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POLYMORPHISM OF BETA-LACTOGLOBULIN GENE IN SELECT
POPULATION SLOVAK SPOTTED BREED.

Martina Miluchova, Michal Gabor, Anna Trakovicka

ABSTRACT

The goal of the paper was to identify [ - lactoglobulin gene polymorphism and analyse of genotype structure in population
Slovak spotted breed. The B - lactoglobulin (LGB) expressed in milk and is important in the evaluation of milk production
potential and butterfat and protein content. LGB is localized on bovine chromosome 11. The AA genotype of LGB is
associated with higher milk yield, the BB genotype with higher fat and casein content and is more desirable for cheese

making. The material involved 28 cattle.

Bovine genomic DNA was isolated from sperm by commercial kit NucleoSpin

Blood (Macherey-Nagel) and used in order to estimate LGB genotypes by means of PCR RFLP method with using Haelll
restriction enzyme. In the population included in the study, genotype AA (148 bp, 99 bp), genotype AB (148 bp, 99 bp, 74
bp), genotype BB (99 bp, 74 bp). There were detected homozygote genotype AA with frequency 50 %, heterozygote
genotype AB with frequency 21.43 % and homozygote genotype BB with frequency 28.57 % in evaluated Slovak spotted
breed. Results point out that frequency of A allele was high and was represented 60.71 %. Frequency of B allele was 39.29

%.

Keywords: Slovak spotted breed, beta — lactoglobulin, LGB, PCR — RFLP

UVOD

Analyza polymorfizmu mlie¢nych bielkovin
poskytuje uzitocné informacie pre S$lachtitelov a
spracovatelov mlicka. Mnoho vyskumnych prac
poukazuje na to, ze urCité bielkovinové varianty mlicka
moZu byt asociované s produkciou mlieka (Bech,
Kristiansen, 1990), jeho zlozenim (Hill et al.,1997;
Lunden, Nisson, Janson, 1997; Robitaille et al., 2002)
a produkciou syrov (Hill et al.,1997; Vandenberg et al.,
1992).

LGB bol prvy mliecny protein, u ktorého bol
detegovany polymorfizmus. Pomocou elektroforézy boli
zistené dva varianty a boli oznacené ako 1 a B2 (A a B)
(Aschaffenburg, Drewry, 1955). V sucasnosti je
znamych 12 variant LGB, zktorych su
najfrekventovanejSie A a B varianty. LGB je hlavny
srvatkovy protein mlieka krav a d’alSich prezavavcov ako
jelen, bizon a byvol a niektorych nepreziuvavcov ako
osipané, kone, psy, delfiny a velryby, ale nie je pritomny
v 'udskom mlieku (Hambling et al., 1992).

LGB je extrémne stabilny protein, ktory existuje
pri normalnom pH bovinného mlicka ako dimér
s molekulovou  hmotnostou 36 000  Daltonov.
Jednovlaknovy polypeptid s molekulovou hmotnostou
18 kDa pozostava zo 162 aminokyselinovych zvyskov
(Creamer, Parry, Malcolm, 1983).

Bovinny LGB variant A sa odliSuje od variantu
B v dvoch aminokyselinach a to asparagin-64 a valin-
118. Tieto aminokyseliny su substituované glycinom a
alaninom u variantu B. Biologickad funkcia nie je dosial
znama. Predpokladd sa, ze majii ulohu v metabolizme
fosfatov a transporte retinolu a mastnych kyselin (Hill et
al., 1997).

Ciel'om prace bolo zistit' genotypovu Strukturu
slovenského strakatého plemena pre B-laktoglobulinovy
gén.

MATERIAL A METODY

Pre stadium polymorfizmu vybraného génu bol
pouzity biologicky material ziskany od 28 bykov
slovenského strakatého plemena.

DNA bola izolovana z inseminaénych davok
pomocou komeréného kitu NucleoSpin Bood (Macherey
Nagel) podla prilozeného protokolu s drobnymi
Upravami.

Analyza  polymorfizmu LGB bola
uskuto¢iiovana metédou PCR-RFLP podla Medrano
a Aguilar-Cordova., (1990). PCR reakéna zmes
v celkovom objeme 25 pl obsahovala 50 ng DNA, 1 U/ul
Taq polymerazy (Fermentas), 1,5 mM MgCl, 200 uM
dNTP, 1 x Reaction buffer, 0,5 uM kazdého primeru
(LGB FOR 25-mer: 5" - TGT GCT GGA CAC CGA
CTA CAA AAA G - 3°, LGB REV 24-mer: 5- GCT
CCC GGT ATA TGA CCA CCC TCT - 37). PCR
pozostavala zo Startu 94 °C 2 minaty, 35 cyklov
(denaturacia 94 °C 60 sekiind, annealing 55 °C 60 sektind
a polymerizacia 72 °C 60 sekiind), posledny krok —
elongacia prebichal pri 72 °C pocas 8 minit. PCR
produkty boli vizualizované pod UV transiluminatorom
na 2 % agarérovom géle s pridavkom etidium bromidu.
PCR produkt bol nasledne postiepeny restrikénym
enzymom Haelll pri teplote 37°C po dobu 3 hodin.
Stiepne  produkty boli vizualizované pod UV
transiluminatorom na 3 % agarézovom géle s pridavkom
etidium bromidu.

VYSLEDKY

Amplifikované PCR produkty o velkosti 247 bp
boli Stiepené enzymom Haelll a vizualizované v 3%
agarozovom géle.
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V populacii  hovidzieho dobytka v celkovom
pocte 28 zvierat boli zistené vSetky tri genotypy a to
genotyp AA (148 bp, 99 bp) 14 zvierata, genotyp AB
(148 bp, 99 bp, 74) 6 zvierat a genotyp BB (99bp, 74 bp)
8 zvierat. V tabulke 1 st hodnoty frekvencii alel a
frekvencii genotypov.

Obrazok 1 Reprezentativne vysledky PCR RFLP
analyzy LGB Stiepené enzymom
Haelll na 3% agarézovom géle

Draha 1 - PCR produkt (247 bp), 2 - marker 100 bp DNA
Step Ladder (Fermentas); 3 — genotyp AB (148 bp, 99
bp, 74 bp), 4 — genotyp AA (148 bp, 99 bp), 5 — genotyp
BB (99 bp, 74 bp), 6 — marker 100 bp DNA Step Ladder
(Fermentas)

Schéma 1 Schémstické znazornenie Stiepneho produktu

LGB

1- DNA ladder 100 bp, 2 — genotyp AA (148 bp, 99 bp),
3 —genotyp AB (148 bp, 99 bp, 74 bp), 4 — genotyp BB

(99 bp, 74 bp), 5 — PCR produkt (247 bp)

Ako vidiet ztabulky 1 v populacii sa
vyskytoval genotyp AA s frekvenciou 50 %, frekvencia
genotypu BB bola 28,57 % anajmenej zastipeny bol
genotyp AB s frekvenciou 21,43 %. Vysledky poukazuju
na to, ze frekvencia alely A bola vysoka a bola v
populacii zastupend 60,71 %. Frekvencia alely B bola
39,29 %.

Na zéklade ¥’ testu sme zistili Statisticky
preukazny rozdiel medzi oCakavanymi a pozorovanymi

frekvenciami  genotypov v sledovanej  populacii
hovédzieho dobytka.
GENOTYPY (n=28) ALELY X
FREKVENCIE AA | AB [ BB A B df.=2
pozorované
14 ‘ 6 ‘ 8
3 teoretické 34 22
ABSOLUTNE
10,3208 ‘ 13,3588 | 4,3204
pozorované 8,50
0,5 ‘ 0,2143 | 0,2857
teoretické 0,6071 | 0,3929
RELATIVNE
0,3686 0,4771 0,1543
p < 0,05

Tabul’ka 1 Genotypové a alelové frekvencie beta-
laktoglobulinového génu

Lokus | Alely He PIC C. ENA | V%

BLG | A;B | 0,4771 | 0,3634 | 0,5229 | 1,9124 | 49,48

Tabulka 2 Efektivnost’ pdsobenia alel génu LGB
Vv populacii slovenského strakatého plemena

V analyzovanej populacii slovenského
pinzgauského dobytka bol pozorovany mierny narast
homozygotnosti (0,5229), ¢o bolo spdsobené vysSim
podielom homozygotného genotypu AA v populécii.
Efektivnost poOsobenia alel sa blizila k hornej hranici
2,000 (1,9124). Mozna premenlivost’ sa realizovala na
49,48 %.

DISKUSIA

Nase udaje kore$ponduju s udajmi viacerych
autorov. Curik et al. (1997) detegovali u plemena
simental vysSiu frekvenciu alely A (52 %). Tieto udaje
su v zhode so zistenim Din¢ (2009), ktora pozorovala
vyssie zastupenie alely A u plemien turecké Sedé (52,13
%) a holstein (54,55 %). Naopak Uhrin et al. (1994)
Vv populacii hovddzieho dobytka detegovali prevahu alely
B (98 %) nad alelou A. Uhrin et al. (1995) pozorovali
Unahodne vybranej skupiny krav vysokl frekvenciu
alely B (76,9%). Podobne Bulla et al. (2007) zistili
prevahu alely B (73 %). Vysoka frekvencia alely B
(82,79 %) u pinzgauského plemena sa zhoduje aj
s udajmi autorov Miluchova et al. (2009).

ZAVER

V analyzovanej populacii hovéddzieho dobytka
boli  detegované  vSetky tri  genotypy beta-
laktoglobulinového génu. Homozygotny genotyp AA
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s frekvenciou 50 %, heterozygotny genotyp AB
s frekvenciou 21,43 % a homozygotny genotyp BB
s frekvenciou 28,54 %. Vysledky poukazuju na to, ze
frekvencia alely A bola vysoka a bola v populacii
zastupend 60,71 %. Frekvencia alely A bola 39,29 %.
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