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Antecedentes

La leche de vaca contiene proteinas como las
caseinas y lactoglobulinas, que estan asociadas
a caracteristicas de produccion como contenido
de leche, contenido y rendimiento proteico,
contenido y rendimiento de grasas

Alrededor del 75% de produccién de leche en el
mundo contiene variantes genéticas asociadas a
caracteristicas no deseadas, lo cual ha
ocasionado la pérdida de la popularidad en el
consumo de la leche de vaca.

https://elpais.com/elpais/2015/10/08/buenavida/1444317381_497336.html|
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La leche de vaca contiene las proteinas as-
caseina, as-caseina y [-caseina, las cuales
constituyen aproximadamente el 70% del
contenido proteico.

Ademas, estan asociadas a efectos sobre la salud
humana como es el caso particular de la reaccion
alérgica causada por la variante Al de B-caseina.

https://www.cdc.gov/spanish/especialescdc/lechecruda/index.html

Instituto Nacional de Innovacién Agraria
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® |a existencia de ganado bovino con proteinas
hipoalergénicas y que proporcionen mejores
caracteristicas  productivas  representa  una
alternativa para la elaboracion de productos
lacteos naturales hipoalergénicos y con un mayor
rendimiento lechero.

https://www.contextoganadero.com/ganaderia-sostenible/sabe-
usted-de-que-se-trata-la-leche-con-beta-caseina-a2
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Obijetivos

1. Detectar variantes genéticas de las proteinas
lacteas asi-caseina, ds:-caseina y p-caseina en
ganado bovino.

2. Genotipificacibn de SNPs mediante PCR en
tiempo real.
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OBJETIVO 1

Detectar variantes genéticas de las
proteinas lacteas as:-caseina, 0s.-caseina y
B-caseina en ganado bovino.
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Actividad 1.1: Colecta de material genético de bovinos de raza lechera (Holstein y Brown
Swiss) y poblaciones de bovinos criollos

Colecta de muestras de pelo y sangre
de bovinos Holstein y Brown Swiss de la
empresa Lactea S. A. - Truijillo.
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Colecta de muestras de pelo y
sangre de bovinos criollos de
Apurimac y Amazonas.

(nts/

Instituto Nacional de Innovacién Agraria
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Lugares de colecta de material biologico

. [E . , )
5 S [: Departamento Holstein Brown Swiss Criollos
.‘L “\ B Y

\ \> Apurimac - - 100
, /,/ Amazonas - - 69
/‘r’”&
/ La Libertad 100 99
( ' (LACTEA S.A)
Total 100 99 169

Se colectaron muestras de bovinos de razas lecheras de la empresa Lactea S. A., para determinar las frecuencia de las variantes alélicas
de la beta caseina y comparar con las frecuencias alélicas en bovinos criollos procedentes de dos zonas con condiciones climaticas y
geogréficas diferentes (Apurimac y Amazonas).
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Actividad 1.2: Extraccién de ADN de bovinos de raza lechera (Holstein y Brown Swiss) y bovinos
criollos
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Actividad 1.3: Diseiiar "primers" especificos
para los genes de las proteinas aSl-caseina
(CSN1S1) y aS2-caseina (CSN1S2)

El disefio de primers se realiz6 utilizando el flujograma
recomendado por el programa AmplifX.

‘ Busqueda de
informacion en la
Base de Datos
Ensemble

e.’ Ensembl

. Disefio de primers y
oligos utilizando la
herramienta web
Primer3Plus.

Primer3PLus

ATGCT

. Evaluacién de los

Sets de primers
sugeridos, utilizando

‘ el programa
P AmplifX.

Flujograma para el
disefio de primer

https://inp.univ-amu.fr/en/amplifx-manage-test-and-design-your-primers-for-pcr
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Lista de los primers para la amplificacion de los SNPs en estudio

CSN1Ss1 rs43703010 CSN1S1-F223: 5 CAC TGTTGC TTT TTC AAT 223 bp
Exén 17 GGTC 3

CSN1S1-R223: 5° AAG GCA ACA ATA TGC AGT

CATTT 3
CSN1S2 rs441966828 BaS2_6090F: 5-CCT AAA AGT CTC TTG CCA 255 bp
Exoén 3 TC-3'

BaS2_6342R: 5' ACA GTT CTA GAC TCACTG

GAG A3

El disefio de primers fue en base a referencias bibliogréficas.

(nts/

Instituto Nacional de Innovacién Agraria

Jann, O., Prinzenberg, E. M.,
Brandt, H., Williams, J. L., Ajmone-

Marsan, P., Zaragoza, P., Ozbeyaz,
C., & Erhardt, G. (2002). Intragenic
haplotypes at the bovine CSN1S1

locus. Archives Animal
Breeding, 45(1), 13-21.
Ibeagha-Awemu, E. M.,

Prinzenberg, E. M., Jann, O. C.,
Luhken, G., lIbeagha, A. E., Zhao,
X., & Erhardt, G. (2007). Molecular
characterization of bovine CSN1S2*
B and extensive distribution of zebu-
specific milk protein alleles in
European cattle. Journal of Dairy
Science, 90(7), 3522-3529.
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Flnruﬂ primer
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DISENO DE PRIMERS

D

Guia de disefio de primers.

SNPs especificos estudiados por el Proyecto 232_PI.

Instituto Nacional de Innovacién Agraria

GEN ID SNP DESCRIPCION
Asociado a la sustitucion del aminoacido prolina
CSN2 rs43703011 (CSN2*A2) por histidina (CSN2*A1)
Asociado a la sustitucion del aminoacido
CSN1$1 rs43703010 glutamina(CSN1S1*B) por el aminoéacido glicina
(CSN1S1*C)
Asociado a la sustitucion del aminoacido serina
CSN1S2 rs441966828 (CSN1S2*A) por el aminoacido fenilalanina
(CSN1S2*B)

El SNP rs43703011, genera 2 alelos Aly A2, esta mutacion puntual genera un cambio
de aminoacido de Prolina por Histidina, involucrado con la generacién de un péptido
bioactivo en la salud humana.

Mientras que el SNP rs43703010 se encuentra en el exdn 17, este SNP permite
diferenciar las variantes CSN1S1* B y CSN1S1*C. Este SNP esta relacionado con la
cantidad de leche y cantidad de proteina de la leche.

Por ultimo, el SNP rs441966828 se encuentra en el exén 3 del gen CSN1S2, este SNP
diferencia las variantes CSN1S2*A y CSN1S2*B. Este SNP se usa como marcador de
ascendencia cebu en razas europeas.
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OBJETIVO 2

Genotipificacion de SNPs mediante PCR en
tiempo real
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Variantes genéticas de proteinas de la leche en diferentes mamiferos

Principales variantes genéticas de las proteinas lacteas.

Instituto Nacional de Innovacién Agraria

Component

Bovine (REcto et al. 1997h)

Ewe (AMIGO et al. 2000)

Goat (MoloL et al. 1998)

o, -casein

ot ,-casein
f-casein
K-casein
a-lactalbumin

p-lactoglobulin

ABCDE
ABCD

A', A%, A% B, C, D, E, X (named F 5P)
(VISSER et al. 1995)

Al Hl c-‘l E:l
A, B (VOELKER 1997)
ABCDEFEG

AB,CD,E
AB

A, B, C

none existing
AB
A B C

A,B,B,B,C,D,EFG,
0
A,B,C

A,B O

A, B
AB
A B

Borkova, M., & Snaselova, J. (2005). Possibilities of different animal milk detection in milk and dairy products — a review. Czech J. Food Sci, 23(2), 41-50.
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Organizacion estructural génica del cluster Caseina del Cromosoma 6 bovino

CHROMOSOME 6
250 KB
_ ==
s s LR =2 =
175  g85ka 18,5km 13
: O 3 4 5678 9 1011 1213 14 15 16 17 18 19
CSNIS1 17.5x8
48/557 63 33 3924242424 33 2454 42 24 42 27 24 154 45 3ib
1 2 34 5 6 7 s °
48 63 2727 24 42 498 42 322
1 2 3 48 & 7.8 9% I 13 W Mk de 18
CSNIS2 185k
4 63 27 2142 27 27 27 2445 123 27 27 2445 120 4§ 266
1 2 3 s s
L“gl\"h; Hm o
65 62 33 517 173

Figure 1. Structural organization of the transeription units encoding the 6 main milk proteins. Caseins: o,-CN (CSN181), B-CN (CSN2),
0,-CN (CSN1852), and k-CN (CSNJ). Whey proteins: a-LA (LAA) and -LG (LGB). A) Genomic organization of the hovine casein locus. B)
Struetural organization of the 6 milk protein transeription units. Open bars represent introns; exons are depicted by large, gray (5' and 3' un-
translated regions), black (part of exon encoding the signal peptide), and colored (exons and part of exons encoding matured proteins) hoxes.
Size of exons is given, in base pairs, under each exon with its number indicated on the top (modified from Martin et al., 2002).

Caroli, A. M., Chessa, S., & Erhardt, G. J. (2009). Invited review: Milk protein polymorphisms in cattle: Effect on animal breeding and human

nutrition. Journal of Dairy Science, 92(11), 5335-5352.
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Variantes del gen de la a-caseina

Table 4. Protein variants detected at the CSNIS! locus'

No. of broods

Amino acid

Polymorphism compared

Protein variant with genomic reference exchange Taurine Indicine
.
Varlantes del gen CSN1SI*B None (reference) 14 2
CSNISI*C o194 > G FExon 17 CluI7Gly 9 3
CSNISI TSIT [ e Txon 11 0 Rep T T
CSN1S1+] €.543G > T* Exon 17 Vall82Phe 1 1

! Alterations of the coding sequence are described in comparison with the cDNA of the genomic reference sequence X59856.2 representing the
preprotein variant CSNIS!*HB, The protein variant newly identified within the current study is highlighted in boldface. The letter assigned to
the variant is proposed within the current study.

*In addition to c.6194 = G.

1 2 3 4 567 8 L] 1011 12 13 14 15 16 ar 18 19
LS.\-ISI WWH:QZW e
48/557 63 33 3924242424 33 2458 a2 23 42 271 24 154 45 3%

Table 6. Protein variants detected at the CSNIS2 locus hased on rese ng of genomic DNA'

Now of breeds
Polymorphism compared Location Amino acid
with genomic reference within gene exchange Taurine Indicine

A None (reference) 14 3 I
B c.63C = T Exom 3 Ser2iPhe 3 3

Protein variant

Variantes del gen T ST = e . =
CSN1S2*E eG4 > A Exon 3 Val22lle 1 —

CSN1S2

!Alterations of the coding sequence are described in comparison with the cDNA of the g mic reference sequence MO4327 representing the
preprotein variant CSNIS2*4. The protein variant newly identified within the current study is highlighted in boldface. The letters assigned to
these variants are proposed within the current study.

*Leads to the skipping of exon 8 and, hence, to the deletion of the amino acids 51 to 50,

1 2 3 46 6 7 8 910 11 13 13 1416 16 17 18
SN1S2 18.5x0

“s 6 27 2142 27 27 2T 2445 123 27 a7 24 45 120 48 268

Instituto Nacional de Innovacién Agraria

Carali, A. M., Chessa, S., & Erhardt, G. J. (2009). Invited review: Milk protein polymorphisms in cattle: Effect on animal breeding and human nutrition. Journal of Dairy Science, 92(11), 5335-5352.
Gallinat, J. L., Qanbari, S., Drogemdlller, C., Pimentel, E. C. G., Thaller, G., & Tetens, J. (2013). DNA-based identification of novel bovine casein gene variants. Journal of Dairy Science, 96(1), 699-709.
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Actividad 2.1. Genotipificacion de las variantes CSN1S1*B/C (rs43703010) y de las
variantes CSN1S1*A/B (rs441966828)

Metodologia propuesta : High Resolution Melting

T T T
) ) ™ o ” El
Temporatue, 'C

HRM es una técnica que permite la deteccion de mutaciones puntuales con el uso de un colorante
intercalante fluorescente y el aumento de la temperatura. Dependiendo del contenido de nucleotidos la
separacion de la doble cadena difiere con la temperatura, lo cual se evidencia con el intercalante
fluorescente. Es asi que se observara diferentes curvas dependiendo del alelo presente.
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Amplificacion por PCR conteniendo el SNP rs43702010 (CSN1S1) y SNP
rs441966828(CSN1S2)

12341234._1234

VW Sy -

S wnmn“w‘hﬂﬂ

Amplificacién de una region que contiene el Amplificacion de una region que contiene el exén 3
exon 17 del gen CSN1S1 (223 bp). del gen 3 CSN1S2 (255 bp).
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Secuenciamiento del exon 17 del gen CSN1S1 conteniendo el SNP
rs43703010, busqueda de muestras controles para el ensayo HRM

—

5pet|e5,fﬂbbw | k| k| &k & & & & & k||| d|dk| k||| k||| k|||

1. CSN151 _ref CTC CCAC

2. BT-248_CSN151-R.abiGEIC FTI C CCAC

3. BT-367_CSN151-R.abiGHEI C FTI C CCAC

4. BT-338_CSN151-R.abiGEIC B C CCAC

5. BT-373_CSN151-R.abiGiG C i C CCAC
A/A A/G Arginina=R

If 58 58 43 5B 49 30 1829 46 58 58 54 54 54 54 54 31 'R L | B 96 EEEEBEEEE

S AC A A CAOGCTG A A A A G A C T & ‘ e
G A A CA GTG G A A A G A G

T A
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Actividad 2.2 Andlisis del ensayo de Discriminacion Alélica
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Genotipificacion de las variantes A1/A2 de la proteina B-caseina (codificado por el gen CSN2) en bovinos de raza
Holstein y Criollos del departamento de Apurimac.

M 1 2 3

M: marcador molecular (50 pb)
1. Genotipo A1TA1 (121 ph)
2. Genotipo A1AZ (121 pb, 86 phb, 35 ph)

3. Genotipo AZAZ (86 pb, 35 pb)

Esquema de PCR-RFLP del gen CSN2.

Mediante un ensayo de PCR-RFLP se
identificaron las variantes genéticas de la proteina
B-caseina. Con esta técnica se realizd Ila
identificacibn de los genotipos homocigotos
(CSN2*A1Al1, CSN2*A2A2) 'y heterocigoto
(CSN2*A1/A2).
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Actividad 2.2 Analisis del ensayo de Discriminacion Alélica

DIFERENCA NO AMINOACIDO

Na posicao 67 da B-caseina Al e A2 e a sua consequente quebra e liberacao da B-casomorfina-7.

Genotipificacion de muestras biolégicas de bovinos de
raza lechera (Holstein y Brown Swiss) y muestras de
bovinos criollos de Apurimac y Chachapoyas colectados
junto con las Estaciones Experimentales del INIA.

http://www.revistaleiteintegral.com.br/noticia/tudo-o-que-voce-precisa-saber-sobre-leite-a2
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Genotipificacion por PCR-RFLP de las variantes genotipicas de la proteina B-caseina
(genotipos CSN2*A1/A1, CSN2*A1/A2 y CSN2*A2/A2)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 M 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Se procesaron 159 muestras de ADN de
bovinos: 75 muestras de ADN de bovinos raza
Holstein y 57 de bovinos criollos del
departamento de Apurimac.

Patron de electroforesis de fragmentos obtenidos de un ensayo
PCR-RFLP para el gen CSN2 con la enzima Ddel en gel de
agarosa 3%. M: marcador de peso molecular (50 pb).
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Genotipificacion de las variantes genotipicas de la proteina B-caseina por PCR- RFLP

10 11 12 13 14 15 1
B S

Patron de electroforesis de fragmentos obtenidos de un ensayo PCR-RFLP para el gen CSN2 con la enzima Ddel
en gel de agarosa 3%. M: marcader de peso molecular (50 pb).

Genotipos obtenidos

1)
2)
3)
4)
5)
6)

A2A2
A2A2
AIAl
A1A2
A1A2
A1A2
A1A2
A1A2

10) A2A2
11) A1A2
12) A1A2
13) A1A2
14) A2A2
15) A1A2
16) A1A1
17)-

18) A1A2
19) A1A2
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Frecuencias genotipicas y alélicas del gen CSN2 en bovinos raza Holstein y
bovinos criollos del departamento de Apurimac y Amazonas

Instituto Nacional de Innovacién Agraria

Poblacion

N° Animales

Frecuencias genotipicas

Frecuencias alélicas

CSN2A1A1 | CSN2A2A2 CSN2A142 CSN241 CSN242
Bovinos raza 75 0.2 0.35 0.45 0.425 0.575
Holstein
Bovinos
criollos de 57 0.05 0.49 0.46 0.28 0.72
Apurimac
Bovinos
criollos de 27 0.111 0.48 0.41 0.31 0.69

Amazonas
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Secuenciamiento de beta caseina CSN2

A1/A1 (T) Al/A2Z (T/G) A2/A2 (G)

5 58 3193 68 58 41 038 54 54 ™ {94 W B 2 58 58 58 41 33 33 ¥ M 9 3 3 (Bi3 kW s ; Ed 2 2§ & ¢ & 2 i 8 2 &2 & U6 G

G ¢ TG T T A TG 6 A TGG G C C ¢

Species/Abbrv

K: T/G 1. CSM2_ref

2. BT-248C_bKHRMZ-R.ab1
3. BT-3250_bkKHRM2-R.ab1
4. BT-296A_bKHRMZ-R.ab1
K: Lisina 5. BT-311B_bKHRMZ-R.ab1
6. BT-254C_bKHRMZ-R.ab1
7. BT-323A_bKHRMZ-R.ab1
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Conclusiones
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En bovinos criollos, el genotipo mas frecuente de la proteina B-caseina es el CSN2*A2A2
comparado con la raza Holstein.

En bovinos de raza Holstein, el alelo mas frecuente de la proteina B-caseina es el
CSN2*A1l, relacionado al péptido BCM-7 (vinculado con alergia alimentaria y otros efectos
negativos a la salud).

Los bovinos criollos de Apurimac y Amazonas presentan genotipos potenciales para
producir leche A2.
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Logros obtenidos a través del proyecto

- Se logr6 estandarizar un protocolo para la caracterizacion de genotipos de B-caseina, la cual
formar& parte de la Guia de Servicios Biotecnologicos del INIA.

- Se logr6 establecer tres metodologias: para la colecta de material biolégico en campo,
extraccion de ADN (laboratorio) y marcadores moleculares (disefio de primers).

- Se logr6 desarrollar Protocolos de PCR para la amplificacion del gene aS1-caseina y aS2-
caseina.

- Se logr6 desarrollar un protocolo de PCR-RFLP para la deteccién de variantes de B-caseina.

- Se logré un proyecto de tesis aprobada por la Universidad Catélica de Santa Maria-Arequipa,
titulada “Determinacion de frecuencia de los alelos A1y A2 del gen CSN2 en bovinos de raza
Holstein y bovinos criollos del departamento de Apurimac”.

- Se logro fortalecer a la Direccién de Recursos Genéticos y Biotecnologia (DRGB) a través de
adquisicion y mantenimiento de equipos.

- Se logr6 establecer un Protocolo para la Eliminacion de Residuos Sdélidos Peligrosos del
Laboratorio de Biologia Molecular y Genémica de la DRGB.
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