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

Food and Agriculture Organization of the United Nations (Organizacion de las

FAO Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura)
IGN Instituto Geofisico Nacional

INIA Instituto Nacional de Innovacion Agraria

LO Latitud oeste

LS Latitud sur

M Molar

mg Miligramos

MIDAGRI  Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego

mL Mililitros

mM Milimolar

ng Nanogramo
pb pares de bases
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PCR Polymerase chain reaction (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)
pH potencial de Hidrégeno

Restriction Fragment Length Polymorphism (Fragmentos de Restriccion de

RFLP Longitud Polimorfica)

rpm revoluciones por minuto

SCIPA Servicio Cooperativo Interamericano de Produccion de Alimentos
SDS Dodecilsulfato sodico

SNP Single Nucleotide Polymorphism (Polimorfismo de nucle6tido unico)
TBE Tris-Borato-EDTA

TE Tris-EDTA

tn Toneladas

U Unidades

uv Ultravioleta

\% Voltios

var. Variacion

°C grados centigrados

Mg Microgramo

pL Microlitro

MM Micromolar
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INTRODUCCION

En el Perq, las poblaciones bovinas de raza Holstein son seleccionadas principalmente para
produccion lechera. Mientras que la poblacion bovina criolla nacional es usada para triple

propdsito (leche, carne y trabajo) (1).

Segun el Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego (MIDAGRI) antes llamado Ministerio
de Agriculturay Riego; el 80% del ganado bovino nacional esta en la sierra, estos animales fueron
traidos por los espafioles hace 450 afios aproximadamente, desde entonces se recibieron aportes
migratorios de otras razas como las Simmental, Normando, Shorthom lechero, Jersey, Brown
Swiss y Holstein. En la costa, la produccion lechera se debe a razas especializadas, y en la selva a

las razas cebd.

En contraste con el ganado de raza, el ganado criollo es de inferior estatura y peso; pero
muy adaptados a las condiciones de la serrania peruana, tanto de alimentacion, sanidad y ecologia
por seleccion natural. Segun el MIDAGRI, los bovinos criollos deben ser la base de mejoramiento

genético en cualquier programa de apoyo a la ganaderia vacuna, especialmente a la de la sierra (2).

Las proteinas de la leche bovina se dividen en dos grupos principales: las séricas y las
caseinas. En este Ultimo grupo se encuentra la beta-caseina (codificada por el gen CSN2) que esta
asociada a caracteristicas productivas de interés en ganado bovino lechero. En este contexto, cabe
mencionar que las formas mas comunes de la beta-caseina en los bovinos lecheros son la Aly la
A2, como producto de la sustitucion del aminoacido prolina (beta-caseina A2) por histidina (beta-
caseina Al). Este tipo de mutacion puntual, también Ilamado SNP (Single Nucleotide

Polymorphism) se ha relacionado en paises de Europa como promotor de malestares
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gastrointestinales; esto cuando se consume leche bovina con beta-caseina Al (3). Por otro lado,
Nilsen et al. (4) concluyeron en su investigacion que la beta-caseina A2 esta asociada con una

mayor produccidon de leche y porcentaje de proteina.

Por lo mencionado anteriormente, el presente estudio analizara los alelos Al y A2 del SNP
rs43703011 de poblaciones de bovinos raza Holstein y bovinos criollos del departamento de
Apurimac mediante ensayos Fragmentos de Restriccion de Longitud Polimorfica, conocida como
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism). La evaluacion del gen A2 de la beta caseina
nunca se ha dado en Per( y encontrar una alta frecuencia de este alelo en los bovinos criollos de
este trabajo seria un importante sustento para que el estado peruano invierta en preservar el recurso
genético nacional, esta investigacion puede ser la base de futuras investigaciones de este SNP en
otras poblaciones bovinas del Per( para preparar al ganadero peruano para futuras demandas de

consumo de leche A2.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la frecuencia de los alelos A1y A2 del gen CSN2 en bovinos de raza Holstein

de la empresa LACTEA S.A. y en bovinos criollos del departamento de Apurimac.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Estandarizar un protocolo de PCR-RFLP para la identificacion de los alelos A1y A2 del gen
CSN2 en las poblaciones de estudio.

Identificacion de los genotipos homocigotos (A1A1/A2A2) y el genotipo heterocigoto
(A1A2) en las poblaciones de estudio.

Determinar las frecuencias genotipicas para el gen CSN2 en las poblaciones de estudio.
Determinar la frecuencia de los alelos A1y A2 del gen CSN2 en las poblaciones de estudio.

Comparar las frecuencias genotipicas y alélicas del gen CSN2 entre las poblaciones de estudio.
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HIPOTESIS

Debido a que las vacas de alta produccién lechera presentan mayormente el alelo Al de la
beta caseina en contraposicion del alelo original A2, que es deseable para la salud humana, es
posible que en las vacas criollas sea mas frecuente el alelo A2 en contraste de las vacas de raza

Holstein de la empresa ganadera LACTEA S.A.
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1. MARCO TEORICO

1.1. TAXONOMIA Y CARACTERISTICAS DE LA ESPECIE

El Bos taurus se encuentra dentro de la siguiente clasificacion zoologica (5):

\ Orden Artiodactyla /
\ Suborden Ruminantia /
\ Familia Bovidae /

\ Subfamilia Bovinae /

\ Género Bos /

\ Especie Bos /
primigenius

especie B.
p\taurds

Esta subespecie se encuentra mejor adaptada a zonas templadas y frias. Se caracteriza por
no tener joroba; tienen una cabeza corta y ancha, cuello ancho, sus orejas redondeadas estan en
angulo recto, sus cuernos son cortos y finos, su torax es bien arqueado, el pecho es ancho y
profundo, sus miembros son cortos y musculosos. La ubre de las hembras es grande, con base

amplia y pezones desarrollados (5).
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1.2. ORIGEN Y DISTRIBUCION

La domesticacion del Bos taurus se dio en el periodo neolitico con el inicio de las
actividades de agricultura y ganaderia, y se convirtié en el animal mas importante de esa época
porque sirvié como suministro de alimento por su leche y carne; utilizaron el cuero como

vestimenta, los cuernos y huesos como herramientas (6).

Esta subespecie migré desde Asia hacia Europa y llegé al continente americano a fines del
siglo X1X; dando lugar a los bovinos criollos de la zona y a diferentes razas que se forjaron de
acuerdo con las condiciones climatolégicas y geograficas de las zonas donde se ubicaron. Aunado
a esto, el hombre empez0 a seleccionar su ganado de acuerdo con el propoésito de produccion, tales

como: leche, carne, doble propdsito o transporte (5).

1.3. BOVINOS RAZA HOLSTEIN

El concepto de raza esta definido como un grupo de individuos con caracteristicas
morfoldgicas y fisioldgicas propias que les permiten distinguirse de otros de su misma especie,

estas caracteristicas son transmisibles por generacion (7).

La raza de ganado Holstein se originod principalmente en dos provincias de Holanda: Frisia
y Holanda del Norte. Sus caracteristicas han sido las mas valoradas puesto que es la raza lechera
maés productiva. Por tal motivo, esta raza esta siendo usada como méaquina de produccion lechera
en varios paises de cada continente; recibe diferentes denominaciones: En Estados Unidos es
conocida como Holstein Friesian; en Gran Bretana, British Friesian; en Nueva Zelandia y

Australia, Friesian; en Francia, Pie Noire Hollandaise (8).

La inseminacion artificial ha permitido el mejoramiento genético de la raza; tanto asi que

el 85% de los nacimientos son a consecuencia del uso de esta técnica, lo que ha llevado que esta
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raza se encuentre en todos los continentes y en casi todos los paises; evidencia de su superioridad
genética causal de exportacion y comercializacion para hembras, sementales, semen y embriones

congelados en méas de 50 paises para mejorar los hatos lecheros (9).

El pelaje de esta raza tiene dos variaciones: berrendo blanco con negro y berrendo blanco
con rojo (color berrendo es un cuerpo que tiene manchas de color diferente al resto de la piel)
(Figura 1). Tienen cuerpo anguloso y amplio, un cuello largo descarnado y su capacidad corporal
es grande en comparacion con su tamafio, la ubre es de gran capacidad, sus pezones son medianos

y equidistantes (9).

Figura 1. A) Toro Holstein color berrendo negro, con la variante genética A2A2 del gen CSN2
(10). B) Vaca Holstein color berrendo negro, ganadora del premio “Estrella de la raza 2011 de
la Asociacion Holstein de Estados Unidos. C) Vaca Holstein color berrendo rojo, ganadora del
premio “Estrella de la raza 2016 de la Asociacion Holstein de Estados Unidos. (11).
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Una vaca Holstein adulta en produccién pesa aproximadamente 680 kg, y llega a producir
hasta 6 000 L de leche por campafia (una campafia tiene 305 dias de produccion), con un porcentaje
de 3.5% de grasa, en condiciones de estabulacién (2). EI 10.3% de la poblacion total de ganado

vacuno en el Per( es raza Holstein (Figura 2) (12).

POBLACION DE GANADO VACUNO HOLSTEIN

Ganado Vacuno Holstein "1\ e

B 3000-6009 \ & . .~'/
I 500-2999 \ ok -
I 75-499 ~g & 5\

1-74 \" & A\
O

€ 5

Figura 2. Mapa de poblacién de ganado vacuno Holstein (nimero de cabezas) en el Per( (12).
Obtenida del Instituto Nacional de Estadistica e Informatica (INEI) — IV Censo Nacional
Agropecuario 2012
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1.4. BOVINOS CRIOLLOS

Se llaman bovinos criollos a aquellos que descienden de las razas nativas ubicadas al sur

de Espafia y que se han habituado a las diferentes zonas geogréficas del Perd (13).

Primo AT, menciona que estos animales fueron introducidos por los espafioles al continente
americano hace mas de 500 afios; ingresando por Santa Marta en Colombia hasta llegar a
Venezuelay Perd, esparciéndose por Bolivia, Paraguay, Chile, Argentinay Uruguay; otra corriente
ingreso por Brasil. Para el afio 1524 los bovinos ya estaban presentes en todos los paises de

Sudamérica (14).

En las comunidades campesinas los bovinos criollos sirven como suministro de carne,
leche, queso y fuerza de trabajo. Su valor genético esté en su resistencia a enfermedades y en su

capacidad de adaptacion a dificiles condiciones geograficas y climatoldgicas (15).

El ganado criollo es de baja estatura y peso; pero bien aclimatado a las condiciones de la
sierra, tanto en alimentacion y sanidad, como a las condiciones ambientales. Esto debido a la

seleccion natural (2).

El 85% de los bovinos que hay en nuestro pais no tienen raza definida, gran parte de este

porcentaje son bovinos criollos (16).

Actualmente, el Instituto Nacional de Innovacion Agraria (INIA) es el encargado de
preservar, conservar, caracterizar, documentar, colectar, investigar y monitorear la diversidad y
variabilidad de estos animales mediante la conservacion ex situ e in situ en nuestro pais para que

sea un recurso aprovechable y sustentable para el bien socioeconémico de los peruanos (17).
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1.5. PRODUCCION LECHERA EN EL PERU

En el Perq, la actividad pecuaria dirigida hacia la produccion lechera empieza en el siglo
XIX'y toma significativa importancia con la introduccion de ganado lechero estadounidense tipo
Holstein y Brown Swiss; esto como resultado de la creacion de la Asociacion de Ganaderos del
Per( en 1915 (18). En 1946, la empresa Leche Gloria S.A. en cooperacién con el Servicio
Cooperativo Interamericano de Produccion de Alimentos (SCIPA) es pionera en el uso de la
inseminacion artificial con semen fresco de reproductores importados de Estados Unidos y en la
realizacion de trasplantes de embriones a fines de la década del 70 (18), durante estos afios hubo
diferentes cooperaciones internacionales que impulsaron la produccion lechera en el pais; sin
embargo, la Reforma Agraria y el terrorismo provocaron una depreciacion en esta actividad
pecuaria en las décadas 80 y 90. Después de esta etapa, los conflictos sociales cesaron y la
economia en el Peri empezé a estabilizarse aunado a esto se expandieron y reconstruyeron redes
viales que permitieron acceder a la produccion de las zonas rurales de modo que la produccion

lechera empez6 a incrementarse nuevamente (2).

Desde el afio 2002 se ha registrado un aumento anual en la produccion nacional de leche

fresca, llegando a producir 1,90 millones de toneladas para el afio 2015 (Figura 3) (19).

El MIDAGRI ha reportado 2,12 millones de toneladas de produccion lechera para el afio
2019; Cajamarca aporto el 18.4%, Arequipa el 16.6% y Lima el 12.6%, estos departamentos son
las principales cuencas lecheras del Per(. El departamento de Apurimac aport6 solo el 1.6% a la
produccion nacional, segin la Tabla 1 en esta region hubo un decrecimiento en la produccion

lechera desde el afio 2009 hasta el 2018 (20).
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La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO)
sefiala que el consumo de leche anual por persona debe de ser 120 kg; sin embargo, en el Pert cada

persona consume aproximadamente 87 kg de leche anualmente (21).

El IV Censo Nacional Agropecuario del afio 2012 (IV CENAGRO 2012) indica que los
bovinos raza Holstein representan alrededor del 60% de la poblacion bovina en los sistemas de
produccion lechera. Por otro lado, en nuestro pais los bovinos criollos dan un mayor aporte
significativo en la produccion de carne que en leche; por este motivo, se trabaja en la mejora del

manejo reproductivo para aumentar el rendimiento lechero del bovino criollo (2).
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Figura 3. Produccidn Nacional de leche fresca de vaca desde el afio 2002 hasta el afio 2015 (19)
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Tabla 1. Produccion de leche fresca de vaca segun regién, 2009 — 2018 (toneladas).

Regién 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018
1652112 1678372 1755529 1790670 1807806 1840226 1903177 1954232 2013310 2066125

Total nacional

517 568 601 651 790 692 659 409 412 358
m 37152 31497 43867 47125 47581 50081 41556 42578 37240 41316

Lambayeque 36814 39517 37262 39291 45080 49837 53136 59215 55426 56242
La Libertad 98524 100618 113502 116710 118937 121501 125366 129501 132475 135819

304884 303449 310629 318594 324862 323687 345029 352076 360200 369983

75111 75125 74369 76184 80358 76093 79208 83366 93894 97640
m 16439 16921 16803 17356 16635 17456 15271 15749 16107 18170
286719 306876 322678 318263 329311 335970 342846 348518 272292 277119

_ 27723 30278 32109 35609 43361 48046 51005 57139 64979 66143

35854 39413 40474 44517 39187 38576 42249 44955 48243 49492
18021 18178 18249 25461 24602 24127 26339 25296 32145 31232

27223 31111 39435 42385 46276 46710 47870 51250 52094 53135

15876 17193 20183 24180 22443 22555 24890 20916 21810 23675
387317 355013 363668 352406 315380 325253 335534 348889 353749 363930
15123 15262 15212 14737 17539 16273 15891 16222 16648 16966
25892 26224 26356 24983 25138 25042 23487 23610 23406 23452
40950 43482 50138 51424 50147 51788 47122 45151 57449 56910
m 42248 42392 40770 33104 32122 32593 32659 32365 32468 32982
50955 68452 65242 77621 93148 95633 104016 102458 102227 106028

71047 76907 79038 85032 91287 95416 106953 110465 114671 119855

m 27399 29321 32955 32037 31344 31341 31038 32811 33764 34990

2414 2527 3181 2767 2533 2437 2280 2144 2198 1637
4806 498 5081 4921 4908 4910 5119 7340 6399 2818
YYD 3054 3063 3726 4214 4839 4210 3653 1808 1522 1526

Fuente: Direcciones Regionales de Agricultura, elaborado por DGESEP-DEA, MIDAGRI (2017c)
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1.6. PROTEINAS DE LA LECHE

La leche bovina se considera un alimento con alto valor nutricional porque es una fuente
de proteinas de alto valor biolégico que suministran los amino&cidos esenciales para el ser humano.
Tras la digestion de las proteinas se liberan péptidos con propiedades diferentes a la proteina
entera; estos péptidos intervienen en el sistema cardiovascular, nervioso, digestivo e inmune (22—

24)

El resultado de la interaccion de la genética del animal con el ambiente en que se encuentra
influye en el rendimiento lechero, el cual es la relacion que hay entre la cantidad de leche producida
y su calidad; la concentracion de la proteina en la leche del ganado bovino es de aproximadamente
3.5%, puede variar ligeramente entre razas y esto es de mucho interés en la industria lactea, asi

como para los consumidores (25).

En la leche encontramos dos grupos de proteinas clasificados por su comportamiento en un
pH de 4.6; la parte soluble conformado por proteinas séricas y el precipitado conformado por

caseinas (26,27).

En la Figura 4, se observan los dos tipos de proteinas que hay en la leche: las séricas y las
caseinas. Las caseinas constituyen un 80% de la proteina total, las cuales son la alfa-caseina S1,
alfa-caseina S2, beta-caseina y la kappa-caseina; estas caseinas son codificadas por los genes
CSN1S1, CSN1S2, CSN2 y CSN3, respectivamente y se agrupan en el cromosoma 6 (28). El otro
grupo que constituye un 20% del total son las proteinas séricas, la alfa-lactoalbumina (o-LA)
codificada por el gen LALBA ubicado en el cromosoma 5 y la beta-lactoglobulina (B-LG)

codificada por el gen PAEP ubicado en el cromosoma 11 comprenden entre el 70 y 80% de las
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proteinas séricas y el resto estad conformado por las inmunoglobulinas, seroalbdmina, lactoferrina,

lactoperoxidasa y proteosa peptonas (29,30).

Los genes de las proteinas de la leche tienen variaciones genéticas que estan relacionadas

con las caracteristicas productivas de la leche y sus valores nutricionales (31).

Cromosoma 6

250 Kb
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Figura 4. A) Organizacion genomica del locus de las caseinas. B) Organizacion estructural de
las unidades de transcripcion de las caseinas; las barras abiertas representan a los intrones. Los
exones se representan mediante cajas grandes: las grises no se traducen, las negras codifican el
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péptido sefal y las coloreadas codifican proteinas maduras. El tamafio de los exones se da en
pares de bases, debajo de cada exdn con su nimero indicado en la parte superior (modificado)
(31).

1.7. POLIMORFISMO DE NUCLEOTIDO UNICO

Se llama polimorfismo de nucleétido Gnico o también conocido por su sigla en inglés SNP
(Single Nucleotide Polimorfism) a la variacion de un nucledtido en una ubicacion puntual en el
genoma de una especie, estos SNP surgen de una variacion genética simple en un determinado
cromosoma y luego se transmite por herencia mendeliana hasta propagarse en una poblacion. Estas
variaciones genéticas son abundantes y se encuentran en todo el genoma; en una misma region del
genoma de dos individuos se puede hallar un SNP cada 1000 pb. Los SNP debe tener una
frecuencia mayor al 1% entre miembros de una especie para que sea considerada un polimorfismo
de nucle6tido unico, hay polimorfismos que son propios de una poblacién. En la Figura 5, se
observa la secuencia de un cromosoma donde la variacion de una base nitrogenada representa cada

SNP que podria encontrarse en una poblacion (32,33).

Es mas comuUn que estas variaciones se den entre purinas (A y G) o pirimidinas (Ty C) y
con menos frecuencia entre una purina y una pirimidina. Estos polimorfismos se pueden ubicar en
regiones codificantes y regiones no codificantes, aquellos que no estén en una secuencia
codificante no alteraran la composicion de aminoacidos de una proteina. Por otro lado, si el SNP
se ubica en una region codificante, se podré clasificar en SNP sinénimo o no sindénimo. Los SNP
sindnimos no afectan la secuencia de una proteina mientras que el segundo tipo si, codificando un

aminoacido alterno al original (34,35).
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Cromosoma SNP SNP SNP

Figura 5. llustracién de tres SNP que podrian encontrarse en la secuencia de un cromosoma
(33).

1.8. POLIMORFISMOS DE NUCLEOTIDO UNICO DE LA BETA CASEINA

La beta-caseina, presentada en adelante con su sigla CSN2, es la proteina lactea con mas
variaciones genéticas, teniendo un total de 13 alelos: A1, A2, A3,B, C, D, E, F, H1, H2, I, G. Las
formas maés frecuentes de la beta-caseina en los bovinos lecheros son la Al y la A2, la B es poco
comdun, la A3y C son raras. La posicion de un nucleétido cambia y codifica aminoacidos diferentes
en los alelos. En la Figura 6, se presenta la secuencia aminoacidica del exon VII del gen CSN2*Al
y en la Figura 7, se aprecia la sustitucion del aminoécido que causa el polimorfismo (cCt—cAt)
en el codon 67 del gen de la beta-caseina: prolina (beta-caseina A2) por histidina (beta-caseina

A1) (36-38).

El gen CSN2 influye en la produccion de la leche, porcentaje de grasa y porcentaje de
proteina, los mejores resultados para estas caracteristicas han sido relacionados con el genotipo
homocigoto A2A2. Por otro lado, el gen CSN2*A1 ha sido asociado con la incidencia de diabetes

mellitus tipo 1, enfermedad coronaria, autismo, entre otras enfermedades (39,40).

Los efectos dafiinos de la ingesta de leche se han relacionado con unos péptidos que se
encuentran en la leche, liberados tras la proteo6lisis de la beta-caseina Al, puesto que es mas facil
de hidrolizar por las enzimas digestivas y esto se debe a la débil union entre la histidina y la

isoleucina. Como se observa en la Figura 8 producto de esta proteo6lisis se da la liberacion del
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péptido beta casomorfina 7 (BCM-7) que estd constituido por 7 aminoacidos; es decir, es un
heptapéptido y esta ubicado en la posicion 60 — 66 de la beta-caseina en bovinos. Este péptido es
el principal objeto de estudio en varias investigaciones por estar asociado con procesos
inflamatorios. Por el contrario, en la beta caseina A2, la prolina esta fuertemente unida a la

isoleucina y no hay liberacion del péptido BCM-7 (3,41,42).

Bahattin, et al. Mencionan que en el norte de Américay de Europa la frecuencia del alelo
Al es muy alta en bovinos de raza Holstein (mayor al 90%) pero en bovinos Holstein de Alemania

el alelo con mayor frecuencia es el A2 (mayor al 97%).

GAATTATGTTTTAAAAAGAGGAGGATAATTCATCATGARTAACAAT TATARCTGGATTATGGACTCARAGATTTGTTTTC
6300 EXON VII 6350

CTTCTTTCCAG GAT GAA CTC CAG GAT AAA ATC CAC CCC TTT GCC CAG ACA CAG TCT CTA GTC
Asp Glu Leu Gln Asp Lys Ile His Pro Phe Ala Gln Thr Gln Ser Leu Val

6400 %

TAT CCC TTC CCT GGA CCC ATC |CAT|AAC AGC CTC CCA CARA AAC ATC CCT CCT CTT ACT ChA
Tyr Pro Phe Pro Gly Pro Ile |His|Asn Ser Leu Pro Gln Asn Ile Pro Pro Leu Thr Gln

6450
ACC CCT GTG GTG GTG CCG CCT TTC CTT CAG CCT GAA GTA ATG GGA GTC TOC ARAR GTG AAG
Thr Pro Val Val Val Pro Pro Phe Leu Gln Pro Glu Val Met Gly Val Ser Lys Val Lys
6500

GAG GCT ATG GCT CCT ARG CAC AAR GARA ATG CCC TTC CCT AAA TAT CCR GTT GAG CCC TTT
Glu Ala Met Ala Pro Lys His Lys Glu Met Pro Phe Pro Lys Tyr Fro Val Glu Pro Phe

6550 \
ACT GAR AGC CAG AGC CTG ACT CTC ACT GAT GTT GAA RAT CTG CAC CTT CCT CTG CCOT CTG
Thr Glu Ser Gln Ser Leu Thr Leu Thr Asp Val Glu Asn Leu His Leu Pro Leu Pro Leu
6600 6650
CTC CAG TCT TGG ATG CAC CAG CCT CAC CAG CCT CTT CCT CCA ACT GTC ATG TTT CCT CCT
Leu Gln Ser Trp Met His Gln Pro His Gln Pro Leu Pro Pro Thr Val Met Phe Pro Pro
6700
CAG TCC GTG CTG TCC CTT TCT CAG TCC ARAR GIC CTG CCT GTT CCC CAG ARA GCA GTG CCC
Gln Ser Val Leu Ser Leu Ser Gln Ser Lys Val Leu Pro Val Pro Gln Lys Ala Val Pro
6750

TAT CCC CAG AGA GAT ATG CCC ATT CAG GCC TTT CTG CTG TAC CAG GAG CCT GTA CTC GGT
Tyr Pro Gln Arg Asp Met Pro Ile Gln Ala Pro Gln Leu Tyr Gln Glu Pro Val Leu Gly

6800 INTRON VII
CCT GIC CGG GGA CCC TIC CCT ATT ATT GIARGTCTARATTTACTAACTGTGCCTGTTTAARCTTCTGATGTT
Pro Val Arg Gly Pro Phe Pro Ile Ile

Figura 6. Secuencia aminoacidica del exon VII del gen CSN2*A1 (43).
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Aminoacido diferente
en posifién 67

Beta-caseina A2

Beta-caseina A1

Figura 7. Diferencia en la secuencia aminoacidica de la beta-caseina A1y A2 (3).

Posicion 67
{Prolina obstaculiza clivaje por
elastasa en el intestino)

e
(OQa)aneroens@raanera il

Poslicion 67
(Histidina permite ripido
clivaje por elastasa en el
B-casomorfina-7 intestino)

(BCM-T)

Figura 8. Liberacion del péptido BCM-7 (3).

19. LECHE TIPO A2

Se le llama leche A2, a la leche que es obtenida a partir de bovinos que tienen el genotipo
homocigoto A2A2 en el gen CSN2 (44). La mayoria de los mamiferos incluyendo a los humanos

producen leche con la beta-caseina A2 (42,45).

En el afio 2000 se funda en Nueva Zelanda la compafiia pionera a2 Milk™ con el fin de
dedicarse a la produccion y exportacién de leche A2; extendiéndose hasta paises como Australia,
China y Estados Unidos. Esta compafiia sefiala que la leche que venden difiere a la leche
convencional porque proviene de vacas que han pasado por una seleccion genética natural para

producir leche que contenga Unicamente la beta-caseina A2. Alegan también que profesionales de
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la salud y muchos de sus consumidores que tenian problemas digestivos reportaron que han

experimentado beneficios cuando optaron por consumir la leche a2 Milk™ (46).

Por otro lado, la compafiia Nestlé ha hecho contratos con productores argentinos que
tienen certificacion de produccion de leche A2 para exportarla a los paises donde a2 Milk™ ya se
ha posicionado; esto debido a que los consumidores de estos paises ya estan enterados de los
beneficios que significa el consumo de leche A2. Sin embargo, la compafiia también tiene
proyectado la venta de productos con leche A2 en el mercado argentino, para esto Nestlé requiere
que cada bovino tenga su estudio genético para que se realice un ordefio y acopio diferenciado de

las vacas que no producen leche A2 (45,47).
1.10. FRAGMENTOS DE RESTRICCION DE LONGITUD POLIMORFICA

Esta técnica de la biologia molecular también llamada RFLP por sus siglas en inglés, es
usada para detectar cambios de nucledtidos en secuencias homologas de ADN. Para esto, se usan
enzimas de restriccion que debido a su especificidad reconocen sitios puntuales en la cadena doble
ADN para realizar cortes, las zonas reconocidas por la enzima se conocen como regiones de

restriccion (48).

Secuencias completas de ADN, plasmidos gendmicos o el producto de una Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) se incuban por un tiempo y temperatura
establecidos con las enzimas de restriccion; cuando la enzima de restriccion realiza un corte genera
fragmentos de longitudes determinadas. Estos fragmentos se separan de acuerdo con su tamario
por electroforesis en geles de acrilamida o agarosa, para visualizarlos se debe emplear colorantes

capaces de tefiir el ADN (49-51).
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Esta es una técnica econdmica, esto permite realizar estudios poblacionales de deteccion y
genotipado de SNP. Si el SNP genera o deshace una region de restriccion para una enzima, se
puede detectar con la amplificacion de esa region del ADN mediante PCR y luego el producto de
PCR se digiere con la enzima de restriccion (PCR-RFLP). En la Figura 9, se aprecia la
representacion de un patrén de electroforesis de RFLP de un genoma diploide, donde hay el cambio
del nucledtido A—G deshace el sitio de corte de una enzima de restriccion. La digestion enzimatica
produce dos fragmentos para el genotipo homocigoto AA (carril 2), un fragmento para el genotipo
homocigoto GG (carril 3) y tres fragmentos para el genotipo heterocigoto AG (carril 4); el

marcador de peso molecular se observa en el carril 1 (49).
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Figura 9. Representacion gréafica de un patron de electroforesis de RFLP de un genoma diploide
(49).

1.11. EQUILIBRIO HARDY - WEINBERG

Se dice que una poblacion se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg cuando es
numerosa, donde no hay migracion, mutacidn genética ni seleccion natural, y todos los individuos

poseen igual probabilidad de aparearse, es decir que el apareamiento es al azar, por lo tanto, las

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =@  DE SANTA MARIA

frecuencias genotipicas observadas en la generacion parental seran igual a las frecuencias
genotipicas esperadas en la generacion filial. Se demuestra que una poblacion estd o no en
equilibrio de Hardy Weinberg determinando las frecuencias de lo genotipos a partir de las

frecuencias de los alelos (52,53).

Por ejemplo, si se esta estudiando los alelos p y g de un gen X, se puede hallar la frecuencia

alélica de p a través de la siguiente ecuacion:

Ecuacién 1

- (2 X PP) + PQ
2 X total

Donde PP es el conteo del genotipo homocigoto para el alelo p y PQ es el conteo del

genotipo heterocigoto PQ.

Luego, la frecuencia genotipica se calcula a partir de la ecuacion del binomio al cuadrado,

la suma de frecuencias sera 1:

Ecuacién 2

P+@)?*=p*+2pq+q* =1

Después, se desarrolla la prueba estadistica de chi cuadrado (X?) hallando un X2 calculado
y un X2 tabulado, esta prueba es una medida estadistica para la diferencia entre las frecuencias
observadas y esperadas. Mientras mas grande el valor de X2 mas grande es la diferencia y se

establecen dos hipotesis:
Hipotesis nula: La poblacion se encuentra en equilibrio.

Hipotesis alternativa: La poblacion no se encuentra en equilibrio.
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La prueba de X? para el equilibrio Hardy Weinberg asume la hipdtesis nula. Para hallar

el X2 calculado se usa la ecuacion:

Ecuacion 3

(0 - E)?

X2, =
Cc Z E

Donde O es la frecuencia genotipica observada y E la frecuencia genotipica esperada.

Para hallar el X? tabulado en la tabla de valores criticos de distribucion: se determina los

grados de libertad (nimero de genotipos menos el nimero de alelos) y el nivel de confianza.

A través del valor de probabilidad P se evalua la significancia del X2, mayormente se da
un 5% de margen de error; es decir un valor P de 0.05. Asi queda un 95% de probabilidad que la

diferencia entre las frecuencias observadas y esperadas sea real.

Entonces si el X? calculado es mayor que el X? tabulado (P < 0.05) quiere decir que hay
diferencia significativa, se rechaza la hipétesis nula y se acepta la hipétesis alternativa. Si el X2
calculado es menor que el X2 tabulado (P > 0.05) quiere decir que no hay diferencia significativa,

se acepta la hipétesis nula y se rechaza la hip6tesis alternativa (54,55).

Los analisis estadisticos mencionados pueden ser graficados, la composicion genotipica
de una poblacién se puede representar en un diagrama ternario juntamente con los limites de
aceptacion del equilibrio de Hardy Weinberg. En la Figura 10, se muestra en el panel izquierdo la
region de aceptacion en funcion del tamafio de muestra n con significancia de 0.05 y en el panel

derecho se muestra la regién de aceptacion en funcion al nivel de significancia con n = 50. (56).
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Figura 10. Diagrama ternario con la region de aceptacion de la prueba de X? (56).
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. LUGAR DE EJECUCION

Esta investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Biologia Molecular y Gendmica

del Instituto Nacional de Innovacion Agraria — Sede Central, Lima.

2.2. AREA DE ESTUDIO

En el mes de noviembre del afio 2018, se colectaron muestras bioldgicas de 102 bovinos
raza Holstein de la empresa ganadera LACTEA S.A. ubicada en la ciudad de Trujillo en el
departamento de La Libertad (Figura 11). Adicionalmente, en el afio 2019, se colectaron al azar
muestras bioldgicas de 98 bovinos criollos en el departamento de Apurimac (Figura 12)

pertenecientes a dos provincias Andahuaylas y Aymaraes (Anexo Il).

En la Tabla 2 se observa el nimero de individuos muestreados en las provincias de Trujillo,

Andahuaylas y Aymaraes.
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Tabla 2. Numero de individuos muestreados por area de estudio

Poblaciones Provincia Comunidad Machos Hembras Total
Bovinos raza Trujillo - 12 90 102
Holstein
Bovinos Huaraccopata 2 11 13
departarpento Andahuaylas Rahuimpuquio 1 2 3
de Apurimac

Puculloccocha 11 16 27
Santa Rosa 7 7 14
Jarjanta — 4 15 19
Aymaraes Sicuan
Janto — Soraya 3 10 13
Total 40 160 200
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Figura 11. Mapa de colecta de muestras bioldgicas de las poblaciones de estudio. Mapa generado
en el programa QGIS 2.18.
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Figura 12. Mapa de puntos de colecta de muestras bioldgicas de bovinos criollos del

departamento de Apurimac. Mapa generado en el programa QGIS 2.18
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2.3. MATERIALES

Muestras biologicas

e Sangre de bovinos raza Holstein
e Sangre de bovinos criollos del departamento de Apurimac
e Mechones de pelo con foliculo piloso de bovinos raza Holstein

e Mechones de pelo con foliculo piloso de bovinos criollos del departamento de Apurimac

Materiales de campo

e Tubos Vacutest® con EDTA K2

e Agujas BD Vacutainer®

e Capuchones plasticos para tubos al vacio
e Jeringas

e Bolsas con cierre hermético

e GPS (GARMIN)

Fichas de colecta

Reactivos e insumos de laboratorio

e Etanol 70%

e Etanol absoluto

e Isopropanol

e Cloroformo: alcohol isoamilico (proporcion 24:1)
e Tampoén TE (proporcion 20:5)

e Tampbn TBE 1X

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

TESIS UCSM

CATOLICA
DE SANTA MARIA

e SDS10%

e Tampodn de carga Sal B 2X (azul de bromofenol, xileno cianol, naranja G, sucrosa)
e Gel Red®

e Agarosa

e Tubos para microcentrifuga

e Puntas para micropipeta

e Placas para PCR

e Marcador de peso molecular para ADN

e Enzimas de restriccion

e Cebadores especificos para las variaciones genéticas de estudio

Equipos e instrumentos de laboratorio

e Balanza de precision (Sartorius)

e Termobloque (Eppendorf)

e Microcentrifuga con regrigeracion (Eppendorf)
e Microcentrifuga (miniSpin Eppendorf)

e Termociclador en tiempo final (Eppendorf)

e Céamara de electroforesis

e Transiluminador UV Chemic XR (BIO-RAD)
e Fotodocumentador (BIO-RAD)

e \ortex (Labnet)

e Mezclador (Eppendorf)

e Cabina de bioseguridad para PCR (Aura PCR BIOAIR)

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPQSITORIO DE UNIVERSIDAD

CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

e Cémara de flujo laminar
e Camara de extraccion de gases
e Espectrofotdmetro (Epoch BioTek)

e Micropipetas de 10 pL, 20 pL, 100 pL, 200 puL y 1000 pL

2.4. METODOLOGIA
2.4.1. Colecta de muestras bioldgicas

Para las muestras de sangre se limpi6 con alcohol yodado el &rea de puncion (vena caudal
de la cola), y se colectd 6 mL de sangre por cada individuo en tubos Vacutest® con EDTA K2

(anticoagulante) rotulados correctamente.

Para la obtencion de mechones de pelo con foliculo piloso de cada individuo se limpi6 el
area de la cola en la parte superior de la borla, luego se enroll6 un mechén de 40 a 50 pelos
alrededor de los dedos lo méas cerca posible a la piel para asegurarse de obtener la raiz y se tird
fuertemente. Por ultimo, el mechdn de pelo se sujetd con cinta adhesiva y se introdujo en una bolsa

con cierre hermético, se identificd y sell6 correctamente.

2.4.2. Extraccion de ADN a partir de muestras bioldgicas

2.4.2.1. Muestras de sangre

Para la obtencidn de leucocitos se siguié el siguiente procedimiento: los tubos Vacutest®
que contenian las muestras de sangre colectadas se centrifugarona 12 000 rpm durante 10 minutos
para separar los componentes sanguineos. La interfase de cada muestra se coloco en tubos de

microcentrifuga y se procedio a lavar con 500 pL de tampdn Tris-EDTA (TE, proporcion 20:5,
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pH 8.0) repetidas veces hasta que se obtuvo un precipitado de leucocitos libre de glébulos rojos y

se almacend en cajas criogénicas a -20 °C hasta su uso.

a. Extraccién de ADN con solventes orgénicos a partir de leucocitos

Cada precipitado de leucocitos se resuspendio en 500 pL de tampdn TE (proporcion 20:5,
pH 8.0), con 75 pL de SDS 10% y 15 pL de proteinasa K (20 mg/uL); este volumen final se incubd
a 56 °C durante 4 horas. Luego, se agregd 500 pL de acetato de potasio 3M para separar las
impurezas, seguido de dos lavados con cloroformo: alcohol isoamilico (proporcion 24:1). Para la
precipitacion del ADN se afadio cloruro de sodio 5 M y etanol absoluto frio (-20 °C); el
precipitado de ADN obtenido se lavo dos veces con etanol al 70% frio (-20 °C) y el ultimo lavado
se hizo con etanol absoluto frio (-20 °C). Por ltimo, se elimino el sobrenadante por inversion y se
resuspendid el ADN en tampon TE (proporcion 10:1, pH 8.0). Las muestras de ADN extraidas se

almacenaron a -20 °C hasta su analisis.

El procedimiento de extraccion de ADN en mencion se baso en la metodologia de
Sambrook y Russell (1989) con modificaciones hechas por el Laboratorio de Biologia Molecular

y Gendmica del INIA.

b. Extraccion de ADN con un kit comercial a partir de leucocitos

Para la extraccion de ADN de los individuos que tenian un Unico precipitado de leucocitos

se utilizo el kit comercial Pure Link® Genomic DNA Mini Kit de Invitrogen.

Se adiciond a cada precipitado de leucocitos 250 pL de tampon TE (proporcion 20:5, pH
8.0), 75 pL de SDS 10% y 15 pL de proteinasa K del kit comercial; esta mezcla se incub6 a 56 °C
durante 3 horas. Posteriormente se agregé 200 pL de acetato de potasio 3M para separar las

impurezas y se hizo un solo lavado con cloroformo: alcohol isoamilico (proporcién 24:1), se
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recuperd la fase acuosa y se adiciond 200 uL de solucion de lisis, 20 L de ARNasa y 800 uL de

etanol absoluto frio (-20 °C).

El lisado se trasladé a la columna colectora de ADN, luego se agregd 500 pL de la Solucion
de lavado 1y después se adiciond 500 pL de la Solucién de lavado 2 (después de la adicion de
cada solucion se elimind el filtrado). Por dltimo, se recuperé la columna 'y se coloco en otro tubo
de microcentrifuga con el rotulo definitivo, se afiadio a la columna 100 pL de Solucion de elucion;
y se repitio este tltimo paso en un segundo tubo de microcentrifuga. Las muestras de ADN extraido

se almacenaron a -20 °C hasta su analisis.

2.4.2.2. Muestras de pelos.

El proceso de preparacion de muestras de foliculos pilosos para la extraccion de ADN se
realiz6 en una cabina para evitar la contaminacion del area de extraccion de ADN. Primero, se
retird un mechdn de pelos de la bolsa hermética, se corto la raiz de los pelos teniendo cuidado de
incluir el bulbo piloso en un tubo de microcentrifuga correctamente rotulado con el cédigo del

individuo y se procedio con el protocolo de extraccion de ADN.

a. Extraccién de ADN con solventes organicos a partir de foliculos pilosos

Al tubo de microcentrifuga con los foliculos pilosos se adicioné 750 pL de tampdén TE
(proporcién 20:5, pH 8.0), 75 pL de SDS 10%, 15 pL de proteinasa K (20 mg/uL) y 50 pL de
DTT 1M, se incub0 esta mezcla a 56 °C durante 2 horas y luego de ese tiempo se agregd
nuevamente 50 pL de DTT 1M y se continuo con la incubacion por 5 horas mas. Al finalizar la
incubacion se adiciondé 500 pL de acetato de potasio 3M, después se hizo un lavado con
cloroformo: alcohol isoamilico (proporcién 24:1) y se precipité el ADN de la fase acuosa con

isopropanol frio (-20 °C). Al precipitado de ADN se afiadié 200 pL de tampdn TE (proporcion
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20:5, pH 8.0), 200 pL de acetato de potasio 3M, 500 pL de cloroformo: alcohol isoamilico

(proporcion 24:1).

La fase acuosa recuperada se lavd nuevamente con 600 uL de cloroformo: alcohol
isoamilico (proporcidn 24:1) y se continud con el procedimiento usado para la extraccion de ADN

a partir de leucocitos con solventes organicos.
b. Extraccion de ADN con un kit comercial a partir de foliculos pilosos

Se utilizo el kit comercial Pure Link® Genomic DNA Mini Kit de Invitrogen. Al tubo de
microcentrifuga con los foliculos pilosos se afiadio 750 pL de tampon TE (proporcion 20:5, pH
8.0), 75 pL de SDS 10%, 15 pL de proteinasa K del kit y 50 pL de DTT 1M. Se incub0 los tubos
a 55 °C durante 4 horas. Luego de la incubacion se adicion6 500 pL de acetato de potasio 3M para
separar las impurezas y al sobrenadante se agregé 800 pL de isopropanol frio (-20 °C) para

precipitar el ADN.

El ADN precipitado se disolvié en 200 puL de tampoén TE (proporcion 20:5, pH 8.0) y se
adicion6 200 pL de solucidn de lisis, 20 uL de ARNasa y 800 uL de etanol absoluto frio (-20 °C).
Después se continud con el procedimiento descrito para la extraccién de ADN a partir de leucocitos

haciendo uso de un kit comercial.

2.4.3. Determinacion de la pureza y concentracion del ADN mediante espectrofotometria

UV/Vis

Primero, se hicieron diluciones del ADN extraido con buffer TE 10:1 hasta llegar a una
concentracion entre 10 y 40 ng/pL. Luego, se leyd las muestras de ADN en el espectrofotometro
Epoch (BioTek) en el UV visible a 260 nm y 280 nm. EIl cociente de las absorbancias a 260 y 280

nm debe estar entre 1.8 — 2.0 y el cociente de las absorbancias 260 y 230 nm debe ser mayor a 2.0.
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2.4.4. Determinacion de la calidad de ADN mediante electroforesis

Para la elaboracion del gel de agarosa 1% se peso6 0.5 g de agarosa y se disolvié en 50 mL
de tampon TBE 1X pH 8.0, se calentd hasta que la agarosa se haya disuelto y se retird
inmediatamente del microondas. Se verti6 la mezcla sobre el molde con los peines, se dejo gelificar
de 15 a 30 minutos y se retiraron los peines con cuidado. Luego, se coloco el gel de agarosa en la
camara de electroforesis y se cubrié con buffer TBE 1X. Para la migracion del ADN, se cargo6 2
pL de las muestras de ADN mezcladas con 6 pL del tampdn de carga Sal B 2X (azul de
bromofenol, xilencianol, naranja G, sucrosa). Como colorante de éacidos nucleicos se utilizd

GelRed®. La corrida electroforética se hizo a un voltaje constante de 120 V durante 20 minutos.

La visualizacion del gel se hizo mediante el Fotodocumentador ChemicDoc XR vy las

fotografias se procesaron con el programa Quantity One v. 4.6.3 (Biorad).

2.4.5. ldentificacion de los genotipos homocigotos (A1A1/A2A2) y el genotipo heterocigoto

(A1A2) mediante PCR-RFLP.

La amplificacion de unaregion del exdn 7 del gen CSN2, que contiene al SNP rs43703011,
fue realizada de acuerdo con lo siguiente: la mezcla de reaccién se llevé a cabo en un volumen
final de 15 pL que contenia 1.5pL de buffer, 1.2 uL de dNTPs 0.2 mM, 0.9 uL de MgCl, 3 mM,

0.45 pL de cebadores delantero y reverso 0.15 uM y 0.5 U de Taq Polimerasa 'y 4 uL de ADN (20

ng/uL).

El protocolo de amplificacion se realizd bajo las siguientes condiciones: Desnaturalizacion
inicial a 95 °C por 5 minutos; 35 ciclos de 95 °C por 30 segundos para la desnaturalizacion de las
hebras de ADN, 56 °C por 40 segundos para la hibridacion de los cebadores y 72 °C por 30

segundos para la extensién; por Gltimo, una extension final a 72 °C por 15 minutos.
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Se usO el cebador delantero 5-CCTTCTTTCCAGGATGAACTCCAG-3' y el cebador
reverso 5-GAGTAAGAGGAGGGATGTTTTGTGGGAGGCTCT-3" (39,57), los cuales
amplifican un fragmento de 121 pb. Para el analisis de los productos de PCR se elaboraron geles
de agarosa 2%. Para la migracion del ADN amplificado, se cargd 4 uL de producto de PCR
mezclado con 6 pL del tampon de carga Sal B 2 X (azul de bromofenol, xilencianol, naranja G,
sucrosa) mezclado con GelRed® 1000 X como colorante de &cidos nucleicos. La corrida
electroforética se hizo a un voltaje constante de 100 V durante 20 minutos.

Se visualizaron los geles en un Fotodocumentador UV Chemi XR vy las fotografias se

procesaron con el programa Quantity One v. 4.6.3 (Biorad).

a. Digestion enzimatica del fragmento de interés con la enzima Ddel.

Para verificar los puntos de corte de la enzima Ddel segun referencia bibliografica (39,57),
primero se realizaron dos pruebas de simulacion computacional (in silico) en la secuencia del gen
de la beta caseina en formato FASTA obtenida de la base de datos Ensembl

(https://www.ensembl.org/index.html) insertando el cédigo del SNP de interés (rs43703011).

Luego, se utilizé el servidor web In-Silico PCR (http://insilico.ehu.es/PCR/) para obtener la

secuencia nucleotidica del fragmento de interés, los cebadores empleados fueron disefiados por

McLachlan (57).

Después, se hizo una digestion virtual del fragmento obtenido con la enzima Ddel con el
programa de mapeo de restricciones en linea Restriction Mapper

(http://www.restrictionmapper.org/ ).

Se utiliz6 10 pL del producto de PCR para ser digerido por la endonucleasa de restriccion

Ddel (Promega) a 37 °C durante 4 horas, se utilizd 1.40 pL de buffer de restriccion 10X, 0.14 uL
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de acetilasa BSA (10 pg/puL) y 0.35 pL de enzima de Ddel (10 U/pL) en un volumen final de 14

ML.

Para la visualizacion de los fragmentos de restriccion se hizo una electroforesis en gel de
agarosa 3% con un voltaje de 80 V por 90 minutos, previamente en la preparacion de 120 mL de
gel de agarosa se afiadié 1.4 pL del colorante fluorescente GelRed® 10 000X. Se utilizd un

Fotodocumentador UV Chemi XR para fotografiar los geles.
2.4.6. Determinacion de las frecuencias genotipicas y alélicas del gen CSN2

Este analisis estadistico se ejecutd en el programa informatico RStudio, en el cual se
utilizaron los paquetes PEGAS v. 0.14 (58) y ADEGENET v. 2.1.3. (59) para determinar las
frecuencias de los alelos A1y A2y las frecuencias de los genotipos A1AL, A1A2 y A2A2 del gen
CSN2; el paquete HARDYWEINBERG v. 1.6.6. (60) para las pruebas estadisticas y la grafica del

equilibrio de Hardy Weinberg.

Para determinar las diferencias significativas entre las frecuencias genotipicas de ambas
poblaciones de estudio se utilizo el programa IBM® SPSS Statistics con el cual se hallo el Chi
cuadrado (X?) y el valor P. La prueba estadistica de X2 sirvi6 para conocer la diferencia entre las
frecuencias genotipicas observadas y las esperadas, mientras mas pequefio es el valor de X? mas

pequeria es la diferencia.

Con el valor de probabilidad P se evalu6 la significancia de los valores de X2y se dio un

margen del 5% de error.
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CAPITULO 111

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Extraccién de ADN

En este procedimiento se realiz6 la extraccién de dos tipos de muestras bioldgicas;
leucocitos y foliculos pilosos. Se obtuvo una mayor concentracion de ADN a partir de leucocitos
(entre 30 y 250 ng/uL) con el protocolo de extraccidn con solventes organicos a diferencia del
protocolo con el kit comercial Pure Link® Genomic DNA Mini Kit de Invitrogen, pero con ambos
protocolos se logré obtener ADN de buena calidad (Figura 13). Por otro lado, el ADN extraido a
partir de foliculos pilosos presentd sefiales de degradacion en ambos métodos de extraccion (Figura
14) y presencia de ARN, por consiguiente, las lecturas en el espectrofotémetro fueron altas (entre
100 y 500 ng/pL). Esto puede deberse a la poca cantidad de células nucleadas que hay en las
muestras de pelos ademas de la presencia de polifenoles y melaninas que ocasionan problemas en

la extraccion de ADN (61).

En el espectrofotometro, los cocientes de las absorbancias a 260 y 280 nm estuvieron
entre 1.8 — 2.0 y los cocientes de las absorbancias 260 y 230 nm fueron mayores a 2.0. Esto quiere
decir que se logro extraer ADN con una pureza optima, sin presencia de sales, fenoles o ARN que

puedan actuar como inhibidores de la PCR (62).
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Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa al 1% del ADN extraido con solventes organicos (A)
y un kit comercial (B) a partir de leucocitos de bovinos raza Holstein y bovinos criollos del

departamento de Apurimac.

BT BT BC.
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Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa al 1% del ADN
extraido con solventes organicos (A) y un kit comercial (B) a partir
de foliculos pilosos de bovinos raza Holstein y bovinos criollos del

departamento de Apurimac.
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3.2. ldentificacion de los genotipos homocigotos (A1A1/A2A2) y el genotipo heterocigoto

(A1/A2).

El tamafio del fragmento de 121 pb obtenido de las pruebas PCR In silico (Figura 15) fueron
concordantes con los resultados de la técnica de PCR de punto final que contienen el SNP

rs43703011 del gen CSN2 (Figura 16).

>chr6:85451263-85451383  121pb

57 CCTTCTTTCCAGGATGAACTCCAGGATAAAATCCACCCCTTTGCCCAGACACAGTCT
CTAGTCTATCCCTTCCCTGGGCCCATCC[C/T|]TAAGAGCCTCCCACAAAACATCCCTCCT
CTTACTC 3

Figura 15. Secuencia nucleotidica del fragmento amplificado del gen CSN2 que contiene el SNP
rs43703011 representado por los alelos C/T

121pb_

Figura 16. Electroforesis de ADN amplificado por PCR
convencional con cebadores especificos para el SNP

rs43703011 del gen CSN2 en gel de agarosa 2%. Fragmento de
121 pb carriles 1, 2, 3y 4. Marcador de peso molecular carril M (50 pb).

Ademas, el resultado de PCR-RFLP In silico, digerida con la enzima Ddel en la secuencia

nucleotidica 5° CTTAG 3, generaron dos fragmentos uno de 86 pb y 35 pb los cuales representan
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el genotipo CSN2*A2A2 (Figura 17). Al comparar estos resultados con los obtenidos en la
electroforesis horizontal en geles de agarosa, se observo una banda de ADN (121 pb) cuando el
individuo tenia el genotipo homocigoto CSN2*A1Al, dos bandas cuando tenia el genotipo
homocigoto CSN2*A2A2 (86 pb y 35 pb) y tres bandas cuando tenia el genotipo heterocigoto
CSN2*A2A1(121 pb, 86 pb y 35 pb) (Figura 18). Esto concuerda con los genotipos encontrados

por Miluchova M. et al.

Enzyvmes: Ddel

th

L 5! 3! 3!

Enzyme Base Enzyme Base

Length

Sequence

86 none 1 Ddel 86 CCTTCTTTCC AGGATGAACT CCAGGATAAA
ATCCACCCCT TTGCCCAGAC

ACAGTCTCTA GTCTATCCCT TCCCTGGGCC CATCCC

35 Ddel 87 none 121 TAAGAGCCTC CCACAAAACA TCCCTCCTCT TACTC

Figura 17. Digestion virtual con la enzima Ddel en el programa de mapeo de restricciones en
linea Restriction Mapper

La genotipificacion con PCR-RFLP en las muestras de bovinos Holstein y bovinos
“criollos”, se observaron los patrones para los tres genotipos (Figura 18 y 19 respectivamente):
homocigoto parael alelo A1 (CSN2*A1A1), heterocigoto (CSN2*A2A1) y homocigoto para el alelo

A2 (CSN2*A2A2).
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Figura 18. Electroforesis de genotipos obtenidos del ensayo PCR-RFLP para el gen CSN2 de
bovinos raza Holstein. Genotipos: CSN2*A1A1 carril 8, CSN2*A2A1 carriles 1, 2, 3, 4, 6, 7y CSN2*A2A2 en
el carril 5. Marcador de peso molecular carril M (50 pb).

1 2 3 456 7809 M1011 121314 1516 171819

121 pb

150 pb
86pb

100 pb

Soph 35pb

Figura 19. Electroforesis de fragmentos obtenidos de un ensayo PCR-RFLP para el gen

CSN2 de bovinos criollos del departamento de Apurimac. Genotipos: CSN2*A2A1 carriles 1,
5,7,8, 17,18, 19 y CSN2*A2A2 carriles 2, 3, 4, 6, 9, 10, 11, 12, 13, 15, 16. Marcador de peso molecular

carril M (50 pb).
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De los 102 bovinos raza Holstein 20 presentaron el genotipo CSN2*A1AL, que representa
un 20% del total, 47 el genotipo CSN2*A1A2 representa un 46% del total, 35 el genotipo
CSN2*A2A2 representa el 34 %. Por otro lado, de los 98 bovinos criollos del departamento de
Apurimac, 8 presentaron el genotipo CSN2*A1A1 que representan un 8%, 41 el genotipo
CSN2*A1A2 que representa el 42%, 49 el genotipo CSN2*A2A2 que representa el 50% (Figura 20,

21y 22) (Tabla 4).

AlAl
A1A2

\%

Figura 20. Porcentaje de cada genotipo del gen CSN2 en los bovinos de raza Holstein

Al1A2
A2A2

Figura 21. Porcentaje de cada genotipo del gen CSN2 en los bovinos criollos del departamento
de Apurimac
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REPOSITORIO DE

m Bovinos raza Holstein ~ m Bovinos criollos
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o
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AlAl AlA2 A2A2
GENOTIPOS PARA EL GEN CSN2

Figura 22. Porcentaje para cada genotipo por poblacion de estudio

3.3. Determinacion de las frecuencias genotipicas y alélicas del gen CSN2

La Tabla 4 muestra las frecuencias genotipicas y alélicas del gen CSN2 halladas para
ambas poblaciones de estudio. El valor P fue mayor que 0.05 para ambas poblaciones, lo que indicd
que la diferencia entre las frecuencias genotipicas observadas y esperadas no es significativa; por
lo tanto, la distribucion de las frecuencias genotipicas se encuentra bajo el equilibrio de Hardy-
Weinberg. Asi pues, en la Figura 23 se observa la representacion de estos resultados, donde el

equilibrio de Hardy-Weinberg esté descrito por una parabola.
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Tabla 3. Frecuencias genotipicas y alélicas para el gen CSN2 en las poblaciones de estudio

Poblaciones Provincia N° Frecuencias Frecuencias X? Valor EHW
individuos genotipicas alélicas P
AlAl Al1A2 A2A2 Al A2
Bovinos raza 102 020 046 034 043 057 019 066 EE
Holstein Trujillo
Bovinos Andahuaylas 66 008 036 056 0.26 0.74
criollos  del  Aymaraes 32 010 053 037 0.36 0.64
departamento o) 08 008 042 05 029 o071 001 094 EE
de Apurimac

EHW = Equilibrio de Hardy Weinberg; EE = En equilibrio (P>0.05)

A1A2 Leyenda
~100 @ Holstein
2 @ Criollos
: -80
(Apurimac)

o

-60

o

A1A1

Figura 233. Diagrama ternario para los genotipos del SNP rs43703011 del gen CSN2 en las
poblaciones de estudio
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Por ultimo, las disimilitudes observadas entre las frecuencias genotipicas y alélicas de las
poblaciones de estudio no son suficientes para conocer si hay una asociacion poblacién — genotipo
0 poblacion — alelo; por esta razon, se hizo nuevamente la prueba de Chi cuadrado y se evalué su
significancia.

Al analizar las frecuencias genotipicas se hall6 un valor de 7.808 para el X2y 0.02 para
el valor P (Tabla 5). En el caso de las frecuencias alélicas se hall6 un valor de 7.4059 para el X?y
0.006 para el valor P.

En ambos casos el valor P fue menor a 0.05 lo que determind que si existe una diferencia
significativa entre las frecuencias genotipicas y alélicas de los bovinos raza Holstein con los

bovinos criollos del departamento de Apurimac.

Tabla 4. Prueba de Chi cuadrado para las frecuencias genotipicas entre poblaciones

Poblaciones Genotipo Total X?  ValorP
AlAl AlA2 A2A2
Bovinos raza Recuento 20 47 39 102
Holstein % 71.4% 53.4% 41.7% 51.0%
Bovinos criollos  Recuento 8 41 49 98
del % 28.6% 46.6% 58.3% 49.0%
departamento 1.808 ez
de Apurimac
Total Recuento 28 88 84 200
% 100.0% 100.0%  100.0%  100.0%

% = Porcentaje dentro del genotipo

Cabe recalcar que el alelo A2 es el alelo original y el alelo Al es una mutacion con alta
presencia en poblaciones de bovinos de origen europeo, esto se ve reflejado en los resultados

obtenidos en esta investigacion ya que se encontré una mayor frecuencia del alelo A2 en los
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bovinos criollos de Apurimac que en los bovinos raza Holstein (0.71y 0.57 respectivamente). Esto
puede deberse a que los bovinos criollos no estan bajo un sistema de seleccidn, esto quiere decir
que los ganaderos altoandinos de Apurimac no han introducido a sus hatos bovinos de razas
especializadas en produccién de leche. Por otro lado, la raza Holstein ha sido sometida a un
mejoramiento genético orientado a mayor produccion lechera (9), por lo cual tiene sentido que en
esta investigacion el alelo Al presente una mayor frecuencia en los bovinos raza Holstein que en

los bovinos criollos de Apurimac (0.43 'y 0.29).

Los resultados obtenidos fueron contrastados con los publicados por otras
investigaciones; de esta forma, se encontrd que las frecuencias alélicas halladas en los bovinos
Holstein en esta tesis fueron iguales a una investigacion realizada en el afio 2014 en México dénde
la frecuencia de los alelos A1y A2 fue de 0.43 y 0.57 respectivamente y similares a las frecuencias

alélicas reportadas en Estados Unidos en 1991 (Al: 0.43 y A2: 0.55) (63,64).

Investigaciones realizadas en Canada, Australia, Italia y Estados Unidos antes del afio
2000 mostraron una mayor frecuencia del alelo Al en bovinos de raza Holstein (65,66), situacion
que se ha revertido en los ultimos afios ya que en México, Argentina e Italia se ha encontrado que
predominael alelo A2 (63,67—69). En nueva Zelanda hallaron una frecuencia de 0.465 para el alelo
Aly de 0.510 para el alelo A2 (37). Como se menciond anteriormente desde hace mas 20 afios se
conoce las ventajas del alelo A2 sobre el alelo Al, principalmente en Nueva Zelanda; pais que
juntamente con Estados Unidos y Canada son importantes exportadores de pajillas de semen de
bovinos de diferentes razas. Para el caso de esta investigacion, se conoce que la empresa LACTEA
S.A. importa semen de bovinos neozelandeses raza Holstein, por lo que los resultados de las

frecuencias alélicas reportadas en Nueva Zelanda y en esta tesis son semejantes.
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La ventaja del alelo A2 sobre el alelo Al de la beta caseina es que no da lugar a la
liberacion del péptido BCM-7 debido a la fuerte union entre la prolina e isoleucina, este péptido
estad relacionado con enfermedades como la diabetes mellitus tipo 1 y la cardiopatia coronaria.

Ademas, el alelo A2 influye en un mayor rendimiento proteico en la leche de vaca (39).

De acuerdo con Primo AT (14) se conoce que los bovinos fueron introducidos por los
espafioles a Latinoamérica, esto explica la similitud entre los resultados obtenidos en el presente
trabajo y en dos investigaciones realizadas en México en el afio 2016 y 2017; en la primera,
determinaron una frecuencia de 0.48 para el alelo Al y 0.52 para el alelo A2 y en la segunda,
0.5176 para el alelo Aly 0.4821 para el alelo A2 (41,70). En ambas poblaciones el genotipo

predominante fue el A1A2.

Desafortunadamente, aunque el Ministerio de Medio Ambiente y Medio Rural y Marino
de Espafia tiene a los bovinos autdctonos espafioles caracterizados geogréafica y fenotipicamente
(71); no se encontraron publicaciones sobre genotipado en el gen de la beta caseina. Sin embargo,
Gerardo Caja catedratico indica que actualmente se estan llevando a cabo investigaciones para
genotipar al ganado bovino autéctono de Espafia para evitar que estos animales sigan siendo

reemplazados por otros debido a que ha primado la cantidad de leche sobre la calidad (72).

Para finalizar esta investigacion, es importante mencionar que el haber hallado una
frecuencia de 0.71 del alelo A2 en la poblacién criolla, la mas alta a comparacién de las
investigaciones mencionadas en esta tesis y que el genotipo predominante sea el A2A2 debe hacer
que se valore al ganado criollo peruano y cuidar que no sea sustituido por otras razas al desconocer
la calidad genética que posee. Por el contrario, los bovinos criollos deben ser la base del
mejoramiento genético en cualquier programa de apoyo a la ganaderia vacuna, especialmente en

la region sierra del pais (2).
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Alfonso et al. (44), menciona que la venta de leche A2 puede ser una buena oportunidad
para las industrias lecheras locales pero un riesgo para los pequefios productores que sostienen una
forma tradicional de produccion lechera. De modo que es importante que los pequefios y medianos
productores puedan conocer el valor genético de su ganado bovino para que estén listos para una

eventual demanda de leche A2.

Los resultados de esta tesis deben promover que el estado peruano a través del Ministerio
de Agricultura evite que el porcentaje de este importante recurso zoogenético siga decreciendo por
la pérdida de genes que se da causa del mejoramiento genético clasico donde se importa el semen
de reproductores de razas especializadas en produccion lechera sin tomar en cuenta la conservacion

genética del bovino criollo (15).
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CONCLUSIONES

1. Se estandariz6 un protocolo de PCR-FRLP para la identificacion de los alelos A1y A2 del
gen CSN2 en las poblaciones de estudio.

2. Se identifico los genotipos homocigotos (A1A1/A2A2) y el genotipo heterocigoto (A1A2)
en las poblaciones de estudio con la técnica PCR-RFLP.

3. Se determind una frecuencia de 0.46 para el genotipo heterocigoto A1A2 en los bovinos
raza Holstein por lo que fue el mas frecuente en esta poblacion. De igual manera, en los
bovinos criollos del departamento de Apurimac el genotipo mas frecuente fue el genotipo
homocigoto A2A2 con una frecuencia de 0.50.

4. En esta tesis se determiné la frecuencia de los alelos A1y A2 del gen CSN2; 0.43y 0.57
en bovinos de raza Holstein de la empresa LACTEA S.A.; 0.29 y 0.71 en bovinos criollos
del departamento de Apurimac.

5. En esta tesis se determin6d que el alelo A2 y el genotipo homocigoto A2A2 fueron
significativamente mas frecuentes en los bovinos criollos del departamento de Apurimac
que en los bovinos raza Holstein de la empresa LACTEA S.A, por lo tanto, estos resultados

indican que las vacas criollas tienen gran potencial para la produccion de leche A2.
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RECOMENDACIONES

1. Es preciso realizar este estudio en la cuenca lechera del Per(, conformada principalmente
por los departamentos de Cajamarca, Arequipa y Lima.

2. Realizar més estudios de diversidad genética al bovino criollo peruano para realizar una
buena gestion de los recursos genéticos en nuestro pais.

3. Dar a conocer a los ganaderos altoandinos el gran valor genético que tiene su ganado
bovino criollo y capacitarlos e impulsar en ellos la inscripcion de los animales a registros

genealdgicos de acuerdo con el Plan Nacional de Desarrollo Ganadero 2017-2027.
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ANEXQOS

ANEXO I: Ficha de colecta.
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ANEXO I1:

Tabla 5. Coordenadas de los puntos de colecta del departamento de Apurimac.

Provincia Comunidad

Coordenadas

Huaraccopata

13° 47 42.6" LS - 73° 22' 06.9" LO
13°47'38.7" LS -73°22'12.1" LO
13°47' 39.6" LS - 73° 22' 09.7" LO
13°47'38.8" LS - 73° 22' 07.8" LO
13°47'38.1" LS - 73° 22' 06.7" LO
13°47'37.8" LS - 73° 22'02.8" LO
13°47' 36.1" LS - 73° 22' 03.9" LO
13°47'42.0" LS -73°22'03.9" LO

Checche

13°46'47.1" LS -73°21'27.8"LO
13°46'08.7" LS - 73° 21'16.4" LO

Nahuimpuquio

13°46'10.8" LS - 73° 21' 15.0" LO

Andahuaylas Puculloccocha

13°39'22.9" LS - 73° 22" 39.3" LO
13°34'38.9" LS - 73° 22' 39.9" LO
13° 34'38.6" LS - 73° 22" 37.7" LO
13°34'47.4" LS -73°22'14.7" LO
13° 34'49.5" LS - 73° 22' 08.9" LO
13°34'48.0" LS - 73° 22' 10.1" LO
13° 34'52.8" LS - 73° 22' 05.6" LO
13°34'53.8" LS - 73° 22' 06.4" LO
13° 34'56.0" LS - 73° 22' 07.9" LO
13°34'54.0" LS - 73° 22' 01.8" LO
13°34'49.3" LS - 73° 22' 03.1" LO

Santa Rosa

13°34'15.6" LS - 73° 23'10.4" LO
13°34'19.0" LS -73°23'13.1"LO
13°34'18.3" LS - 73°23'14.3" LO
13°34'16.8" LS - 73° 23' 15.6" LO
13°34'18.0" LS - 73° 23'15.5" LO
13°34'19.2" LS - 73° 23'18.0" LO

Jarjanta — Sicuan
Aymaraes

14°09'08.7" LS - 73° 17" 28.0" LO
14°09'07.2" LS - 73° 17" 26.7" LO

Janto — Soraya

14°09'07.8" LS - 73° 17" 59.2" LO
14°09'34.1" LS -73°18'18.1"LO
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ANEXO III: Protocolo de extraccion de ADN a partir de leucocitos de bovinos con solventes

organicos.

DIA1

Adicionar 500 pL de buffer TE 20:5 al pellet de linfocitos.
Adicionar 75 pL de SDS 10% (Tratando de no formar espuma).
Adicionar 15 pL de Proteinasa K y realizar Vértice suave.

M 0w DN

Incubar en el termobloque a 56 °C y a 1000 rpm por 3 horas. Verificar que la disolucion
tenga un volumen homogéneo.

Adicionar 500 pL de acetato de potasio 3M y realizar vortice.
Refrigerar por 10 minutos a -20 °C.
Centrifugar por 15 minutos, a 14000 rpmy 10 °C.

Separar todo el sobrenadante en dos tubos de microcentrifuga de 1.5 mL.

© ®©® N o O

Adicionar 500 pL de cloroformo: alcohol isoamilico 24:1 y realizar vortice.
10. Centrifugar por 15 minutos a 14000 rpm a 10 °C.

11. Pasar el sobrenadante a otros dos tubos de microcentrifuga de 1.5 mL (El sobrenadante
equivale a la primera fase).

12. Adicionar isopropanol hasta 1.5 mL.

13. Invertir suavemente los tubos hasta visualizar el algodon de ADN.

14. Refrigerar 30 minutos a -20 °C.

15. Centrifugar por 5 minutos a 14000 rpm a 10 °C. Eliminar el sobrenadante por inversion.
16. Adicionar 300 puL de buffer TE 20:5, disolver el pellet y almacenar a 4°C.

DIA 2

17. Adicionar 200 pL de acetato de potasio 3M y realizar vortice.
18. Adicionar 500 pL de cloroformo: alcohol isoamilico 24:1 y realizar vortice.
19. Centrifugar por 15 minutos a 14000 rpm a 10 °C.

20. Pasar el sobrenadante a otros dos tubos de microcentrifuga de 1.5 mL
21. Adicionar 800 pL de etanol absoluto helado.
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22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.

37.

38.

39.
40.

41.
42.
43.

Invertir suavemente hasta visualizar el algodén de ADN.

Refrigerar por 20 minutos a -20 °C.

Centrifugar por 5 minutos a 14000 rpm a 10 °C.

Eliminar el sobrenadante por inversion (Teniendo cuidado de no eliminar el pellet).
Adicionar 200 pL de buffer TE 20:5 y verificar que el pellet se disuelva.

Adicionar 8 pL de NaCl 5M y realizar vortice con los dedos.

Adicionar 420 pL de etanol absoluto helado.

Invertir suavemente hasta visualizar el pellet.

Centrifugar por 5 minutos a 14000 rpm a 10 °C.

Eliminar el sobrenadante por inversion (Teniendo cuidado de no eliminar el pellet).
Adicionar 400 pL de etanol al 70% helado. Vértice con los dedos hasta desprender el pellet.
Centrifugar de 3' - 5'a 14000 rpm a 10 °C.

Eliminar el sobrenadante por inversion (Teniendo cuidado de no eliminar el pellet).
Repetir una vez mas los pasos del 32 al 34.

Adicionar 400 pL de etanol absoluto helado y realizar vortice con los dedos hasta
desprender el pellet.

Visualizar el tamafio de los pellets y asignar el volumen de TE 10:1 en que se resuspenderan
posteriormente.

Centrifugar por 5 minutos a 14000 rpm a 10 °C.

Eliminar el sobrenadante por inversion (Teniendo cuidado de no eliminar el pellet).

Dejar secar a temperatura ambiente o en el concentrador de ADN durante
aproximadamente 5 minutos a 60 °C.

Verificar que el tubo esté seco antes de resuspenderlo.
Resuspender el ADN en buffer TE 10:1, teniendo en cuenta el paso 37.
Almacenar a -20 °C.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion

no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =@  DE SANTA MARIA

ANEXO 1V: Protocolo de extraccion de ADN a partir de foliculos pilosos de bovinos con

solventes organicos.

DIA1

Adicionar 750 pL de TE 20:5y 75 pL de SDS.

Adicionar 15 pL de proteinasa K (20 mg/ uL)

Adicionar 50 L de DTT (1M) y homogenizar usando el vértice.
Incubar a 55 °C por 7 horas (Vortice con los dedos cada 30 minutos).

Después de las primeras 02 horas de incubacion adicional 50 pL de DTT.
Retirar los tubos del termobloque y enfriar por 10 minutos.

Adicionar 500 pL de acetato de potasio 3M mezclar haciendo vortice con los dedos.
Refrigerar por 10 minutos a -20 °C.

© 0 N ook~ wd P

Centrifugar a 14000 rpm por 15 minutos a 10 °C y recuperar al sobrenadante en un tubo
de microcentrifuga de 2 mL.

10. Enrazar con cloroformo alcohol isoamilico, homogenizar invirtiendo los tubos
manualmente.

11. Centrifugar a 14000 rpm por 10 minutos a 10 °C y recuperar el sobrenadante en dos tubos
de 1.5 ml.

12. Adicionar 800 pL de isopropanol helado e invertir suavemente el tubo para la formacion
del pelet de ADN. Refrigerar por 15 minutos a -20 °C.

13. Centrifugar a 14000 rpm por 5 minutos y eliminar el sobrenadante.
14. Adicionar 200 pL de TE 20:5.

15. Agregar 200 pL de Acetato y 500 pL de Cloroformo alcohol isoamilico (24:1). Hacer
vortice por 1 minuto.

16. Centrifugar a 14000 rpm por 15 minutos y recuperar el sobrenadante de las muestras en
un solo tubo de microcentrifuga.

17. Adicionar 600 pL de cloroformo alcohol isoamilico (24:1).

18. Centrifugar a 14000 rpm por 10 minutos a 10 °C y trasvasar el sobrenadante a un solo
tubo de microcentrifuga de 1.5 mL.

19. Adicionar 800 pL de etanol absoluto (enrazar a 1.5 mL), invertir suavemente hasta
visualizar el algodon de ADN vy refrigerar a -20 °C durante 30 minutos.

20. Centrifugar a 14000 rpm por 5 minutos a 10 °C y eliminar el sobrenadante por inversion
(Cuidando de no votar el pellet).

21. Adicionar 200 pL de TE 20:5 y mezclar.
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DIA 2

22.
23.

24.
25.
26.
217.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.

36.

Adicionar 8 uL. NaCl 5M. Mezclar haciendo vortice con los dedos.

Adicionar 500 pL de etanol helado, e invertir el tubo suavemente hasta que se forme los
pellets de ADN dejar a -20 °C por 20 minutos.

Centrifugar por 5 minutos a 14000 rpm a 10°C y eliminar el sobrenadante.
Adicionar 400 pL de etanol al 70% (helado). Mezclar suavemente.
Centrifugar por 5 minutos a 14000 rpm a 10°C y eliminar el sobrenadante.
Repetir el paso 25y 26

Adicionar 300 pL de etanol al 70% (helado). Mezclar suavemente.
Centrifugar por 5 minutos a 14000 rpm a 10°C y eliminar el sobrenadante
Adicionar 400 pL de etanol absoluto (helado).

Centrifugar por 5 minutos a 14000 rpm a 10°C y eliminar el sobrenadante
Adicionar 200 pL de etanol absoluto (helado).

Centrifugar por 5 minutos a 14000 rpm a 10°C y eliminar el sobrenadante
Dejar secar en la estufa a 39°C (O/N) o al medio ambiente.

Resuspender en buffer TE 10:1 (o en agua libre de nucleasas), de acuerdo con el tamafio
del pellet de ADN

Almacenar a -20 °C
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ANEXO V: Protocolo de extraccion de ADN a partir de leucocitos de bovinos con el kit

comercial Pure Link® Genomic DNA Mini Kit de Invitrogen.

1. Colocar la muestra bioldgica en un tubo de 1.5 mL.

2. Adicionar 250 pL de buffer TE 20:5, 75 pL SDS (10%) y 15 pLde proteinasa K (20
ng/uL). Invertir suavemente.

3. Incubar en el termobloque a 56 °C, 3 horas, 1000 rpm. Verificar que la solucion sea
homogénea (pelet totalmente disuelto).

4. Dejar enfriar las muestras a temperatura ambiente por 10 min.

5. Afadir 200 pL de acetato de potasio 3M. Vortice. Congelar a -20 °C por 10 min.

6. Centrifugar 15 min, 14 000 rpm a 10 °C.

7. Separar el sobrenadante a otro tubo de microcentrifuga de 1.5 mL.

8. Agregar 500 pL de cloroformo:alcohol isoamilico.

9. Vortice, centrifugar 15 min, 14 000 rpm a 10 °C.

10. Separa la fase acuosa a otro tubo de microcentrifuga de 1.5 mL.

11. Agregar reactivos del kit: 200 pL lysis binding, 20 uL ARNasa y 800 L de etanol
absoluto hasta 1.5 mL. Invertir suavemente.

12. Trasladar 640 pL (vol. maximo) del lisado a la columna colectora de ADN.

13. Centrifugar 2 min, 10 000 rpm a 10 °C. Eliminar la solucién filtrada.

14. Recuperar la columna, ponerlo dentro de un tubo colector y agregar 500 pL de la
solucion Washing 1. Reposar por 5 min.

15. Centrifugar 2 min, 10 000 rpm a 10 °C. Eliminar la solucidn filtrada.

16. Recuperar la columna, ponerlo dentro de un tubo colector y agregar 500 pL de la
solucion Washing 2. Reposar por 5 min.

17. Centrifugar 3 min, 14 000 rpm a 10 °C. Eliminar la solucion filtrada.

18. Trasladar la columna a un tubo de 1.5 mL (final) ya etiquetado, y agregar 100 uL de
solucién de elucién. Reposar por 5 min.

19. Centrifugar 1.5 min, 14 000 rpm a 10 °C.

20. Agregar 100 pL de solucion de elucion a otro tubo de 1.5 mL (final). Reposar por 5
min.

21. Centrifugar 2 min, 14 000 rpm a 10 °C.

22. Almacenar a 4 °C (corto plazo) o -20 °C (largo plazo).
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ANEXO VI: Protocolo de extraccion de ADN a partir de foliculos pilosos de bovinos con el

kit comercial Pure Link® Genomic DNA Mini Kit de Invitrogen.

1. Colocar la muestra bioldgica en un tubo de 1.5 mL.

2. Adicionar 750 pL de buffer TE 20:5, 75 pL SDS (10%), 15 pL de proteinasa K (20
ng/uL) y 50 uL de DTT 1M. Invertir suavemente.

3. Incubar en el termobloque a 56 °C, 4 horas, 1000 rpm. Verificar que la solucion sea
homogénea (pelet totalmente disuelto).

4. Dejar enfriar las muestras a temperatura ambiente por 10 min.

5. Afadir 500 pL de acetato de potasio 3M. Vortice. Congelar a -20 °C por 10 min.

6. Centrifugar 15 min, 14 000 rpm a 10 °C.

7. Separar el sobrenadante a otro tubo de microcentrifuga de 1.5 mL.

8. Agregar 800 pL de isopropanol frio. Invertir suavemente.

9. Vortice, centrifugar 15 min, 14 000 rpm a 10 °C.

10. Refrigerar a -20 °C durante 30 minutos

11. Centrifugar 3 min, 14 000 rpm a 10 °C y eliminar el sobrenadante.

12. Agregar 200 uL de buffer TE 20:5 y verificar que el pelet esté totalmente disuelto.

13. Agregar reactivos del kit: 200 pL lysis binding, 20 uL ARNasa y 800 L de etanol
absoluto hasta 1.5 mL. Invertir suavemente.

14. Trasladar 640 pL (vol. maximo) del lisado a la columna colectora de ADN.

15. Centrifugar 2 min, 10 000 rpm a 10 °C. Eliminar la solucidn filtrada.

16. Recuperar la columna, ponerlo dentro de un tubo colector y agregar 500 pL de la
solucién Washing 1. Reposar por 5 min.

17. Centrifugar 2 min, 10 000 rpm a 10 °C. Eliminar la solucion filtrada.

18. Recuperar la columna, ponerlo dentro de un tubo colector y agregar 500 pL de la
solucién Washing 2. Reposar por 5 min.

19. Centrifugar 3 min, 14 000 rpm a 10 °C. Eliminar la solucion filtrada.

20. Trasladar la columna a un tubo de 1.5 mL (final) ya etiquetado, y agregar 100 pL de
solucion de elucion. Reposar por 5 min.

21. Centrifugar 1.5 min, 14 000 rpm a 10 °C.

22. Agregar 100 pL de solucién de elucion a otro tubo de 1.5 mL (final). Reposar por 5
min.

23. Centrifugar 2 min, 14 000 rpm a 10 °C.

24. Almacenar a 4 °C (corto plazo) o -20 °C (largo plazo).
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ANEXO VII: Protocolos de amplificacion y digestién para el ensayo PCR-RFLP.

Tabla 6. Protocolo de amplificacion del fragmento que contiene el SNP rs43703011 del gen

CSN2

Con. Stock Con. Final 1 RX. 4 Rx.
H20 MQ 5.38 21.5
BUFFER 10 X 1 X 1.5 6
dNTPs 2.5 mM 0.2 mM 1.2 4.8
MgCI2 50 mM 3 mM 0.9 3.6
PRIMER F: 5 UM 0.15 uM 0.45 1.8
PRIMER R: 5 uM 0.15 uM 0.45 1.8
TAQ 5 U 0.025 U 0.125 0.5

40

DNA 20 ng/pL 5
Volumen /mix 10
Volumen total 15

Tabla 7. Protocolo de digestion del fragmento amplificado
con la enzima Ddel

Volumen

(uL) por Rx. 4 B
H20 MQ 2.11| 8.44
BUFFER de
restriccion (buffer B) )
Acetilasa BSA
(10ug/uL) 0.14| 0.56
DDI (10 Ulul) 0.35| 1.40

16.00

Volumen mix 4.00
Amplificado 10.00
Volumen total 14.00
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ANEXO VIII: Electroforesis de fragmentos obtenidos del ensayo PCR-RFLP para el gen

CSN2 de bovinos raza Holstein. M: marcador de peso molecular (50 pb).

121 pb
86 pb

35pb_|
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121pb
86pb

35pb

_121pb 121 pb
_86pb 86 pb
_35pb 35pb
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ANEXO IX: Electroforesis de fragmentos obtenidos del ensayo PCR-RFLP para el gen CSN2

de bovinos criollos del departamento de Apurimac. M: marcador de peso molecular (50 pb).

121 pb
86 pb

35 pb

BC BC BC BC BC BC BC B
1032F 10358 1035C 10378 10388 1044A 1046C 1047A

121pb_
86 pb_

35pb_
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N 121 pb
P 86 pb

86 pb

35pb_ 35 pb

121 pb
86 pb

35 pb
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