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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 caseinicas se iden-
tificaron siete fenotipos de o.,-caseina (CC, BB,
BC, AB, AC, BD y CD), segun la nomenclatura
establecida por Chianese et al. (1996). Mientras
que, anivel de o, ,- y B-caseina se han observado
tres perfiles electroforéticos, denominados pro-
visionalmente F, S e |; K, L y M respectivamente,
ya que no se conoce su segregacion genética.

Se presenta la distribucion fenotipica de las
fracciones caseinicas estudiadas, asi como su
ajuste a la distribucién normal.

SUMMARY

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

ADDITIONAL KEYWORDS

Genetic polymorphism. Milk proteins. Isoelectric
focusing.

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 o ,-casein phenotypes: CC, BB, BC,
AB, AC, BD and CD (Chianese et al.,1996).

- Three o, ,-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.

INTRODUCCION

Desde 1955, afio en que Aschaffen-
burg y Drewry descubrieron la exis-
tencia de polimorfismo en una protei-
na lactea -lactoglobulina), se han
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desarrollado muchas investigaciones confirmado que lac-Cn no presenta
sobre en este tema, fundamentalmentevariabilidad genética en ganado ovino
en leche de vaca. (Chianeseet al, 1992; Lépez-Galvez
Los primeros estudios sobre va- et al, 1994).
riantes genéticas de las proteinas lac- Al igual que ocurre en ganado va-
teas en ganado ovino fueron realiza- cuno (Ng-Kwai-Hang and Grosclaude,
dos por Bell y McKenzie (1964) sobre 1992), se ha encontrado que la varia-
laB-lactoglobulina, y por King (1966) bilidad caseinica en ovino se debe no
sobre lao. -caseina. sélo a la existencia de polimorfismo
A partir de estos estudios, se han genético (cuatro fracciones caseinicas,
realizado distintos trabajos que inten- cada una con diferentes alelos), sino
tan determinar el polimorfismo de las también a modificaciones postrans-
fracciones caseinicas (Dall'Okbal,  cripcionales, que no se corresponden a
1990; Chianeset al, 1990 y 1996; un verdadero polimorfismo genético
Davolietal, 1990; Addeetal,1992;  (formas no alélicas de las caseinas,
Lopez-Galvez, 1993) y de las protei- fracciones caseinicas discretamente
nas del suero (Lopez-Galvest al,  fosforiladas yx-Cn glicosilada) y a
1990, 1994; Lopez-Galvez, 1993; Gar- productos de proteolisig{Cn deriva-
zonet al, 1992; Martineetal, 1993;  gas de Ig3-Cn) (Addeoet al, 1997),
Garzén, 1996; Reciet al, 1997) en  que se observan a nivel electroforético
leche de oveja. dependiendo de la técnica utilizada.
Chianesetal.(1996) encontraron, El objetivo del presente estudio es
mediante técnicas electroforéticas e |aidentificacion de las variantes gené-
Inmunoquimicas, cinco variantes para ticas de las fracciones caseinicas, me-
la fracciona,-Cn (A, B, C, Dy E) en  diante diferentes técnicas electroforé-
leche de ovejas italianas. ticas, de una muestra de la poblacién
Respecto a la fracciop-Cn, este  de ovino Merino del valle de los
grupo de investigadores evidenciaron, pedroches, con el fin de conocer sus
mediante técnicas de inmunotransfe- frecuencias relativas y comprobar si
rencia, cinco perfiles electroforéticos: ge ajustan a una distribucién normal.
tres de ellos (Tipos I, Il y Ill) presen-
tan una heterogeneidad similar, dife-

renciandose solo en la intensidad rela- MATERIAL Y METODOS
tiva de las siete bandas deCn. El
cuarto perfil (Tipo IV) es similar a los Se han utilizado 168 ovejas de raza

anteriores, excepto por la ausencia de Merina, de igual época de parto (no-
la banda de menor migracién estando, viembre-diciembre 1996) y distribui-
por tanto, constituido por seis bandas. das en cuatro ganaderias de la comar-
El Tipo V esta formado por dos bandas ca del valle de Los Pedroches (Cérdo-
principales y una de migracién mas ba). La eleccion de estas cuatro gana-
rapida al complejo anterior (Chianese derias se realiz6 en funcién de una
et al,, 1995). encuesta directa a los ganaderos de las
Existen algunos trabajos que han explotaciones ovinas lecheras de la
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comarca, desighando las ganaderias a
estudiar sobre la base de su accesibili-

dad y disponibilidad.

Se realizaron cuatro controles con
una frecuencia quincenal alo largo del
periodo de ordefio. Del ordefio manual

RESULTADOS Y DISCUSION

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

La figura 1 muestra los perfiles

de la mafiana se tomaron 80 ml de electroforéticos obtenidos de mues-

leche individual, en botes identifica-

dos con etiquetas que llevaban el na-
mero de cada animal, la sigla de la

ganaderia y el nUmero de control.
Las muestras se mantuvieron en

refrigeraciéon (4°C) y no se les afadio

conservante en la fase de recogida.

tras de caseina representativas de la
poblacion ovina estudiada.

Las fracciones caseinicas se dispo-
nen en dos zonas: una primera zona de
menor movilidadfigura 1, A), repre-
sentada por el complejo dede&Cny la
k-Cn (esta ultima solapada bajoba

La separacion de los componentes €n), y otrade mayor movilidgéigura

proteicos de la leche, caseina y suero,
se realiz6 segun la técnica descrita por
Garzén (1996). Posteriormente, se pro-
cedio a la preparaciéon de las muestras
segun la técnica descrita por Ascha-

ffenburg y Drewry (1959).

Las fracciones caseinicas se anali-
zaron mediante las siguientes técnicasCIO

electroforéticas:

- Electroforesis vertical en gel de
poliacrilamida a pH alcalino (PAGE).
Se utilizé un aparato de electroforesis
vertical (Bio-Rad, Prote&nlixi Cell)
con alimentador Power Supply ECPS
2000/300 (LKB-Pharmacia). El desa-
rrollo de la prueba se realiz6 a 220 V,
150 mA y 100W, durante 6 horas
(Chianeseet al,, 1990).

- Isoelectroenfoque en gel ultrafino
de poliacrilamida (UTLIEF). Se utili-
z6 un aparato Multiphor 1l (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).

1, B), representada por el complejo
a-Cn @_-Cn+a_-Cn).

Mediante esta técnica se han ob-
servado 7 fenotipos para la fraccién
a,~Cn que se han denominado, si-
guiendo la nomenclatura utilizada por
Chianeseet al. (1996):

-a_-Cn BB(figura 1.1) constitui-
por tres bandas, donde la centiogl (
presenta mayor resolucion.

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

-a_-Cn BC(figura 1.3) represen-
tado por tres bandas, donde las dos
bandas mas catbdicas ¥ c) presen-
tan similar intensidad, superior a la de
la banda mas anddica)(

-a_-Cn BD(figura 1.4) constitui-
do por cinco bandas. El triplete de
bandas mas andodica, (b y c) consti-
tuye elperfil del fenotipoa_-Cn BB, al
que se afiaden dos bandas de migra-
cién mas catédicad(y e).

- a,-Cn CD(figura 1.5) represen-
tado por cinco bandas. El triplete de
bandas mas anddica, by c) constitu-
ye el perfil del fenotipa_-Cn CC,
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(+)

2 3
BB CcC - BC BD CD AB AC
A b-caseina y k-caseina
B a-caseina

Figura 1. Electroforesis en gel de poliacrilamida a pH 8.6. Fenotipag g€n. 1: BB. 2: CC.
3: BC. 4: BD. 5: CD. 6: AB. 7: AGPolyacrylamide gel electrophoresis at pH 8.6. a_-Cn
phenotypes. 1: BB. 2: CC. 3: BC. 4: BD. 5: CD. 6: AB. 7: AC.).

al que se afiaden dos bandas de migrabanda marcadora.
cién mas catodicad(y €). Como ya se ha comentado, en la
-o_-Cn AB (figura 1.6) represen-  zona de migracion de la -Cn, los
tado por cuatro bandas, donde se ob-fenotipos de las variantes A, By C
serva una banda de migracién mas presentan un perfil electroforético si-
anddica k), no presente en los milar, con 3 6 4 bandas de migracion,
fenotipos anteriores y, por tanto, diferenciandose entre ellos por la in-
marcadora de éste. tensidad de las bandas marcadoras de
- o_-Cn AC (figura 1.7) formado  cada tipo. Sin embargo, los fenotipos
por cuatro bandas. Al igual que en el con la variante D (indicado con un *
fenotipo anterior, la banda marcadora en lafigura 1.4 y 1.5) presentan un
seria lax. La diferencia, respecto al perfil electroforético diferente, de mi-
fenotipoa, -Cn AB, se presenta en la gracion mas catddica, respecto al de
menor intensidad de resolucién de la las anteriores (A, By C). Su diferente
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migracion electroforética ha sido ex- Respecto a los perfiles electroforé-
plicada por Ferrantt al., (1995) se- ticos de los fenotipos de cinco bandas:
gun la estructura primaria de los alelos o, _-Cn BD y CD (igura 1.4y 1.5,
A, Cy D - el B se haencontrado, pero respectivamente), se han obtenido re-
no ha sido secuenciado - presentando-sultados similares, respecto al namero
se diferencias entre aquellos en fun- de bandas, a los descritos por distintos
cién de simples sustituciones silen- autores (King, 1966; Caradt al, 1989;
ciosas, que provocan la presencia deDall'Olio et al, 1989; Pieragostinet
distinto niumero de grupos fosfato y, al.,1989; Chianesetal, 1992y 1996).
como consecuencia, la mayor carga En cuanto a los perfiles de cuatro
negativa en el alelo A - de 9 a 11 bandaso_-Cn ABy AC (igural.6y
grupos fosfato, y en el C - de 8 a 10 1.7, respectivamente), los resultados
grupos fosfato- mientras que el D pre- coinciden con aquellos encontrados
senta una menor carga negativa - 5 por King (1966) y por Chianes al.
grupos fosfato-. (1996). Basandose en la diferencia de
Estos mismos autores han descrito intensidad de las bandas, se observa
la presencia de, al menos, de tres com-que el perfilo_-Cn AB (figura 1.6)
ponentes principales en cada una decorresponde al patron Q1 descrito por
las variantes encontradas, denomina- Lopez-Galvez (1993).
dos forma larga de la_-Cn, que co- Distintos autores, mediante electro-
rresponden atres diferentes niveles deforesis a pH alcalino, han observado
fosforilacion. En el presente estudio, dostipos de patrones deolg-Cn: uno
estos tres niveles de fosforilacion se con una banda mas lenta (Chianese
han puesto de manifiesto con la utili- al., 1992) y otro, descrito en la raza
zacion de esta técnica, quedando des-Manchega, que se caracteriza por
critos en lafigura 1 (a, b y ¢). presentar dos bandas mas rapidas
Tomando como criterio de identifi- (Chianeseet al., 1993) asociadas al
cacion de los fenotipos el numero de complejo de lax-Cn, dando lugar a
bandas observadas, los perfiles de loslos perfiles que Lépez-Galvez (1993)
tiposa_-Cn BB, CCyBCfigural.1, ha denominado C y S respectivamen-
1.2y 1 3 respectivamente) son simi- te. La técnica utilizada en el presente
lares a los encontrados por distintos trabajo no ha permitido resolver los
autores (King, 1966; Caradt al, 1989; fenotipos de lax_-Cn.
Dall'Olio et al,, 1989). En la fraccionp-Cn se observan
Ademas del numero de bandas, setres perfiles electroforéticos denomi-
ha tenido en cuenta la diferencia de nados provisionalmente: K, Ly M.
intensidad de las mismas como crite- - El perfil K (veloz), se caracteriza
rio de identificacion observando, en el por presentar dos bandas, donde la
presente estudio, perfiles similares a mas anodic#, es de mayor intensidad
los descritos por Lopez-Galvez (1993). respecto a la mas catodiga(figura
Asi, el tipoa, -Cn BB coincide conel 1.1y 6)

perfil T1 y ela -Cn BC con el T3, - En el perfilL se observan las dos
mientras que se encuentra similitud bandas principale$(y B,) y bandas
entre elo_-Cn CCy el T2. satélites de IB-Cn con mediana inten-

Archivos de zootecnia vol. 48, nim. 182, p. 201.



SERRANO MOYANO ET AL.

sidad de resolucioffigura 1.2). EIUTLIEF confirmalos 7 fenotipos

- El perfil M esta representado por de o _-Cn, observados mediante
dos bandas principaleg,(y B,) y ban- PAGE, aungue se evidencian algunas
das satélites de BCn con una reso- diferencias entre las técnicas:
lucion menor que las pertenecientesal - Conel UTLIEF todos los fenotipos
perfil L (figura 1.3,1.4, 1.5y 1.7). de lao-Cn presentan el mismo pa-

Estos resultados corroboran los trén que en PAGE sibien se observala
encontrados por Chianesial.(1995), focalizacioén, entre las bandas princi-
que observaron cinco perfiles electro- pales, de otras con menor intensidad,
foréticos para esta fracciébn que se denominadas por Ferraetial.(1995)
diferencian entre ellos por presentar forma corta de lax_-Cn.
uno o mas grupos fosfato, identifica- - En el fenotipax_-Cn AB (figura
dos seglin su masa molecular, y por la2.6) se observan dos bandas centrales
diferencia de intensidad de las bandas. (a y b) de mayor resolucién. Sin em-

Asi, los patrones Tipo I, Il y lll son bargo, para el fenotipa_-Cn AC

similares al perfip-CnL (figura 1.2); (figura 2.7) se encontr6 mayor reso-

el Tipo IV coincide con el perfip-Cn lucion en latercera banda mas anddica

K (figura 1.1), mientras que el TipoV  (b).

se corresponderia con el peffiCnM En la zona dex_-Cn se observan

(figura 1.3). tres perfiles electroforéticos, denomi-
Chianeseet al (1990) han compa- nados provisionalmente: F, Se .

rado los perfiles electroforéticos obte- - El perfil F presenta un subgrupo

nidos a partir de muestras de caseinasde tres bandas anddicas de baja
cony sinadicion de quimosina, demos- focalizacion figura 2.1, zona D).
trando la migracién similar de i&Cn - El perfil Spresenta dos subgrupos:
y la B-Cn en gel de poliacrilamida. uno de migracién mas anddica, con
Nuestros resultados coinciden con los bandas de ligerisima focalizacion, y
de estos autores, al encontrar que,otro mas catodico, con varias bandas
mediante esta técnica, xaCn migra  de baja resolucionfigura 2.2, zona
conjuntamente con [-Cn. D).

- El perfil | presenta un subgrupo
Isoelectroenfoque en gel ultrafino de de cuatro bandas de baja-media reso-

poliacrilamida (UTLIEF) lucion (figura 2.6, zona D).
En lafigura 2 se muestran los 7 Respecto a la variabilidad dedg-
patrones electroforeéticos dg -Cn - Cnovina, no disponemos de otras refe-

descritos anteriormente- analizados rencias en el momento de redactar el
mediante isoelectroenfoque en gel presente trabajo.

ultrafino. Con esta técnica se observé  La zona de Ig3-caseina muestra
una mayor heterogeneidad en la frac- una mejor resolucion de las bandas de
cion o -Cn. Esta heterogeneidad se focalizacion, respecto a la electrofo-
basa en la intensidad relativa y en la resis alcalina, siendo més facilmente
diferente migracion electroforética de diferenciables los tres perfiles electro-
las bandas que componenolg-Cn. foréticos descritos anteriormente.
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2.5
F
A
B
=
D
6.5 s it
1 2 3 4 5 6 : 7 5
BB CcC BC BD CD AB AC

A a-caseina; B b-caseina; C k-caseina y B a-caseina

Figura Il. Isoelectroenfoque en gel ultrafino de poliacrilamida a pH 2.5-6.5. Fenotipos de
a_-Cn. 1: BB. 2: CC. 3: BC. 4: BD. 5: CD. 6: AB. 7: AQiItra-thin layers polyacrylamide gel
isoelectric focusing at pH 2.5-6.5. a_,-Cn phenotypes. 1: BB. 2: CC. 3: BC. 4: BD. 5: CD. 6: AB. 7: AC.).

Nuestros resultados coinciden con Los alelos Ay D son de rara aparicion
los de distintos autores (Chianeste  enla poblacion estudiada, con una fre-
al., 1992; Lopez-Gélveet al, 1994) cuencia de 0,0297 y 0,0089, respecti-
que han observado, mediante isoelec-vamente. Los alelos Cy B son los mas
troenfoque, que lx-Cn se presenta comunes, conunafrecuenciade 0,5476
formada por una sola banda de
focalizacion que comigra con la ulti-
ma banda de I§5Cn satélitegfigura

2.2) Tablal. Frecuencias alélicas de las varian-
tes dea-caseinalo, -casein variants allelic
DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS ALELI- frequencies).
CAS Y FENOTIPICAS
A B c D
o -Cn
Latabla | muestra las frecuencias g o297 0.4137 0.5476 0.0089

alélicas de las variantes de-Cn.
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y 0,4137, respectivamente.

En un estudio realizado en razas
ovinas italianas (Chianestal., 1996),
se ha observado una frecuencia alélica cC BB BC AB AC BD CD
para el alelo D de 0,016, es decir, casi
el doble a la observada en el presente
estudio. Asimismo, se encontré el alelo n 30 6 119 6 4 2 1
a_-Cn E en baja frecuencia (0,005), p.100 17.9 36 708 36 24 12 06
alelo que no ha sido observado en el
conjunto de la poblacién estudiada en
este trabajo.

Con respecto a la distribucion de Ello significa que la poblacién no se
las frecuencias fenotipicas observa- encuentra en equilibrio de Hardy-
das en el presente estudio, el fenotipo Weinberg.
mas frecuente es el -Cn BC (70,8
p.100). Por el contrario, los menos g-Cn
frecuentes son los fenotipas -Cn Respecto a las frecuencias fenoti-
CDyBD (0,6 y1,2p.100, respectlva- picas de los perfiles defaCn, el mas
mente)tabla Il) . No se han encontra- frecuente es é¥l (79,7 p.100), segui-
do referencias bibliografica respecto a do delL (11,9 p.100) y, eK con una
la distribucion fenotipica de esta frac- frecuencia del 8,3 p.100.
cion en otras razas ovinas. Aligual que ocurria con la fraccion

La pruebg? de significacion para o -Cn, en otras razas ovinas, no se
la fracciona, -Cn presenta valores al- han encontrado trabajos relacionados
tamente significativog@=52,298 ***) con la distribucidn fenotipica de fia
para el total de la muestra estudiada. Cn.

Tabla Il. Frecuencias fenotipicas deda -
Casel'na(ocsl—casein phenotypic frequencies).
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