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RESUMEN

En este trabajo, se revisan los conocimientos existentes sobre las estructuras pro-
teicas y moleculares y el descubrimiento y caracterizacion de variantes genéticas en
las seis proteinas intrinsecas de la leche de vaca (Bos raurus), de cabra (Capra hircus)
y de oveja (Ovis aries): las caseinas o, a,, B y k, asi como las proteinas séricas o-
lactoalbiimina y B-lactoglobulina. Los estudios estdin mucho mds avanzados en la
especie bovina, para la que existe evidencia de polimorfismo genético en todas las
lactoproteinas, con un nimero de alelos que oscila entre cuatro (caseina asz) y doce
(B-lactoglobulina). Si bien algo mds confusos, los trabajos sobre caprino confirman
asimismo el caracter polimorfico de todas las proteinas ldcteas; en esta especie, sin
embargo, el complejo polimorfismo cuantitativo y cualitativo de la caseina o, con
un minimo de siete variantes proteicas y doce alelos autosémicos, y sin parangén con
el resto de las lactoproteinas de los rumiantes domésticos, ha polarizado casi todos
los esfuerzos investigadores. Por lo que respecta a la especie ovina, la informacién es
atin més controvertida y dispersa: actualmente estd fuera de toda duda el cardcter
polimérfico de las caseinas a, y o, asi como de las dos seroproteinas mayoritarias,
mientras que la heterogeneidad electroforética observada en las caseinas B y & de esta
especie se atribuye a diferentes modificaciones post-traduccionales. En las ovejas, se
ha descrito una fuente adicional de polimorfismo no genético de las caseinas o, que
coexisten en la leche como dos proteinas de diferente longitud. Mas adelante, se
insiste sobre la importancia del marcado desequilibrio de ligamiento que existe entre
los genes de las cuatro caseinas —concepto de haplotipo—. Finalmente, se mencionan
los estudios de asociacion entre determinadas variantes y diversas propiedades fisico-
quimicas y tecnoldgicas de la leche, que justifican el interés de su deteccion temprana
en programas de seleccion o con fines industriales.

Palabras clave: Variantes Genéticas, Caseinas, Proteinas del Suero Ldcteo, Haplo-
tipo.
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SUMMARY
GENETIC POLYMORPHISM OF THE LACTOPROTEINS IN DOMESTIC
RUMINANTS - A REVIEW

In this work, we review current knowledge on protein and molecular structures
of lactoproteins, as well as the discovery and characterization of genetic polymor-
phism in the six major lactoproteins of cow (Bos taurus), goat (Capra hircus). and
sheep (Ovis aries): a,, O, B, and k caseins, and seroproteins a-lactalbumin and -
lactoglobulin. Research is much more advanced in the bovine species, where eviden-
ce of genetic variability of all these proteins exists, the pumber of alleles ranging
from four (a, casein) to twelve (B-lactoglobulin). Although more confusing. studies
in goats also confirm the polymorphic status of the whole family of lactoproteins. In
this species, however, attention has been drawn to the unusual complexity of a.,-
casein polymorphism. which is under control of at least seven protein variants and
twelve autosomal alleles. Moreover. these variants influence o -casein content in
milk and thus exert a quantitative effect on the overall protein yield. As far as the
ovine species is concerned, available information is still more controversial: it is
nowadays evident the existence of genetic polymorphism in both a-caseins, a-lactal-
bumin, and B-lactoglobulin, whereas electrophoretic heterogeneity observed in case
of B and 4 caseins is due to distinct post-translational events. In sheep, an additional
source of non-genetic polymorphism has been described for a -caseins, which coexist
in milk as two proteins of different lengths. The relevance of the tight linkage dise-
quilibrium existing among the four casein genes is further on emphasized —the
haplotype concept—. Finally, we revise studies that correlate certain casein variants
and various physico-chemical and technological properties of milk. which justify the

interest of early allelic detection in breeding or industrial programs.

Key words: Genetic Variants, Caseins, Whey Proteins, Haplotype.

Alimento exclusivo del mamifero neona-
to, la leche es, desde un punto de vista qui-
mico, un sistema complejo constituido por
dos fases liquidas, fisicamente homogé-
neas: una fase acuosa o lactosuero, con ele-
mentos en suspension coloidal —las micelas
de caseina— o en disolucion; y una emul-
sién lipidica, entre las que se reparten los
diferentes componentes de naturaleza glu-
cidica, lipidica, proteica y mineral.

Los niveles de las proteinas de la leche o
lactoproteinas, a diferencia de lo que ocu-
rre en la fraccidn lipidica, estan determina-
dos préacticamente s6lo por factores genéti-
cos. Este hecho, unido a la importancia
capital que tienen en la tecnologia quesera,

las ha hecho merecedoras de un notable
esfuerzo investigador durante las ultimas
cuatro décadas, de tal forma que, actual-
mente, las lactoproteinas constituyen uno
de los grupos moleculares mejor conocidos.

Esta revisién se centra en el estado ac-
tual de los conocimientos sobre polimorfis-
mo genético de las proteinas intrinsecas de
la leche —es decir, aquéllas que son sinteti-
zadas exclusivamente en la glandula ma-
maria— de los rumiantes domésticos, que
podemos dividir en dos grandes grupos:

* Caseinas: fosfoproteinas que precipi-
tan por acidificacion a un pH 4,6 a una
temperatura de 20°C. Son cuatro: a (en
la nomenclatura internacional: CSNI1SI,
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CASASI), «, (CSN2S2, CASAS2), p
(CSN2, CASB) y k (CSN3, CASK).

“ Proteinas del lactosuero: grupo de
proteinas que permanecen en solucién en el
suero lacteo después de la precipitacion de
las caseinas a pH 4,6 a 20°C. Son dos: a-
lactoalbtiimina (a-La, LALBA) y B-lacto-
globulina (B-g, BLG).

Sintesis y secrecion de las proteinas
lacteas

Las proteinas de la leche, sintetizadas
como pre-proteinas, sufren una serie de
modificaciones covalentes durante su trans-
porte a través del citoplasma de la célula
mamaria (figura |): modificaciones co-tra-
duccionales (hidrolisis enzimatica del pép-
tido senal, formacién de puentes disulfuro)
en el Reticulo Endoplasmético Rugoso; y
post-traduccionales (fosforilacion de las
caseinas, glicosilacién de la k-caseina) en
las vesiculas del aparato de Golgi (MERCIER
et al., 1990). En esta organela tienen lugar
también la sintesis de la lactosa y el empa-
quetamiento de caseinas y fosfato calcico
en submicelas y micelas, que son engloba-
das en vesiculas secretoras y vertidas al
exterior por exocitosis (figura 1).

Tanto el inicio como el mantenimiento
de la lactacién estdn bajo el control de un
complejo multihormonal de efectos galac-
topoyéticos, que podemos dividir en dos
grandes grupos: hormonas (prolactina, oxi-
tocina) cuyas concentraciones plasmaticas
varian notablemente en el curso de la lacta-
cion y, por ende, estan estrechamente liga-
das al control de la produccion de leche; y
hormonas que intervienen de forma mas
indirecta, como la hormona de crecimiento,
las somatomedinas, las hormonas tiroideas,
la insulina, los corticoides suprarrenales o
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el factor de crecimiento epidermoide (OLLI-
VIER-BOUSQUET, 1993).

Composicion quimica de las caseinas

Desde el punto de vista quimico, las ca-
seinas presentan unos rasgos muy particu-
lares que las diferencian del resto de las
proteinas:

— Son heteroproteinas, al estar fosforila-
das en mayor o menor grado en residuos de
serina (S) y ocasionalmente de treonina (T)
(SwaIsGooDn, 1992). La k-caseina, ademas,
esta parcialmente glicosilada. Por lo tanto,
las caseinas |, a, y B son fosfoproteinas
mientras que la k-caseina es una fosfoglu-
coproteina. Cada tipo de caseina tiene un
nimero caracteristico de grupos fosfato for-
mando parte de su estructura: 8 6 9 la Gy
10-13 la a,, 4 6 51a By tan sélo 1 la &
(EIGEL er al., 1984).

- Siendo todas ellas basicamente hidré-
fobas, la distribucidn de los aminoacidos
cargados y neutros no es uniforme dentro
de la molécula, por lo que presentan regio-
nes altamente polares en medio de amplias
zonas apolares (ROLLEMA, 1992). Ambas
propiedades explican su tendencia a la au-
to-asociacion para formar las micelas.

— Precipitan acidificando el pH de 1a le-
che hasta 4,6 a una temperatura de 20°C,
mientras que las proteinas del lactosuero
permanecen en solucion en esas condicio-
nes. Una forma préactica de hacer un primer
fraccionamiento de la caseina total es apro-
vechar la solubilidad diferencial de las
caseinas al calcio, separando las que preci-
pitan con un tratamiento de calcio 250 mM
a pH neutro a 37°C de las que permanecen
en solucion (WAUGH y vON HippEL, 1956):
en estas condiciones, la k-caseina es la
linica que no precipita, 1o que ha dado lugar
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Figura 1. Sintesis, transporte, modificaciones citoplasmadticas y secrecién de las proteinas Jacteas. Las
modificaciones co-traduccionales hacen referencia a la proteolisis del péptido senal, la formacion de
puentes disulfuro intercatenarios, asf como la glucosilacion de la a-La; las modificaciones
post-traduccionales incluyen la fosforilacién de las cuatro caseinas y glicosilacion de la k-caseina.
Lactosa = glucosa + galactosa
Figure 1. Synthesis, transport, cytoplasmic modifications and secretion of lactoproteins. Co-
translational events refer to proteolysis of the signal peptide, the appearance of interchain disulfide
bonds, and a-lactalbumin glycosylation; post-translational modifications include casein
phosphorylation and k-casein glycosylation. Lactose = glucose + galactose

al agrupamiento de las caseinas o, o, y B
bajo el epigrafe de “caseinas calcio-sensi-
bles”.

— En las caseinas calcio-sensibles existe
una zona especialmente rica en residuos de
serina fosforilada (Sp) que constituye el lla-
mado Lugar Mayor de Fosforilacion (Ma-
Jjor Phosphorylation Site, MPS). Tiene una
gran relevancia en el mantenimiento de la
integridad de las micelas y es, junto con el
péptido sefal, la zona mds conservada evo-
lutivamente entre las caseinas calcio-sensi-
bles: de hecho, se agrupan todas bajo la se-
cuencia consenso E/Sp/N/Sp/Sp/Sp/E/E,

siendo el tripéptido S/T-N-Ac (Ac = amino-
dcido acido) la sefial minima de reconoci-
miento por parte de las casein-quinasas
(BRUNNER, 1981).

— La k-caseina carece de lugar mayor de
fosforilacién y es, como ya hemos visto, la
menos fosforilada de las caseinas. Por este
motivo permanece soluble en la leche y
ejerce una funcién protectora sobre la
superficie de la micela, impidiendo que
ésta precipite. Esta proteina es especifica-
mente hidrolizada por la quimosina o reni-
na (E.C. 3.4.23.4) entre los aminoacidos
MIOS_F106 (JoLLES et al., 1968): la pérdida



A. BARROSO. S. DUNNER, J. CANON

del extremo polar carboxilo terminal (Ila-
mado casein-macropéptido) altera de tal
forma la estabilidad estérica y electrostdtica
de la superficie de la micela, que €sta preci-
pita. Esta reaccion tiene una gran importan-
cia tecnologica, pues constituye la base de
la coagulacion de la leche en el proceso de
elaboracién de! queso.

— Los genes de las caseinas tienen es-
tructuras bien distintas, con unidades de
transcripcion que oscilan entre 8,5 y 18,5
Kb y un nimero de intrones de entre 4 y
I8. Sin embargo, la hipdtesis de un origen
comun de las caseinas calcio-sensibles (a |,
oy, ¥ B) (GAYE et al., 1977) esté sustancia-
da por la presencia de motivos estructurales
comunes en las regiones 5’ proximales asi
como por el patrén estructural andlogo de
los cuatro primeros exones (JONES ef al.,
1985). En particular, el exén II codifica la
parte distal de la regién 5’ no traducida, el
péptido sefial integro y los dos primeros
aminodcidos de la proteina madura. JONES
et al. (1985) propusieron un ancestro co-
min para Jas caseinas calcio-sensibles con
un reducido ndmero inicial de exones que
habria crecido por duplicacién intragénica
y después, por duplicaciones intergénicas y
seleccién divergente, habria dado lugar a
los nuevos genes. Groenen et al. (1993)
subrayan la validez de este modelo al pro-
porcionar evidencias de una estrecha rela-
cion evolutiva entre las caseinas o, y B,
tanto por similitudes de tamano entre exo-
nes como por comparacién de las secuen-
cias correspondientes.

Fuentes de polimorfismo de las caseinas

Las caseinas dan lugar a un patrén elec-
troforético enormemente heterogéneo, con-
secuencia de tres fendmenos que actian a
diferentes niveles:
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I. Polimorfismos genéticos, pues las ca-
seinas estan codificadas por genes autoso-
micos con alelos —o variantes genéticas—
codominantes. En ganado bovino, las cua-
tro caseinas son polimérficas, con un nd-
mero de alelos que oscila entre cuatro (a, -
GROSCLAUDE, 1988) y once (f -Ng-Kwai-
HANG y GROSCLAUDE, 1992; MERCIER y
GROSCLAUDE, 1993). Por el contrario, la
caseina o, es la que exhibe un mayor ni-
mero de alelos en los pequefios rumiantes
(cinco en ovino -CHIANESE et al., 1996-,
doce en la especie caprina -GROSCLAUDE ef
al., 1994-), mientras que tanto B como & de
la especie ovina carecen de polimorfismo
genético (Ng-Kwal-HANG y GROSCLAUDE,
1992; LoPEZ-GALVEZ et al., 1994).

2. Modificaciones post-traduccionales,
consecuencia de diferentes grados de fosfo-
rilacion de las caseinas o, o, y Py de gli-
cosilacion de la k, en el interior del aparato
de Golgi durante su transporte a través del
citoplasma de la célula mamaria.

3. Hidrolisis parcial de los extremos
carboxilo y amino terminales (BRUNNER,
1981) de la B-caseina por la plasmina de la
leche, que da lugar a las [lamadas “caseinas
menores” (y, TS, S y R) y a la fraccién pro-
teosa-peptona (componentes 5 a 8) (EIGEL
et al., 1984), respectivamente. Estas modi-
ficaciones tienen lugar en el interior de los
acini mamarios y se prolongan en la leche
fresca.

El Comité de Nomenclatura, Clasifica-
cién y Metodologia de las Proteinas Lac-
teas propone, en su tltima revision (EIGEL
et al., 1984), la identificacién de las varian-
tes genéticas de las caseinas bovinas en
funcion del grado de homologia con sus es-
tructuras primarias, descritas entre los afos
1970 y 1977, de tal manera que la acepta-
cion de una nueva variante presupone po-
ner en evidencia la existencia de alguna
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diferencia aminoacidica con relacion al ale-
lo “salvaje” (Ng-Kwal-HANG y GROSCLAU-
DE, 1992), abandonéandose ¢l criterio elec-
troforético anterior. Se han de designar por
medio de letras maydsculas correlativas,
mientras que los polimorfismos no genéti-
cos derivados de modificaciones post-tra-
duccionales, se nombran con un nimero y
una letra después de la letra que designa la
variante genética correspondiente. Normas
analogas se sugieren para la nomenclatura
de las variantes de otras especies.

Los métodos de estudio del polimorfis-
mo genético de las lactoproteinas se pueden
dividir en dos grandes grupos: métodos de
proteinas y métodos moleculares. Dentro
de los primeros, se incluyen: técnicas de
electroforesis clasicas, esto es, aquéllas cu-
yo criterio de separacién son diferencias en
la carga neta de la proteina (ASCHAFFEN-
BURG y DREWRY, 1955); técnicas de Isoe-
lectroenfoque (1EF), basadas en las diferen-
cias de migracion a través de un gradiente
de pH (SEIBERT et al., 1985); y las técnicas
cromatograficas, muchas de las cuales han
sido adaptadas durante las dltimas tres dé-
cadas a este campo, con especial mencién
de Ja Cromatografia Liquida de Alta Reso-
lucién (HPLC —JAUBERT y MARTIN, 1992-).

La técnica de Southern fue el primer
procedimiento molecular aplicado al poli-
morfismo genético de las proteinas lacteas
(LEVEZIEL et al., 1988). El descubrimiento,
sin embargo, de la Reaccion en Cadena de
la Polimerasa (PCR -Salxi ef al., 1985-) y
posterior desarrollo de un gran nimero de
técnicas de deteccién de mutaciones sobre
producto amplificado, ha simplificado
enormemente el disefo de protocolos mole-
culares especificos para el genotipado de
variantes genéticas de las proteinas ldcteas:
entre ellos, PCR-RFLPs (PCR-Restriction
Fragment Length Polymorphisms —MEDRA-
NO y AGUILAR-CORDOVA, 1990-), ACRS

(Amplification Created Restriction Sites
—LIEN et al., 1992-), AS-PCR (Allele Spe-
cific PCR -Davip y Deutch, 1992-) o, més
recientemente, SSCP (Single Strand Con-
formation Polymorphisms —-BARROSO et al.,
1997, 1998-).

Caseina o,
1. Caracteristicas moleculares

Esta proteina tiene una longitud de 199
aminodcidos (aa) y un peso molecular de
unos 23,6 kilodaltons —KDa—- en bovino
(GROSCLAUDE et al., 1973), ovino (MERCIER
et al., 1985) y caprino (JANSA et al., 1994).
Presenta en bovino una homologia del
87.4% y 87,9% con sus homdlogos ovino y
caprino, respectivamente, cifras que se ele-
van al 97% al comparar las secuencias de
los pequefios rumiantes entre si.

Se conoce la secuencia completa de los
ARN mensajeros (ARN, ) de la caseina o
de ovino (MERCIER et al., 1985), bovino
(GORODETSKII ef al., 1986), caprino (JANSA
et al., 1994), conejo (DEVINOY et al., 1988),
cerdo (ALEXANDER y BEATTIE, 1992a) y del
hombre (MARTIN ef al., 1996). La homolo-
gia media entre los ARN mensajeros de las
tres especies de rumiantes domésticos es
del 95,7%, 5 puntos mds que las homolo-
gias proteicas correspondientes. Esto se
explica por el elevado grado de conserva-
cién evolutiva de los extremos 5" y 3’ no
traducidos, asi como de los péptidos sefal y
lugares mayores de fosforilacion.

La secuencia completa del gen de la .,
se conoce en bovino (KoczaN ef al., 1991)
y conejo (JOLIVET et al., 1992), asi como la
estructura del homdélogo caprino (LEROUX
et al., 1992). Es bastante complejo (figura
2), estda dividido en 19 exones en ambas
especies y se extiende a lo largo de 17,5
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Regiones 5° y 3’ no transcritas

Regiones transcritas no traducidas

I Péptido senal

Proteina madura

Figura 2. Organizacién estructural del gen de la caseina o, bovina (Koczan er al., 1991). En todas
las figuras, los nimeros situados en la parte superior se refieren al tamafio de los exones en pares de
bases; los de la parte wnferior, a los intrones y los extremos 5’ y 3" no codificantes
Figure 2. Structural organization of the bovine «, casein gene. In all figures, upper numbers
represent exon sizes in base pairs; lower numbers refer to introns, and 5’ and 3’ non-coding regions

kilobases —Kb- (17.508 pares de bases
—pb— en bovino, 17.685 pb en el caso del
conejo, unos 17.000 pb en la cabra). El
ARNmMm representa tan solo el 6,5% del total
del gen, mientras que la regién que se tra-
duce se reduce al 3,5%.

En la caseina o), el procesamiento (spli-
cing) alternativo es una fuente muy impor-
tante de polimorfismo, especialmente en la
especie caprina, en la que es responsable
tanto de la gran heterogeneidad de transcri-
tos de esta proteina (BRIGNON et al., 1990;
LErROUX ef al., 1992) como de los distintos
niveles de sintesis proteica entre variantes
genéticas (JANSA et al., 1994). Otro tanto
sucede con la variante A de la especie bovi-
na, que se caracteriza por la delecion de los
codones de los aminodcidos codificados
por el exén IV, consecuencia de una muta-
cion puntual en uno de los lugares de spli-
cing (splice sites) (MOHR et al., 1994). En
la especie ovina se sugiere el mismo meca-
nismo para explicar la coexistencia de dos

formas proteicas de diferente longitud
(FERRANT! et al., 1995). Este fenémeno
también se ha puesto de relieve en otras
especies domésticas, como la porcina (ALE-
XANDER y BEATTIE, 1992a).

2. Polimorfismo genético y frecuencias de
distribucion de las variantes

En la especie bovina se han descrito seis
variantes genéticas: A, B, C (THOMPSON et
al., 1962), D (GROSCLAUDE et al., 1966), E
(GROSCLAUDE et al., 1976a) y F (ERHARDT,
1993a), todas las cuales han sido caracteri-
zadas a nivel aminoacidico (cuadro 1). La
variante B es la predominante en Bos fau-
rus, con las excepciones del ganado Jersey
de la isla homénima (LARSEN et al., 1974) y
la raza Calabresa (BETTINI y MASSINA.
1972). Por contra, en Bos indicus y Bos
grunniens, la variante mayoritaria es la C
(BAKER y MANWELL, 1980). El alelo E pa-
rece ser especifico del yak (GRoscLAUDe et
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CUADRO |
DIFERENCIAS AMINOACIDICAS ENTRE LAS VARIANTES DE LA CASEINA «,
BOVINA. EN TODAS LAS TABLAS, SE DETALLA LA COMPOSICION
NUCLEOTIDICA DE LOS TRIPLETES IMPLICADOS. ASI COMO EL AMINOACIDO
QUE VARIA ~ENTRE PARENTESIS— CON RELACION A UNA VARIANTE-BASE
(EN ESTE CUADRO, LA VARIANTE B)
TABLE |
AMINO ACID DIFFERENCES AMONG BOVINE a.-CASEIN VARIANTS. IN ALL
TABLES, NUCLEOTIDE COMPOSITION OF THE RELEVANT CODONS IS GIVEN, AS
WELL AS THE AMINO ACID THAT DIFFERS -BETWEEN BRACKETS- WITH RESPECT
TO A PRIMARY VARIANT (IN THIS TABLE, VARIANT B)

Variante Posiciones aminoacidicas
14-26 53 66 59 192
A Delecion
B - GCC (A) TCG (S) CAA(Q) GAA(E)
C GGA (G)
D ACC (D)
E AAA (K)
E TTG (L)

al.. 1976a). Las variantes A y D son mucho
mds raras: la primera estd presente en el
ganado Holstein, tanto el canadiense (Ng-
Kwal-HANG et al., 1984) como el holandés
(LARSEN y THYMANN, 1966); la variante D
se ha descrito en varias razas de Francia
(GROSCLAUDE, 1988) e Italia (Russo y Ma-
RIANI, 1978), asi como en la Jersey holan-
desa (CORRADINI, 1969).

El polimorfismo de la caseina o, capri-
na es el mds complejo de todas las lacto-
proteinas de los rumiantes, con un minimo
de doce alelos descritos (A. B, C -Bou-
LANGER ¢! al.. 1984—, E/B", F. 0 —GRros-
CLAUDE ¢/ al., 1987— D —MAHE y GROs-
CLAUDE, 1989-. F'. 0" —LEROUX et al.
1990—, X'B,. Y/B; y G ~LEROUX ¢f al..
1992 GROSCLAUDE ef al.. 1994— y cuatro
clases cuantitativas (alelos fuertes —=A, B,

C, cada uno de los cuales aporta 3.6 g/l de
proteina—, intermedios -E, 1,6 g/l-, débiles
-D, F, 0.6 g/I- y nulos) (GROSCLAUDE ¢t al.,
1987; MARTIN y GROSCLAUDE, 1993). La
estructura primaria de 9 alelos ha sido asi-
mismo dilucidada (cuadro 2).

Los alelos E y F son los mds frecuentes
en las razas Alpina y Saanen (GROSCLAUDE,
1991, RaMUNNO et al., 1991). El alelo A se
ha encontrado con frecuencias del 61% vy
del 33% en las razas italianas Garganica y
Maltesa, respectivamente (RAMUNNO et al..
1991). En las razas espafiolas, los alelos B
y E son los mas predominantes (JORDANA ¢t
al..1991).

En la especie ovina se han descrito cin-
co alelos: Welsh/D (KING, 1966 MAURIE-
LLO ef al.. 1990a), A, C (FERRANTI et al..
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CUADRO 2
DIFERENCIAS AMINOACIDICAS ENTRE LAS VARIANTES DE LA CASEINA o,
CAPRINA DE COMPOSICION CONOCIDA. LA NOMENCLATURA ADOPTADA ES
LA QUE SUGIEREN GROSCLAUDE ef al. (1994). LA INSERCION DE 447 PB DEL
ALELO E SE SITUA DENTRO DE LA REGION 3’ NO TRADUCIDA (UTR) DEL
EXON XIX (JANSA et al., 1994)
TABLE 2
AMINO ACID DIFFERENCES AMONG CAPRINE a, -CASEIN VARIANTS OF KNOWN
PRIMARY STRUCTURE. NOMENCLATURE OF VARIANTS USED IS ACCORDING TO
GROSCLAUDE ef al. (1994). THE 447 BP INSERTION CHARACTERIZING THE E ALLELE
IS PART OF THE 3’ UNTRANSLATED REGION (UTR) WITHIN
EXON XIX (JANSA et al., 1994)

Variante Posiciones aminoacidicas

8 14-26 16 59-69 59-95 77 100 447 pb 195
A CTC (L) CAG (Q)
Bl (X) CTC (L)
B2(BYy CACH) - CCC.(P) - - GAG (E) AGA(R) - ACT (T)
B3 (Y) AAA (K) GCT (A)
C ATC () Delecion AAA (K) GCT (A)
D
E AAA (K) Insercion GCT (A)
F Delecion
G Delecion CAG (Q)

1995), B y E (CHIANESE et al., 1996), de los
que tres se han caracterizado bioquimica-
mente: Ay D difieren de B en las sustitu-
ciones aminoacidicas puntuales P'3/S'3 vy
SO8/N3 | respectivamente —FERRANTI ¢f al.,
1995-. La varian'e Welsh se ha observado
en casi todas las razas estudiadas (LOPEZ-
GALVEZ et al.. 1994), siempre a baja fre-
cuencia excepto en la raza Sarda (citado en
RAMUNNO ef al., 1997) y una poblacion
local de la regién italiana de Campania
(CHIANESE e al.. 1996). En las razas espa-
fiolas, no se ha detectado su presencia en
las razas Manchega y Segurefa (LOPEZ-
GALvEZ, 1993). lo que resulta especialmen-
te nteresante teniendo en cuenta sus efec-
tos negativos sobre la produccion de queso

(PIREDDA et al., 1993). Recientemente. se
ha puesto a punto un test molecular de
PCR-alelo especifica para la deteccién de
los animales portadores de dicha variante
(RAMUNNO et al., 1997).

Caseina «_,
Sa
[. Caracteristicas moleculares

En la especie bovina. esta proteina tiene
una longitud de 207 aa y un peso molecular
de 25.2 KDa (BrigNon ¢ al.. 1977). La
secuenciacion del ADN codificante (ADNc)
(STEWART er al., 1987) ha dado lugar a la
sustitucién del aa E por Q en la posicion 87
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con respecto a la estructura primaria publi-
cada originalmente. En caprino y ovino, la
insercién puntual de N entre I e I'3
(GrROSCLAUDE, 1991) confiere a la proteina
una longitud de 208 aa (BOULANGER et al.,
1984; BOISNARD y PETRISSANT, 1985). Las
homologias bovino-ovino, bovino-caprino
y ovino-caprino son, respectivamente,
88%, 87% y 97,7%. Se trata de la caseina
mas fosforilada, con 10 a 13 grupos fosfato
adheridos a su estructura, que le confieren
un patrén electroforético muy complejo,
con cinco bandas mayoritarias (a,, Oy
Oy O Y A, conocidas cldsicamente
como “caseinas menores”, que no son sino
modificaciones post-traduccionales de la
misma proteina (BRIGNON ef al., 1977). Por
el mismo motivo se trata de la caseina mds
sensible a las condiciones de fuerza i6nica
y concentracién ambiental de cationes,
especialmente de calcio.

63
44 12/45/6 27

21 42
5 e
2509 1785 1809 789 88
27 27 24 45 120

529 1386 1695 91 1104

27 27 27

389 792 440

Se conoce la secuencia completa del
ARNm de la caseina a, de cobaya (HALL
et al., 1984), ovino (BOISNARD y PETRI-
SSANT, 1985), bovino (STEWART et al.,
1987), conejo (DAWSON et al., 1993) y ca-
prino (BounNioL et al., 1994).

La secuencia completa del gen de la o,
(figura 3) se conoce tan sélo en la especie
bovina (GROENEN et al., 1993). Se extiende
a lo largo de 18,5 Kb de ADN vy estd dividi-
da en |8 exones, que presentan unos tama-
flos maximo y minimo de 266 (exén XVIII)
y 21 pb (exén 1V), respectivamente. La
secuencia codificante se extiende entre los
exones 1l y XVII. El ARNm vy la secuencia
codificante representan tan sélo el 5,5% y
el 3,6% sobre la extension total del gen. A
pesar de que la organizacidn global del gen
parece ser mas similar a la del gen de la
caseina o | (Koczan et al., 1991), tanto la
comparacion entre secuencias como la lon-

24 45 123

1042 96 260

45
12/33 266

e 3

756 4386 276

Secuencias intrénicas

von Regiones 57 y 37 no transcritas

Regiones transcritas no traducidas

I Péptido sefial

Proteina madura

Figura 3. Organizacion estructural del gen de la caseina o, bovina (GROENEN ¢7 al., 1993)
Figure 3. Structural organization of the bovine « -casein gene
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gitud de los exones lo acercan mads al gen
de la B-caseina (BONSING ef al., 1988).

2. Polimorfismo genético y frecuencias de
distribucion de las variantes

En ganado bovino, esta caseina es la
menos polimdrfica, con cuatro alelos des-
critos: A, B, C (GROSCLAUDE et al., 1976b)
y D (GROSCLAUDE et al., 1978), tres de los
cuales estdn caracterizados bioquimicamen-
te (cuadro 3). El ganado bovino europeo es
prdcticamente monomoérfico para el alelo
A, pues tan sélo se ha descrito la variante D
en las razas francesas Vosgienne y Mont-
béliarde (GROSCLAUDE et al., 1978), en la
italiana Podolica (CHIANESE ef al., 1988) y
en cinco razas autéctonas germanas (ER-
HARDT, 1993b). B y C sélo se han descrito
en Bos grunniens (GROSCLAUDE ef al.,
1976b; GROSCLAUDE ef al., 1982).

En caprino, se admite la existencia de
tres variantes genéticas: A, B (BOULANGER
et al., 1984) y C (citada en BouNIOL et al.,
1994). Se conocen asimismo las diferencias
aminoacidicas que caracterizan a cada una
de ellas (BouNIoL et al., 1993; BOUNIOL et
al., 1994) (cuadro 3). Ay B estan amplia-
mente distribuidas (Russo et al., 1986).

En las ovejas se conocen tres variantes
genéticas: A, B (BOISNARD et al., 1991) y
SR o variante “superrdpida”, descrita por
vez primera en leche de raza Manchega
(CHIANESE et al., 1993) (cuadro 3).

B-caseina

[. Caracteristicas moleculares

En la especie bovina, la -caseina es una
proteina de 209 aa (RIBADEAU-DUMAS et
al., 1972), con 4 6 S grupos fosfato adheri-
dos a su estructura (EIGEL er al., 1984).
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Basandose en el conocimiento de su estruc-
tura, GORDON et al. (1972) demostraron que
las proteinas antes llamadas caseinas y,, Y,
Y ¥; son en realidad fragmentos de f-casei-
na resultantes de la accion proteolitica de la
plasmina natural de la leche sobre su extre-
mo carboxilo terminal. La actividad catali-
tica de esta enzima también se ejerce sobre
el extremo amino terminal de esta proteina
(WHITNEY et al., 1976), dando lugar a otros
péptidos que se conocen cldsicamente
como la “fraccion proteosa-peptona”. A la
luz de estos hechos, se ha propuesto una
nueva nomenclatura para la familia de esta
proteina (EIGEL et al., 1984).

En la especie caprina, la secuencia de la
B-caseina es 2 aa menor que la de su homo-
loga bovina, y se ha deducido directamente
a partir del ADNc correspondiente (n.°
EMBL M90562, Swissprot P33048). Su
homologia con las de bovino —89,9%— vy
ovino -99,5%— es superior a la de las casei-
nas O, y ¢, Tiene un patrén electroforéti-
co relativamente sencillo, con tres bandas,
dos intensas y una algo mds clara (MAHE y
GROSCLAUDE, 1993).

En las ovejas, la B-caseina mide, al igual
que en las cabras, 207 aa (n.° EMBL
X16482, Swissprot P11839), por delecién
del dipéptido P'7-Y 80 (GroscLAUDE, 1991).
Su perfil electroforético consiste en dos
bandas de intensidad similar y migracién
mads lenta que las otras tres caseinas (LO-
PEZ-GALVEZ et al., 1994).

La secuencia completa del ARNm de la
[3-caseina se conoce en rata (BLACKBURN ef
al., 1982), ratén (YOSHIMURA er al., 1986),
bovino (STEWART er al., 1987), ovino (PrO-
vOT et al., 1989), cerdo (ALEXANDER Yy
BEATTIE, 1992b), caprino (no publicado, n.?
EMBL M90556-M90562), conejo (no pu-
blicado, n.” EMBL X13043) y hombre (no
publicado, n.” EMBL X 17070).
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CUADRO 3

DIFERENCIAS AMINOACIDICAS ENTRE LAS VARIANTES DE LA CASEINA o,

BOVINAS, CAPRINAS Y OVINAS DE COMPOSICION CONOCIDA. EN
SOMBREADO SE REPRESENTA LA VARIANTE B BOVINA, DE COMPOSICION
QUIMICA DESCONOCIDA
TABLE 3

AMINO ACID DIFFERENCES AMONG BOVINE, CAPRINE AND OVINE a,-CASEIN

VARIANTS OF KNOWN PRIMARY STRUCTURE. CHEMICAL COMPOSITION OF THE
BOVINE B ALLELE (SHADED) HAS NOT BEEN ELUCIDATED YET

Variante Posiciones aminoacidicas
Bovino Caprino Ovino
33 47 51-59 130 64 167 49 200
A GAG (E) GCA (A) - ACC(T) GAA(E) AAA(K) AAT (N) AAA/G (K)
B AAA (K) GAT (D) AAC (N)
C GGG (G) ACA(D ATC () ATA ()
D Delecién

El gen de la B-caseina ha sido secuencia-
do de manera completa en las especies
bovina (BONSING et al., 1988), en conejo
(THEPOT et al., 1991), humana (HANSSON ef
al., 1994), ovina (PrROVOT et al., 1995) y en
ratén (no publicado, n.° EMBL X13484).
En la especie caprina estd clonado y expre-
sado en animales transgénicos (ROBERTS et
al., 1992), pero su secuencia atin no estd
disponible. Se extiende a lo largo de una
regién de 10 a 13 Kb. Su organizacién in-
tron-exon es la mas sencilla de las caseinas
calcio-sensibles, pues en el caso de bovino
y ovino el nimero de exones se reduce a 9
(figura 4), con unos tamafios minimo y
méaximo de 24 y 498 pb en bovino y 24 y
492 en ovino para los exones VII 'y V en
ambas especies, respectivamente.

2. Polimorfismo genético y frecuencias de
distribucion de las variantes

En bovino, la B-caseina es, después de la
B-lactoglobulina, la proteina lactea en la

que mas alelos se han descrito, con un mi-
nimo de |1 (Ng-Kwal-HANG y GROSCLAU-
DE, [992; MERCIER y GROSCLAUDE, 1993):
AI, A2’ A], B, C, D, E, A’, B2’ AKMongoIie y
A®. ASCHAFFENBURG (1961) describi6 las
variantes A, B y C por medio de electrofo-
resis sobre papel de filtro trabajando con
muestras de razas Jersey y Guernsey en
condiciones alcalinas. Posteriormente, la
variante A se resolvid en tres bandas distin-
tas en geles de poliacrilamida a pH 4cido,
que fueron llamadas A', A% y A% AscHA-
FFENBURG et al. (1968) descubri6 una nueva
variante, a la que llam6 D, en las razas
Deshis de la India y Boran de Kenia. La va-
riante E se describid por vez primera en la
raza Piamontesa italiana (VOGLINO, 1972).
De todas ellas se conoce la estructura pri-
maria y diferencias aminoacidicas corres-
pondientes (RIBADEAU-DUMAS er al., 1972;
EIGEL et al., 1984) (cuadro 4).

El resto de las variantes descritas son de
distribucidén mucho mas local: asi, A’ se ha
identificado sélo en la raza Japanese Brown
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GEN BOVINO (BosING ef al., 1988)

63 42
44 12/45/6 27 27 24 42 498 6/36 322

5 ... ] e | e

1722 1935 724 112 1895 92 1320 601 730 118

GEN OVINO (ProvOT et al., 1985)

63 42
48 12/45/6 27 27 24 42 492 6/36 323

§ivnn . 30

4636 1997 731 112 2483 93 1325 590 730

===+ Regiones 5’y 3" no transcritas o N
Secuencias intronicas Péptido seial
Regiones transcritas no traducidas Proteina madura

Figura 4. Organizacion estructural del gen de la B-caseina de las especies bovina y ovina
Figure 4. Structural organization of the B-casein gene in bovine and ovine species

CUADRO 4
DIFERENCIAS AMINOACIDICAS ENTRE LAS VARIANTES DE B-CASEINA
BOVINA DE COMPOSICION CONOCIDA

TABLE 4
AMINO ACID DIFFERENCES AMONG BOVINE B-CASEIN VARIANTS OF KNOWN
PRIMARY STRUCTURE
Variante Posiciones aminoacidicas
18 36 37 67 106 122

Al CAT (H)
A? AGC(S) GAA/G(E) GAA([E CCT (P) CAC(S) AGC (S)
Al CAA (Q)

CAT (H) AGG (R)
AAA (K) CAT (H)
AAA/G (K)

mooOw

AAA (K)
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(ABE et al., 1975), B2 (CREAMER y RICHAR-
DSON, 1975) en dos vacas neozelandesas de
raza no identificada, A3Mongolie (GroscLAU-
DE et al., 1982) en ganado autdctono mon-
gol, y A% en ganado de Bali (BELL et al.,
1981a) y posteriormente también en gana-
do coreano (HAN et al., 1983).

Tan sélo hay datos de distribucion fia-
bles para las cinco primeras variantes. Las
mds abundantes son A' y A%, que estdn pre-
sentes en todas las poblaciones analizadas
de Bos taurus y Bos indicus, mientras que
en yak (Bos grunniens) no se ha encontrado
A' (GROSCLAUDE ef al., 1982). A3, en las
razas en las que se ha descrito, suele estar
presente en menos del 4% de las muestras.
B estd descrita, al igual que A' y A% en la
mayor parte del ganado bovino y cebuino,
si bien su frecuencia no suele exceder del
10%. C, finalmente, es exclusiva de las
razas centro y sudorientales de las pobla-
ciones europeas de Bos taurus, con una fre-
cuencia casi siempre inferior al 5% (Ng-
Kwal-HANG y GROSCLAUDE, 1992).

En la B-caseina caprina se reconoce la
existencia de un minimo de cuatro alelos:
A, B, 0y 0. MAHE y GROSCLAUDE (1993),
trabajando con muestras de raza Créole de
Guadalupe, describieron el alelo B con una
frecuencia del 3% y constataron, refren-
dando los resultados preliminares de
DALL’OLLIO et al. (1989), la existencia de
muestras de leche sin -caseina detectable
electroforéticamente. Los andlisis de segre-
gacion les llevaron a concluir que habia un
minimo de dos alelos nulos (0, 07) segre-
gando en la poblacion, que RANDO ef al.
(1996) han confirmado a nivel molecular.
Recientemente, se ha puesto de manifiesto
la existencia de alelos nulos de esta protei-
na en la raza espaiiola Granadina (RECIO et
al., 1997).

Esta proteina es monomorfica en ovino
(Ng-Kwal-HANG 'y GROSCLAUDE, 1992
LOPEZ-GALVEZ et al., 1994). El perfil elec-
troforético mds frecuente, tanto a pH alcali-
no (Di Stasio, 1983) como a pH éacido
(DavoLl et al., 1985), estd constuido por
dos bandas de intensidad similar (B, y B,)
que difieren en el grado de fosforilacién
(RICHARDSON y CREAMER, 1976). Sin em-
bargo, se han descrito otros tres tipos de
patrones electroforéticos trabajando en con-
diciones alcalinas: uno de ellos con una so-
la banda y los otros dos con tres. En estos
dltimos, ademds de las dos bandas anterior-
mente mencionadas, se aprecia una tercera
de migracién mas rdpida (KING, 1966) o
mads lenta (ARAVE et al., 1973).

k -caseina
1. Caracteristicas moleculares

En ganado bovino. la k-caseina tiene una
longitud total de 169 aa y un peso molecu-
lar de 19 KDa (MERCIER et al., 1973). La
comparacién de la k-caseina con las tres
caseinas calcio-sensibles arroja unas nota-
bles diferencias: en efecto, carece de MPS,
que le permite mantenerse en solucién a la
concentracion normal (30 mM) de calcio en
la leche; es una fosfoglucoproteina pues,
ademds de un grupo fosfato adherido a su
estructura (EIGEL et al., 1984), alrededor
del 20% de la proteina total estd también
glicosilada, por unién de un tri- o un tetra-
sacérido; finalmente, el dipéptido F'03-M'06
(DELFOUR et al., 1965) es sensible a la
hidrélisis por la quimosina o renina, hecho
de importancia fundamental, tanto desde un
punto de vista fisiolégico —formacion de un
coagulo en el estémago del lactante— como
tecnolégico —primera fase de la elaboracion
del queso—.
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En los pequefios rumiantes, esta proteina
mide 2 aminodcidos mas que su homologa
bovina, por insercion del dipéptido V-H
entre T13'-§132 (GroscLAUDE, 1991). Las
secuencias de ovino (JOLLES er al., 1974) y
caprino (deducida a partir de su ADNc
—CoLL ef al., 1993-) son homélogas en un
95%. Las homologias de la secuencia de
bovino con las de ovino y caprino son bas-
tante inferiores a las que presentan las case-
inas calcio-sensibles entre si, situdndose en
torno al 85%.

El ARNm de la k-caseina ha sido se-
cuenciado completamente en rata (NAKASHI
et al., 1984), ratén (THOMPSON ef al., 1985),
vaca (GORODETSKII y KALEDIN, 1987), ove-
ja (FURET et al., 1990), cerdo (LEVINE et al.,
1992), hombre (BERGSTROM et al., 1992),
conejo (BOSZE ef al., 1993) y cabra (CoLL
etal., 1993).

En lo que concierne a secuencias géni-
cas, no se conoce ninguna en su totalidad.
En Ja especie bovina (figura 5), se ha publi-
cado la organizacion genérica intron-exon
(ALEXANDER ¢t al., 1988) y secuenciado

62
65 5/57

5. 0

552 278 22 636

2885
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unas 9 Kb de un total de 13; faltan, por lo
tanto, unos 4.000 pb que corresponden ex-
clusivamente a regiones intronicas (ALE-
XANDER ¢t al., 1988). En vacuno, la region
codificante estd dividida en 5 exones, con
unos tamanos minimo y maximo que osci-
lan entre 33 (I1I) y 517 pb (IV). De forma
andloga a la P-caseina, existe un exdn (el
IV en este caso) que codifica gran parte de
la proteina madura: concretamente, abarca
el 60% de la region codificante y el 95% de
la proteina madura, que de nuevo facilita
notablemente los procedimientos molecula-
res actuales de bisqueda de polimorfismo y
genotipado.

2. Polimorfismo genético v frecuencias de
distribucion de las variantes

Hay un total de seis variantes genéticas
descritas en la especie bovina: A, B, C/D,
E, Fy G (Kaminskl, 1996). Tres investiga-
dores (NEELIN, 1964; SCHMIDT, 1964; WoY-
CHIK, 1964), trabajando de forma indepen-
diente, detectaron un polimorfismo bialéli-

33 517
6/27

480/37 121
P

2011 1849 179

Secuencias intronicas

*= Regiones 5’y 3" no transcritas

Regiones transcritas no traducidas

i Péptido seiial

Proteina madura

Figura 5. Organizacion estructural del gen de la k-caseina bovina (ALEXANDER ¢t al., 1988). Los
intrones 1 y Il no estdn sccuenciados en su totalidad
Figure 5. Structural organization of the bovine k-casein gene. Introns I and Il are nor completely
sequenced
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co por electroforesis en almidén con 2-mer-
captoetanol en condiciones alcalinas, y que
llamaron A y B. Un afo mas tarde, se de-
mostré que ambos patrones representaban
de hecho dos variantes genéticas (GROS-
CLAUDE et al., 1965). D1 STASIO y MERLIN
(1979) describieron la variante C, cuyo
determinismo genético fue posteriormente
confirmado (CAROLI et al., 1989), que mi-
gra en condiciones alcalinas por delante de
la variante A. En 1987, Seibert et al., traba-
jando con ganado autéctono germano, des-
cribieron la variante D con la técnica de
Isoelectroenfoque en Geles UltraFinos (Ul-
tra Thin Layer-IsoElectric Focusing, UTL-
IEF) (SEIBERT ef al., 1985), pero la se-
cuenciacién aminoacidica posterior demos-
tr6 que era idéntica a la variante C (Mi-
RANDA ¢t al., 1993). Recientemente, se han
publicado otras dos nuevas variantes: F
(IKONEN et al., 1996) y G (ERHARDT, 1996),
en ganado Ayrshire finés y Pinzgauer, res-
pectivamente. Existe asimismo un microsa-
télite en el intrén Il de este gen (LIEN y
RoGNE, 1993), del que se han detectado
seis alelos (LEVEZIEL et al., 1994).

Las variantes A, B, C y E estdn caracte-
rizadas a nivel aminoacidico (GROSCLAUDE
et al., 1972; MIRANDA ef al., 1993) (cuadro
5). Curiosamente, A y B en Bos taurus
difieren entre si en dos posiciones aminoa-
cidicas (136 y 148), mientras que las homo-
logas de Bos indicus presentan una tercera
sustitucion en la posicién 135 (Gros-
CLAUDE et al., 1974). En cuanto a las va-
riantes F y G, PRINZENBERG ef al. (1996)
han identificado, por secuenciacién del pro-
ducto PCR correspondiente, una mutacion
puntual en cada una que da lugar a una sus-
titucion aminoacidica puntual (cuadro 5)
con respecto a la variante A, pero estos
resultados ain han de ser confirmados a
nivel aminoacidico (PRINZENBERG et al.,
1996).

Las variantes A y B han sido encontra-
das en todas las poblaciones del género Bos
investigadas, incluidos los yaks (GRros-
CLAUDE et al., 1976a), en las que presentan
frecuencias bastante similares excepto en
las razas originarias de la Europa septen-
trional (Ayrshire, Holstein-Friesian, Fla-
mande, Danish Red, etc.), donde la variante
A predomina claramente. El caso contrario
lo representan la raza Jersey y su vecina
continental, la Normanda, en las que el
alelo B puede alcanzar frecuencias de hasta
el 70%. Asimismo, se constata un claro
desequilibrio entre A y B en funcion de la
especializacion productiva del vacuno le-
chero: en efecto. las poblaciones altamente
seleccionadas para cantidad de leche (Hols-
tein-Friesian) tienen alelo A en frecuencias
superiores a las consideradas normales para
la raza; lo contrario ocurre con las pobla-
ciones de ganado vacuno mantequero alta-
mente seleccionado (Ng-Kwal-HANG 'y
GROSCLAUDE, 1992).

Las variantes C y E son muy poco fre-
cuentes en las poblaciones en las que han
sido descritas (JAKOB, 1991; ERHARDT,
1989a), con alguna excepcion: asi, se han
publicado porcentajes del 13% de Cy 30%
de E en las razas Menorquina (ZARAZAGA
et al., 1996) y Ayrshire finesa (IKONEN ef
al., 1996), respectivamente.

La mayoria de los autores consideran
monomorfica esta proteina en el ganado
caprino (Ng-Kwal-HANG y GROSCLAUDE,
1992), con un patrén electroforético consti-
tuido por dos bandas de intensidad similar
(Russo er al., 1986). Sin embargo, Di Lu-
CCIA et al. (1990) han demostrado la exis-
tencia de dos variantes que, por analogia
con la nomenclatura bovina, llaman A y B.
Estos mismos autores sugieren que ambas
se diferencian por una sustitucion aminoa-
cidica puntual en el extremo amino termi-
nal o para-k-caseina. Un trabajo reciente
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CUADRO 5
DIFERENCIAS AMINOACIDICAS ENTRE LAS VARIANTES DE LA k-CASEINA BOVINA
TABLE 5
AMINO ACID DIFFERENCES AMONG BOVINE k-CASEIN VARIANTS

Variante Posiciones aminoacidicas
10 97 136 148 155
A CGC(R)  CGT(R) ACC (T) GAT (C) AGC (S)
B ACT (I) GCT (A)
C CAT (H) ACT (I) GCT (A)
E GGC (G)
F CAC (H)
G TGT (C)

confirma tal polimorfismo por cromatogra-
fia de intercambio idnico y electroforesis
capilar (RECIO et al., 1997).

La k-caseina se considera asimismo mo-
nomorfica en ovino. ALAIS y JOLLES (1961)
describieron dos variantes genéticas, que
llamaron A y B, pero la secuenciacién pos-
terior de las cinco bandas a las que esta
proteina da origen en condiciones electro-
foréticas alcalinas reveld idéntica composi-
cién aminoacidica, con diferencias tan sélo
en el grado de glicosilacién (ALLAIS y JO-
LLES, 1967). El posible polimorfismo gené-
tico vuelve a ser sugerido en estudios reali-
zados por isoelectroenfoque (ADDEO ef al.,
1992), pero no existe todavia confirmacién
inequivoca del mismo.

a-lactoalbumina

1. Caracteristicas moleculares

Se trata de una metaloproteina cdlcica
(HIROAKA et al., 1980) de estructura globu-
lar, muy conservada entre las tres especies
de rumiantes domésticos, como lo demues-
tran la elevada homologia proteica (supe-

rior al 95%), asi como la longitud (123
aminoacidos —BREW et al., 1970; McGILLI-
VRAY et al., 1979; MERCIER et al., 1978-) y
peso molecular (14,2 KDa) comunes, que
ya fue cristalizada en el siglo pasado y
objeto de numerosos estudios en los albores
de la quimica de las proteinas (revisado por
GORDON, 1971). Ademas del mero aporte
de aminodcidos para el neonato, esta prote-
ina tiene una funcién bioldgica bien preci-
sa: actuar como componente regulador de
la sintesis de la lactosa.

Se conoce la secuencia completa del
ARNm del hombre y cobaya (HALL et al.,
1982), oveja (GAYE et al., 1987), cabra
(KuMAGAI et al., 1987), vaca (WANG et al.,
1989), cerdo (Das GUPTA et al., 1992) y
ratén (VILOTTE et al., 1992). La compara-
cion interespecifica ofrece homologias
superiores al 96%. Sin embargo, al contra-
rio de lo que ocurre con los ADNcs de las
caseinas, estdn mas conservados los extre-
mos 5° y 3" no traducidos, mientras que los
grados de divergencia de péptidos sefial y
proteinas maduras son similares.

La secuencia nucleotidica completa del
gen de la a-lactoalbimina se conoce en
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rata (QAsSBA y SaFava, 1984), bovino (Vi-
LOTTE er al., 1987 -figura 6-), humano
(HALL er al., 1987), cobaya (LAIRD erf al.,
1988), caprino (VILOTTE et al., 1991 —figu-
ra 6-) y ratén (VILOTTE y SOULIER, 1992).
Dicho gen se encuentra fisicamente situado
en el cromosoma 5 de bovino y en el 3 de
ovino (ECHARD er al., 1994). Es el gen de
menor tamano de todas las lactoproteinas,
con una unidad de transcripcion de aproxi-
madamente 2 kilobases dividida en cuatro
exones, organizacién similar a la de la liso-
zima, lo que corrobora la hipdtesis de un
origen ancestral comuin. Los dominios fun-
cionales de esta proteina estan codificados
por un exén (exén [ para el péptido senal,
exén III para el lugar de unién al calcio) o
por dos (el dominio de interaccién con la
UDP-galactosiltransferasa estd codificado
por los exones II y IV). Se ha detectado la
existencia de pseudogenes de esta proteina,
es decir, genes afuncionales por mutaciones
en la regién promotora (MEPHAM ef al.,

1992), en bovino y ovino (SOULIER et al.,
1989) y en caprino (VILOTTE er al., 1991);
en el caso concreto de la secuencia del
pseudogén bovino, presenta una homologia
superior al 60% con su homénimo funcio-
nal a lo largo de toda la unidad de trans-
cripeidn.

2. Polimorfismo genético y frecuencias de
distribucion de las variantes

Se han descrito tres variantes genéticas
de la a-lactoalbimina bovina: A, B —que
difieren entre si por la sustitucién Q'%/R'0-
y C. BLUMBERG y TomBs (1958) detectaron
las variantes A y B en cebi White Fulani
nigeriano por medio de electroforesis en
papel, polimorfismo ya intuido por ASCHA-
FFENBURG y DREWRY (1957). Una tercera
variante de a-lactoalbtimina, de migracién
algo mds lenta que la variante B, ha sido
descrita en Bos javanicus (BELL et al.,

GEN BOVINO (ViLOTTE et al., 1987)

160
27/57/76

738 321

159

473

GEN CAPRINO (VILOTTE er al., 1991)

160
27/57/76 159
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329
76 58/271
R
504 330
330
76 58/272
...... 3
503 354

Secuencias intronicas

Regiones 5" y 3’ no transcritas

Regiones transcritas no traducidas

I Péptido senal

Proteina madura

Figura 6. Organizacion estructural del gen de la u-lactoalbiimina en las especies bovina y caprina
Figure 6. Structural organization of the a-lactalbumin gene in bovine and caprine species
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1981a) y bautizada provisionalmente como
C, hasta que se confirmen las pertinentes
diferencias en la secuencia aminoacidica.

En las razas bovinas del norte de Euro-
pa, esta proteina es monomorfica para la
variante B, mientras que la variante A estd
de forma minoritaria presente en bastantes
razas meridionales de origen pododlico
(CHIANESE ef al., 1988), asi como en todas
las poblaciones de Bos indicus hasta ahora
analizadas (Ng-Kwai-HANG y  GRos-
CLAUDE, 1992).

En la especie caprina, tan sélo existe
una referencia a la existencia de dos varian-
tes genéticas, A y B (MAES et al., 1976).
Sin embargo, el polimorfismo genético de
las lactoproteinas de esta especie estd sien-
do objeto de estudio por isoelectroenfoque
en geles ultrafinos (Erhardt, comunicacién
personal).

En la oveja, el polimorfismo de esta pro-
teina es bialélico, si bien la variante B ha
sido descrita tan sélo en cinco grupos étni-
cos y siempre en estado heterocigoto:
Latvian Darkheaded (STamBEKOV ef al.,
1974), Comisana, Barbaresca-Siciliana y
Siciliana-Pinzirita (CHIOFALO y MICAR],
1987) y German Black-Faced (ERHARDT,
1989b). El estudio del polimorfismo genéti-
co de la a-lactoalbimina sigue en curso,
tanto por técnicas de electroforesis bidi-
mensional (LOPEZ-GALVEZ et al., 1995) co-
mo por UTL-IEF (Erhardt, comunicacién
personal).

B-lactoglobulina
1. Caracteristicas moleculares
Esta proteina tiene una longitud de 162

aminoacidos en bovino (BRAUNITZER et al..
1972), caprino (PREAUX ef al., 1979) y ovi-
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no (KoLDE y BRAUNITZER, 1983), con un
elevadisimo grado de conservaciéon amino-
acidica entre ellas, superior al 97%. Al pH
normal de la leche (6,5), la B-lactoglobuli-
na de los rumiantes se presenta en forma
dimérica, con un peso molecular de 18
KDa por monémero, mientras que en los
monogastricos en |os que esta presente apa-
rece en forma monomérica.

Desde su aislamiento por Palmer en
1934, ha sido estudiada exhaustivamente
por practicamente todas las técnicas dispo-
nibles. A pesar de ello, su funcién biolégica
sigue siendo un misterio: los mas recientes
estudios cristalograficos por rayos X mues-
tran una estructura similar, por una parte, a
la de protefnas de secrecién como la Pro-
teina de Unién al Retinol (RBP), la Pro-
tefna Urinaria de Raton (MUP) y la Pro-
teina 14 de la Placenta (PP14) (MERCIER ef
al., 1990); y por otra, a la familia de las
lipocalicinas, como la apolipoproteina D
(PEREZ y CALvO, 1995). Todas ellas partici-
pan en el transporte de pequefos ligandos
hidrotébicos, de forma que, por analogia, la
hipétesis mas en boga la implica en la vehi-
culacién de retinol y dcidos grasos en la
leche.

Se conoce la estructura nucleotidica
completa de los ADNc de bovino (ALE-
XANDER ef al., 1989), ovino (GAYE et al.,
1986), caprino (FOLCH et al., 1993), caballo
(n.° EMBL U60356, no publicado) y cerdo
(ALEXANDER y BEATTIE, 1992a). El transcri-
to maduro y la preproteina representan el
10% y el 6,4% de la unidad de transcrip-
cion, respectivamente, valores que se acer-
can mas a los de las caseinas que a los co-
mentados para la otra seroproteina mayori-
taria.

Se dispone de las secuencias génicas
completas de la 3-lactoglobulina de las tres
especies de rumiantes domésticos (figura
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7): ovino (ALl y CLARK, 1988; HARRIS er
al., 1988), bovino (n.° EMBL de acceso:
748305 -9.432 pb-, X14710 -7.877 pb-, no
publicado) y caprino (FoLcH et al., 1994).
En todos los casos, la unidad de transcrip-
cién, de unas 4,7 Kb, esta dividida en 7
exones, con unos tamarnos comprendidos
entre 42 (exén VI) y 180 (exén VII) pb
(figura 7), estructura que recuerda a la de
las proteinas MUP y RBP. Este gen esta
situado en el cromosoma 11 en bovino y
caprino, mientras que en la especie ovina
ha sido mapeado en el cromosoma 3
(Haves y PETIT, 1993).

Otro rasgo en comtn con la otra sero-
proteina mayoritaria es la existencia de
pseudogenes, cuya existencia ha sido pues-
ta de manifiesto tanto en la especie bovina
(PASSEY y MACKINLAY, 1995) como en la
cabra (FOLCH et al., resultados sin publicar,
n.° EMBL de acceso Z47079), con un grado
de homologia con sus respectivos homoni-
mos funcionales de 60% en el bovino y
45% en la especie caprina.

2. Polimorfismo genético y frecuencias de
distribucion de las variantes

La B-lactoglobulina es la proteina mas
polimdrfica del ganado vacuno, pues para
ella se han descrito un minimo de 12
variantes genéticas (Erhardt, comunicacion
personal): A, B, C, D, Dr, Dyak/E, F, G, H,
I, Wy X. ASCHAFFENBURG Yy DREWRY
(1955) describieron la existencia de un
polimorfismo bialélico en esta proteina,
con dos bandas que Ilamaron 3, y 3, en
orden decreciente de movilidad en electro-
foresis en papel a pH alcalino. Esta nomen-
clatura fue més tarde reemplazada por Ay
B, respectivamente, cuando se puso en evi-
dencia que dicho polimorfismo estaba con-
trolado por dos alelos autosomicos del

mismo gen (ASCHAFFENBURG y DREWRY,
1957), en lo que constituye la primera re-
ferencia de polimorfismo genético en las
proteinas ldcteas. Las variantes C (BELL,
1962) y D (GROSCLAUDE et al., 1966) se
describieron en las razas europeas Jersey y
Montbéliarde, respectivamente. D)vak/E
(GROSCLAUDE et al., 1976b) y F y G (BELL
et al., 1981b) fueron halladas en poblacio-
nes de yak (Bos grunniens) y ganado autdc-
tono de Bali (Bos javanicus), respectiva-
mente. Las variantes H (DavoLi et al.,
1988), I (ERHARDT et al., 1998), W (KRAU-
SE et al., 1988) y X (BArRANYI et al., 1993)
se han descrito en las razas Frisona, Red
Polish, Murnau-Werdenfelser y Hungarian
Grey, respectivamente. Con la excepcidn de
las variantes H y X, todas las demds estan
caracterizadas a nive] aminoacidico (cuadro
6).

Con relacién a su frecuencia de distribu-
cion, las variantes A y B parecen estar uni-
versalmente repartidas en Bos indicus y
Bos taurus, siendo B la mayoritaria en to-
das las poblaciones cebuinas y el 75% de
las taurinas (Ng-Kwal-HANG y GROSCLAU-
DE, 1992). Para todas las demads, la infor-
macién es muy fragmentada y confusa,
entre otras cosas por la dificultad de dife-
renciacion entre algunas de ellas por la
mayor parte de las técnicas electroforéticas
—caso de C y D- o la existencia de varian-
tes aparentemente endémicas de determina-
das poblaciones, como ya se ha comentado
paralaD ./E, laFylaG.

La B-lactoglobulina caprina es igual-
mente polimdrfica, con dos alelos: Ay B
(MACHA, 1970, citado en MARTIN, 1993).

En la especie ovina, el polimorfismo ge-
nético de la 3-lactoglobulina es, junto con
el de la caseina o, el mejor documentado,
con tres variantes: A, B (BELL y MCKENZIE,
1964) y C (ERHARDT, 1989c). Las dos pri-
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GEN BOVINO (n.° EMBL de acceso: Z48305. no publicado)

135 42
45/48/42 140 74 111 10§ 14/28 183

5. . l . ' .

2765 671 863 1119 675 222 389 1938

GEN OVINO (ALl er al., 1988: HaRRIS et al., 1988)

136 42
40/54/42 140 74 111 105 14/28 180
5’-----. vaear P
801 664 844 1101 668 213 373 1916

GEN CAPRINO (FoLcH et al.. 1994)

136 42
40/54/42 140 74 111 105 14/28 178

5’---.----. seen 3?7

2148 665 855 1116 674 213 389 1242

==+ Regiones 5 y 3" no transcritas o .
Secuencias intronicas Péptido sefal
Regiones transcritas no traducidas Proteina madura

Figura 7. Organizacion estructural del gen de la B-lactoglobulina en los rumiantes domésticos
Figure 7. Structural organization of the B-lactoglobulin gene in domestic ruminants

CUADRO 6
DIFERENCIAS AMINOACIDICAS ENTRE LAS VARIANTES DE
B-LACTOGLOBULINA BOVINA DE COMPOSICION CONOCIDA
TABLE 6
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AMINO ACID DIFFERENCES AMONG BOVINE B-LACTOGLOBULIN VARIANTS OF

KNOWN PRIMARY STRUCTURE

Variante Posiciones aminoacidicas

28 45 50 56 59 64 78 108 118 129/130 158
A GAT (D) GTC (V)
B GAC (D) GAG (E) CCT(P) ATC () GAG(Q) GGT(G) ATC () GAG (E) GCC(A) GAC (D) GAG (E)
C CAC/T (H)
D CAG (Q)
Dr AAC(N) GAT (D) GTC (V)
Dyak/E GGG (G)
F TCT(S) TAC (Y) GGG (G)
G ATG (M) GGG (G
w CTC (L)

1 GGG (G)
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meras se distinguen por el cambio Y2/H*
(GAYE er al., 1986), mientras que la varian-
te C difiere de A por la sustitucion puntual
D¥/N® (ERHARDT, 1989¢). Ay B estan uni-
versalmente distribuidas (revisado por
LoPEZ-GALVEZ et al., 1994), siendo A el
mds abundante excepto en la raza Rhon-
schaf (AMIGO et al., 1996), mientras que el
descubrimiento del alelo C en ovejas Meri-
noland y un cruce de Hungarian Merino x
Pleven (ERHARDT, 1989¢), llevd al autor a
sugerir que este alelo pudiera ser originario
de los merinos espanoles. Avala esta hipé-
tesis la existencia de la variante C en reba-
fios merinos de Extremadura (Amigo, co-
municacién personat).

Ligamiento de los genes de las caseinas

Un aspecto de gran importancia en la
genética de las proteinas lacteas es el estre-
cho ligamiento entre los genes de las cuatro
caseinas, situaciéon que fue descubierta y
analizada en el ganado vacuno, primero
entre las casefnas o, y 3 (GROSCLAUDE ef
al.. 1964), a las que poco después se afiadid
la k (GROSCLAUDE et al., 1965). La hipote-
sis del ligamiento de los cuatro genes de las
caseinas se demor6 algo mas por el tardio
descubrimiento de polimorfismo genético
en la a, (GrRoscLalDL et al., 1976b) pero,
a partir de ese momento, se confirma con
rapidez (GROSCLAUDE er al., 1978). El liga-
miento entre los cuatro genes de las casei-
nas también se ha puesto de manifiesto en
ovino (LEVEZIEL et al., 1991) y porcino
(ARCHIBALD ef al.. 1994), asi como entre
las caseinas @, y o, (GROSCLAUDE et al.,
1987) y o, y B (LEROUX y MARTIN, 1996)
de] ganado caprino.

En la especie bovina. los genes de las
caseinas se encuentran situados en el cro-
mosoma 6 (GALLAGHER et al., 1994), en el

orden relativo O‘sl‘B'O‘sz’k (Ferretti et al.,
1990; THREADGILL y WOMACK, 1990), den-
tro de una region que FERRETTI ef al. (1990)
estiman en 250-300 Kb, mientras que
THREADGILL y WoMACK (1990) lo cifran en
menos de 200 Kb. Un trabajo reciente
(RUNKELS et al., 1997a) confirma la prime-
ra hipétesis, cuantificando la zona en 250
Kb desde el punto de inicio de la transcrip-
cién de o, hasta el extremo 3° del gen de la
k-caseina. El ligamiento y orden relativo de
las casefnas estd conservado evolutivamen-
te entre los mamiferos, como lo demuestran
trabajos andlogos al de la especie bovina
realizados en raton (RINKELS er al., 1997b)
y en el hombre (RIUNKELS et al., 1997¢). En
ovino, las caseinas residen en el cromoso-
ma 4 6 6 (ECHARD er al., 1994).

El agrupamiento de las caseinas en una
estrecha franja del genoma tiene conse-
cuencias observables, tanto sobre las fre-
cuencias alélicas de estos genes en las po-
blaciones (ya intuido por KING et al.
(1965), al constatar la existencia de combi-
naciones alélicas no aleatorias —hiaplotipos—
en las caseinas o y ), como sobre la
posible aplicacién prdctica de las variantes
genéticas de las proteinas lacteas para la
mejora de las caracteristicas fisico-quimi-
cas y/o tecnoldgicas de la leche, por las
siguientes razones:

|. Al seleccionar en favor de un deter-
minado alelo hay que considerar la posibili-
dad de estar “arrastrando’™ simultdaneamente
alelos negativos de la misma u otras casei-
nas para ese cardacter u otro de interés. Para
evitar este tipo de problemas se recomienda
generar frecuencias haplotipicas en lugar de
alélicas (LIEN y ROGNE, 1993; VELMALA et
al., 1995).

2. La gran mayoria de los trabajos de
correlacidon entre variantes genéticas vy
caracteres productivos de los tltimos quin-
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ce afos se han restringido al genotipado de
algunas de las proteinas lacteas, fundamen-
talmente B-caseina, k-caseina y B-Lg, olvi-
ddndose de las demds, lo que pone en
entredicho las conclusiones de ellos deriva-
das y explica seguramente la gran cantidad
de informacién contradictoria que se ha
generado (consultense, por ejemplo, JAKOB
y PUHAN, 1992; LiN et al., 1992).

3. El desarrollo de las técnicas electro-
foréticas, cromatograficas y moleculares
durante los tltimos anos ha permitido no
sOlo descubrir nuevas variantes genéticas
en razas autéctonas de efectivos margina-
les, sino sobre todo desenmascarar poli-
morfismos antes indetectables. Sirva como
botén de muestra el caso de la variante C
de la k-caseina bovina, confundida durante
mucho tiempo con la B, responsable de
tiempos de coagulacién bastante superiores
(MACHEBOEUF et al., 1993) y totalmente
indeseable, pues, para la transformacion de
la leche en queso.

Por todas estas razones, es necesario una
mejora y estandarizacién de los métodos de
genotipado que permitan conocer de forma
simultdnea las frecuencias alélicas de todas
las proteinas lacteas antes de extraer con-
clusiones sobre el interés de seleccionar a
favor o en contra de un determinado haplo-
tipo.

Influencia de las variantes genéticas de
las lactoproteinas sobre las propiedades
fisico-quimicas y tecnolégicas de la leche

Durante las dos ultimas décadas, un gran
nimero de grupos de investigacion ha mos-
trado un considerable interés en utilizar los
genes de las lactoproteinas como marcado-
res genéticos para mejorar los aspectos
cuantitativos y cualitativos de la produc-
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cion Jactea asi como las propiedades tecno-
l6gicas de la leche.

Sin embargo, se ha de tener en cuenta
que los efectos atribuidos a una cierta
variante genética sobre un parametro pro-
ductivo lo son en el sentido estrictamente
estadistico o, lo que es lo mismo, las dife-
rencias observadas son meras asociaciones
de las que en la mayoria de los casos nada
se sabe del mecanismo fisiologico subya-
cente. A esto hay que afadir su posible
efecto sobre otros caracteres productivos
relevantes no relacionados con la produc-
cion lechera, especialmente los relativos al
crecimiento, asi como la existencia de com-
binaciones genotipicas no aleatorias de las
casefnas, merced al marcado desequilibrio
de ligamiento de sus genes.

Todos los comentarios subsiguientes,
salvo mencién especifica al ovino o al
caprino, se refieren a las variantes genéticas
de las lactoproteinas bovinas, que son con
diferencia las mejor estudiadas.

1. Produccion lechera

Las conclusiones publicadas en la exten-
sa bibliografia existente son enormemente
confusas e incluso contradictorias pues, a la
propia complejidad del cardcter bajo estu-
dio, hay que anadir la gran variabilidad de
las condiciones experimentales de partida
(tamafo de la muestra, razas implicadas,
lactoproteinas estudiadas y frecuencias
relativas de sus variantes, procedimientos
de genotipado y variantes consideradas,
método de estimacion de la produccion de
leche —test-day vs. producciédn de la lacta-
cién completa-), asi como el rigor de los
ajustes estadisticos de otros factores igual-
mente importantes sobre la produccion
lechera (edad de la vaca, estacidn, estado
sanitario o efectos de otras variantes genéti-
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cas —BOVENHUIS et al., 1992; FaLakl et al.,
1997-).

Un buen ejemplo lo constituyen las
variantes genéticas de la p-Lg y de la &-
caseina que, segun los autores, bien no
guardan ninguna correlacion con produc-
cién lechera (McLEAN et al., 1984; Ng-
Kwal-HANG et al., 1984), bien ofrecen
mayor produccién los haplotipos  B-
Lg?k?B (Ng-Kwal-HANG ef al., 1986), B-
Lg"B/kB (FaLAKI ef al., 1997) o B-LgB/kAB
(YEBROVSKI y KOMISSARENKO, 1982). En el
caso de la caseina o, se ha descrito tanto
la superioridad del genotipo BB (Ng-Kwal-
HANG et al., 1984, 1986), por otra parte el
mas abundante en bovino europeo, como la
ausencia de cualquier correlacion (McLEAN
et al., 1984). Los alelos A” y A3 de B-casei-
na normalmente estan asociados a una pro-
duccién lechera mds abundante (Ng-Kwal-
HaNG et al., 1986).

En caprino, los alelos fuertes en homoci-
gosis de o dan menor produccion lechera
que cualquier combinacién de uno de ellos
con el alelo intermedio E o los débiles D/F
(BARBIERI et al., 1995).

2. Composicion fisico-quimica de la leche

Las cantidades absolutas as{ como las
proporciones relativas de los distintos cons-
tituyentes de Ja leche, especialmente la
grasa y la proteina, dictan el valor de este
producto en términos econémicos, nutriti-
vos y tecnolégicos. Globalmente, los resul-
tados publicados en la bibliografia arrojan
conclusiones algo mds claras que las
comentadas en el capitulo anterior.

2.1. Cantidad de proteina

Los genotipos BB de B-Lg (AsCHa-
FFENBURG y DREWRY, 1957), BC de «,

(McLEAN et al., 1984; Ng-Kwal-HANG et
al., 1986), A'B de B-caseina (Ng-Kwal-
HANG et al., 1986) y BB de k-caseina
(McLEAN et al., 1984; Ng-Kwal-HANG et
al., 1986; RampILLl et al. 1988; vaN
EENENNAAM y MEDRANO, 1991) estdn aso-
ciados con una cantidad de proteina total
superior a los demas.

Los polimorfismos genéticos de las ca-
seinas o, P y k estdn asociados con el con-
tenido de la proteina correspondiente (caso
de la k-caseina), de otras caseinas (los ale-
los A y A% de Ia 3 tienen un mayor conte-
nido de caseinas a ) y/o de proteinas séri-
cas (como la caseina o, cuyo genotipo BC
esta asociado a valores superiores de esta
proteina ¢ inferiores de B-Lg -Ng-Kwai-
HANG y GROSCLAUDE, 1992-).

En la especie caprina, el polimorfismo
genético de la caseina o, (GROSCLAUDE er
al., 1987, GROSCLAUDE, 1988) hace oscilar
los valores de esta proteina entre 0 (homo-
cigoto nulo) y 7,2 (homocigoto ‘fuerte’) g/l
de leche, lo que tiene importantes conse-
cuencias sobre la cantidad de proteina total
(MAHE et al., 1993; GROSCLAUDE et al.,
1994; BARBIERI et al., 1995).

En tecnologia quesera, sin embargo, este
parametro hay que tomarlo con extremo
cuidado, pues tan s6lo nos interesa la prote-
ina de origen caseinico, que es la que queda
retenida en el codgulo inicial. Asf, la pro-
porcién casefna/protefna total (casein num-
ber) o el porcentaje de caseina son indices
mucho mds exactos de la ‘capacidad quese-
ra’ de la leche.

2.2. Cantidad de grasa

En la mayor parte de los trabajos, los
alelos B de B-Lg (HOOGENDORN et al.,
1969; McLEAN er al., 1984; Ng-Kwal-
HANG et al., 1984, 1986) y de B-caseina
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(McLEaN et al., 1984; Ng-Kwal-HANG et
al., 1986) estdn presentes en la leche con
mayor contenido de grasa. Con la k-casei-
na, los resultados son mds contradictorios,
pues hay trabajos que consideran favorable
el alelo A (BOVENHUIS ef al., 1992, FALAKI
et al., 1997) mientras que otros se decantan
por el B (Ng-Kwal-HANG et al., 1986).

Otro tanto se afirma del genotipo BC de
la caseina o (MUNRO, 1978; Ng-Kwal-
HANG et al., 1986) con relacidén al homoci-
goto BB. Por desgracia, en ninguno de
ellos se han encontrado animales CC, por
lo que no es posible discriminar por genoti-
pos extremos el comportamiento de cada
alelo por separado.

En caprino, el parametro “cantidad de
grasa’ tiene un comportamiento andlogo al
de “cantidad de proteina”, de tal manera
que la leche correspondiente a las variantes
fuertes de o, es la mds rica en grasa
(GROSCLAUDE ¢t al., 1994, BARBIER! ¢t al.,
1995).

3. Propiedades tecnologicas de la leche

La mayor parte de los lactoderivados se
fabrican por medio de alguno de estos tres
procesos tecnoldégicos basicos: calenta-
miento, a temperaturas de entre 60 y 140°C;
concentracion de la leche, por evaporacion
o ultracentrifugacién; y fermentacion, enzi-
matica o microbiana.

3.1. Estabilidad térmica de la leche

La estabilidad de la leche y de las protei-
nas lacteas al calor fue la primera propie-
dad tecnoldgica estudiada a la luz del
polimorfismo genético de las lactoproteinas
(GOUGH y JENNESS, 1961).
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Por regla general, la pasteurizacion, tan-
to la rapida (72 °C durante 16 sg) como la
lenta (63 °C durante media hora), tiene
escasos efectos sobre las propiedades de la
leche (DALGLEISH, 1993). Por el contrario,
los tratamientos a altas temperaturas en
cualquiera de sus formas provoca la desna-
turalizacién de la B-Lg y su unién a la k-
caseina de las micelas (Fox, 1982), proceso
que se ve acelerado en las leches evapora-
das (SWEETSUR y MUIR, 1980), y que inte-
resa minimizar por sus consecuencias nega-
tivas sobre la estabilidad de la leche (Ko-
CAK y ZADOW, 1986).

En este sentido, numerosos trabajos han
confirmado diferencias de termoestabilidad
entre los alelos Ay B de la p-Lg y de la &-
caseina (revisado en JAKOB y PUHAN, 1992)
las cuales, sin embargo, no pueden ser con-
sideradas como un efecto directo de las
propiedades de ambas lactoproteinas, pues
los alelos més favorables en la leche no
concentrada, B-Lg® y £&-Cn?, son los menos
estables en la leche concentrada. Semejante
contradiccion se debe seguramente a la
gran influencia que sobre la estabilidad tér-
mica de la leche juegan la cantidad y pro-
porciones relativas de todos los componen-
tes de la leche, hecho que no se tiene en
cuenta cuando se estudia tan sélo el poli-
morfismo genético de dos proteinas.

3.2. Propiedades de coagulacion

Estudiadas por vez primera por SHERBON
et al. (1967), las propiedades de coagula-
cién de la leche (tiempo y velocidad de
coagulaciéon, asi como amplitud mdxima
del codgulo) son con mucho las que guar-
dan una correlacion mds estrecha con el po-
limorfismo genético de las lactoproteinas.

Existe un consenso general a la hora de
admitir que el alelo B de la k-caseina da
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lugar a cuajos mas firmes y en menos tiem-
po que los derivados del alelo A (Ng-Kwal-
HANG er al., 1984; GROSCLAUDE, 1988). El
efecto del alelo E parece ser similar al del
alelo A (GRAVERT et al., 199]1), mientras
que el alelo C estd asociado a tiempos de
coagulacién mads prolongados que A y B
(MACHEBOEUF ef al., 1993).

El polimorfismo genético de la p-casei-
na estd correlacionado con velocidad de
coagulacién y firmeza del cuajo casi tan
significativamente como el de la k-caseina.
El alelo B exhibe tiempos de coagulacion
mds breves (MARIANI ef al., 1986) y un
cuajo mas firme (RampiLLI et al., 1988) que
A. No ocurre lo mismo con los genotipos
de caseina a,, y de B-Lg, para los que se
han publicado resultados bastante contra-
dictorios (JAKOB y PUHAN, 1992).

El polimorfismo de la caseina o, capri-
na tiene también efectos muy significativos
en los pardmetros de coagulacién, especial-
mente sobre la amplitud méxima del codgu-
lo (AA>EE>FF) y la velocidad de coagula-
cion (AA>EE=FF) (GROSCLAUDE et al.,
1994).

En la especie ovina, el genotipo AA de
la B-Lg ovina proporciona un cuajo mds
firme y rendimientos queseros superiores a
los de AB o BB en la raza Manchega (Lo-
PEZ-GALVEZ et al., 1993), si bien otros auto-
res no encuentran ningiln tipo de correla-
cion (D1 STAsIO et al., 1992).

3.3. Calidad y rendimiento quesero

El alelo B de la k-caseina proporciona
rendimientos queseros de 3,5 a 8% superio-
res a los del alelo A en la fabricacion de los
quesos Parmigiano-Reggiano y Parmesano
(MARIANI et al., 1976), Cheddar (GRAHAM
et al., 1986), Camembert (RaAHALI y ME-
NARD, 1991) o Buttercheese (ERHARDT et

al., 1996). Los quesos de vacas BB tienen
mayor contenido en grasa (MORINI ef al.,
1979; GRAHAM et al., 1986; MARzIAL! y
Ng-Kwai-HANG, 1986) y menor porcentaje
de agua (MaRrziaLl y Ng-Kwal-HANG,
1986; RAHALI y MENARD, 1991), aunque la
composicion final del queso depende tam-
bién en gran medida del protocolo de ela-
boracién del mismo, sobre todo de la tem-
peratura de coccion (SCHAAR ef al., 1985).

La B-Lg® muestra rendimientos queseros
y porcentajes de proteina (SCHAAR ef al.,
1985; MaRrziaLl y Ng-Kwal-HANG, 1986;
RAHALI 'y MENARD, 1991) superiores a los
del alelo A. Otro tanto se puede decir del
alelo A! de la B-caseina con respecto al A
(MaRrziaLl y Ng-Kwal-HANG, 1986).

En caprino, los alelos fuertes de la casei-
na o, proporcionan rendimientos queseros
superiores a los alelos intermedio (E) y
débiles (D, F) en un 7 y un 15%, respecti-
vamente (GROSCLAUDE et al., 1994), asi co-
mo cuajos mds firmes (DELACROIX-Bou-
CHET et al., 1996), pero un sabor ‘a ca-
bra’ menos pronunciado en quesos de me-
nos de 2 meses, que se cree debido a la
menor actividad lipasica de la leche con
alelos fuertes (LAMBERET et al., 1996).

Perspectivas futuras

En esta revision, se ha puesto de relieve
tanto la complejidad del polimorfismo
genético subyacente en las seis proteinas
intrinsecas de la leche de las tres especies
de rumiantes domésticos, como el compor-
tamiento diferencial de algunas de las
variantes sobre ciertos parametros fisico-
quimicos y tecnoldgicos de la leche de gran
importancia econémica.

Sin embargo, las conclusiones apuntadas
son fruto de estudios de correlacién en su
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mayor parte sesgados, por el escaso niime-
ro de variantes contempladas, por las limi-
taciones metodoldgicas inherentes a las téc-
nicas de fenotipado de proteinas y, en el
caso de los pequefios rumiantes, por limi-
tarse casi exclusivamente al polimorfismo
de la caseina a.

Un buen ejemplo de la necesidad de
incorporar un mayor nimero de variantes a
tales trabajos lo constituye la variante C de
la k-caseina, tradicionalmente confundida
con la B, asociada recientemente a tiempos
de coagulacién mucho mdas prolongados
que A 0 B (MACHEBOEUF et al., 1993). Por
otra parte, las nuevas técnicas de genotipa-
do molecular basadas en la PCR ofrecen
una alternativa muy interesante frente a los
métodos de proteinas, pues el espectro de
muestras analizables no esta limitado por el
sexo, la edad o el estado fisidlogico de los
animales, siendo suficiente como punto de
partida cualquier tejido que contenga célu-
las nucleadas.

Finalmente, es de gran importancia ana-
lizar las cuatro caseinas como un todo,
merced al marcado desequilibrio de liga-
miento existente entre sus genes, con el fin
de definir las combinaciones alélicas
(haplotipos) Optimas para el objetivo de
seleccion perseguido.
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