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RESUMEN

El polimorfismo genético de la leche de oveja
Merina fue investigado mediante electroforesis
en gel de poliacrilamida a pH 8,6 (PAGE) e
isoelectroenfoque en gel ultrafino (UTLIEF), si-
guiendo las técnicas descritas por Krause et al.
(1988) y Chianese et al. (1992).

Dentro de las fracciones caseínicas se iden-
tificaron siete fenotipos de as1-caseína (CC, BB,
BC, AB, AC, BD y CD), según la nomenclatura
establecida por Chianese et al. (1996). Mientras
que, a nivel de a

s2
- y b-caseína se han observado

tres perfiles electroforéticos, denominados pro-
visionalmente F, S e I; K, L y M respectivamente,
ya que no se conoce su segregación genética.

Se presenta la distribución fenotípica de las
fracciones caseínicas estudiadas, así como su
ajuste a la distribución normal.

SUMMARY

The genetic polymorphism on Merina ewe
milk was investigated, using polyacrylamide gel

electrophoresis at pH 8.6 and ultra thin-layer
isoelectric focusing techniques, according to
Krause et al. (1988), and Chianese et al. (1992).

The casein fractions identified were:
- Seven as1-casein phenotypes: CC, BB, BC,

AB, AC, BD and CD (Chianese et al.,1996).
- Three as2-casein phenotypes, provisionally

nominated F, S, and I.
- Three b-casein phenotypes, also provi-

sionally nominated K, L and M, because their
genetic segregation is not well known yet.

The phenotypical distribution of the observed
casein fractions and their adjustment to a normal

distribution is presented.

INTRODUCCIÓN

Desde 1955, año en que Aschaffen-
burg y Drewry descubrieron la exis-
tencia de polimorfismo en una proteí-
na láctea (b-lactoglobulina), se han
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desarrollado muchas investigaciones
sobre en este tema, fundamentalmente
en leche de vaca.

Los primeros estudios sobre va-
riantes genéticas de las proteínas lác-
teas en ganado ovino fueron realiza-
dos por Bell y McKenzie (1964) sobre
la b-lactoglobulina, y por King (1966)
sobre la a

s
-caseína.

A partir de estos estudios, se han
realizado distintos trabajos que inten-
tan determinar el polimorfismo de las
fracciones caseínicas (Dall'Olio et al.,
1990; Chianese et al., 1990 y 1996;
Davoli et al., 1990; Addeo et al., 1992;
López-Gálvez, 1993) y de las proteí-
nas del suero (López-Gálvez et al.,
1990, 1994; López-Gálvez, 1993; Gar-
zón et al., 1992; Martínez et al., 1993;
Garzón, 1996; Recio et al., 1997) en
leche de oveja.

Chianese et al. (1996) encontraron,
mediante técnicas electroforéticas e
inmunoquímicas,  cinco variantes para
la fracción as1

-Cn (A, B, C, D y E) en
leche de ovejas italianas.

Respecto a la fracción b-Cn, este
grupo de investigadores evidenciaron,
mediante  técnicas de inmunotransfe-
rencia, cinco perfiles electroforéticos:
tres de ellos (Tipos I, II y III) presen-
tan una heterogeneidad similar, dife-
renciándose sólo en la intensidad rela-
tiva de las siete bandas de la b-Cn. El
cuarto perfil (Tipo IV) es similar a los
anteriores, excepto por la ausencia de
la banda de menor migración estando,
por tanto, constituído por seis bandas.
El Tipo V está formado por dos bandas
principales y una de migración más
rápida al complejo anterior (Chianese
et al., 1995).

Existen algunos trabajos que han

confirmado que la k-Cn no presenta
variabilidad genética en ganado ovino
(Chianese et al., 1992; López-Gálvez
et al., 1994).

Al igual que ocurre en ganado va-
cuno (Ng-Kwai-Hang and Grosclaude,
1992), se ha encontrado que la varia-
bilidad caseínica en ovino se debe no
sólo a la existencia de polimorfismo
genético (cuatro fracciones caseínicas,
cada una con diferentes alelos), sino
también a modificaciones postrans-
cripcionales, que no se corresponden a
un verdadero polimorfismo genético
(formas no alélicas de las caseínas,
fracciones caseínicas discretamente
fosforiladas y k-Cn glicosilada) y a
productos de proteolisis (g-Cn deriva-
das de la b-Cn) (Addeo et al., 1997),
que se observan a nivel electroforético
dependiendo de la técnica utilizada.

El objetivo del presente estudio es
la identificación de las variantes gené-
ticas de las fracciones caseínicas, me-
diante diferentes técnicas electroforé-
ticas, de una muestra de la población
de ovino Merino del valle de los
Pedroches, con el fin de conocer sus
frecuencias relativas y comprobar si
se ajustan a una distribución normal.

MATERIAL Y MÉTODOS

Se han utilizado 168 ovejas de raza
Merina, de igual época de parto (no-
viembre-diciembre 1996) y distribui-
das en cuatro ganaderías de la comar-
ca del valle de Los Pedroches (Córdo-
ba). La elección de estas cuatro gana-
derías se realizó en función de una
encuesta directa a los ganaderos de las
explotaciones ovinas lecheras de la
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comarca, designando las ganaderías a
estudiar sobre la base de su accesibili-
dad y disponibilidad.

Se realizaron cuatro controles con
una frecuencia quincenal a lo largo del
periodo de ordeño. Del ordeño manual
de la mañana se tomaron 80 ml de
leche individual, en botes identifica-
dos con etiquetas que llevaban el nú-
mero de cada animal, la sigla de la
ganadería y el número de control.

Las muestras se mantuvieron en
refrigeración (4°C) y no se les añadió
conservante en la fase de recogida.

La separación de los componentes
proteicos de la leche, caseína y suero,
se realizó según la técnica descrita por
Garzón (1996). Posteriormente, se pro-
cedió a la preparación de las muestras
según la técnica descrita por Ascha-
ffenburg y Drewry (1959).

Las fracciones caseínicas se anali-
zaron mediante las siguientes técnicas
electroforéticas:

- Electroforesis vertical en gel de
poliacrilamida a pH alcalino (PAGE).
Se utilizó un aparato de electroforesis
vertical (Bio-Rad, Protean® IIxi Cell)
con alimentador Power Supply ECPS
2000/300 (LKB-Pharmacia). El desa-
rrollo de la prueba se realizó a 220 V,
150 mA y 100W, durante 6 horas
(Chianese et al., 1990).

- Isoelectroenfoque en gel ultrafino
de poliacrilamida (UTLIEF). Se utili-
zó un aparato Multiphor II (LKB-
Pharmacia) con alimentador Power
Supply 2297 Macrodrive (LKB-
Pharmacia). Las condiciones genera-
les de desarrollo son: 2000-2800 V, 4-
20 mA , 5-15 W, con un gradiente de
pH 2,5-6-5 y durante 3 horas (Krause
et al., 1988).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

TÉCNICAS ELECTROFORÉTICAS

Electroforesis vertical en gel de
poliacrilamida a pH alcalino (PAGE)

La figura 1 muestra los perfiles
electroforéticos obtenidos de mues-
tras de caseína representativas de la
población ovina estudiada.

Las fracciones caseínicas se dispo-
nen en dos zonas: una primera zona de
menor movilidad (figura 1, A), repre-
sentada por el complejo de la b-Cn y la
k-Cn (esta última solapada bajo la b

1
-

Cn), y otra de mayor movilidad (figura
1, B), representada por el complejo
a

s
-Cn (a

s1
-Cn+ a

s2
-Cn).

Mediante esta técnica se han ob-
servado 7 fenotipos para la fracción
a

s1
-Cn que se han denominado, si-

guiendo la nomenclatura utilizada por
Chianese et al. (1996):

- a
s1
-Cn BB (figura 1.1) constitui-

do por tres bandas, donde la central (b)
presenta mayor resolución.

- a-Cn CC (figura 1.2) que pre-
senta tres bandas, siendo la menos
anódica (c) la que presenta mayor
intensidad.

- a
s1
-Cn BC (figura 1.3) represen-

tado por tres bandas, donde las dos
bandas más catódicas (b y c) presen-
tan similar intensidad, superior a la de
la banda más anódica (a).

- a
s1
-Cn BD (figura 1.4) constitui-

do por cinco bandas. El triplete de
bandas más anódico (a, b y c) consti-
tuye el perfil del fenotipo  a

s1
-Cn BB, al

que se añaden dos bandas de migra-
ción más catódica (d y e).

- a
s1
-Cn CD (figura 1.5) represen-

tado por cinco bandas. El triplete de
bandas más anódico (a, b y c) constitu-
ye el perfil del fenotipo a

s1
-Cn CC,
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A b-caseína y k-caseina
B a-caseína

Figura 1. Electroforesis en gel de poliacrilamida a pH 8.6. Fenotipos de a
s1
-Cn. 1: BB. 2: CC.

3: BC. 4: BD.  5: CD. 6: AB. 7: AC. (Polyacrylamide gel electrophoresis at pH 8.6.  as1-Cn

phenotypes. 1: BB. 2: CC. 3: BC. 4: BD.  5: CD. 6: AB. 7: AC.).

al que se añaden dos bandas de migra-
ción más catódica (d y e).

- a
s1
-Cn AB (figura 1.6) represen-

tado por cuatro bandas, donde se ob-
serva una banda de migración más
anódica (x), no presente en los
fenotipos anteriores y, por tanto,
marcadora de éste.

- a
s1
-Cn AC (figura 1.7) formado

por cuatro bandas. Al igual que en el
fenotipo anterior, la banda marcadora
sería la x. La diferencia, respecto al
fenotipo a

s1
-Cn AB, se presenta en la

menor intensidad de resolución de la

banda marcadora.
Como ya se ha comentado, en la

zona de migración de la a
s1
-Cn, los

fenotipos de las variantes A, B y C
presentan un perfil electroforético si-
milar, con 3 ó 4 bandas de migración,
diferenciándose entre ellos por la in-
tensidad de las bandas marcadoras de
cada tipo. Sin embargo, los fenotipos
con la variante  D (indicado con un *
en la figura 1.4 y 1.5) presentan un
perfil electroforético diferente, de mi-
gración más catódica, respecto al de
las anteriores (A, B y C). Su diferente
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migración electroforética ha sido ex-
plicada por Ferranti et al., (1995) se-
gún la estructura primaria de los alelos
A, C y D - el B se ha encontrado, pero
no ha sido secuenciado - presentándo-
se diferencias entre aquellos en fun-
ción de simples sustituciones silen-
ciosas, que provocan la presencia de
distinto número de grupos fosfato y,
como consecuencia, la mayor carga
negativa en el alelo A - de 9 a 11
grupos fosfato, y en el C - de 8 a 10
grupos fosfato- mientras que el D pre-
senta una menor carga negativa - 5
grupos fosfato-.

Estos mismos autores han descrito
la presencia de, al menos, de tres com-
ponentes principales en cada una de
las variantes encontradas, denomina-
dos forma larga de la a

s1
-Cn, que co-

rresponden a tres diferentes niveles de
fosforilación. En el presente estudio,
estos tres niveles de fosforilación se
han puesto de manifiesto con la utili-
zación de esta técnica, quedando des-
critos en la figura 1 (a, b y c).

Tomando como criterio de identifi-
cación de los fenotipos el número de
bandas observadas, los perfiles de los
tipos a

s1
-Cn BB, CC y BC (figura 1.1,

1.2 y 1.3, respectivamente) son simi-
lares a los encontrados por distintos
autores (King, 1966; Caroli et al., 1989;
Dall'Olio et al., 1989).

Además del número de bandas, se
ha tenido en cuenta la diferencia de
intensidad de las mismas como crite-
rio de identificación observando, en el
presente estudio, perfiles similares a
los descritos por López-Gálvez (1993).
Así, el tipo a

s1
-Cn BB coincide con el

perfil T1 y el a
s1
-Cn BC con el T3,

mientras que se encuentra similitud
entre el a

s1
-Cn CC y el T2.

Respecto a los perfiles electroforé-
ticos de los fenotipos de cinco bandas:
a

s1
-Cn BD y CD (figura 1.4 y 1.5,

respectivamente), se han obtenido re-
sultados similares, respecto al número
de bandas, a los descritos por distintos
autores (King, 1966; Caroli et al., 1989;
Dall'Olio et al., 1989; Pieragostini et
al., 1989; Chianese et al., 1992 y 1996).

En cuanto a los perfiles de cuatro
bandas: a

s1
-Cn AB y AC (figura 1.6 y

1.7, respectivamente), los resultados
coinciden con aquellos encontrados
por King (1966) y por Chianese et al.
(1996). Basándose en la diferencia de
intensidad de las bandas, se observa
que el perfil a

s1
-Cn AB (figura 1.6)

corresponde al patrón Q1 descrito por
López-Gálvez (1993).

Distintos autores, mediante electro-
foresis a pH alcalino, han observado
dos tipos de patrones de la a

s2
-Cn: uno

con una banda más lenta (Chianese et
al., 1992) y otro, descrito en la raza
Manchega, que se caracteriza por
presentar dos bandas más rápidas
(Chianese et al., 1993) asociadas al
complejo de la a

s
-Cn, dando lugar a

los perfiles que López-Gálvez (1993)
ha denominado C y S respectivamen-
te. La técnica utilizada en el presente
trabajo no ha permitido resolver los
fenotipos de la a

s2
-Cn.

En la fracción b-Cn se observan
tres perfiles electroforéticos denomi-
nados provisionalmente: K, L y M.

- El perfil K (veloz), se caracteriza
por presentar dos bandas, donde la
más anódica b

1
 es de mayor intensidad

respecto a la más catódica b
2
 (figura

1.1 y 6).
- En el perfil L se observan las dos

bandas principales (b
1
 y b

2
) y bandas

satélites de la b-Cn con mediana inten-
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sidad de resolución (figura 1.2).
- El perfil M está representado por

dos bandas principales (b
1
 y b

2
) y ban-

das satélites de la b-Cn con una reso-
lución menor que las pertenecientes al
perfil L (figura 1.3, 1.4, 1.5 y 1.7).

Estos resultados corroboran los
encontrados por Chianese et al. (1995),
que observaron cinco perfiles electro-
foréticos para esta fracción que se
diferencian entre ellos por presentar
uno o más grupos fosfato, identifica-
dos según su masa molecular, y por la
diferencia de intensidad de las bandas.
Así, los patrones Tipo I, II y III son
similares al perfil b-Cn L (figura 1.2);
el Tipo IV coincide con el perfil b-Cn
K (figura 1.1), mientras que el Tipo V
se correspondería con el perfil b-Cn M
(figura 1.3).

Chianese et al. (1990) han compa-
rado los perfiles electroforéticos obte-
nidos a partir de muestras de caseínas
con y sin adición de quimosina, demos-
trando la migración similar de la k-Cn
y la b-Cn en gel de poliacrilamida.
Nuestros resultados coinciden con los
de estos autores, al encontrar que,
mediante esta técnica, la k-Cn migra
conjuntamente con la b1

-Cn.

Isoelectroenfoque en gel ultrafino de
poliacrilamida (UTLIEF)

En la figura 2 se muestran los 7
patrones electroforéticos de a

s1
-Cn -

descritos anteriormente- analizados
mediante isoelectroenfoque en gel
ultrafino. Con esta técnica se observó
una mayor heterogeneidad en la frac-
ción a

s1
-Cn. Esta heterogeneidad se

basa en la intensidad relativa y en la
diferente migración electroforética de
las bandas que componen la a

s1
-Cn.

El UTLIEF confirma los 7 fenotipos
de a

s1
-Cn, observados mediante

PAGE, aunque se evidencian algunas
diferencias entre las técnicas:

- Con el UTLIEF todos los fenotipos
de la a

s1
-Cn presentan el mismo pa-

trón que en PAGE si bien se observa la
focalización, entre las bandas princi-
pales, de otras con menor intensidad,
denominadas por Ferranti et al. (1995)
forma corta de la a

s1
-Cn.

- En el fenotipo a
s1
-Cn AB (figura

2.6) se observan dos bandas centrales
(a y b) de mayor resolución. Sin em-
bargo, para el fenotipo a

s1
-Cn AC

(figura 2.7) se encontró mayor reso-
lución en  la tercera banda más anódica
(b).

En la zona de a
s2
-Cn se observan

tres perfiles electroforéticos, denomi-
nados provisionalmente: F, S e I.

- El perfil F presenta un subgrupo
de tres bandas anódicas de baja
focalización (figura 2.1, zona D).

- El perfil  S presenta dos subgrupos:
uno de migración más anódica, con
bandas de ligerísima focalización, y
otro más catódico, con varias bandas
de baja resolución (figura 2.2, zona
D).

- El perfil I  presenta un subgrupo
de cuatro bandas de baja-media reso-
lución (figura 2.6, zona D).

Respecto a la variabilidad de la a
s2
-

Cn ovina, no disponemos de otras refe-
rencias en el momento de redactar el
presente trabajo.

La zona de la b-caseína muestra
una mejor resolución de las bandas de
focalización, respecto a la electrofo-
resis alcalina, siendo más fácilmente
diferenciables los tres perfiles electro-
foréticos descritos anteriormente.
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A  a-caseína; B b-caseína; C k-caseina y B a-caseína

Tabla I. Frecuencias alélicas de las varian-
tes de a

s1
-caseína. (as1-casein variants allelic

frequencies).

A B C D

0.0297 0.4137 0.5476 0.0089

Nuestros resultados coinciden con
los de distintos autores (Chianese et
al., 1992; López-Gálvez et al., 1994)
que han observado, mediante isoelec-
troenfoque, que la k-Cn se presenta
formada por una sola banda de
focalización que comigra con la últi-
ma banda de las b-Cn satélites (figura
2.2).

DISTRIBUCIÓN DE FRECUENCIAS ALÉLI-
CAS Y FENOTÍPICAS
as1-Cn

La tabla I  muestra las frecuencias
alélicas de las variantes de a

s1
-Cn.

Los alelos A y D son de rara aparición
en la población estudiada, con una fre-
cuencia de 0,0297 y 0,0089, respecti-
vamente. Los alelos C y B son los más
comunes, con una frecuencia de 0,5476

Figura II. Isoelectroenfoque en gel ultrafino de poliacrilamida a pH 2.5-6.5. Fenotipos de
a

s1
-Cn. 1: BB. 2: CC. 3: BC. 4: BD. 5: CD. 6: AB. 7: AC. (Ultra-thin layers polyacrylamide gel

isoelectric focusing at pH 2.5-6.5. a s1-Cn phenotypes. 1: BB. 2: CC. 3: BC. 4: BD. 5: CD. 6: AB. 7: AC.).
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y 0,4137, respectivamente.
En un estudio realizado en razas

ovinas italianas (Chianese et al., 1996),
se ha observado una frecuencia alélica
para el alelo D de 0,016, es decir, casi
el doble a la observada en el presente
estudio. Asímismo, se encontró el alelo
a

s1
-Cn E en baja frecuencia (0,005),

alelo que no ha sido observado en el
conjunto de la población estudiada en
este trabajo.

Con respecto a la distribución de
las frecuencias fenotípicas observa-
das en el presente estudio, el fenotipo
más frecuente es el a

s1
-Cn BC (70,8

p.100). Por el contrario, los menos
frecuentes son los fenotipos a

s1
-Cn

CD y BD (0,6 y 1,2 p.100, respectiva-
mente) (tabla II) . No se han encontra-
do referencias bibliográfica respecto a
la distribución fenotípica de esta frac-
ción en otras razas ovinas.

La prueba c2 de significación para
la fracción a

s1
-Cn presenta valores al-

tamente significativos (c2=52,298 ***)
para el total de la muestra estudiada.

Tabla II. Frecuencias fenotípicas de la a
s1
-

caseína. (as1-casein phenotypic frequencies).

CC BB BC AB AC BD CD

n 30 6 119 6 4 2 1

p.100 17.9 3.6 70.8 3.6 2.4 1.2 0.6

Ello significa que la población no se
encuentra en equilibrio de Hardy-
Weinberg.

b-Cn
Respecto a las frecuencias fenotí-

picas de los perfiles de la b-Cn, el más
frecuente es el M (79,7 p.100), segui-
do del L (11,9 p.100) y, el K con una
frecuencia del 8,3 p.100.

Al igual que ocurría con la fracción
a

s1
-Cn, en otras razas ovinas, no se

han encontrado trabajos relacionados
con la distribución fenotípica de la b-
Cn.
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