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RESUMEN

Mundialmente existe una preocupacion por la pérdida de la diversidad del ganado vacuno, y el Peru
no es ajeno a este problema, considerando que no existen programas de conservacién del ganado
vacuno y son pocos los estudios de caracterizacion genética. A su vez, conocer las variantes
genotipicas de una poblacién es crucial porque permite conocer sus caracteristicas para tomar

medidas de manejo que garanticen la seguridad alimentaria y la conservacion.

En este contexto, el presente estudio tuvo como objetivo caracterizar genotipicamente las proteinas
lacteas aSl-caseina y aS2-caseina en vacunos Brown Swiss, Holstein, criollos de Apurimac y
Amazonas. Los genotipos de las proteinas asl-caseina (CSN1S1*BB, CSN151*BCy CSN1S1*CC)y as2-
caseina (CSN1S2*AA, CSN1S2*AB y CSN152*BB) fueron determinados en 361 muestras de ADN de
vacunos del Banco de ADN de la Direccidén de Recursos y Biotecnologia de la DRGB-INIA mediante

ensayos de curvas de disociacion de alta resolucién (HRM, del inglés High Resolution Melting).

Las frecuencias del alelo CSN151*B fueron 0.99, 0.92, 0.71 y 0.78 en Holstein, Brown Swiss, Criollos
de Apurimac y Amazonas, de forma respectiva. Mientras que las frecuencias del alelo CSN1S2*A
fueron 1.0, 0.99, 0.98 y 0.94 en Holstein, Brown Swiss, Criollos de Apurimac y Amazonas,
correlativamente. Los valores de Fst en CSN1S51 indicaron la existencia de mayor variacidn genética

entre los vacunos criollos comparado con el vacuno de raza Holstein.

Palabras claves: Vacuno criollo, alfaSl-caseina, alfaS2-caseina, curvas de disociacion de alta
resolucidn, polimorfismo de nucledtido unico.



ABSTRACT

There is worldwide concern about the loss of cattle diversity, and Peru is no stranger to this problem,
considering that there are no cattle conservation programs and there are few genetic
characterization studies. At the same time, knowing the genotypic variants of a population is crucial
because it allows us to know its characteristics to take management measures that guarantee food

security and conservation.

In this context, the present study aimed to genotypically characterize the dairy proteins aS1-casein
and aS2-casein in Brown Swiss, Holstein, Creole cattle from Apurimac and Amazonas. The genotypes
of the asl-casein (CSN1S1*BB, CSN1S1*BC y CSN1S1*CC) y as2-casein (CSN1S2*AA, CSN1S2*AB y
CSN1S2*BB) proteins were determined in 361 vaccine DNA samples from the Bank of DNA from the
Directorate of Resources and Biotechnology of INIA using high resolution dissociation curve assays

(HRM, High Resolution Melting).

The frequencies of the CSN1S1*B allele were 0.99, 0.92, 0.71 and 0.78 in Holstein, Brown Swiss,
Apurimac creole cattle and Amazonas creole cattle, respectively. While the frequencies of the
CSN1S2*A allele were 1.0, 0.99, 0.98 and 0.94 in Holstein, Brown Swiss, Apurimac creole cattle and
Amazonas creole cattle, correlatively. The Fst values in CSN1S1 indicated the existence of greater

genetic variation among the Creole cattle compared to the Holstein cattle breed.

Keywords: Creole cattle, CSN1S1, CSN1S2, High Resolution Melting, Single Nucleotide
Polymorphism



1. INTRODUCCION
1.1. Generalidades del ganado vacuno

Los vacunos han sido seleccionados artificialmente de forma intensiva para producir leche y carne
(1), probablemente este proceso se llevd a cabo hace 7 000 - 10 000 afios (2). Asimismo, existen dos
especies de vacunos representativas: Bos taurus y Bos indicus (ver Figura 1), las cuales se
diferenciaron a partir del Uro (Bos primigenius) en dos o tres eventos independientes de
domesticacion (ver Figura 2). El linaje taurino posiblemente fue domesticado en el Creciente fértil
durante el neolitico (1) y el otro evento en el desierto oeste de Egipto (3). Mientras que, el linaje
indicino fue domesticado en el valle del Indo (1), con caracteristicas como una mayor tolerancia al

estrés alimentario e hidrico y se han adaptado mejor al trépico que las razas taurinas (4).

En cada linaje se han establecido razas con caracteristicas particulares y con distribuciones
geograficas diferentes; siendo reconocidas alrededor de 800 diferentes razas vacunas (5). Por
ejemplo, tenemos a la raza vacuna Holstein la mds distribuida geograficamente por su importancia
econdmica, al poseer la mas alta eficiencia de conversion de alimento en leche (6); sin embargo, el
coste de la alta produccion ha afectado su reproduccion (6), su sistema inmunitario (7) y se ha

reducido su longevidad (6).

Asimismo, otra raza taurina como Brown Swiss es distinguida por producir leche con un mayor
contenido de proteinas y grasa que Holstein (8), su leche es considerada la mejor para la obtencién
de quesos (9) permitiendo producir 5% mas queso por kilogramo y mayor cantidad de acidos grasos
como acidos grasos monoinsaturados (MUFA) y acidos grasos poliinsaturados (PUFA) comparado

con vacas Holstein (10).

1.1.1. El ganado vacuno en el Peru

La ganaderia vacuna en nuestro pais se inicié en la década de 1530-1540 (11) (ver Figura 3), llegando
razas taurinas provenientes de Espafia siendo estas: Retinta, Pajuna, Andaluza, Murciana, Berrendas
y toros de Lidia (12). Posteriormente, se introdujeron otras razas taurinas como Ayrshire, Jersey,
Milking Shorthorn, Normande, Simmental y a mediados del siglo pasado se introdujo razas Holstein
y Brown Swiss (13); las primeras razas indicinas llegaron el afio 1938 (14). Posteriormente, se suscitd
el cruzamiento indiscriminado con estas razas introducidas (12) y la reproduccion de estos

descendientes dieron como resultado a los vacunos adaptados localmente presentes en nuestro



pais; en consecuencia, en la actualidad el 64 % del total de vacunos presentes en el Perd son

catalogados como criollos (15), refiriéndose a animales sin una raza definida (16).

Orden : Artiodactyla Orden : Artiodactyla
Familia : Bovidae Familia : Bovidae
Subfamilia : Bovinae Subfamilia : Bovinae
Género : Bos Género : Bos
Especies : Bos taurus Especies : Bos indicus
Nombre : vaca Nombre : cebu
comun comun

Figura 1. Taxonomia del ganado taurino y cebuino

Figura 2. Centro de domesticacion hipotéticos del vacuno y sus posibles rutas de migracion.
Fuente: Pitt (2019)(3)
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Figura 3. Rutas de distribucidn geografica de vacunos en América. Fuente: Armstrong et al.
(2022) (17)



1.1.2. Elvacuno criollo peruano

El ultimo censo agropecuario CENAGRO 2012 estimd que los vacunos criollos representan el 64%
del total de vacunos en nuestro territorio (15); en relacidon con sus principales caracteristicas
destacan por su rusticidad, longevidad, prolificidad (12), resistencia a enfermedades tropicales y
parasitosis (18), asi como, adaptacidn a diferentes climas (tropical, templado, seco y frio) (19) y a

condiciones extremas de regiones altoandinas (20).

Los vacunos criollos tienen una funcién econdmico-sociocultural (21), siendo su crianza una
actividad econdmica primaria por la produccién y venta de carne, leche y derivados, asi como fuerza
de trabajo en el arado de terrenos de cultivo (16). Asimismo, forman parte de rituales y festividades
gue mantienen la identidad de las comunidades campesinas, como la fiesta de Santiago, el Yawar

Fiesta y el Torito de Pucara (21).

Un grupo importante de criadores de rebafios criollos (44%) se encuentran entre las categorias
socioecondmicas pobres y pobres extremos (22), siendo su actividad de crianza para el
autoconsumo y su sobrevivencia (22). Ellos realizan practicas de manejo ganadero extensivo, donde
el hacinamiento es minimo, con adecuado bienestar animal y econdmicamente sostenible al

alimentarlos con pastos naturales, rastrojos de cosechas y plantas medicinales (12).

En el Peru existe un largo camino para la valoracién del vacuno criollo, a quién se le denomina de
forma peyorativa como “chusco”(16), para relacionarlo con la falta de calidad productiva y

mansedumbre (16); ocasionando de este modo distarlos negativamente del ganado de raza (23).
1.2. Proteinas lacteas del vacuno y sus variantes genéticas

La leche de vaca se compone en promedio de un 86.9% de agua, 3.7% de grasa y 3.5 % de proteina
(24), esta composicién puede variar entre las diferentes razas de vacunos (ver Tabla 1). Con
respecto, al contenido proteico, las caseinas representan el 78.3% de la proteina total de la leche
(25), son fosfoproteinas y se encuentran formando micelas (26). La funcién mas importante de las
micelas de caseinas es el transporte de calcio y fosfatos en la digestion (27), las caseinas se disocian
en péptidos por acciéon de enzimas digestivas, los que funcionan como inmunomoduladores (28),
antihipertensivos (29), antimicrobianos (30), antioxidativos (31) y presentan actividad opiode (32);
a su vez, las caseinas permiten la absorcién de minerales y el buen funcionamiento del epitelio
intestinal (32). Asimismo, tienen gran valor comercial en la industria alimentaria, textil, papeleria

(33) y cosmética (34).



Tabla 1. Composicién quimica de la leche de vaca entre diferentes razas

Componente Holstein Brown Swiss Criolla Junin
Sélidos totales (%) 12.24 13.53 14.082
Proteina (%) 3.16 3.39° 3.542
Grasa (%) 3.64 4.91° 5.60°

Fuente: Elaborado en base a datos de Ensminger (1977) (35) y Garcia (2008) (36)

a,b: letras diferentes muestran diferencia significativa p<0.05

Existen cuatro tipos de caseinas, las cuales son asl-caseina, B-caseina, as2-caseina y k-caseina; los
genes que codifican estas caseinas, se encuentran en el denominado cluster caseina de 250 kb,
ubicado en el cromosoma 6 y se presentan en el siguiente orden fisico CSN1S1, CSN2, CSN152, CSN3
(37) (Ver Figura 4). Todas éstas son genéticamente polimorficas y presentan herencia mendeliana
(38); vy se ha descrito que tanto las proteinas asl-caseina, as2-caseina, B-caseina se originaron de

un gen en comun mediante duplicaciones intergénicas e intragénicas (39).

CHROMOSOME 6
250KB

CASEINS A = <
- ———

17,5x8 8,5k8 18,5k8 13xs

1 2 3 4 567 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19
48/55? 63 33 3924242424 33 2454 42 24 42 27 24 154 45 3 kb
1 2 24 5§ 6 T 8 9
48 63 2727 24 42 498 42 322
1 2 3 4 5 6 7.8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
(—“g‘\"lsz D=u=I=I:H=H=“:.4=|=H=.=D=D P
44 63 27 2142 27 27 27 2445 123 27 27 2445 120 45 266
1 2 3 9 s
C‘Ag‘\:g HZFEZD s
65 62 33 517 173

Figura 4. Organizacidn gendmica del cluster caseina. Fuente: Caroli et al. (2009)(37)

Entre los marcadores de seleccidn asistida usados en los programas de crianza de ganado lechero
se encuentran las variantes genéticas de las caseinas (40, 41), debido a que estan relacionadas con
caracteristicas diferenciadas en la leche (42). Por ejemplo, se ha reportado que la variante genética
de la k-caseina CSN3* BB esta relacionada con mayor contenido de grasa y proteina (43) a su vez, el

rendimiento quesero es 10% mayor que cuando esta presente la variante genética CSN3* AA (44).



Por otra parte, los genotipos de las caseinas se encuentran diferenciadas entre las razas vacunas.
Asi, por ejemplo, se ha reportado que las vacas de raza Simmenthal producen mayor cantidad de

leche que en Holstein al tener presente el alelo CSN2*A; de la B- caseina (45).
1.2.1. La proteina asl-caseinay sus variantes genéticas

La proteina asl-caseina representa el 40% del total de caseinas de la leche de vaca (46); es
codificado por el gen CSN1S1 de 17.5 kb presente en el cromosoma 6 vacuno (37); ademas, se han
reportado 10 variantes genéticas (47) (Ver Tabla 2). En cuanto a la variante CSN1S1*A, se caracteriza
por la ausencia de 13 residuos hidrofébicos en la posicion 14 al 26 de la proteina (48); esta pérdida
incluye a la secuencia aminoacidica Phe-Phe-Val la cual permite el clivaje de quimosina durante la
produccién del queso (49), debido a la presencia de esta variante se obtienen quesos menos
consistentes (50), a su vez dicha variante, se ha encontrado en vacas de razas taurinas como:

Hosltein, Red Holstein y German Red cattle (51, 52).

En relacidn, con las variantes CSN1S1*B y CSN1S1*C estas se diferencian por el polimorfismo de
nucledtido simple (SNP) rs43703010, el cual se encuentra en el exén 17 del gen CSN151 (47); el cual
es una mutacién puntual de transicién de adenina por guanina; lo que conlleva un cambio
aminoacidico de acido glutamico por una glicina (53). En cuanto al alelo CSN1S1*B, este es el mas
frecuente y predominante en Bos Taurus; mientras tanto, el alelo CSN151*C, es mas frecuente en

Bos indicus (54, 55).

Las razas con altas frecuencias del genotipo CSN151* BB son las razas taurinas Ayrshire (56), Milking
Shorthorn (57) y Holstein (58); ademas, el genotipo CSN1S1* BB esta relacionado con mayor
cantidad de leche y grasa que el genotipo CSN151*BC (59); y este ultimo esta relacionado con mayor
rendimiento quesero (60). Sin embargo, aun siendo predominante la frecuencia del alelo CSN1S1*B
en las razas taurinas, se puede encontrar en menor frecuencia el alelo CSN1S1*C en razas taurinas

como: Shorthorn, Guernsey, Jersey (56) y Brown Swiss (57).



Tabla 2. Variantes genéticas de la proteina asl-caseina. (Adaptado a partir de Kusnetsov et al.
(2022) (61)

Poblaciones y razas de ganado

Variantes Mutacién nucleotidica Referencia
vacuno

CSNIST*A Delecidn en la posicidon Hosltein, Red Holstein y German (48, 49, 51,

14,891-14,929 Red cattle 52)
Mayor frecuencia en Bos taurus.
CSN1S1*B Variante de referencia Ayrshire (56), Milking Shorthorn (56-58, 60)
(57) y Red Holstein (58)
L Mayor frecuencia en Bos indicus y

coniszxc  TansidonA>Genla Bos grunniens. Shorthorn, (47, 53, 55)

posicion 26,181 .
Guernsey, Jersey y Brown Swiss

CSN1S1*D Trar.1$.|<’:|on A>Genla Razas de Franlcla, Ita!la yJerseyde (46,52, 62,
posicion 17,383 Paises Bajos 63)
Transversién C>A en la

CSN1S1*E p05|c!o.nl 18,901y Bos grunniens (64, 65)
transicion A>G en la
posicion 26 181

e O

csnisirp  ransidon CTenla German Black and White (46, 51)
posicion 18 923
Insercién de 371 pares de

CSN1S1*G bases (pb) en la posicidn Italian Brown, Carora cattle (46, 66-68)
27,686-27,687

CSNISI*H Delecién en la posicion Kuriy Baule (69)
51-58
Transversién A>T en la

N1S1*| B li 7
CSN1S posicion 19,836 anyo Gudali (70)
" Transversion G>T en la .
CSN1S1%*) Sarabiy Gyr (53)

posicion 26,105

Respecto a la variante CSN1S1* D, esta se caracteriza por el cambio aminoacidico de alanina por
treonina en la posicion 53 (46); ademas la variante CSN151* D se ha reportado en varias razas
taurinas en : Francia (52), Italia(63) y Paises Bajos (62). Mientras que la variante CSN1S1*E difiere
con la variante C en el cambio de glutamina por lisina en la posicion 59 (64); asimismo, hasta el

momento esta variante ha sido reportada en Bos grunniens (65).

En el caso de la variante CSN1S1* F, se caracteriza por el cambio de leucina por serina en la posicidn
66 (46); esta variante se ha reportado en la raza taurina German Black and White (51). En cuanto a
la variante CSN1S1*G, tiene la misma secuencia de aminoacidos que la variante de referencia

CSN1S1*B, sin embargo, la presencia de una insercion de 371 pares de bases en el exon 19 (68),



genera que produzca 55% menos de la proteina asl-caseina (46, 66) y se ha reportado esta variante

en la raza taurina /talian Brown (67).

En relacion a la variante CSN1S1*H se caracteriza por la ausencia de ocho aminoacidos en la posicion
51-58 (69); y se ha reportado esta variante en la raza Kuri (69). Mientras tanto, la variante | se
caracteriza por el cambio del aminoacido glutamina por asparagina en la posicién 84 de la proteina
y se ha encontrado en la raza Banyo Gudali (70). Por ultimo, la variante J se caracteriza por el cambio
de aminoacido de valina por fenilalanina en la posicién 182 de la proteina (53); y se ha identificado

en la raza taurina Sarabi y en la raza indicina Gyr (53).

1.2.2. La proteina as2-caseinay sus variantes genéticas

La as2-caseina representa el 10% del total de caseinas de la leche de vaca (46). El gen que la codifica
(CSN1S2) tiene 5 variantes genéticas (A, B, C, D, E) (71) (ver Tabla 3). Los alelos mas frecuentes son
CSN1S2*A y CSN1S52*B que se diferencian por el SNP rs441966828 en el exdn 3 del gen (47, 55), el
cual es una mutacién puntual de transicién de citosina por timina, que conlleva un cambio
aminoacidico de serina por fenilalanina en la posicién 23 de la proteina (53). La variante CSN1S2*A
es la mas frecuente en Bos taurus (46); mientras tanto la variante CSN152*B, es mas frecuente en
Bos indicus y se usa como marcador genético para buscar ascendencia cebU en razas vacunas

europeas (55).

Respecto a la variante CSN152*C, esta se caracteriza por presentar 3 cambios aminoacidicos en las
posiciones 33 (glutamina por glicina), 47 (alanina por treonina) y 130 (treonina por isoleucina) (37);
a su vez dicha variante, se ha encontrado en yaks de Nepal y Mongolia (Bos grunniens) (64). En el
caso de la variante CSN152*D, se caracteriza por la delecién de 9 aminoacidos en la posicién 51 a 59
de la proteina (46); a su vez esta variante, esta relacionado con menor contenido de caseinas en la
leche (72) y se ha reportado en vacas de razas taurinas Vosgienne, Montbeliarde (52) y Asturiana
(73). Por ultimo, la variante CSN1S2*E caracterizada por el cambio aminoacidico de valina por

isoleucina en la posicién 22 de la proteina, la cual se ha identificado en la raza taurina Sarabi (53).



Tabla 3. Variantes genéticas de la proteina as2-caseina. (Adaptado a partir de Kusnetsov (2022)
(61)

Poblaciones y razas de

Variantes Mutacidn nucleotidica Referencia
ganado vacuno

CSN1S2*A Variante de referencia Bos taurus (46)

CSN1S2*B Transicién C>T en la posicion 6,227 Bos indicus (55)

Transicién A>G en la posicién 7,568,
CSN1S2*C transicion G>A en la posicion 8,401 y Bos grunniens (37)
transicién C>T en la posicion 11,018

Deleciéon en la posicién 8,853-8,879

. S Vosgienne (46, 52,72

* 7 ’ ’ ’

CSN1S2*D y transversién G>T en la posicidn Montbeliarde, Asturiana 73)
8,879

CSN1S2*E Transicién G>A en la posicion 6,223 Sarabi (53)

1.3. Caracterizacion genética de las caseinas en poblaciones de vacunos peruanos

En nuestro pais se han realizado estudios de caracterizacidon genética de caseinas en diferentes
poblaciones de vacunos de razas y criollos (ver Tabla 4); asi, por ejemplo, se han estudiado las

variantes genéticas de las proteinas k-caseina (74-77) y B-caseina (78).

Respecto a las variantes de la proteina k-caseina, se realizaron estudios en poblaciones de vacunos
criollos del departamento de Junin, donde se encontrd frecuencias de las variantes CSN3*A y
CSN3*B de 0.59 y 0.41, respectivamente (75); mientras, en el departamento de Ancash se encontré
frecuencias de las variantes CSN3*A de 0.64 y CSN3*A de 0.5, en las comunidades de Huashcao y
Ticllos, respectivamente (77); asi mismo, en Ayacucho se obtuvo frecuencias de las variantes
CSN3*Ay CSN3*B de 0.37 y 0.63, respectivamente (76); y en Cajamarca se reporto frecuencias de
las variantes CSN3*A de 0.55 y CSN3*B de 0.45 (74).

Por otro lado, respecto a la proteina B-caseina en vacunos criollos de Apurimac, se reportd que la
frecuencia de las variantes CSN2*A; de 0.29 y CSN2*A; de 0.71; a su vez, en la raza Holstein se

encontrd una frecuencia de las variantes CSN2*A; de 0.43 y CSN2*A, de 0.57 (78).

En este contexto, se realizd este estudio con el propdsito de caracterizar genotipicamente las

variantes de las proteinas asl-caseina y as2-caseina en cuatro poblaciones de ganado vacuno.



Tabla 4. Frecuencias alélicas de las proteinas k-caseina y B-caseina en poblaciones de ganado

vacuno peruano

Proteina/gen Poblaciones de vacunos Frecuencias alélicas Referencia
criollos Ca A:0.55 7
riollos Cajamarca B:0.45 (74)
i , A:0.59
Criollos Junin B: 041 (75)
, A:0.37
- CSN i
k-caseina/ CSN3 Criollos Ayacucho B: 063 (76)
A: 0.64
: 1
Criollos Ancash B:0.36 (77)
A:0.50
: 2
Criollos Ancash B:0.50 (77)
A1: 0.2
Criollos Apurimac Al_ 8 72 (78)
B-caseina/ CSN2 AZ: 0.43
. . 1. .
Holstein La Libertad Ay 0.57 (78)

1: Comunidad de Huashcao, 2: Comunidad de Ticllos
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2. HIPOTESIS

Las frecuencias genotipicas de las proteinas lacteas asl-caseina y as2-caseina, son diferentes en

cuatro poblaciones de vacunos Brown Swiss, Holstein, criollos de Apurimac y Amazonas.

3. OBIJETIVOS
3.1. Objetivo general

e (Caracterizar genotipicamente las proteinas lacteas asl-caseina y as2-caseina, en cuatro

poblaciones de vacunos Brown Swiss, Holstein, criollos de Apurimac y Amazonas.
3.2. Objetivos especificos

e Determinar las frecuencias genotipicas y alélicas de las variantes genéticas de las proteinas
lacteas asl-caseinay as2-caseina, en cuatro poblaciones de vacunos Brown Swiss, Holstein,
criollos de Apurimac y Amazonas.

e Estimar estadisticamente el andlisis de la desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg, el

indice de Fijacién (Fs7) y el coeficiente de Endogamia(f).
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4. MATERIALES Y METODOS

Con el objetivo de realizar la caracterizacién genotipica de las proteinas asl-caseina y as2-caseina
en cuatro poblaciones de vacunos Brown Swiss, Holstein, criollos de Apurimacy Amazonas, se utilizé
la técnica de HRM para identificar los genotipos CSN1S1* BB, CSN1S1*BC y CSN1S1*CC de la
proteina asl-caseina y los genotipos CSN1S2* AA, CSN1S2*AB y CSN1S2*BB de la proteina as2-
caseina. Asignados los genotipos por cada individuo, se realizaron los calculos de las frecuencias
genotipicas y alélicas; seguidamente, se evalud el Equilibrio de Hardy-Weinberg y Fsr de cada una

de las poblaciones (Ver flujograma Anexo E).

4.1. Muestras de ADN vacuno

Las muestras de ADN de vacunos criollos de Apurimac y Amazonas y de raza Brown Swiss,
Holstein procedieron del Banco de ADN de Animales de Granja de la Direccion de Recursos y
Biotecnologia del Instituto Nacional de Innovacidn Agraria (INIA) (Ver Anexo A). El Banco de ADN
de Animales de Granja del INIA entre sus principales funciones es preservar material genético

que represente la realidad de los recursos zoogenéticos de nuestro pais.

Para calcular el tamafo muestral se utilizé la formula propuesta por Kish (1982) (79),
considerando un nivel de confianza del 90%, se considerd un p de 0.5 (al tratarse de marcadores
genéticos bialélicos, se asume que los dos alelos de cada marcador genético se encuentran en
la misma proporcion) y un error absoluto permitido del 10%; empleando la férmula que se

detalla a continuacion.
Siendo:

_ Z+p+(-p)=N
n_N*e2+zz*p*(1—p)

N= tamafio poblacional

n = tamafo muestral

p = probabilidad a favor o proporcidén que se espera encontrar

z = desviacidn estandar para lograr el nivel de confianza deseado

e= error absoluto permitido
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La caracterizacion genotipica se realizé utilizando muestras de ADN de cuatro poblaciones de
vacunos, las cuales estuvieron conformadas por: 96 muestras pertenecientes a la raza Holstein
y 97 a Brown Swiss; mientras que las de ganado vacuno criollo 99 muestras provinieron del

departamento de Apurimac y 69 de Amazonas (ver Tabla 5).

En cuanto a las caracteristicas de los vacunos criollos, su crianza es extensiva al pastoreo, existe
intercambio de animales y problemas de abigeato. Ademas, su reproduccién es natural y los
ganaderos no emplean registros productivos ni genealdgicos, lo que hace que se desconozcan

las caracteristicas productivas y de parentesco de los individuos.

En el presente estudio, se eligid a las razas Holstein y Brown Swiss por ser las razas con mayor
distribucidn en nuestro pais; en cuanto, a la eleccidn de vacunos del departamento de Apurimac,
se eligid dicha regidon por tener el mayor porcentaje de vacunos criollos (87.90%) por
departamento (Ver Anexo C). En el caso del departamento de Amazonas se eligié por presentar
uno de los menores porcentaje de criollos y porque son escasos los estudios de caracterizacién

de los vacunos de este departamento (Ver Anexo C).

Por el contrario, los vacunos de raza son de pastoreo intensivo, su reproduccién estd controlada
por inseminacién artificial y tienen un registro productivo y genealdgico.

Tabla 5. Cantidad de individuos en las poblaciones en estudio

L, Tamano Tamafio muestral Tamafio muestral
Poblacion . .
poblacional* calculado utilizado
Holstein La Libertad 31,124 67 96
Brown Swiss La Libertad 18,012 67 97
Criollo Apurimac 290,381 67 99
Criollo Amazonas 153,092 67 69

*A partir del IV Censo Nacional Agropecuario de 2012 se obtuvo la informacidn sobre el tamafio

de la poblacion.

4.2. Aspectos éticos

El proyecto de investigacién, con cddigo de inscripcidn SIDISI: 208426, fue presentado y aprobado

por el Comité Institucional de Etica para el uso de Animales (CIEA) de la Universidad Peruana
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Cayetano Heredia (UPCH), bajo la categoria de revision EXPEDITA registrada en la constancia 041-
09-2022 (Ver Anexo B).

Asimismo, al tratarse de animales de granja que no son originarios de Peru, no fue necesario tener
el permiso de autorizacién de acceso a los recursos genéticos aprobado por el Ministerio del

Ambiente en coordinacion con el Instituto Nacional de Innovacion Agraria.

Cabe indicar que el Banco de ADN de Animales de granja del INIA, obtuvo el material genético
presente en su banco mediante procedimientos estandarizados y respetando el bienestar animal. A
su vez, la labor de la colecta de material bioldgico y extraccion de sangre fue realizada por
zootecnistas especializados en animales de granja, que trabajan en el INIA y las Estaciones
Experimentales de este ultimo, en los departamentos de Apurimac y Amazonas. Asimismo, la

informacidn del ganado vacuno y de sus propietarios es de acceso reservado.

4.3. Genotipificacion de las proteinas lacteas asl-caseina y as2-caseina por la técnica de

curvas de disociacion de alta resolucién (HRM)

La técnica de HRM es un analisis post-PCR que permite genotipificar polimorfismos de nucleétido
simple mediante el analisis de la disociacidn de las cadenas de ADN. La reaccién de amplificacion se
realizd en un termociclador de tiempo real QuantStudio 5 (Applied Biosciences,India) y con un
colorante fluorescente que intercala en la doble hebra de ADN, al aumentar la temperatura las
cadenas dobles sintetizadas se separaron emitiéndose fluorescencia captada por el equipo, y a su

vez, estos datos producidos permitieron la construccién de las curvas de HRM.

4.3.1. Detalles de los controles de la genotipificacion por HRM de las variantes genéticas
de las proteinas asl-caseina (CSN1S1* B y CSN1S1*C) y as2-caseina (CSN1S2* Ay
CSN1S2*B)

a) Controles de genotipificacion de las variantes genéticas de la proteina asl-caseina

(genotipos CSN1S1* BB, CSN1S1*BCy CSN1S1*CC)

Para la realizacion del ensayo de HRM se utilizaron como controles muestras que por
secuenciamiento previamente fueron genotipificados y se las denomind muestras-control (ver
Anexo D); donde las muestras-control se obtuvieron por amplificacion por PCR convencional

haciendo uso de los cebadores CSN151-F223:5° CACTGT TGC TTT TTC AAT GGT C 3"y CSN1S1-R223:
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5° AAG GCA ACA ATA TGC AGT CAT TT 37; disefiados por Jann et al. (2002) (80), obteniendo un

producto de amplificacién de 225 pares de bases.

La reaccién procedié con 0.02 mM dNTPs, 2.5 mM MgCl2, 0.3 uM cebadores en el termociclador
convencional Vapo.protect (Eppendorf, EEUU) con ciclos de temperatura iniciando la denaturacién
a 94 °C por 5 minutos; seguido por 15 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 40 segundos a 66 °Cy 1 minuto
a 72 °C; luego 10 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 40 segundos a 56 °C y 1 minuto a 72 °C y una

extension final de 10 minutos a 72°C

Posteriormente las muestras-control se purificaron agregando 1:1 v/v de isopropanol helado, 1:4
v/v acetato de sodio 3M pH 5y 1:4 v/v de EDTA, se mezclé por inversion e incubd por 20 minutos a
-80 °C, y se centrifugd por 20 minutos a 13 000 rpm con rampa suave a 4°C; posteriormente se
realizaron dos lavados con 1:10 v/v de etanol 95% y un lavado con 1:10 v/v de etanol 70%,
seguidamente se dejé secar a temperatura ambiente y se resuspendié en buffer TE 10:1 para su uso.
Por ultimo, se realizaron diluciones seriadas de las muestras-control y se determind usar en una

dilucién 1:1000 v/v en los ensayos de HRM.

b) Controles de genotipificacion de las variantes genéticas de la proteina as2-caseina
(genotipos CSN1S2* AA, CSN1S2*AB y CSN1S2*BB)

Para la realizacién del ensayo de HRM se utilizaron como controles fragmentos sintetizados de ADN
de doble cadena gBlocks Gene Fragments (Integrated DNA Technologies, EEUU), a los cuales se les
denomind controles-sintéticos (ver Anexo D); que fueron resuspendidos en agua de grado
molecular, segln las indicaciones del fabricante. Posteriormente, se realizé la cuantificacion
espectrofotométrica de los controles-sintéticos, haciendo uso del Nanodrop (Thermofisher, EEUU)
y se diluyd a una concentracion de 5 ng/uL para su uso como controles de los genotipos CSN152*
AA y CSN1S2*BB; asimismo, en el caso del genotipo heterocigoto se usé una mezcla 1:1 v/v de los

dos genotipos homocigotos.

4.3.2. PCR en tiempo real y analisis por HRM de las variantes genéticas de la proteina
asl-caseina
La reaccidn de PCR del ensayo HRM procedié en un volumen final de 15 pL, conteniendo en una
concentracion final de 2.5 X MeltDoctor™ HRM Master Mix (Thermofisher, USA) 0.3 uM cebadores
y 1 pL de DNA 20 ng/uL y haciendo uso de los cebadores disefiados usando el programa Primer3,

siendo estos aSIHRM-F: 5’- TGA CAT CCC TAATCC CAT T-3’ y aS1IHRM-R: 5’-TTG ATA AGG CAA CAA
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TAT GCT T-3’. Los ciclos de temperatura del PCR iniciaron con la denaturacidn a 95 °C por 10 minutos;

seguido por 40 ciclos de 15 segundos a 95 °C, 1 minuto a 60 °C.

Posteriormente para el ensayo HRM post-PCR, se subiod la temperatura a 95 °C por 10 segundos y
disminuyendo a una tasa de 0.5 °C/ciclo la temperatura hasta 56 °C, luego se volvid a elevar la
temperatura a 95 °C por 15 segundos, la cual fue disminuyendo a una tasa de 0.5 °C/ciclo hasta 60°C

adquiriendo de forma continua la fluorescencia por cada cambio en la temperatura.

4.3.3. PCR en tiempo real y analisis por HRM de las variantes genéticas de la proteina
as2-caseina
La reaccion de PCR del ensayo HRM procedié en un volumen final de 15 pL, conteniendo en una
concentracién final de 2.5 X MeltDoctor™ HRM Master Mix (Thermofisher, USA) 0.3 uM cebadores
y 1 puL de DNA 20 ng/ulL y haciendo uso de los cebadores disefiados usando el programa Primer3,
aS2HRM-F: 5’-TTG CTT TTG TTT GTA GAC GA-3’ y aS2HRM-R: 5’-GGT CAT ATT CTG TTT TTA CTA ACC
T-3'. Los ciclos de temperatura del PCR iniciaron con la denaturacion a 95 °C por 10 minutos; seguido

por 35 ciclos de 15 segundos a 95 °C, 1 minuto a 58 °C.

Posteriormente para el ensayo HRM post-PCR, se subié la temperatura a 95 °C por 10 segundos y
disminuyendo a una tasa de 0.5 °C/ciclo la temperatura hasta 56 °C, luego se volvid a elevar la
temperatura a 95 °C por 15 segundos, la cual fue disminuyendo a una tasa de 0.5 °C/ciclo hasta 60°C

adquiriendo de forma continua la fluorescencia por cada cambio en la temperatura.

4.3.4. Analisis de datos de genotipificacion por HRM

Las curvas melting del HRM fueron analizadas usando la herramienta HRM analysis de la plataforma
CloudDashboard Thermoscientific (Disponible en URL: https://apps.thermofisher.com/apps/spa/).
En este programa se realizé la normalizacion de la data cruda, la identificacidon de la Temperatura

Melting (Tm) y la construccidon de las curvas de identificacion de los genotipos.

a) Construccion de las curvas de identificacion de los genotipos de la proteina asl-caseina

Para la construccidén de las curvas de identificacion de los genotipos CSN1S1* BB, CSN1S1*BC vy
CSN1S1*CC, se usé como referencia las muestras-control; los cuales permitieron el agrupamiento
de los genotipos homocigotos y heterocigotos representados con curvas unimodales y sinusoidal,
respectivamente. Asimismo, se posiciond a la muestra-control homocigoto AA (CSN151*BB) en el
eje X de la gréfica de identificacién de los genotipos, lo cual permitié que la muestra-control
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homocigoto GG (CSN1S1*CC) se disponga por encima de la grafica y la muestra-control heterocigoto
AG (CSN151*BC) se disponga como una curva oscilante; y el resto de las muestras agruparon con

cada una de las muestras-control.

b) Construccion de las curvas de identificacion de los genotipos de la proteina as2-caseina

Para la construccién de las curvas de identificacion de los genotipos CSN1S2* AA, CSN1S2*AB y
CSN1S2*BB, se usé como referencia los controles-sintéticos; los cuales permitieron el agrupamiento
de los genotipos homocigotos y heterocigotos representados con curvas unimodales y sinusoidal,
respectivamente. Asimismo, se posiciond al control-sintético homocigoto TT (CSN1S2*BB) en el eje
X de la gréfica de identificacion de los genotipos, lo cual permitié que el control-sintético
homocigoto CC (CSN1S2*AA) se disponga por encima de la gréafica y el control-sintético heterocigoto
se disponga como una curva oscilante; y el resto de las muestras agruparon con cada uno de los

controles-sintéticos.

4.4. Validacion de los ensayos de HRM por secuenciamiento de Sanger

Para optimizar el método de HRM-PCR se realizd el secuenciamiento de Sanger se seleccionaron
ciento doce (112) muestras para secuenciar el exén 17 del gen CSN1S1. El secuenciamiento de
productos de amplificacion por PCR de noventa y seis (96) muestras elegidas al azar se llevd a cabo
en Macrogen (Korea) y dieciséis (16) muestras elegidas por conveniencia en el Laboratorio de

Gendmica y Biologia Molecular del INIA.

Mientras que se seleccionaron sesenta y tres (63) muestras para secuenciar el exén 3 del gen de
CSN1S2, en el Laboratorio de Gendmica y Biologia Molecular del INIA, de los cuales se eligieron al
azar 40 correspondientes al genotipo CSN152*AA y por conveniencia veintidds (22) con el genotipo

CSN1S2*AB y uno (1) con el genotipo CSN1S2*BB.

En este ultimo caso, se realizé amplificaciones por PCR, los amplicones se purificaron con lavados
de isopropanol y etanol 70°C y se realizé la reaccidon de secuenciacién haciendo uso de 1 plL de los
amplicones purificados, 0.0625 X BigDye Terminator v3.1 y 0.15 uM de uno de los 2 cebadores
(forward o reverse) y una programacion de ciclaje de 95 °C por 3 minutos, seguido por 30 ciclos de
96 °C por 10's, 50 °C por 30 s y 60 °C por 150 segundos. Esta reaccidn fue purificada haciendo uso
de los reactivos del MICLAB’s BigDye sequencing Clean up kit (MCLAB, EEUU) siguiendo el protocolo

sugerido por el kit; y los productos fueron separados en el analizador genético ABI 3500XL.
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Seguidamente, los cromatogramas obtenidos fueron analizados haciendo uso del software
bioinformatico Unipro UGENE(81) y del software Codon Aligner (CodonCode Corporation, Dedham,
Massachusetts). A continuacién, se detallan las condiciones de la amplificacidon por PCR que se llevé

a cabo para secuenciar las muestras de ADN y confirmar los resultados del HRM

a) Amplificacion por PCR para secuenciar los genotipos de las variantes de la proteina as1-
caseina

Condicién 1. Noventa y seis (96) muestras que fueron elegidas al azar se amplificaron por PCR
utilizando los cebadores aS1HRM-F: 5’- TGA CAT CCC TAA TCC CAT T-3’ y aS1HRM-R: 5’-TTG ATA
AGG CAA CAA TAT GCT T-3'. La reaccidon de PCR procedié con 0.2 mM de dNTPs, 2.5 mM de MgCl2,
0.3 uM de cebadores y 0.08 U de Tag DNA polimerasa (/nvitrogen, USA); con ciclos de temperatura
de denaturacién a 95 °C por 5 minutos, seguido por 35 ciclos de 95 °C por 30 s, temperatura de

alineamiento 56 °C por 40 s y 72 °C por 30 s y un ciclo de extension de 72 °C por 15 minutos.

Condicidn 2. Dieciséis (16) muestras que fueron elegidas por conveniencia se amplificaron por PCR
utilizando los cebadores disefiados por Jann et al. 2002 (80); siendo estos CSN1S1-F: 5° CACTGT TGC
TTT TTC AAT GGT C 3’y CSN1S1-R: 5° AAG GCA ACA ATA TGC AGT CAT TT. La reaccion de PCR
procediéo con 0.2 mM de dNTPs, 2.5 mM de MgCl;, 0.3 Mm, 0.08 U de Tag DNA polimerasa
(Invitrogen, USA) y 20 ng de ADN; con ciclos de temperatura de denaturacion a 95 °C por 2 minutos,
seguido por 35 ciclos de 95 °C por 30 s, temperatura de alineamiento de 56 °C por 30 sy 72 °C por

1 minuto y un ciclo de extensidn de 72 °C por 10 minutos.

b) Amplificacion por PCR para secuenciar los genotipos de las variantes de la proteina as2-

caseina

Para la amplificaciéon por PCR del exdn 3 del gen CSN1S2 se utilizaron cebadores disefiados por
Ibeagha-Awemu et al. 2007 (55), siendo estos BaS2_6090F: 5'-CCT AAA AGT CTC TTG CCA TC-3'y
BaS2_6342R: 5" ACA GTT CTA GAC TCA CTG GAG A 3'. La reaccion de PCR procedié con 0.2 mM de
dNTPs, 2.5 mM de MgCl,, 0.3 uM de cebadores y 0.08 U de Tag DNA polimerasa (Invitrogen, USA,
con ciclos de temperatura de denaturacién de 95 °C por 2 minutos, seguido por 35 ciclos de 95 °C
por 30 s, temperatura de alineamiento de 60 °C por 30 sy 72 °C por 1 minuto y un ciclo de extension

de 72 °C por 10 minutos.
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4.5, Analisis estadistico

La relacién entre el genotipo (CSN1S1* BB, CSN1S1*BC, CSN1S1*CC, CSN1S2* AA, CSN1S2*AB y
CSN1S2*BB) y el tipo de poblacidn (Vacunos de raza Holstein, Brown Swiss, Criollos de Apurimacy
Amazonas) fue estimado mediante Chi-cuadrado. A partir de estas frecuencias genotipicas se
determind las frecuencias alélicas usando el cddigo de Ldrusson (2021) (82) y la desviacion del
Equilibrio de Hardy-Weinberg fue calculada mediante la prueba de Chi cuadrado usando el paquete

HardyWeinberg en R.

El indice de Fijacion (Fst) y el coeficiente de endogamia (f) fueron calculados con el software
Genealex (83), segun lo planteado por Wright (1965) (84); asimismo, para la interpretacion de los
valores del Fst se tomd en cuenta las categorias de diferenciacidon genética segun los valores que
toma el Fst como: poca diferenciacion genética (0 < Fst < 0.05), diferenciacidn genética moderada
(0.05 < Fst< 0.15), gran diferenciacién genética (0.15 < Fst < 0.25) y diferenciacion genética muy
grande (0.25 < Fs7) (84). Para interpretar los valores del coeficiente de endogamia (f) es necesario
tomar en cuenta los valores de la Heterocigocidad observada (H,) y Heterocigocidad esperada (He),
en el caso de valores de f=0 (H. =H,) no hay endogamia y las frecuencias genotipicas no presentan
desviacion del HWE; mientras que valores de f>0 (He >Ho) representa que las frecuencias genotipicas
presentan desviacion del HWE por un exceso de homocigotos y en el caso de f<0 (He<H,) representa

que las frecuencias genotipicas presentan desviacién del HWE por un exceso de heterocigotos (85).

5. RESULTADOS

5.1. Genotipificacion de las proteinas lacteas asl-caseina y as2-caseina, por la técnica de curvas
de disociacion de alta resoluciéon (HRM) Genotipificacion de las variantes genéticas de la
proteina asl-caseina (genotipos CSN1S1* BB, CSN1S1*BCy CSN1S1*CC)

En la Figura 5, se muestra las curvas de identificacién de los genotipos de la proteina asl-caseina,

distinguiéndose los genotipos homocigotos representados con curvas unimodales, siendo el

genotipo CSN151*BB (curvas de color verde claro) y CSN151*CC (curvas de color violeta) con mayor

y menor tamanfo de curva, respectivamente. Mientras que, el genotipo heterocigoto CSN1S1*BC se

representa con curvas de forma sinusoidal (curvas de color verde oscuro).

En la Figura 6, se muestran los cromatogramas de las secuencias de los genotipos de la proteina as1-
caseina, corroborando asi el resultado de genotipificacion por individuo, que previamente ha sido

determinado por el método HRM (ver Tabla 6). Ademas, se observa la posicion del SNP rs43703010
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(icono triangular) en cada secuencia; es asi que en esta posicidn existe un solo pico correspondiente
al nucledtido adenina en el caso del genotipo CSN1S1*BB. Mientras que en el genotipo CSN151*CC
se presenta un pico correspondiente al nucledtido guanina y se observan dos picos en el
cromatograma del genotipo CSN151*BC correspondiente a los nucledtidos adenina y guanina (ver

Figura 6).

Las muestras secuenciadas por Sanger fueron ciento doce (112), las cuales correspondieron a los
genotipos determinados por HRM, lo cual indica que la genotipificacién por esta técnica permite

discriminar los tres genotipos (ver Tabla 6).

CSNISI*BB (AA)
mm— CSN1SI*BC (AG)
 CSN1S1*CC (GG)

Figura 5. Identificacién de los genotipos de la proteina asl-caseina mediante el andlisis de
curvas de disociacion de alta resolucion.

20



b) ZFer s oo eoes @

c) |& G G

GTGGAAAGACTA

Figura 6. Cromatogramas de las variantes genéticas de la proteina asl-caseina.
a) genotipo CSN1S1*BB, b) genotipo CSN1S1*BCy c) genotipo CSN1S1*CC
¥ posicién del SNP rs43703010

Tabla 6. Correspondencia de secuenciamiento y del analisis HRM respecto a las variantes de la
proteina asl-caseina

Variantes CSN1S1 (rs43703010)
BB BC cc Total

HRM Sec. Sanger HRM Sec. Sanger HRM Sec. Sanger

95 95 10 10 7 7 112

b) Genotipificacion de las variantes genéticas de la proteina as2-caseina (genotipos
CSN1S2* AA, CSN1S2*AB y CSN1S2*BB)
En la Figura 7, se muestra las curvas de identificacién de los genotipos de la proteina as2-caseina,
es asi que el genotipo homocigoto CSN1S2*AA esta representado como una curva unimodal (curvas
de color anaranjado), el genotipo CSN1S2*BB estd representado con curvas paralelas al eje “x”

(curvas de color violeta) y el genotipo heterocigoto CSN1S2*AB se representa con curvas de forma

sinusoidal (curvas de color azul).
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m— CSN1S2*AA (CC)
e CSN1S2*AB (CT)
s CSN1S2*BB (TT)
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Figura 7. Identificacidén de los genotipos de la proteina as2-caseina mediante el andlisis de curvas

de disociacién de alta resolucién

En la Figura 8, se muestran los cromatogramas de las secuencias de los genotipos de la proteina as2-
caseina. En cada uno de estos se observa la posicion del SNP rs441966828 (icono triangular); es asi
qgue en esta posicidn existe un solo pico correspondiente al nucleétido citosina en el caso del
genotipo CSN1S2*AA, de igual forma se presenta el nucledtido timina para el genotipo CSN152*BB;
por otra parte, se observa dos picos en el cromatograma del genotipo CSN152*AB correspondiente

a los nucledtidos citosina y timina.

El secuenciamiento por Sanger confirmé los resultados de los genotipos CSN1S2*AA y CSN1S2*BB,
obtenidos por HRM. Sin embargo, en el caso de los heterocigotos CSN1S2*AB genotipados por HRM,
solo 13 corresponden al genotipo CSN1S2*AB para el SNP rs441966828; por el contrario, los otros
9 son heterocigotos en la posicion del SNP rs460423501 que se encuentra al lado del SNP en estudio
en el mismo coddn (ver Figura 9). Por lo que se determind que esos 9 individuos tendrian el genotipo

CSN1S2*AA (Ver Tabla 7), siendo estas muestras de individuos de la raza Holstein.
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Figura 8. Cromatogramas de las variantes genéticas de la proteina as2-caseina.
a) genotipo CSN1S2*AA, b) genotipo CSN1S2*AB y c) genotipo CSN152*BB

w : posicion del SNP rs441966828

C

100 102 104 106 108 110 112 98 100 102 104 106 108 110
CATGTCTCCTCCAGT CATGTCTCCTC CCAGT
SNP 15441966828 SNP 15460423501
T(T/C) C T C (T/C)

CSN1S2*AB

Figura 9. Cromatogramas de los SNPs rs441966828 y rs460423501.
w : posicion del SNP rs441966828, ® : posicion del SNP rs460423501
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Tabla 7. Correspondencia HRM y secuenciacidn Sanger respecto a las variantes de la proteina as2-
caseina

Variantes CSN1S2 (rs441966828)

Poblacion de AA AB BB Total
ota
vacunos HRM Sec. HRM Sec. HRM Sec.
Sanger Sanger Sanger
Holstein 9 o* 9
Brown Swiss 3 3 2 2 5
Criollo Apurimac 23 23 3 3 1 1 27
Criollo Amazonas 14 14 8 8 22

5.2. Frecuencias genotipicas, alélicas y determinacion de la desviacién de HWE

En la Tabla 8 se muestran las frecuencias genotipicas y alélicas de las variantes genéticas
(CSN1S1*BB, CSN1S1*BC, CSN1S1*CC, CSN1S2*AA, CSN1S2*AB, CSN1S2*BB) en cada una de las
cuatro poblaciones. Con respecto a las variantes genéticas de la proteina asl-caseina, la raza
Holstein presentd la mayor frecuencia del genotipo CSN151*BB con 99 %, a diferencia de los vacunos
criollos de Apurimac y Amazonas con 53.5 y 56.5 %, respectivamente. Sin embargo, se observé que
los vacunos criollos de Amazonas y Apurimac presentaron mayor frecuencia de heterocigotos
CSN1S1*BC con 42.0 y 33.3 %, respectivamente, en comparacién a los vacunos de raza (Holstein y

Brown Swiss) con menos del 15.5 %.

En cuanto a las variantes genéticas de la proteina as2-caseina, el genotipo CSN1S2*AA es el mas
frecuente; la raza Holstein presentd una frecuencia de 100%, siendo esta la mayor frecuencia
encontrada en Brown Swiss, Apurimac y Amazonas con 97.9, 96 y 88.4 %, respectivamente. Por el
contrario, respecto al genotipo heterocigoto CSN1S2*AB, los vacunos criollos de Amazonas,
Apurimacy Brown Swiss presentaron frecuencias de 11.6, 3.0y 2.1 %, respectivamente, a diferencia

del ganado Holstein, en el que no se encontraron heterocigotos.

Tabla 8. Frecuencias genotipicas (%) de las proteinas asl-caseina y as2-caseina

Proteina Holstein (%) Brown Swiss (%) Apurimac (%) Amazonas (%)
Gen n=96 n=97 n=99 n=69
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asl-caseina BB BC CC BB BC CC BB BC CC BB BC CC
CSN1S1 9.0 10 00 835 155 10 535 333 131 565 420 14
R? = 69.62, df = 4, p<0.05, p-value = 2.736xe™*

as2-caseina AA AB BB AA AB BB AA AB BB AA AB BB
CSN1S2 100 00 00 979 21 00 960 3.0 1.0 884 116 0.0
R2 =9.66, df = 4, p<0.05, p-value = 0.04

Por lo que se refiere a las frecuencias alélicas (ver Tabla 9), en la proteina asl-caseina, el alelo
CSN1S1*B es el mas frecuente en las cuatro poblaciones; en particular, los vacunos de raza Holstein
y Brown Swiss presentaron frecuencias alélicas de 0.99 y 0.92, respectivamente; en contraste con
los vacunos criollos de Amazonas y Apurimac con frecuencias de 0.78 y 0.70, de forma respectiva.
Ahora bien, en cuanto al alelo CSN1S1*C se encontrd que en vacunos de raza Brown Swiss y Holstein
es menos frecuente con 0.08 y 0.01, correspondientemente; mientras, que en los vacunos criollos
de Apurimac y Amazonas se obtuvo frecuencias de 0.30y 0.22, en el orden dado. En relacién con la
proteina as2-caseina, el alelo CSN1S2*A es el mas frecuente en las cuatro poblaciones de ganado
Holstein, Brown Swiss, criollos de Apurimac y Amazonas con frecuencias cercanas a la fijacién de

1.00, 0.99, 0.97 y 0.94, correspondientemente.

Por otro lado, al analizar la desviacidon del equilibrio Hardy-Weinberg (HWE) en las cuatro
poblaciones mencionadas (ver Tabla 9) mediante el calculo de Chi cuadrado, respecto a la proteina
asl-caseina las poblaciones de vacunos de raza Holstein, Brown Swiss y criollos de Amazonas no
presentaron desviacién del equilibrio de HWE no significativa (P>0.05); sin embargo, la poblaciéon
de vacunos criollos de Apurimac presentd desviacién del equilibrio de HWE significativa (P<0.05),

que se debe a que la Ho es menor que He lo que indica exceso de homocigotos.

A su vez, en relacion con la proteina as2-caseina solo la poblacién de vacunos criollos de Apurimac
presentd desviacion del equilibrio de HWE altamente significativa (P<0.001); asimismo, los valores
del coeficiente de endogamia f fueron significativos en las poblaciones de ganado criollo de
Apurimac y Amazonas fueron 0.38 (p<0.01) y -0.06 (p< 0.001), respectivamente; indicando exceso
de homocigotos en los vacunos criollos de Apurimac ( y exceso de heterocigotos en el caso de los

vacunos criollos de Amazonas (ver Tabla 9).
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Tabla 9. Frecuencias alélicas, Test del equilibrio de Hardy-Weinberg estimado con Chi cuadrado y
Coeficiente de endogamia de las proteinas asl-caseina y as2-caseina de cuatro poblaciones de

vacunos
asl-caseina

Frecuencias alélicas HWE Coeficiente de endogamia (f)
Poblaciones CSN1S1*B (CSN1S1*C X2 p-valor Ho He f p-valor
Holstein 0.99 0.01 0 096" 0.01 001 0.00 0.85"
Brown Swiss 0.92 0.08 0.11 0.75™ 0.15 0.16 0.03 0.79"s
Crioll ”
rioros 0.7 03 4.09 004 033 042 020 007"
Apurimac
ioll
Criollos 0.78 0.22 2.94 0.09" 042 035 -021 0.15"s
Amazonas

as2-caseina

Frecuencias alélicas HWE Coeficiente de endogamia (f)
Poblaciones CSN1S2*A CSN1S52*B X2 p-valor Ho He f p-valor
Holstein 1 0 monomérfico - 0.00 0.00 0.00 0.63"
Brown Swiss 0.99 0.01 0.01 0.92"™ 0.02 0.02 0.00 0.39"
Criollos 0.97 0.03 14.63 0.00°* 0.3 005 038 002"
Apurimac
Criollos 0.94 0.06 0.26 061" 0.12 011 -0.06 0.00"
Amazonas

Ho: Heterocigosidad Observada, He: Heterocigosidad esperada, f: Coeficiente de endogamia,
X2 Chi cuadrado, n.s.= no significativo, * P<0.05, ** P<0.01,

5.3. Analisis del indice de Fijacion (Fsr)

*kk

P<0.001

Los resultados del analisis del indice de Fijacidn (Fsr) entre las cuatro poblaciones de vacunos

(Holstein, Brown Swiss, criollos de Amazonas y Apurimac), indican diferentes grados de

diferenciacidn genética por pares de poblaciones comparadas (ver Tabla 10y 11). En relacién con la

proteina asl-caseina, al comparar los valores de estadistico Fsr de los vacunos de la raza Holstein

con los criollos de Apurimac y Amazonas se obtuvo valores altamente significativos (P<0.01) de 0.28

y 0.24, respectivamente (ver Tabla 10); indicando en ambos casos una gran diferenciacion genética

entre los vacunos criollos y la raza Holstein. Por otra parte, respecto de los vacunos de raza Brown

Swiss comparada con los criollos de Apurimac y Amazonas se obtuvo valores altamente significativos

26



(P<0.01) de 0.13 y 0.07, correspondientemente: indicando una diferenciaciéon genética moderada

entre vacunos criollos y la raza Brown Swiss.

Por lo que se refiere entre vacunos de raza, al comparar Holstein con Brown Swiss se obtuvo un
valor de Fst altamente significativos (P<0.01) de 0.07 (ver Tabla 10); lo que indica que es una
diferenciacidon genética moderada; ahora bien, al comparar los vacunos criollos de Apurimac y
Amazonas se obtuvo un valor de Fst no significativo (P>0.05) de 0.01.

Tabla 10. Valores de indice de Fijacién (Fsr) de la proteina asl-caseina de cuatro poblaciones de
vacunos

Poblaciones en comparacion Fst P-valor Significancia
Holstein-Brown Swiss 0.07 0.01 ok
Holstein-Apurimac 0.28 0.01 ok
Holstein-Amazonas 0.24 0.01 *k
Brown Swiss-Apurimac 0.13 0.01 *k
Brown Swiss-Amazonas 0.07 0.01 *k
Apurimac-Amazonas 0.01 0.17 n.s.

n.s.: no significativo. **: altamente significativo. Estimacién del indice de Fijacidn (Fst) (P<0.01)

Tabla 11. Valores de indice de Fijacion (Fsr) de la proteina as2-caseinade cuatro poblaciones de
vacunos

Poblaciones en comparacion Fst P-valor Significancia
Holstein-Brown Swiss 0.01 0.500 n.s.
Holstein-Apurimac 0.02 0.070 n.s.
Holstein-Amazonas 0.06 0.001 *
Brown Swiss-Apurimac 0.00 0.420 n.s.
Brown Swiss-Amazonas 0.03 0.020 *
Apurimac-Amazonas 0.01 0.160 n.s.

n.s.: no significativo. *: significativo. Estimacién del indice de Fijacién (Fsr) (P<0.05)

Con respecto, a la proteina as2-caseina, al comparar los valores de estadistico Fsr del ganado vacuno
criollo de Amazonas con los de raza Holstein y Brown Swiss se obtuvo valores significativos (P<0.05)

de 0.06 y 0.03, respectivamente (ver Tabla 11); indicando en ambos casos una diferenciacion
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genética moderada entre el ganado criollo de Amazonas y los de raza. Mientras tanto al comparar
los valores Fst entre vacunos de raza y/o criollos se obtuvieron valores de Fsr no significativos

(P>0.05).

6. DISCUSION

Las variantes genéticas de la proteina lactea asl-caseina, son excelentes marcadores de seleccion
relacionados con el contenido de grasa y proteina en la leche (59, 60); mientras que las variantes
genéticas de la proteina lactea as2-caseina, son utilizados como marcadores genéticos para
determinar introgresion genética y trazar las historias evolutivas de las razas vacunas del género Bos
(86). En ese sentido, las variantes genéticas de las proteinas asl-caseina y as2-caseina, fueron
caracterizadas en cuatro poblaciones de vacunos, donde se optd por ganado de raza Holstein y
Brown Swiss por ser entre las razas de mayor propagacién en el Peru (15); asimismo, se considerd
los denominados criollos o de raza no definida, debido a que este tipo de ganado en nuestro pais
representan el 64 % del total de vacunos; todavia cabe sefialar, que se consideraron a los vacunos
criollos de Amazonas y Apurimac por ser de la selva y la sierra, correspondientemente, con altitud,

latitud y climas diferentes.

Respecto a la proteina asl-caseina, en las cuatro poblaciones caracterizadas se obtuvo que el
genotipo mas frecuente fue CSN1S1*BB. Particularmente, existen diferencias en las frecuencias
genotipicas entre las cuatro poblaciones estudiadas; donde se observa en el ganado Holstein una
frecuencia del 99 % para el genotipo CSN1S1*BB y 1 % para el genotipo CSN151*BC; lo encontrado
se corresponde con lo reportado por Meier et al.(2019) donde reportaron una frecuencia de
CSN1S1*BB de 0.995 para ganado Holstein (87); asimismo, se ha descrito que es raro encontrar en

Holstein al alelo CSN151*C en homocigosis (59), como en el presente estudio.

En el caso de la raza Brown Swiss, se obtuvo una frecuencia de 83.5 % del genotipo CSN1S1*BB,
15.5 % de heterocigotos y 1% del genotipo CSN1S1* CC; de igual forma Meier et al.(2019) han
reportado, frecuencias del genotipo CSN1S1*BB mayor al 80 % y 1 % del genotipo CSN1S1*CC en
vacunos Brown Swiss (87); por lo que lo encontrado en el presente estudio coincide con lo

reportado.
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En el caso de los criollos de Apurimac y Amazonas se obtuvo frecuencias del genotipo CSN1S1*BB
del 53.5y 56.6 %, respectivamente. Cabe mencionar que hasta el momento no se han caracterizado
genéticamente estas dos poblaciones y mucho menos se han caracterizado las proteinas lacteas

asl-caseinay as2-caseina.

En relaciéon con las frecuencias alélicas de la proteina asl-caseina, se encontrd que los vacunos de
raza Holstein y Brown Swiss presentan mayor frecuencia del alelo CSN1S1*B de 0.99 y 0.92,
correspondientemente, comparados con los vacunos criollos de Amazonas y Apurimac con
frecuencias de 0.78 y 0.70, correlativamente. Asi, por ejemplo, en nuestro caso Holstein tiene una
frecuencia cercana a la fijacion, como lo reportado en vacunos Holstein de Alemania (51), Polonia
y Dinamarca (88) de 0.99; asimismo, se ha reportado en Holstein frecuencias del alelo CSN151*B de
0.98 en Turquia (45), 0.94 en EE.UU (89) y Corea del Sur (90). Consideremos ahora las frecuencias
alélicas de CSN151*B del vacuno de raza Brown Swiss que se obtuvo en este trabajo de investigacién
comparadas con las frecuencias de vacunos Brown Swiss de 0.90, 0.94 en Turquia (91, 92) y 0.97 en

EE.UU (93).

En el caso de vacunos criollos de Apurimacy Amazonas, las frecuencias alélicas de CSN151*B fueron
de 0.70 y 0.78, correlativamente; asimismo, las frecuencias del alelo CSN151*C de las dos
poblaciones antes mencionadas fueron de 0.30 y 0.22, respectivamente. Es importante mencionar
el origen de los vacunos criollos en el Perd, los cuales tienen informacion genética heredada de
ganado vacuno de Espafia, Portugal y Africa del virreinato (17, 94, 95); se asume que hay
contribucion genética de las poblaciones vacunas portuguesas en el criollo sudamericano (96). Al
comparar los resultados obtenidos en esta Tesis con las frecuencias alélicas de CSN1S1*B en razas
espafolas Asturian Mountain, Asturian Valley, Casta Navarra y Menorquina se encuentran
frecuencias de 0.61, 0.78, 0.83 y 0.85 respectivamente (97) vy en razas portuguesas como:
Alentejana, Arouquesa, Barrosa, Cachena, Marinhoa, Maronesa, Mertolenga, Minhota, Mirandesa
y Ramo Grande en las que se encuentran frecuencias de 0.61, 0.74, 0.73, 0.69, 0.68, 0.71, 0.55,
0.80, 0.81, 0.77, respectivamente (96). Asimismo, es importante considerar que los vacunos criollos
presentarian informacion genética de razas taurinas (p. ej. o Holstein, Brown Swiss) e indicinas (p.

ej. o Brahman vy Gyr) introducidas desde la mitad del siglo pasado (13, 98).

Es necesario recalcar que las frecuencias del alelo CSN15S1*B encontradas en vacunos son la

consecuencia de la presidn de seleccidn dirigida a acentuar este marcador en la produccidon de leche,
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es mas se ha aseverado que la pérdida del alelo CSN151*C ocurre con mayor frecuencia en razas
vacunas altamente seleccionadas (99). Es asi que, en muchas razas taurinas se encuentra fijado el
alelo CSN151*B como en: Angler, German Yellow, Highland cattle, Limpurger y Shorthorn (53); y
tienden a la fijacion como en Ayrshire de Finlandia (100), Holstein de Alemania (51) y Simmental
(45). Cabe mencionar que la raza Holstein es reconocida como la raza bovina con mayor produccion
de leche comparadas con otras razas lecheras como la Brown Swiss (101); dado que, el genotipo
CSN1S1* BB esta relacionado con mayor cantidad de leche(102) y presente en estas dos razas
mencionadas (45, 51, 88-93); por lo que los resultados obtenidos en esta investigacion se

corresponden con lo referenciado.

En relacién con alelo CSN1S1*C, las frecuencias que se obtuvo en los vacunos criollos de Apurimac
y Amazonas fueron similares a las encontradas en otras razas taurinas como: Eringer, Pinzaguer,
Hungarian Grey Steppe, Jersey, Sarabi con frecuencias de 0.23, 0.26 , 0.28, 0.33 y 0.40,
respectivamente (53). Habria que decir también, que el alelo CSN1S1*C se encuentra en razas
indicinas como: Golpayegani, Gyr y Butana con frecuencias de 0.48, 0.50 y 0.66, respectivamente
(53, 103). Se debe agregar que, el genotipo CSN1S1*CC esta relacionado con mayor cantidad de
grasa y proteina (104); de manera que, se puede conjeturar que los vacunos criollos presentan
genotipos relacionados tanto con la habilidad de producir mayor cantidad de leche (alelo

CSN1S1*B) y mayor cantidad de proteina y grasa en leche (alelo CSN1S1*C).

Por lo que se refiere, a la proteina as2-caseina se obtuvo que el genotipo mas frecuente fue
CSN1S2*AA en las cuatro poblaciones caracterizadas; el cual se ha reportado ser el mas comun
dentro de los vacunos Bos taurus (46). Es asi que, en Holstein el alelo CSN152*A es monomoérfico
con una frecuencia de 1, mientras que en vacunos Brown Swiss y criolllos de Apurimac y Amazonas
se encontraron frecuencias cercanas a la fijacion de 0.99, 0.97 y 0.94, respectivamente. Del mismo
modo, han sido encontradas frecuencias cercanas a la fijacion de 0.99 y 0.95 en vacunos de raza
Holstein y Brown Swiss, de manera respectiva (87); asimismo, en el caso de razas portuguesas el
alelo CSN1S2*A esta fijado en Alentejana, Arouquesa, Barrosa, Cachena, Marinhoa, Maronesa,
Mirandesa y Ramo Grande (96) y de la misma forma en las razas espafiolas Asturian Mountain,

Asturian Valley, Casta Navarra, Menorquina y Retinta (53, 97).

Por lo que se refiere al alelo CSN152*B, este es un marcador molecular que indica introgresion

indicina y se encuentra mayoritariamente en vacunos Bos indicus (55), siendo asi la presente
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investigacion encontrd posible introgresidon de Bos indicus en vacunos Brown Swiss y criollos de
Apurimac y Amazonas con frecuencias alélicas de 0.01, 0.03 y 0.06, respectivamente. En el caso de
Brown Swiss se ha reportado introgresién indicina (105), pudiendo ser encontrado el alelo CSN152*B
en esta raza en una frecuencia 0.05 (87). Asimismo, se ha encontrado el alelo CSN152*B en otras
razas taurinas como: Hungarian Grey Steppe, Sarabi y Pinzgauer en frecuencias de 0.05,0.09 y 0.26,
correlativamente (53). Mientras que en razas indicinas el alelo CSN152*B se ha reportado en Gyr,
Golpayegani y Sistani con frecuencias de 0.29, 0.13 y 0.6, respectivamente (53). Entre las razones
por las que se encuentra en menor frecuencia el alelo CSN152*B se debe a la deriva génica (106)

por la presién de seleccién en el ganado vacuno.

Mientras que en vacunos criollos sudamericanos, la presencia alelo CSN152*B se deba a una posible
ancestria indicina de introgresion genética en los vacunos Bos taurus llegados en el siglo XV (1, 105,
107), por eventos recientes del cruzamiento con Brown Swiss y razas cebuinas que llegaron a
nuestro pais a partir del aflo 1938 (14). En particular, los criollos de Apurimac posiblemente tengan
ancestria indicina, por la contribucidn genética en la época colonial y/o por el cruzamiento que ha
existido durante afios con Brown Swiss y razas cebuinas (108). Asimismo, en el caso de los criollos
de Amazonas, la ancestria indicina estaria relacionada por el cruzamiento de razas introducidas;
tales como Brown Swiss, Simmentaly cebuinos (108, 109), asi como también ha ingresado material
genético (semen congelado y embriones) de Angus (110); en los cuales se han encontrado
frecuencias del alelo CSN152*B de 0.39, 0.37, 0.08, 0.05 y 0.002 en Nelore, Brahman, Angus, Brown

Swiss y Simmental , respectivamente (55, 87, 107).

Ahondando en la historia colonial en el vacuno criollo cabe mencionar las diferentes rutas por las
que los vacunos se han dispersado en América, con la colonizacién espafiola desde las Antillas se
han establecido tres rutas; en la primera llegaron a Cuba, luego a México y posteriormente a
Norteamérica, una segunda ruta llegd al Caribe siguid hacia Venezuela hasta Colombia y una tercera
ruta desde Rio de la Plata hacia Peru, Bolivia, Paraguay, Chile, Argentina y Uruguay. (111) Mientras
gue con la colonizacién portuguesa llegaron desde Portugal y Cabo Verde vacunos hacia Brasil.(112)
Es importante mencionar que para llegar a América desde la Peninsula Ibérica se realizaron paradas
en Cabo Verde y las Islas Canarias lo que trajo consigo intercambio de animales (112), se menciona
que por la proximidad entre las Islas Canarias y Africa, habrian llegado vacunos africanos al
continente americano por las Islas Canarias (113) y se ha evidenciado que algunas vacas de la

Peninsula Ibérica presentarian ancestria taurina africana y ancestria indicina (1) por lo que es posible
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que los bovinos criollos estarian presentando introgresion indicina de ese tiempo; y mds aln cuando

el alelo CSN152*B se ha reportado en razas portuguesas y espafiolas (53, 96, 97).

El siguiente punto a tratar es el analisis de la desviacién del equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE)
gue permite analizar la cantidad de variacidn genética en una poblacién y se asumen similitud en
las frecuencias alélicas entre sexos y el mismo éxito reproductivo, asi como la ausencia de: seleccién,
deriva génica, migraciéon y mutacidn en una poblacidn sin desviacion del HWE; ademas, las
desviaciones de HWE indican endogamia, estratificacién de la poblacién, deriva génica o error de

genotipado (114).

En el caso de la proteina asl-caseina se estimé la desviacién del HWE usando la prueba Chi
cuadrado. En particular, los vacunos de raza Holstein, Brown Swiss y criollos de Amazonas no
presentan desviacién significativa (p>0.05) de HWE. Mientras que en el caso de los criollos de
Apurimac presentan desviacion significativa (p<0.05) de HWE por la falta de heterocigotos (He >H,)
y reflejado por el coeficiente de endogamia (f=0.20). La continua presidn de seleccién artificial por
produccién lechera contribuiria al exceso de homocigotos, se ha descrito que la reproduccion
predominante en Apurimac es con ganado vacuno de razas Holstein, Brown Swiss y cebu (108); como
consecuencia el ganado vacuno criollo de la Sierra es del tipo lechero de acuerdo a los indices
zootécnicos, anamoérficos y pelvianos (12). Asimismo, es importante mencionar que un estudio
realizado en ganado caprino criollo de Apurimac, se encontré que las poblaciones presentaron
desviacidon del HWE por déficit de heterocigotos (115), el mismo patrén se encontré en un estudio
realizado en ganado suino criollo de Apurimac (116) en donde el mismo estudio reporté que el 65%
de los criadores prefieren comprar sus animales en el mismo distrito (116), esto podria reflejar las
mismas practicas pecuarias que genera este mismo patrdon de déficit de heterocigotos en otros tipos

de ganado criollo de esta misma region.

Teniendo en cuenta que, en razas con alta produccidn de cantidad de leche, el alelo CSN151*B esta
fijada (117) y hay pérdida del alelo CSN151*C en vacas lecheras altamente seleccionadas (42), como
en el caso de Holstein y Brown Swiss, generando la desviacién del HWE. Asimismo, en Holstein se
ha reportado que los genotipos de la proteina asl-caseina no se encuentra desviacién del HWE
(118), esto es debido a que las frecuencias de CSN151*B son cercanas a la fijacion(45, 51, 88-90,

119). Asimismo, entre las razas ibéricas Alentejana, Arouquesa, Barrosa, Cachena, Marinhoa,
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Maronesa, Mertolenga, Minhota, Mirandesa y Ramo Grande se ha encontrado que la proteina asl-

caseina presenta desviacion de HWE (96).

Se debe agregar que el valor de baja frecuencia del alelo CSN152*B en las cuatro poblaciones
estudiadas, es consecuencia de la fijacion de su contraparte alélica (CSN152*A); tal como refiere
Harlt et al. (1997) la pérdida de alelos indicarian deriva génica (120), la cual genera la fijacidn de un
determinado alelo sobre otro, haciendo que se pierda el alelo no fijado y que la poblacién sea
homogénea para un Unico alelo, causando un impacto negativo en la diversidad genética (121, 122).
Asimismo, Graffelman (2008) sugiere que en el caso de marcadores moleculares con uno de sus
genotipos con frecuencias alélicas extremas (> 0.95) se consideren que no presentan desviacion del
HWE (123); es mds, muchos investigadores evitan calcular la desviacion del HWE al tener conteos
menores a cinco individuos en alguno de los tres genotipos de marcadores bialélicos, por ejemplo
Kolenda et al. (2021) no determinaron la desviacion del HWE en la proteina as2-caseina por la

cantidad pequefia de individuos del genotipo CSN152*BB (119).

El siguiente punto trata del analisis de la diferenciacién genética entre poblaciones, donde se calculd
el indice de fijacion (Fst) de la proteina asl-caseina en las cuatro poblaciones de vacunos (Holstein,
Brown Swiss, criollos de Amazonas y Apurimac). De modo que al comparar el Fstentre los vacunos
de raza Holstein y Brown Swiss con los criollos de Amazonas y Apurimac se determind que existe
diferenciacion genética significativa (P<0.01). Mientras que en el caso de los valores de Fsr de la
proteina as2-caseina, se determiné diferenciacion genética (P<0.05) entre vacunos criollos de
Amazonas y de las razas Holstein y Brown Swiss. De igual modo, Rosero (2009) encontré que hay
diferenciacion genética entre vacunos de razas y criollos, al comparar el indice de fijacion (Fst) de
las proteinas lacteas k-caseina, B-lactoglobulina y a-lactoalbumina entre poblaciones de vacunos

criollos colombianos con poblaciones de vacunos de raza (124).

En este estudio, se ha encontrado diferentes frecuencias genotipicas y alélicas de las proteinas as1-
caseina y as2-caseina en cuatro poblaciones de vacunos (Holstein, Brown Swiss, criollos de
Amazonas y Apurimac); asi mismo, se obtuvo que los criollos de Apurimac presentaron desviacién
del equilibrio de HWE. Por otro lado, se encontré que hay diferenciacion genética entre las
poblaciones de vacunos de raza y vacunos criollos. Los resultados obtenidos permiten caracterizar
genotipicamente cuatro poblaciones de vacunos y conocer un poco mas de este recurso

zoogenético como parte de las estrategias que puedan permitir su conservacion.
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7. CONCLUSIONES

Las frecuencias genotipicas y alélicas de las proteinas asl-caseina y as2-caseina fueron
diferentes entre las cuatro poblaciones de vacunos (Holstein, Brown Swiss, criollos de
Amazonas y Apurimac).

Los genotipos CSN1S1*BB de asl-caseina y CSN1S2*AA de as2-caseina fueron los mas
frecuentes entre las cuatro poblaciones de vacunos.

El alelo CSN1S1*C fue el menos frecuente entre las cuatro poblaciones de vacunos.

El alelo CSN1S2*A se encuentra fijado o con tendencia a la fijacion entre las cuatro
poblaciones de vacunos.

La poblacién de criollos de Apurimac presenta desviacion significativa del equilibrio de Hardy-
Weinberg

Los vacunos de raza Holstein, Brown Swiss y vacunos criollos de Amazonas y Apurimac

presentaron diferenciacién genética.

8. RECOMENDACIONES

Realizar mas estudios de caracterizacidn fenotipica y genotipica en los vacunos criollos.
Realizar estudios de expresion genética de las variantes genéticas de las caseinas en la leche
de vacas criollas

Incluir dentro de los programas de mejoramiento genético del ganado vacuno peruano el
uso de marcadores moleculares como es la proteina alfa-caseina 1.

Realizar estudios de asociacion entre la produccion de leche y las variantes genotipicas en
vacas criollas.

Incentivar el trabajo conjunto de los pequefios y medianos criadores de ganado vacuno a
través de asociatividad y cooperatividad, asimismo, fomentar el uso de registros

productivos.
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CLAUDIA LILIANNIE OCAMPO ACUNA

Egresada de la Universidad Peruana Cayetano Heredia
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Asunto: Solicitud de muestras del Banco de ADN animales de granja del Laboratorio de
Biologia Molecular y Genémica
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de dos proteinas lacteas en vacunos criollos y vacunos de raza”, en donde ha contemplado el
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Anexo B. Carta CIEA

UNIVERSIDAD PERUANA VICERRECTORADO
CAYETANO HEREDIA DE INVESTIGACION

T
yod

CONSTANCIA 041-09-22

El Presidente del Comité Institucional de Etica para el uso de Animales (CIEA) de la Universidad Peruana
Cayetano Heredia hace constar que el proyecto de investigacién senalado a continuacién fue
APROBADO por el Comité de Etica, bajo la categoria de revisién EXPEDITA. La aprobacién sera

ratificada en la sesién del comité mas préxima a la fecha de emisién de este documento.

Titulo del Proyecto : "Evaluacién de polimorfismos genéticos de dos proteinas lacteas en
vacunos criollos y vacunos de raza”.

Cédigo de inscripcién  : 208426
Investigadora : Ocampo Acuiia, Claudia Liliannie
La aprobacién incluyé los documentos finales descritos a continuacién:

1. Protocolo de investigacién, version recibida el 06 de octubre del 2022.
La APROBACION considera el cumplimiento de los estdndares de la Universidad, los lineamientos
Cientificos y éticos, el balance riesgo/beneficio, la calificaciéon del equipo investigador y la
confidencialidad de los datos, entre otros.
Cualquier enmienda, desviaciones, eventualidad debera ser reportada de acuerdo a los plazos y normas
establecidas. El investigador reportara cada seis meses el progreso del estudio y alcanzara un informe al
término de éste. La aprobacidn tiene vigencia desde la emisién del presente documento hasta el 06 de

octubre del 2023. Si aplica, los tramites para su renovacién deberan iniciarse por lo menos 30 dias previos
a su vencimiento.

Lima, 07 de octubre del 2022.

Presidente
Comité Institucional de Etica para el Uso de Animales

/wgg

Av. Honorio Delgado 43¢ ™
San Martin de Porres
Apartado postal 4314

319 0000 Anexo CIEl: 201355 =
duict.cieh@oficinas-upch.pe"
www.cayetano.edu.pe @
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El Presidente del Comité Institncional de Etica pam el nso de Animales (CIEA) de s Universidad
Perrana Cayetano Heredia hace constar gque el conuté de ética aprobo la
ENMIENDA/MODIFICACION del provecto de investigacion sefialado a continnacién.

Titulo del Peotocolo : “Caracterizacion genotipica de las proteinas lacteas w«S1-

caseina v «32-caseina en vacunos Browm Swiss, Holstein,
criollos de Apurimac v Amazonas®™.

Cadigo SIDISI : 208426
Investigador(a) principal(es) : Ocampo Acufia, Claudia Lillianie
La enmienda/modificacién corresponde a los sipnientes documentos:

1. Protocolo de Investigacicn, version recibada en fecha 01 de abal del 2024,
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Anexo C. Representacion de vacunos criollos por departamento

Departamento Poblacién de vacunos Poblacién de vacunos Porcentaje de vacunos criollos
por departamento criollos por departamento  por departamento (%)
1 San Martin 228,826 69,718 30.47
2 Amazonas 157,166 51,567 32.81
3 Tacna 21,713 7,256 33.42
4 Arequipa 235,092 79,353 33.75
5 Pasco 106,566 39,561 37.12
6 Ucayali 60,913 26,057 42.78
7 Madre de Dios 50,145 25,411 50.68
8 Junin 194,230 110,470 56.88
9 Lima 289,679 165,829 57.25
10 Loreto 46,646 28,172 60.40
11 Cusco 407,267 251,549 61.77
12 Hudnuco 254,342 157,964 62.11
13 Puno 617,163 391,704 63.47
14 Moquegua 26,303 16,757 63.71
15 Ica 32,598 21,237 65.15
16 Lambayeque 95,061 63,239 66.52
17 Piura 208,181 142,057 68.24
18 Cajamarca 724,478 497,119 68.62
19 Tumbes 12,494 8,886 71.12
20 Lalibertad 215,224 158,161 73.49
21 Ancash 275,292 211,425 76.80
22 Ayacucho 414,066 330,386 79.79
23 Huancavelica 184,267 160,793 87.26
24 Apurimac 298,214 262,120 87.90
TOTAL 5,156,044

Fuente: Cenagro 2012

45



Anexo D. Secuencia de controles

Tabla 12. Secuencias de cada muestra control (MC) usada en la genotipificacion de la proteina asl-

caseina por HRM

Nombre del control
del genotipo

Secuencia

MC-CSN151*BB

CACTGT TGC TTT TTC AAT GGT CTT TCT CTC TAG CTT TTC AGA CAATTC TAC
CAG CTG GAT GCC TAT CCATCT GGT GCC TGG TAT TACGTT CCA CTA GGC ACA
CAA TAC ACT GAT GCC CCA TCA TTC TCT GAC ATC CCT AAT CCC ATT GGC TCT
GAG AACAGT GAA AAG ACT ACT ATG CCACTG TGG TGG TAA GTT CAT TTA AAT
GACTGCATATIGTTIGCCTT

MC-CSN1S51*BC

CAC TGT TGC TTT TTC AAT GGT CTT TCT CTC TAG CTT TTC AGA CAATTC TAC
CAG CTG GAT GCC TAT CCATCT GGT GCC TGG TAT TACGTT CCA CTA GGC ACA
CAA TAC ACT GAT GCC CCA TCA TTC TCT GAC ATC CCT AAT CCC ATT GGC TCT
GAG AAC AGT G(A/G)A AAG ACT ACT ATG CCA CTG TGG TGG TAA GTT CAT TTA
AAT GACTGCATATTIGTTGCCTT

MC-CSN1S1*CC

CAC TGT TGC TTT TTC AAT GGT CTT TCT CTC TAG CTT TTC AGA CAATTC TAC
CAG CTG GAT GCC TAT CCA TCT GGT GCC TGG TAT TAC GTT CCA CTA GGC ACA
CAA TAC ACT GAT GCC CCA TCA TTC TCT GAC ATC CCT AAT CCC ATT GGC TCT
GAG AAC AGT GGA AAG ACT ACT ATG CCACTG TGG TGG TAA GTT CAT TTA AAT
GACTGCATATIGTIGCCTT

Tabla 13. Secuencias de cada control sintético (CS) usado en la genotipificacion de la proteina as2-

caseina por HRM

Nombre del control
del genotipo

Secuencia

CS-CSN1S2*AA

GAT AAA AAC AAA ACA AAATAG TGA GAT ACCTTG GCATTT TAAATCTAC
CAT AAA ACT GAG AACTGT ATTTGC TTT TGT TTG TAG ACG ATG GAA CAT GTC
TCCTCC AGT GAG GTA AGATACTTT AGT ATC AACAGA AAATCT TTT AGG TTA
GTA AAA ACA GAA TAT GAC CTA AACTAT TGT CTT TAA AAT AAT TTT TCT CCA

CS-CSN1S2*AB

GAT AAA AAC AAA ACA AAATAG TGA GAT ACCTTG GCATTT TAAATCTAC
CAT AAA ACT GAG AACTGT ATTTGC TTT TGT TTG TAG ACG ATG GAA CAT GTC
T(C/T)CTCC AGT GAG GTA AGA TAC TTT AGT ATC AAC AGA AAATCT TTT AGG
TTA GTA AAA ACA GAA TAT GAC CTA AACTAT TGT CTT TAA AAT AAT TTT TCT
CCA

CS-CSN1S1*BB

GAT AAA AAC AAA ACA AAATAG TGA GAT ACCTTG GCATTT TAAATCTAC
CAT AAA ACT GAG AACTGT ATTTGC TTT TGT TTG TAG ACG ATG GAA CAT GTC
TTC TCC AGT GAG GTA AGATACTTT AGT ATC AAC AGA AAATCTTTT AGG TTA
GTA AAA ACA GAA TAT GAC CTA AACTAT TGT CTT TAA AAT AAT TTT TCT CCA
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Anexo E. Flujograma de trabajo

!

E_staqdar_izacién del ensayo fﬂﬂ Banco de ADN de la Direccion de Recursos
Disociacion de Alta Resolucion Genéticos y Biotecnologia—INIA-MIDAGRI
(HRM)

- Concentracion primers (mM)

- Temperatura (C°) Muestras de cuatro poblaciones de
- Magnesio (mM) » Ensayode HRM |« vacunos (Holstein, Brown  Swiss,
- Controles criollos de Amazonas y Apurimac).

h J

Genotipificacion de las proteinas lacteas asl-caseina y us2-caseina

h J
Secuenciamiento por Sanger

hJ

Corroboracion de genotipos de las proteinas asl-caseina (CSN151*BB, CSNISI*BC, CSN1S1*CC)y
as2-caseina (CSNI1S2*AA, CSN152*AB, CSN1S2*BB)

h J
| |

| Frecuencias genotipicas |

¥ h h .

r

Frecuencias Estimacion de la Coeficiente de Indice de fijacién
alélicas desviacion de HWE endogamia (f) (EST)

Figura 10. Flujograma de trabajo
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Anexo F. Cantidad de individuos por cada genotipo

Poblacion de CSN1s1 CSN1S2
vacunos BB BC cC AA AB BB Total
Holstein 95 1 0 96 0 0 96
Brown Swiss 81 15 1 95 2 0 97
Criollo Apurimac 53 33 13 95 3 1 99
Criollo Amazonas 39 29 1 61 0 69
Total 268 78 15 347 13 1 361
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