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ABSTRAKT

Praca bola zamerana na identifik&dciu polymorfizgalaktoglobulinového génu v
populécii slovenského pinzgauského dobytka. Izaldmdvinnej gendmovej DNA sme
uskut@nili metdédou proteolitickej hydrolyzy proteinazou , Kfenol-chloroformovej
deproteinizacie a etanolovej precipitacie, ktord pouzité na zisteni-LG genotypov
pomocou PCR-RFLP metddy s pouzitim regmigo enzymwaelll. Material zalfhal 39
zvierat hovadzieho dobytka. Amplifikované PCR prkguboli vizualizované v 3 %
agarézovom géle. V analyzovanej populacii zvierali Detekované vSetky tri genotypy
pre3-LG gén, a to: genotyp AA (148 bp + 99 bp), genop (148 bp + 99 bp + 74 bp) a
genotyp BB (99 bp + 74 bp). Nag&ie zastupenie mal homozygotny genotyp BB
s frekvenciou 0,6667 pred heterozygotnym genoty@ddns frekvenciou vyskytu 0,2564.
Najmenej zastupeny bol genotyp AA s frekvencioukyfis 0,0769. Genetickou analyzou
populéacie sme zistili frekvencie alel A a B g§iuG, ktoré boli 0,2051 a 0,7948-LG je
lokalizovany na bovinnom chromozéme 11. Genotyp ARG je asociovany s vysokym
mliecnym vytazkom a genotyp BB je asociovany s vysokym obsahdm a kazeinov

potrebnych pre vyrobu syrov.

Kracéové slova:mlieko, B-LG, hovadzi dobytok, PCR-RFLP



ABSTRACT

The aim of the work was identification @tlactoglobulin gene polymorphism in
the population of the Slovak pinzgau cattle. Bowge@omic DNA was isolated by method
proteolitic hydrolyse of proteinase K, fenol-chlphmrm deproteinization and ethanol
precipitation, which used in order to estimptkactoglobulin genotypes by means of PCR-
RFLP method with using restriction enzyrdaelll for B-LG. The material involved 39
animals of breed cattle. Amplified PCR productseveisualized on 3 % agarose gel. We
detected all three genotypes LG gene: AA genotype (148 bp + 99 bp), AB genotype
(148 bp + 99 bp + 74 bp) and genotype BB (99 bpt+bf@) in our population. The BB
genotype was the most frequent with observed frecyuef 0,6667 while the frequency of
the AB genotype was lower with frequency 0,2564e WA genotype was represented
with frequency of 0,0769. By using genetic analyse detected in population the
following frequency of alleles. Frequency of alkeld and B for gen@-LG were 0,2051
and 0,7949B-LG is localized in bovinne chromosome 11. The Aédngtype off-LG is
associated with hihg milk yield and the BB genotypassociated with high fat and casein

content and is more desirable for cheese making.

Key words: milk, B-LG, breed cattle, PCR-RFLP
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UvoD

Mlieko tvori jednu z najdodlezitejSich &stiludskej stravy. Jeho vysoka biologicka
hodnota ho radi vo vyzive na vynidr@ miesto. Mlieko je prva a jedina potrattaveka
v prvych mesiacoch jeho Zivota. Je prirodzenym jpanovapnika, esencialnych mastnych

kyselin a bielkovin.

Mlie¢ne bielkoviny su predmetom intenzivheho vyskumu gvej vyznam na
I'udské zdravie a ako potencialne markery Gzitkowjaktnosti.

Mliecne proteiny sa tvoria z aminokyselin, polypeptid@wielkovin krvnej plazmy.
Obsahuju 18 z 22 znamych esenciélnych aminokyselin.

Kravské mlieko obsahuje 3 — 4 % bielkovirgaho kazeinovy komplex predstavuje
priblizne 80 % obsahu celkovych bielkovin.

B-laktoglobulin je hlavny srvatkovy protein mliekeepuvavcov tvori 60 — 80 %
obsahu srvatkovych bielkovin a 9,5 % z ritigch bielkovin. Nachadza sa tiez v mlieku
d'alSich cicavcov, ale chyba v mlieku hlodavcoVudi. Je lokalizovany na bovinnom
chromozome 11 -laktoglobulin bol prvy mligny protein, u ktorého bol detekovany
polymorfizmus.

V potravinarskom priemysle nf&laktoglobulin vyznam, pretoZe jeho vlastnosti sa
vyuZivaja pri spracovani a vyrobe ndig/ch vyrobkov. Ma pozitivny vplyv na obsah
bielkovin v mlieku a vyznamne zlepSuje pomer praieik tuku. Je asociovany s vysokym
obsahom tuku a kazeinov potrebnych pre vyrobu syrbaktiez je najsilnejSim
a nagastejSim potravinovym alergénom. Je to primarnygent ktory drazdi imunitnu
precitlivenos u dogiat.

B-LG je extrémne stabilny protein, ktory existuje@ pormalnom pH bovinného
mlieka ako dimér s molekulovou hmotiioa 36 000 Daltonov a pozostava zo 162
aminokyselinovych zvyskov.

V sasnosti je u hovadzieho dobytka zndmych 12 varfabhG, z ktorych su
najfrekventovanejSie A3() a B 32) varianty. Neskor boli objavené varianty: A, B, [,
E,F, G H,IJ,W.
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1 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY DOMA
AV ZAHRANI Ci

1.1 Charakteristika mlieka

Surové mlieko je v zmysle Potravinového kdédexu G&inované ako sekrét
mliecnej Z'azy ziskany nadojenim od jednej kravy, ovce, kdep@byvolej kravy alebo
viacerych krav, oviec k6z alebo byvolich krav, ktokebol zahriaty na teplotu vysSiu ako
40 °C, alebo nebol oSetreny inym spdsobom, ktoryewaocenny tinok ako zahriatie na
teplotu vy33iu ako 40 °C (NR ES1662/2006).

1.1.1 Rozdelenie mliek

Mlieka mozZno deti z viacerych Radisk:
1. z praktického Fadiska:
- druhové mlieka — kravské, @&, kozie, byvolie a i.,
- kazeinové mlieka — v tychto mliekach je obkaheinu vyssi ako 75%; su to mlieka
prezavavcov t.j. kravske, owe, kozie a i.,
- albuminové mlieka — v tychto mliekach je dbgazeinu niZSi ako 75%; su to mlieka
neprezivavcov.
2. pod’a Stadia laktacie:
- nezrelé mlieko — mledzivo,
- zrelé mlieko — mlieko z obdobia od 5 (kravskesp. 7 dni (osie, kozie) po pbrode do
4 — 6 tyzdov pred pérodom,
- starodojné — mlieko z obdobia konca laktégie obdobia vysokého Stadia gravidity —
zasUsSania,
- aberatné — mlieko z tzv. nepravej gravidity.
3. z technologickéholadiska:
- individualne mlieko — pochadza od skupinyzlsasamic,

- zmieSané mlieko — pochadza od skupiny viacskamicCubai et al., 2007).

11



1.2 Produkcia mlieka

Mlieko sa tvori v mliénej Zaze dojnic, ktora je jednou z najdélezitejSichzZlia
koze. Je tvorend zo Styroch samostatne produkijciborov — Stvrtiek. Stbor pozostava
z tzv. mlignych jednotiek. Dojnica ma v kazdom subore vyvinlgd jednu mliénu
jednotku. Ta je tvorena mbaymi alveolami, mliekovodnymi kanalikmi, cisterncau
ceckom. Z fMadiska tvorby mlieka su aktivhou fummiou ¢cag’ou mlieinej jednotky
mliecnej alveoly s priemerom 0,1 — 0,3 mm. Tvorbu mligedezpéuje jednovrstvovy
sekrény epitel z mliekovodnych buniek, ktory vystiela iahu alveolu. Vyznamnou
cag’ou alveoly su hladkosvalové tzv. kd&vité bunky, ktoré sa nachadzaju okolo
sekr&neho epitelu v stene méirych alveol a maju vyznam pri vypramyani mlieka z
vemena. Mliéne alveoly su obklopené bohatout'sie krvnych kapilar, ktorych funkcia je
r6znoroda (Semjan, 1994).

VSetky zakladné zlozky, ktoré su potrebné na tvonieka, odoberaju bunky
sekr&neho epitelu z krvi. Sekrécia mlieka nastava v eagkam epiteli mli€nych alveol.
Sekreny epitel z krvi prebera niektoré zlozky mlieka ldtové (voda, mineralne latky,
vitaminy), ostatné zlozky vznikaj€innog’ou sekrénych buniek z dodanych stavebnych
materialov. Pri syntéze tuku su prekurzorom jehorlly nizkomolekulové mastné
kyseliny, najma kyselina octova, ktora vznika vtde®nom mnozstve pri fermentaych
procesoch v bachore. Kazein sa syntetizuje z ghgtemovych frakcii globulinov a
Ciastane z dopiujucich aminokyselin a kyseliny fosf@reej. Laktéza sa syntetizuje v
sekr&énom epiteli mlienej Zazy z glukézy a galaktézy, pam hlavnym prekurzorom je
glukéza, ktora vznikd z octanov, propionatov a hattyy, produkovanych v bachore
prezuvavcov (Kolosta, 2000).

Tvorba mlieka v mliénej A'aze dojnic je riadend zloZitou neurohormonalnou
sustavou. Z&atok produkcie mlieka vo vemene dojnice suvisikendenim gravidity
a odchodom 16Zka z organizmgim je umozneny z#atok laktacie nasledkom staleho
pbsobenia hormonu prolaktinu. Prolaktin podneéijpos’ mliecnych alveol. Tvori sa uz
pocas ténosti, ale uvbnuje sa az po oteleni, &eprestavacinnog’ progesterénu a
estrogénu. Okrem toho sa pri tvorbe mliekanmosti hypofyzy zGastuje aj Stitna Paza,

a to prostrednictvom hormonu tyroxinu. Na tvorbéekd saciastane podi€a aj hormon
nadobltiek (GajdiSek, 2003).
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1.3 Zlozenie mlieka

Mlieko predstavuje zlozity biologicky systém, wkbm sa jednotlivé zlozky
nachadzaju v roznom pomere. Sekie bunky mliénej Zazy prijimaju stavebnéastice
z krvi ¢i z lymfy, z nich syntetizujd mligny tuk, laktozu a takmer vSetky bielkoviny.
Z krvnej plazmy prijimaja vodu a mineraly (Gafeek, 2003).

Kravské mlieko sa sklada z komplexu &ain organického a anorganického
pbvodu, ktoré sa vyskytuju vo &&ich koncentraciach, ale aj stopovych mnozstvach.
O zloZeni kravského mlieka informuje nasledujudaitka (Chudy et al., 2000):

TabuPka 1

ZlozZenie kravského mlieka

Pbévodné latky

Alavné Dophujice Nepdbvodné (cudzorodé) latky
- voda (87 %) - biologicky aktivne | - pesticidy
- lakt6za (4,7 %) latky: - lieciva
- tuk (3,7 %) nebielkovinové - tazké kovy
- bielkoviny (3,2 %) dusikaté latky, - sanit&né pripravky
- mineralne latky (0,8 %)| vitaminy, enzymy, | - mykotoxiny
hormony (1,4 %) |- radionuklidy a iné

1.3.1 Voda

Mlieko obsahuje 87 — 88 % vody. Voda sa vyskytigdarme: vdnej, viazanej na koloidy
a viazana chemicky. foa voda tvori prevaznéag’ vody v mlieku a je v nej rozpustena
lakt6za a mineréalne latky (Gdiskek, 2003).

Obsah viazanej vody v mlieku je 2 — 3,5 %. Je widzaa koloidy a tvori obaly
koloidnych ¢astic. Chemicky viazana voda jel'me silno viazana na laktézu (LukaSova,
2001).
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1.3.2 Laktéza (mligny cukor)

V mlieku sa nachadzaju:

monosacharidy — glukéza, galaktéza

aminocukry — glukozamin, , galaktozamin, kyseliraraminova

fosforeiné estery sacharidov — glukdzo-1-fosfat, glukdZogat

zloZzené cukry — laktdza, laktul6za (LukasSova, 2001)

Zo vSetkych sacharidov v mlieku tvori laktéza 9Q %e disacharid zloZzeny
z glukozy a galaktozy, ktory sa nikde inde v preaowbvyskytuje. Asi 85 % laktdzy sa tvori
vo vemene z glukézy krvi, priblizne 12 % z uhlikgty re’azcov plazmatickych
aminokyselin a zvy3ok sa syntetizuje z inych zdrg{tubai et al., 2007).

Lakt6za sa vyskytuje iba v mlieku a to vo formev@tao roztoku. Jej obsah je
v normalnom¢erstvom mlieku od zdravej dojnice 47 g v 1 litrinbEstvo laktozy je za
normalnych podmienok pomerne konstantné, zavis{ aéan&nej miery od zdravotného
stavu mliénej Zazy. Asymetricky charakter prvého uhlika na glukdra zvySku vytvara
dve modifikacie laktozyg- ap- formu. Obe formy maju rovnaké chemické vlastnast
odliSné fyzikalne vlastnosti (Schaafsma, 2008).

Vlastna laktoza sa vyztiaje nizkou sladiva®u. Jej sladivasje o 4/5 nizSia ako u
sachardzy a pritom ma vysoku vyzivnu hodnotu. Zwubkej stranky lakt6za ota rovinu
polarizovaného svetla, je redukujuci disacharidoangrne dobre znaSa kyslé prostredie
(Kolosta, 2000).

Laktéza sa podia na niektorych fyzikalnych vlastnostiach mliekao aje:
osmoticky tlak, bod mrznutia a bod varu. Pri teg@bbt nad 70 °C dochadza k miernemu
hnednutiu mlieka, pretoze mdiey cukor reaguje s-aminoskupinami lyzinu mliych
bielkovin za tvorby melanoidov (Lukasova, 2001).

Karamelizacia nastava pri teplotdch vysSich ako 160 Vyslednou tvorbou
melanoidov tzv. Maillardovou reakciou sa meni melarba mlieka na nahnedltd az
svetlohnedu, ale aj chia ostatné senzorické vlastnosti mlieka. Z bioclekyuh viastnosti
laktézy je pre mliekarstvo a vyrobu vSetkych fermosanych mliénych vyrobkov
najdélezitejSia schopnogpremeny laktézy na kyseliny, a to hlavne na kyselinlieinu.

Pri tomto tzv. kysnuti mlieka, baktériami mireeho kysnutia nastava najskér hydrolyza

laktézy na glukézu a galaktézu. Potom nasledujenprea hex6z na kyselinu miieu cez
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tvorbu kyseliny pyrohroznovej, ktor4 sa redukujekyaelinu mli€nu. Tato premena sa
uskut@nuje pri vyrobe vsetkych kyslombBaych néapojov a tiez pri vyrobe tvarohov a
syrov. Tymto spésobom je samotna laktdéza podstigp&e stravittna, a to i pre’udi,
ktori su intolerantni na laktozu. Fermentaciou dakt vzniknutd kyselina miima
vyraznou mierou ovplywje nielen chti mliecnych vyrobkov, ale zabezfige aj ich
trvanlivog’, a hlavne nuttiné a dietetické vlastnosti tychto kyslondlgch vyrobkov.
Pozitivne ovplyviuje ¢revnu mikrofloru a zabraje rastu hnilobnych baktérii.
Konzumécia kyslomlienych vyrobkov je zvlaSodpor&ana pri podavani antibiotik, a to
za (&elom obnovenia pévodnegjrevnej mikroflory. Tu maju zvlastny vyznam prave
probiotické mli€ne kultiry. Takéto kyslomlie vyrobky maju vynikajaci zdravotny

ucinok a st vhodné pre v3etky vekové i zdravotnéddie (Canigova et al., 1997).

1.3.3 Mlieny tuk

Mlie¢ny tuk sa pokladd za najvariabilnejSiu zlozku sySmlieka. M& vémi
komplikovanu Strukturu a zloZenie.
Zakladnymi zloZzkami su:
e tri-, di- a monoacylglyceroly,
* voIné mastné kyseliny,
» fosfolipidy,
» steroly a estery sterolov,

* rozpustené vitaminy v tukoch (A, D, E, K) (Gagek, 2003).

Mlie¢ny tuk sa prevazne vyskytuje vo forme tukovyclW&ok, ktoré su pokryté
obalom, tvoriaci lecitin, ako fosfolipidova vrsty@iamo na tuku (tukovom jadre). Jej
hrdbka je 2,2 nm a tvoria ju lecitin, kefalin, deazidy, sfyngomyelin, cholesterin,
karotenoidy a vitamin A. Na nej je bielkovinovatvis (2,6 — 3,8 nm) ktora tvoria enzymy,
proteiny a kovy (Fe, Cu - katalyzator). VonkajSigtvu predstavuje hydrataa vrstva (50
— 100 nm), ktoru tvoria soli a voda (Chudy et 2000).
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Tabulka 2

Hlavné mastné kyseliny mli€neho tuku (URL 1)

Kyselina Typ Mnozstvo v %
Maslova nasytena 2,2-55
Kapronova nasytena 1,3-3,3
Kaprylova nasytena 05-19
Kaprinova nasytena 0,3-3,0
Laurova nasytena 26-7,7
Myristova nasytena 9,7-22,6
Palmitova nasytena 25,8 - 38,9
Stearova nasytena 11,8-20,4
Olejova nenasytena 20,4 — 48,2
Linolova nenasytena 2,1-27
Linolénova nenasytena 0,7-1,3
Arachidonova nenasytena 06-1,2

1.3.4 Mineralne latky

Mlieko obsahuje 14 mineralov, z toho vat8@m mnozstve vapnik, fosfor, draslik,
horcik, siru, sodik a chlor a v menSom mnozZstve stogmv&y - Zelezo, mé&, kobalt,
mangan, jod, zinok, fluér. Osobitne dolezity je ek obsah a priaznivy pomer vapnika a
fosforu v mlieku. Vo vyZiveiloveka maju vapnik a fosfor nezastupité postavenie pre
stavbu kosti a zubov. Vyskumy poukazuju na poztivplyv vornych iénov vapnika z
mlieka a mliénych vyrobkov na zniZzovanie obsahu cholesterolurvi. KZ mlieka a
mliecnych vyrobkov ziskavalovek az 56 % svojej potreby vapnika. Vapnik a dodfraju
vyznamnu ulohu aj pri r6znych metabolickych pochada@ukrov, tukov, nukleovych

kyselin a pri transporte i6nov (URL 2).
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1.3.5 Bielkoviny (mliéne proteiny)

Mlie¢ne proteiny sa tvoria z aminokyselin, polypeptiddvielkovin krvnej plazmy.
Obsahuju 18 z 22 znamych esencialnych aminokysadiinebnych na stavbu a udrZiavanie
ludského organizmu. Tieto esencialne aminokyselingrganizmus nevie vytvatisam.
Samotnéa biologicka hodnota niieych bielkovin je vébec najvysSia, az 98 % z niah s
vyuZije v prospech vystavby organizmu a jeho zZiyolnfunkcii. Mliegne proteiny su aj
neoddeliténou s@ag’ou hormoénov a enzymov. Ich nedostatok mdze spbgudmiuchy
rastu, resp. nedostd&tee vyvinutd svalovi hmotu. Mléme proteiny sa ziskavaju z
odstredeného mlieka (zbaveného tukov) (Burdové e2@04).

Bielkoviny su sdag’ou zlozitého komplexu dusikatych latok v mliekuoré
ozna&ujeme ako celkové bielkoviny.

Schéma dusikatych latok v mlieku (URL 3):

Celkove bielkoviny Cisté bielkoviny kazein (CN) ' 4o
32-35% 30-33% T 24.289% a-CN 42 %
—R-CM 25 %
—y-CH 4%
— k-CHN 9%

srvatkove bielkoviny . .
! a-laktoalbumin - 4 %

05-07%
——— P-laktoglobulin 9 %
serovy albumin 1 %
— imunaglohuliny 2 %
L proteaza-peptdn 4 %
Mebielkavinowy dusik mocovina 50 9
25 - 50 mg.100.g-1 20 - 30 mg.100.g-1

amoniak, kreatin. g o
kys. mocova atd
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Biologickd aktivita (funkcia) bielkovin (Holec, 198

1. Kazeiny (28 g}): transport i6nov (vapnika, Zeleza, medi, zinkufdosnanov),
prekurzor biologicky aktivnych peptidov,

2. p-laktoglobulin (1,3 g1); a-laktalbumin (1,2 g): transport vitaminu A, syntéza
laktozy v mlig€nej Zaze, transport vapniku, udrziavanie imunity, antikeogénne
acinky,

3. Imunoglobuliny A, M a G (0,7 g): udrZiavanie imunity,

4. Glykomakropeptid (1,2 ¢): antivirové a bifidogénnesinky,

5. Laktoferin (0,1 g): antimikrébne, antioxidmé a antikarcinogénne ciaky,
udrZiavanie imunity, vyuZifmog’ Zeleza z potravy,

6. Laktoperoxidaza (0,03 ¢): antimikrébne dinky,

7. Lyzozym (0,0004 ¢"): antimikrébne tinky.

ZloZenie mlienych bielkovin

Kravské mlieko obsahuje 3 — 4 % bielkovirgoho kazeinovy komplex predstavuje
priblizne 80 % obsahu celkovych bielkoviprlaktoglobulin tvori 60 — 80 % obsahu
srvatkovych bielkovin (Trakovicka et al., 2002).

Chudy et al. (1998) uvadza, Ze v kravskom mlieku nechadzaju tri hlavne
bielkovinové frakcie, a to kazeinova, laktalbumiaavlaktoglobulinova. Kazda frakcia je
zmesou niekkkych bielkovin s réznymi genetickymi variantmi. Mfal bielkovinovu
frakciu — kazeinovu, ktora predstavuje asi 80 %kbidn mlieka tvoria alfg;-, alfasy,
beta-,x-kazein.

Percentuélne zastupenie nitigch proteinov ako ich uvadza Botto (1984) je

nasledovné:
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Taburka 3
Percentuéalne zastupenie mliéych proteinov

Percentuélne
Mlie¢ne proteiny zastUpenie

a-kazein 45 -63 %
B-kazein 19-28%
k-kazein 3-7%
a-laktalbumin 2-7%
B-laktoglobulin 7-12%
mliecny séralbumin 0,7-13%
imunoglobulin — englobulin 0,7-1,7%
imunoglobulin — pseudoglobulip 06-14%

Jednotlivé proteiny sa liSia zlozenim, stavbou iakastnogami, co ma praktické
vyuzitie pri vyrobe niektorych mliych vyrobkov.

Pod’a Kazimira a Gemeriho (1993) kravské mlieko obsahBj0 — 3,5 %
plnohodnotnych proteinov. Ide o heterogénne zmesicii, ktoré tvoria dve hlavné
skupiny:

. kazein tvori az 80 % laktoproteinov,

. srvatkové bielkoviny tvoria 20 % vSetkych ndlig/ch bielkovin.

Obe skupiny sa od seba odliSuju chemickym zloZen@ohnologickymi vlastnaami
a nutrenou hodnotou.

Z proteinov obsiahnutych v mlieku dominuje:

» kazein ¢s1,as2,p ax),

» srvatkové proteinyaflaktalbumin, B-laktoglobulin, imunoglobuliny, bovinny

sérovy albumin) (Burdova et al., 2004).
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1.3.6 Vitaminy

V mlieku sa nachédzaju vsSetky vitaminy, dk&oncentracia niektorych je iba
minimalna (zvySen& hladina vitaminov je v mledziveyelfad jednotlivych vitaminov

a ich priemerny obsah v mlieku udava nasledujlica’ka (Ingr, 2003):

Taburka 4

Prehrad vitaminov

Vitamin
Oznaenie Nazov Rozpustnos | Obsah vitaminov (mg.kY

A retinol 0,1-0,3

D kalciferol i 0,001
rozpustné v

E tokoferol 0,2-1,2

tukoch

K fylochinon 0,01 -0,03

B: tiamin 0,3-0,7

B> riboflavin 0,2-0,3

Bs pyridoxin 0,2-2,0

Bi2 kobalamin L 0,01 -0,03
rozpustné vo

Bs kys. pantoténova vode 0,4-4,0

PP niacin 0,8-5,0

C kys. L-askorobova 50-20

1.3.7 Enzymy a hormony

V kravskom mlieku bol detekovany kg pocet enzymov, ktoré su syntetizované
v mliecnej A'aze, a niektoré sa dostavaju z krvi do mlieka. @krativhych enzymov
(peroxidaza, lipaza, fosfatdza ai.) obsahuje nmlielaj mikrobidlne enzymy
z kontaminujucej mikrofléry (proteazy, reduktazy)gIingr, 2003).

VSetky hormoény, ktoré su produkované v tele alébdané z vonka su vylavané
aj do mlieka (Gajdsek, 2003).
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1.4 Klasifikacia kandidatskych génov kvality mlieka

Hoci sa v mlieku odliSnych druhov vyskytuju kvaatitne aj kvalitativne rozdiely,
mozu by mliecne proteiny vSetkych cicavcov rozdelené do dvowdirkazeiny @sl,

as2,B ax) a srvatkove proteinyflaktoglobulin,a-laktalbumin) (Jost, 1993).

1.4.1 Kazeinové bielkoviny

asi-kazeinovy systém (CSN1S1)

Kazeiny su hlavné mléme proteiny cicavcov. Maju dve zakladné funkcie pre
cicajuce ml&ata:

a) sluzit ako hlavny zdroj aminokyselin,
b) transportovafosfat a vapnik v dostataych mnozstvach pre podporu rastu
kosti.
U hovadzieho dobytka jes;- kazein lokalizovany na 6. chromozome {Krova et al.,
2006).

Polypeptidovy réazec sa sklada zo 199 aminokyselin. V pritomnagpiematych
iGnov tvori nerozpustnu vapenatul'sé-ragmentyas;-kazeinu sa povazuju Zakazein
(VeliSek, 2002).

U hovadzieho dobytka bolo identifikovanych osemnea&kych variant tohto
proteinu: A, B, C, D, E, F, G, H (Miluchové et &Q09).

Genotyp BB vyznamne ovpliivje viraznos mlieka, tuku a proteinov. Genotypy
BC a BB zvysuju percento proteinov v mlieku (Fdiret al.,1990). Genotyp BC zvySuje
produkciu tuku. Syrenina z kravského mlieka s vdademm A CSN1S1 je maksSia ako

syrenina z mlieka s obsahom C variantu.

Osrkazeinovy systém (CSN1S2)

osrkazein m& podobna Struktiru akws;-kazein, je vSak menej citlivy na
pritomnos vapenatych iénov (Velisek, 2002).

Hovadzi dobytok masy kazein lokalizovany na chromozéme 6 (Ferrettalet
1990). Sekvenciu CSN1S2 A, najrozSirenejSieho maujaprvy popisali Brignon et al.
(1977). Pozostava z 207 aminokyselinovych zvySkmokkulovou hmotna®u 25 150 —
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25 390 Da. Pre bovinny CSN1S2 su zname len Styranty: A, B, C, D (Grosclaude,
1976). NajbeznejSi je geneticky variant A a jeSfamy u vSetkych druhov. Variant B sa
vyskytuje len zriedka a nie je dosté&te charakterizovany. Geneticky variant C sa liSi od
A variantu tromi substiticiami, ato v pozicii 33luG Gly, v pozicii 47 AlasThr

av pozicii 130 Thrlle. Posledny objaveny variant CSN1S2 D je charakieky

deléciou 9 aminokyselin (51 — 59), zodpovedajucielému exonu.

B-kazeinovy systém (CSN2)

Tento protein obsahuje 209 aminokyselin (VeliSOR2).

U hovadzieho dobytka j&-kazein lokalizovany na chromozome 6 @€tova et al.,
2006).

B-kazein ma cely komplex genetickych variantov: A, A2, A3, B, C, D, E, F, G
(Miluchova et al., 2009).

Koncom 90-tych rokov minulého stdfia bol kazeinovy variant Al zaradeny
medzi rizikovy faktor pre diabetes mellitus typ isahemické srdcové ochorenieludi
(Jost, 1993). Je to zapiriené Stiepeninf-kazeinového variantu Al rdtkazomorfin-7,
ktory m6ze zohrawaulohu pri niektorych’udskych chorobach. Tiez bol dokadzanyaiz
B-kazomorfinu-7 k syndromu nahleho umrtiadiaij (SIDS) (Kierova et al., 2006).

Genotyp A1A1 ma pozitivny vplyv na obsah tuku (Rkaiet al., 1996). Variant
A2 redukuje sérovy cholesterol. Genotyp A2A2 mapmivy vplyv na produkciu mlieka,
tuku a bielkovin v kilogramoch. Variant A3 vplyva produkciu mlieka.

k-kazeinovy systém (CSN3)

Primérna Struktdra tohto proteinu je tvorend 169nakyselinami s molekulovou
hmotnosou 19 007 Da (VeliSek, 2002).

U hovadzieho dobytka je CSN3 lokalizovany na chreémee 6 (Bovenhuis, 1992).

CSN3 bol posledny z hlavnych miigych proteinov, u ktorych bol detekovany
polymorfizmus. U hovadzieho dobytka bolo identifilemych 11 genetickych variant: A,
Al, B, B2, C,E, F, G, H, I, J (Miluchova et alQm®).

Genotyp AA vplyva na vysSiu produkciu mlieka (kgjzSi obsah tuku a bielkovin
(%), pomalSiu syritthog’, niZzSiu akos a produkciu syreniny, niZSiu vgZnos syra.

Genotypy AB a BB zvySuju tukovésnlieka a obsah bielkovin. Genotyp BB ma pozitivny
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vplyv na syriténog’, zvySuje vyaznos syra a znizuje obsah syrového prachu v srvatke
a skracuje dobu syrenia (Kerova et al., 2006).

1.4.2 Srvatkové bielkoviny

Tvoria 20 % z bielkovin mlieka alebo 0,7 % z objemmlieka. Ako srvéatkové
bielkoviny sa ozné&ije ¢ag’ bielkovin, ktoré zostanu v roztoku po vyzrazankzeiau
syridlom alebo kyselinami a koaguluja pri teplotakolo 60 — 70C (Grieger et al., 1990).

p-laktoglobulin (B-LG)

Polypeptidovy réazecp-LG je tvoreny 162 aminokyselinami (Gagek, 2003).

Jelokalizovany na hovddzom chromozome 11 (Blahow.e2004).

B-LG ma schopnas viaza a prenada vitamin A a schopnds viaza mastne
kyseliny. Tato vlastnassuvisi s biologickou ulohou tohto proteinu. Prenéigto latky
novorodenym midatam (Urban, 1997).

Genotyp AAB-LG je asociovany s vysokym mdeym vyrazkom, ma pozitivny
vplyv na obsah bielkovin v mlieku a vyznamne zlgp$romer proteinov k tuku (Panicke
et al., 1997). Alela AB-LG spolu s alelami A2 CSN2 génu a B CSN3 génuiauit
zvySuja pomer proteinov k tuku. Genotyp BB je asweany s vysokym obsahom tuku a

kazeinov potrebnych pre vyrobu syrov (Mao et &92).

a-laktalbumin (LALBA, a-LA)

Je pop-LG druhou najviac zastupenou srvatkovou bielkowvinBrimarna Struktara
je tvorena 123 aminokyselinami-LA ma vysoku biologick hodnotu, ktor4 je dana
vysokym obsahom cysteinu, tryptofanu alyzinu (Zadr 2002) aje tiez sagou
enzymatického systému, ktory syntetizuje laktdézrb@n, 1997).

Hovadzia-laktalbumin je lokalizovany na 5. chromozéme (Sclet al., 2007).

Genotyp AA zvySuje mnozstvo mlieka (kg) atuku (k@enotyp BB zvySuje
percento bielkovin a tuku. Genotyp AB ma stredndnioty pre vSetky sledované znaky
(Ng-Kwai-Hang, 1998).
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1.5 Alergia na kravské mlieko

Kravské mlieko patri k potravindm, ktoré vyvoldvajlergické reakcie. Postihuje
hlavne dojata a malé deti do troch rokov (Ettlerova, 2007).

Potravinové alergény maju daptejSie bielkovinovy charakter. Medzi alergény
kravského mlieka patri kazeifd;laktoglobulin,a-laktoglobulin, bovinny sérovy albumin
a bovinny laktoferin. Za hlavny alergén sa pokl&d&G, ktory spdsobuje 60 — 80 %
alergickych prejavov. Prechadza az do materskéekajto vysvetuje alergiu aj u Uplne
dojciacich deti. Najmenej antigénny je-laktoglobulin, jeho rezidua sa nachadzaju

v potravindch obohatenych lakt6zou. M6z& mhalainym alergénom (URL 4)

Tabulka 4

Zoznam hlavnych potravinovych alergénov kravského tieka (Ettelerova, 2007)

, . o Molekulova hmotnos
Alergén Biochemické meno
(kDa)
Bos d 4* a-laktoglobulin 0,2
Bos d 5* B-laktoglobulin 18,3
Bos d 6* sérovy albumin 67,0
Bos d 7* imunoglobulin 16,0
Bos d 8* kazeiny 20 -30

* oznd&enie alergénov kravského mlieka je odvodené rovnako ostatné

alergény od druhového nazvu, Bds taurus domesticigur domaci)

1.6 3-laktoglobulin

Je hlavny srvatkovy protein mlieka prezuvavcovciNaiza sa tiez v mliekdlalSich
cicavcov, ale chyba v mlieku hlodavcoVwdi (Hambling et al., 1992).

Je lokalizovany na bovinnom chromozéme 11 a kédhlgeny srvatkovy protein
(Blahova et al., 2004).
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V potravinarskom priemysle nf&laktoglobulin vyznam, pretoze jeho vlastnosti sa
vyuZivaju pri spracovani avyrobe ndig/ch vyrobkov. Taktiez je najsilnejSim
a nagastejSim potravinovym alergénom (Sawyer et al.0200

1.6.1 Struktirg3laktoglobulinu

Signalny peptidB-LG je u hovadzieho dobytka tvoreny 16 aminokysatin
Transkrigna jednotka ma rozsah 4,7 kilobaz usporiadanydedns/ch malych exénoch
a Siestich intronoch v rozpéti od 213 bp do 1 1A6Ryvy exdn obsahuje 5" neprekladanu
oblag’ asekvenciu koédujucu signalny peptid a prvych &rnaminokyselin. 3°
neprekladana oblége obsiahnuta v exéne 6 a 7 (Hayes a Petit, 1993).

B-LG je extrémne stabilny protein, ktory existuje@ pormalnom pH bovinného
mlieka ako dimér s molekulovou hmottioa 36 000 Da. Jednovlaknovy polypeptid
s molekulovou hmotn@su 18 kDa pozostava zo 162 aminokyselinovych zwsko
(Creamer et al., 1983).

Obréazok 1
Struktara p-laktoglobulinu (Bromley et al., 2005)
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Obrézok 2
Krystalicka Struktdra p-laktoglobulinu (Kontopidis et al., 2004)

Obréazok 3
Primarna Strukttra p-laktoglobulinu (URL 5)

1 10 20
|<---helical-——>| | €<= Pp-A ———
H-Leu-Ile-Val -Thr-Gln-Thr-Met-Lys-Gly-Leu-Asp-Ile-Gln-LysVal-Ala-Gly-Thr-Trp-Tyr-
21 30 40
---------- f=A ====3>| |<-helical-> |
Ser-Leu-Ala-Met-Ala-Ala-Ser-Asp-Ile-Ser -Leu-Leu-Asp-Ala-Gln-Ser-Ala-Pro-Leu-Arg-
41 50 60
= == P-B —-—— 3| [€=== === === Pp-C ——= —== ——-
Val-Tyr-Val -Glu-Glu-Leu-Lys-Fro-Thr-Pro-Glu-Gly-Asp-Leu-Glu-Ile-Leu-Leu-Gln-Lys-
bl 70 80
p-C==>| |€mmm= mmmm mmme mmme = m=== mm—= mmme —=D|
Trp-Glu-Asn-Gly-Glu-Cys-Ala-Gln-Lys-Lys-Ile-Ile-Ala-Glu-Lys-Thr-Lys-Ile-Fro-Ala-
81 | 90 100
| f=E === === >| [mmmm === mmm= [=F ==== mm== ——— > |
Val-Fhe-Lys-Ile-Asp-Ala-Leu-Asn-Glu-Asn-Lys-val-Leu-Val-Leu-Asp-Thr -Asp-Iyr-Lys—
101 110 120
[€mmmm —mmmm G e ———— > |<-helical->| | == Bp-H -—
Lys—Tyr-Leu-Leu-Fhe-Cys-Met -5lu-Asn-8er-Ala—-Glu-Pro-Glu-Gln-Ser-Leu-Ala-Cys-Gln-
121 | 130 | 140
——— P-H -->| [€mmmmm mmm—m ———m O=hEliX =m—— ——— ——— >
Leu—Va] =Arg-Thr -Pro-Glu-Val-Asp-Asp-Glu-~Ala-Leu-Glu-Lys-Phe-Asp-Lys-Ala-Leu-
141 150 160
| €=——= B-I -——-%| |€===helical--=> |
Lys-Ala-Leu-Pro-Met-His-Ile-Arg-Leu-8er -Phe-Asn-Pro-Thr-Gln-Lesu-Glu-Glu-Gln-Cys—
162
His-Ile-CH
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Obrazok 4

Sekundarna a terciarna Struktura p-laktoglobulinu (URL 5)

Vysoko usporiadana Struktara: 10 — 1m9%elix, 43 % $-Struktdra, 47 % neusporiadana

Sekundarna struktira B-LG B

290 - a-helix

VWV - struktira skladaného listu
A - prolinové zvysky

* . geneticky variabilné miesta

123 3~Is 17

Trojrozmérna struktira B-LG s naviazanym retinolom;
Sipky a pasiky B-struktary
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1.6.2 Genetické varianf§+laktoglobulinu

V skasnosti je u hovadzieho dobytka zndmych 12 varfabhG, z ktorych su
najfrekventovanejSie A3() a B 2) varianty (Aschaffenburg, Drewry, 1957). Neskoti b
objavené varianty: A, B, C, D, E, F, G, H, |, J, 8l najfrekventovanejSie alely su A a B,
ktoré sa odliSuju v poradi aminokyselin na pozéei a 118 (Panicke et al., 1996). Pre
variant A je na pozicii 64 asparagin (Asp) a naigp118 je valin (Val) a u variantu B je
na pozicii 64 glycin (Gly) a na pozicii 118 ala(dia). Frekvencia ostatnych alel jelvei
nizka okrem alely D, ktoréa sa vyskytuje u jaka @tak, 1997).

Variant C sa liSi od variantu B substiticiou GlnHtia v pozicii 59. Pri variante D
je substituovany v pozicii 45 Glu za Val, ¥alom na geneticky variant B. Variant D sa
odliSuje od variantu B troma aminokyselinami, a @&y v pozicii 64, ktory je
substituovany Asp, v pozicii 118 je Ala substituoya/al a v pozicii 28 je namiesto Asp
pritomny Asp-CHO. Variant E sa |iSi od variantu 8enou Glu za Gly v pozicii 158.
Variant F sa liSi od variantu B v pozicii 158, kKdezameneny Glu za Gly v pozicii 50, kde
je zameneny Pro za Ser a v pozicii 130, kde je mame Asp za Tyr. Rozdiel medzi
variantom B a W je v pozicii 56, kde variant B k@& & variant W ma Leu. Geneticky
variant B sa liSi od variantu | v pozicii 108, Kdesubstituovany Glu za Gly a od variantu J

v pozicii 126, kde je substituovany Pro za Leu (Miiova et al., 2009).
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Tabulka 5
Genetické varianty s poziciami su uvedené nasledox(lURL 5)

Genetickd Pozicie |
varianty [ 45| 50| 56| 59| 64 7d 79 10818]|126| 129 1551
A Asp Val |
B Glu|Pro| lle [GIn|{Gly|Lys| lle |Glu|Ala|Pro| Asp| GIY
C His

D GIn

E Gly
F Ser Tyf [ Gly
G Met Gly
H Asp| Asn Val

I Gly

J Led

w Leu

1.6.3 Identifikicia a termostabilitélaktoglobulinu

Srvéatkové bielkoviny tvoria 20 % z bielkovin mlaeklebo 0,7 % z objemu mlieka.
Ako srvatkoveé bielkoviny sa oztaje cag’ bielkovin, ktoré zostanu v roztoku po vyzrazani
kazeinu syridlom alebo kyselinami a koaguluju pplttach okolo 60 - 70°C (Grieger et
al., 1990).

B-laktoglobulin sa vyznauje vysokym obsahom lyzinu (vySe 11 %), valinu €15
16 %), pripadne cysteinu a cystinu (3,4 %) (Uhranet al., 2000). Denaturuje od 65 °C
a pri zahriati vytvara g-laktoalbuminom a&-kazeinom komplex, ktory v celom mlieku
zvySuje jeho termostabilitu (oproti denaturaciirvake) a inhibuje syritsmos’ mlieka
(Pervaiz et al., 1999). PIni teda dolezitu techgickl funkciu, a to najmé preto, Ze pri
silnejSom zahriati mlieka (napr. pri 80°C¢ps niekdkych sekand) sa v désledku tepelnej
denaturacie bielkovin obnazia SH (sulfhydridovépsky) skupiny cysteinu, ktoré maji
schopnos viaza stopové mnozstvéazkych kovov (hlavne medi) neziaduco &stujucej

mlieko alebo smotanu (Uhrinova et al., 2000).
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Poznatky o tepelnej stabilit-LG nie su celkom jednoztaé. Niektoré Studie
uvadzaju, Ze mlieko od nositeliek genetického wvatig-LG BB je viac citlivé na
posobenie tepla (Dalgleish, 1995), zhti z vysledkov inych autorov (Jakob, 1995;
Chrenek, 1997) uvadzaju, Ze najvySSia tepelna lggalbiola dosiahnuta prave u mlieka
dojnic sp-LG BB.

Michalcova, Canigova (1997) uvadzaju, Ze rozdiely v tepelnepitta medzi
jednotlivymi genetickymi variantnf-LG neboli preukazané, gom zistili, Zep-LG BB je
citlivejsi na posobenie tepla asLG BB, resp.p-LG AA. Dalej Van den Ber get al.
(1992) zistili, Ze termostabilita mlieka pri zatfiaa 125C u genetického variant+LG
AA odolava tejto teplote najdih&as, a naopaB-LG BB najkratSicas.

Odlisnosti jednotlivych genetickych variaftLG ovplyviwuju aj technologické
vlastnosti mlieka. Na zaklade zistenych poznatkoajdek (1997) uvadza, Ze
u genotypovB-LG sa javi pre vyrobu syrov vyhodnejSie mlieko teigék alely B. Tieto
vysledky boli zistené tak u surového ako i pastaného mlieka.

1.6.4 Geneticky polymorfizmgdaktoglobulinu

Bielkoviny su vo svojich vlastnostiach a funkciael’mi réznorodé, avsak ich
spola&nym znakom je, Ze su tvorené aminokyselinami. Reradminokyselin
v polypeptidovom réazci ukuje tzv. primérnu Struktaru bielkoviny. Kazda bielkna ma
prisne Specifické, geneticky determinované usparisdaminokyselin. Ak dojde k zamene
aminokyselin s kladnym alebo zapornym elektrickymabajom s neutralnou
aminokyselinou, ma to za nasledok zmenu elektrick#&iboja celej molekuly bielkoviny,
a tym aj zmenu v elektroforetickej pohyblivostiKdh et al., 1992).

Geneticky polymorfizmus proteinov ma vocsie pripadov zaklad vo vyskyte
dvoch alebo viac alel jedného génu v populacii. iKzdznych alel, a tym aj rdznych
variantov proteinu mozno vysvetlimutaciami. O proteinoch, ktoré sa vyskytuju
v popul&cii vo viacerych variantoch, hovorime akpotymorfnych znakoch (Novy et al.,
1998).

Produkcia a obsah bielkovin su okrem vyrazného tgg&ho vplyvu ovplyvnené

vyzivou, zdravotnym stavom, Stddiom laktacie a inyfaktormi. Selekcia zvierat na
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zaklade genotypof3-LG vedie k zlepSeniu kvality miéaych produktov (Robitaille et al.,
2002).

Vztah medzi genotypom alel koédujacich proteiny a kitativnymi
a kvalitativnymi parametrami mliaej uzitkovosti boli Studované od tjuesiatych rokov,
kedy Aschaffengurg a Drewery (1957) popisali prvyskyt polymorfizmu B-
laktoglobulinu — najdéleZitejSej bielkovine srvatkteda vyskyt dvoch foriem tejto
bielkoviny, ktoré sa liSia poradim aminokyseliretazci (Jandurova et al., 2002).

Geneticka variabilita mligej bielkovinyp-laktoglobulinu je zaujimava Z’adiska
vyskumu, plemenitby hovéadzieho dobytka a sprac@amiieka pre pozitivny vplyv
niektorych alel, najméa B alef~laktoglobulinu, na obsah bielkovin, zloZenie méiekjeho

technologické vlastnosti (Chrenek et al., 1996).

1.6.4.1 Vplyv genetického variamtdaktoglobulinu na zlozenie a vlastnosti mlieka

Zistilo sa, Ze mlieko produkované AA genotypom dhga viacej laktoglobulinu,
menej kazeinu a menej tuku, ako ziskané z BB gpndtsav (Patel et al., 2006).

V literatire vSeobecne previada zhoda, Ze genetiakanty3-laktoglobulinu hovéadzieho
dobytka su spaté s vykonmos laktdcie a maju hlavny vplyv na zloZzenie mliejeho
spracovatkské vlastnosti, vratane vgZznosti syreniny. BB genotyfpLG je spaty s vySSim
obsahom tukov a kazeinov, a tym je ZiaducejSi grebu syrov (Uhrin et al., 1994).
Viaceri autori (Kopény et al., 1996, Foltys, 1996) poukazuju na asaci&B B-LG

s vysSou produkciou tuku. Hill (1993) konStatuje,mlieko krav s genetickym variantom
BB B-LG obsahuje o0 11 % viac tuku ako mlieko krdv sargom AA a ABB-LG, ¢iZe je
spojeny s vySSim percentom tuku.

Obsahp-LG zavisi od genotypu tohto lokusu ajeho mnoZzskiesa v poradi
AA>AB>BB. MnoZstvop-LG u varianty AA (4,96 g1) viac neZ dvojnasobne prevysuje
mnoZstvoB-LG zistené u varianty BB (2,24 g)l Heterozygotna kombinacia AB ma
vy&sie percent@-LG a mnoZstvo bolo zistené na Urovni 4,56 gdo je hodnota vyssia
0 0,96 g1 neZ priemer medzi AA a BB variantom (x = 3,60%(Jandurova et al., 2002).
Genotyp B-LG ovplyviiuje aj expresiu kazeinovych lokusov. Kombina@¢d G BB

zvySuje celkovl produkciu kazeinov.
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Genetické variant$-LG maju vplyv na obsah kazeinu v mlieku. Z vysiedkan
den Berga et al. (1992) vyplyva, Ze najvySSi odsateinu bol u genetickej varianty BB
3,08 %, vysSi u AB 3,98 % a najnizsi bol u AA 2983

Pri hodnoteni obsahu kazeinu sa v literatiagtejSie pouZziva vyjadrenie pomocou
kazeinovéhaisla, ktoré udava pomer kazeinu k celkovym bielkém (GajdSek, 1997).
Pri porovnani vplyvu varian3-LG u jednotlivych plemen hovadzieho dobytka na
kazeinovécislo dospeli Jakob a Puhan (1992) k zaveru, Zevpriante BB (B-LG
v porovnani s AB je kazeinowéslo vysSie u vSetkych sledovanych plemien.

Van den Berg et al. (1992) uvadzaju nasledovné ttydkazeinovéhocisla

u variant3-LG:

Tabul’ka 6

Hodnoty kazeinovéhatisla u variant -LG

Genotyp Hodnota kazeinovéhtisla (v %)
AA 76,4
AB 78,2
BB 80,2

Na zaklade hodnotenia kazeinovétisla vyplyva, Ze mlieko krav s genetickym
variantom BBB-LG dosahuje najvysSie hodnoty.

Genotyp BBB-LG je asociovany s vysSim obsahom kazeinu v mjieka v mlieku
krdv s genotypom AAB-LG, kedZe genotyp AA je spojeny s vySSim mnozZstvom
srvatkovych bielkovin a celkového obsahu bielkofHopesny et al., 1996; Bulla 1994).
Lundén et al. (1997) zistili, Ze alglalL.G zvySuje obsah kazeinov v mlieku 0 0,4 az 2 g/l.
Tuto tendenciu potvrdzuje aj Hill (1993), ktory wkza, Ze v mlieku dojnic a genotypom
AA B-LG sa nachadza o 7 % menej kazeinu ako v mliekuidde genotypom BB-LG.

Trakovicka, Strapakova a Ostertag (2002) ziské, najvySSia produkcia mlieka

533,41 kg bola u homozygotnych dojnic s genotypofyy lktorych bola zarovezistena
i najvysSia produkcia laktozy 219,28 kg, tuku 2a3kg a bielkovin 154,15 kg. NajnizSiu
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produkciu vo vybranych ukazovditeh zistili pri heterozygotnych kombinéciach,
v ktorych genotypov sa vyskytovala alela C. Priengtygotnych kombinaciach bola
zistena vysSia variabilita ako pri homozygotnycimkanaciach.

Tabulka 7
Diferencie a ich preukaznog pre produkéné ukazovatelg(Trakovicka et al., 2002)

Genotypy| Mlieko (kg)| Laktéza (kg Tuk (kg) Bielkow (kg)

AA — AB 89,73 5,87 8,12 2,52
AA - AC 136,56 4,99 22,53 4,61
AA - BB 258,47 20,35 16,57 9,38|
AA —BC 694,79 53,19 42,23 27,84||
AB — AC 46,83 0,88 14,41 2,09||
AB — BB 168,74 14,48 8,45 6,86||
AB — BC 605,06 47,32 34,11 25,32
AC — BB 121,91 15,36 5,96 4,77
AC - BC 558,23 48,20 19,70 23,2

BB - BC 436,32 32,84 25,66 18,46||

P<0,001 P<0,01 P<0,05 205

n AA =297 nAB=572 nAC=26 n BB266 n BC =13

Trakovickda, Strapakova a Ostertag (2002) zistii gledovani genetického
polymorfizmuB-LG a jeho vZah k variabilite produkcie mlieka dojnic nasled@z@very,
Ze vo vSetkych genotypovych kombinaciach bola t8jai produkcia ukazovdiav
(produkcia mlieka, laktézy, tuku a bielkovin) v [bBktacii. NajvysSiu produkciu na 3.
laktacii dosahovali dojnice s genotypom AA. Hetengatné dojnice AB mali najvysSie
produkéné ukazovatele na 4. laktadbalej zistili, Ze efekt poradia laktacie ma vy3sahu
ako efekt vlastného genotypu.
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1.7 Molekularno — genetické metédy detekcie polymfizmu DNA

Molekularno-genetické metddy vyuzivané pre idekdifiu genetickych markerov
su zaloZené na urovni polymorfizmu kédujucich adgmelucich sekvencii v genéme.
Pomocou DNA markerov mozno detekévaozdiely v genetickej informacii medzi
analyzovanymi druhmi, populaciami, jedincami aléoomkami (URL 6).

Su vyuZivané pre: - sledovani€itych génov behomlachtitéd’skych programov,
- genetické mapovanie,
- populanu genetiku,
- testovanie otcovstva.
DNA markery su aplikovat@é u vSetkych organizmov, kde je zvladnuta techizkkacie
DNA (URL 6).
Vdaka fyzikalnym vlastnostiam maju nidko vyhod:
-  DNA mézZeme ziskanielen zo Zivych, ale aj zitvych tkaniv,
- molekula DNA je nattko stabilna, Ze mdze Byzachovana i po dobu niekam
milionov rokov,
- malé mnozstva DNA, ktoré su potrebné k analyzamm@GCs al., 1993).

Sasné analyzy polymorfizmu DNA su zalozené na (URL 6

1. R6znych kombinaciach resthiiého Stiepenia, hybridizacie a amplifikacie
I-PCR - Inverzna PCR (Inverse PCR)
In situ PCR
VNTRSs — Variabilita v pé&te tandemovych repeticii (Variable Number TandepeRes)
AFLP — Ozkovy polymorfizmus amplifikovanych fragmentov (Afifigd Fragment
Lenght Polymorphism)

2. Amplifikacii Specifickych fragmentov v in vipodmienkach
PCR — Polymerazovatiazova reakcia (Polymerase Chain Reaction)
PCR-SPLAT — Amplifikacia Specifického polymogimo lokusu (Specific Polymorphic
Locus Amplification Test)
PCR-STS — Amplifikacia jedného Beého miesta (Single Tagged Site)
RT-PCR — Reverzna (spatnd) polymerazova re¢Raaerse Transcription PCR)
Real Time PCR
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RAPD - N&hodne amplifikovana polymorfickh DNARgndomly Amplified
Polymorphic DNA)

3. Specifickom restrikom Stiepeni analyzovanej DNA
PCR-RFLP — [¥kovy polymorfizmus restrisnych fragmentov (Restriction Fragment
Length Polymorphism).

1.7.1 Techniky molekularnych markerov zalozené&maych kombinacii

resStrikcného Stiepenia, hybridizacie a amplifikacie

I-PCR

Tento postup je pouzivany pre amplifikaciu fragnoentDNA s neznamou
sekvenciou, ktora je ohramina znamymi sekvenciami. Metdda je zaloZzena nek&$bm
Stiepeni znamej sekvencie, ktoré umoznia tvorbuékoich koncov. Druhym krokom je
vytvorenie cirkularnej molekuly. Amplifikacia je kjend protismernym pripojenim
primeru k znamej sekvencii v cirkularnej molekul@ymto spdsobom je zaistena

amplifikacia vnutorného useku cirkularnej molek(lyRL 6).

In situ PCR

Amplifikacia DNA prebieha priamo v bunkach alebaytologickych preparatoch.
Produkt amplifikacie je nasledne detekovany hyhkédiou so Specifickou sondou alebo
s vyuzitim imunochemickych metéd. Na tomto princfiezalozené tzv. bio-chipy (URL
8).

AFLP

Metdda je zaloZena na detekcii DNA re&tnich fragmentov PCR amplifikaciou,
ktord prebieha pomocou ligacie adaptorovych sekiera konci reStrikného miesta,
predstavujuce univerzalne miesto pre primery PCRL@).
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1.7.2 Techniky molekularnych markerov zaloZzené etaade PCR

RAPD

Metdda s ndzvom nadhodne amplifikovana polymorfibhéA, alebo ndhodnid PCR
(AP-PCR) je jednoducha technika pre fingerprintDiyA, ktora je vhodna pre rychlu
porovnavaciu typizaciu DNA. PouZzivaju sa v nej keabbvykle 8 — 12 nukleotidové
primeryTubovolnej sekvencie s neznamou homologiou kasiej sekvencii DNA a s malo

prisnymi podmienkami pre pripojenie primerov (Snaaetl al., 2005).

Real-time PCR

Predstavuje modernd metddu, uragiicu sledovanie priebehu PCR reakcie
v realnomc¢ase na zaklade sledovania intenzity fluoreseého signalu. Vyuziva sa pre
kvantitativnu PCR, pre stanovenie bodu topeniaeapriamu detekciu genotypu.

Technika vyZzaduje nakladné zariadenie (Ovesna,&2@01)

PCR

Je vsdasnosti jednou z najpouzivanejSich technik v mdéekej bioldgii
a v molekularnej genetike. Vyuziva sa na amplifikdt j. namnozenie Specifickych
usekov DNA pomocou enzymatickej syntéayitro (Miluchova et al., 2009).

Tato veé'mi citlivd, exaktna a v principe ¥mi jednoduchd metodu vyvinul Kary
Banks Mullis v laboratoriu H. A. Erlicha firmy CetuCorp. (California, USA). Princip
metody bol prvy raz publikovany v praci Saiki et 61988), kde sa autori zaoberali
amplifikaciou 'udského 5-globinového génu a prenatalnou diagrmstkoséikovitej

anémie.

Zlozky dolezité k priebehu reakcie P(Snarda et al., 2005)
1. Termostabilna DNA-polymerazd &q polymeraza),
Reakny timivy roztok (MgC}),
VorI'né deoxyribonukleozidtrifosfaty (dATP, dGTP, dCTH,TP),

Primery (syntetické jednovlaknové oligonukleotidy),

a M 0D

Templatova DNA.
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Priebeh reakcie:

Amplifikacia DNA v PCR je cyklicky proces, v ktorosa 20 — 40 krat opakuju tri kroky:

1.) Denaturéacia:prvym krokom je tepelna denaturacia templatovej AD&ohriatim
reakinej zmesi na teplotu 95°C.

2.) Anelaciaprimerov na templatovd DNA: v druhom kroku sa ztéplota na 40 — 60°C,
¢o umozni hybridizaciu dvoch oligonukleotidovych rpearov na komplementarne
Useky na templatovej DNA. PCR primery su navzajomdialené 100 — 5000 bp
a orientované na prétahlé DNA templatové viakna.

3.) Polymerizicia &¢cinkom DNA polymerazy sa syntetizuje druhé vildkno AON
pripdjanim nukleotidov (substratom su deoxynukléwipsfaty, dNTP) na 3"OH
koniec primerov, optimalna teplota reakcie je 72°C.

Tieto tri kroky sa cyklicky opakuju 20 az 40-kratvgsledkom je syntéza mnohych
kopii fragmentu DNA ohragieného pouzitymi primermi.

4.) Zaverénd polymerizacia tento krok prebehne pas PCR reakcie len raz, a to na

konci PCR programu. Sluzi na "dobehnutie" vSetkgolymeriz&nych reakcii, ktoré

eSte prebiehaju (Smarda et al., 2005).
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Obrazok 4
Amplifikacia DNA pomocou PCR (Bauerova et al., 2004)

Primery Volhé nukleotidy  Taq polymeraza
(,Z(S N\ \, .
+ I +
E S o
g

Reak&na zmes so zdrojom DNA

A
5-p" " 3'-OH
41 WA ANV s
Ziadana sekvencia | Denaturacia

1 (zahriatie na 95°C spbsobuje

I
I
| | oddelenie viakien DNA)

ANNNNNNINNANNNNANN\NNNANNNNNY
i
ANNNNNNNNNNNNNANANNNNANNNANNNY

: : Annealing primerov
| 1 (znizenie teploty na 35°- 50°C
! : umozhuje naviazanie primerov)

I

AW 1

| VAV
(aVaVaVaVaVaVaVnVaVaVaVaVaVaVaVaVaVavVaVavaVavaVaw
: Polymerizacia
1 (pouztie Taq polymerazy pri 72°C)
I

| 1
| ¢ :Denaturécia pri 95°C

I I
1 ¢ | Opakované PCR cykly
I 1
WAVAVAVAVAVATAVAY
I 1
LVAVAVAVAV AV AV AVAY
Miliény kopii
zZiadanej sekvencie
AVAVAVAVAVAAVAY
AYAVAVAVAV AT AV AY
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TabuPka 8

VyuZitie PCR vo vyskume a praxi(Smarda et al., 2005)

Izolacia génov

Sekvenovanie DNA

Zakladny
vyskum Mutagenézan vitro, modifikacia koncov DNA
Analyza klonov z génovych kniznic
Priprava zné&nych sond
Aplikovany Prenatalna diagnostika deédych chordb
. Detekcia mutacii v génoch
geneticky v
vyskum Studium polymorfizmu génov
Popul&na genetika
Detekcia patogénnych baktérii, virusov, prvokowia h
Klinické Typizéacia patogénnych mikroorganizmov
discipliny Identifik&cia onkogénov
Typizécia nadorov
Urcenie pohlavia
Archeoldgia
Ostatné Sudnictvo

Kriminalistika
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1.7.3 Techniky molekularnych markerov zaloZenégaik'nom Stiepeni

PCR-RFLP

Metdda bola vyvinuta ako prvd na detekciu polynmonii na Urovni DNA. Na
z&iatku bola pouzita predovsSetkym pri mapovamdského gendmu, no neskér sgata
pouziva aj pri mapovani rastlinnych a zi&idnych gendémov (Meyer et al., 1995; Sun et
al., 2003).

V oblasti analyzy genetickych markerov hospodarkkyeierat sa vyuziva hlavne
metdda PCR-RFLP, ktora je kombinaciou polymeradzoveyt'azovej reakcie
a polymorfizmu dky restriknych fragmentov. Metoda umiidie detekciu mutécii
v amplifikovanej DNA avyuziva existenciu restikch endonukledz, ktoré Stiepia
polynukleotidovy réazec preruSenim fosfodiesterovych vazieb dityech Specifickych
sekvenciach (Bauerova et al., 2004; Gabor, 2009).

Na rozdiel od klasickej RFLP sa vhodnym res&mgm enzymom Stiepi len
relativne kratky isek DNA — PCR produkt.&&e v dosledku mutacie vznika alebo zanika
Stiepne miesto pre restiki endonukleazu, detekuje sa roznyggidragmentov alebo ich
rozna vékos'. Ziskané fragmenty, ktorych Kleog’ a pa@et zavisi od pritomnosti, resp.
nepritomnosti Stiepneho miesta sa detekuju eleki@abu na polyakrylamidovom alebo
agarézovom géle (sa posudzuje pritonfnmositacie typickej pre danu alelu) a vizualizuju
etidium bromidom pod UV svetlom (Bauerova et @042, Miluchova et al., 2009).

V genetike hospodarskych zvierat sa PCR-RFLP vyudapriklad na:
- analyzu tzv. markerovych génov kvality masa u ajph (RYR 1, RN, KIT, PIT

1, LEP); mlieka uhovadzieho dobytka x-Kazein, p-laktoglobulin)

a reproduknych vlastnosti (ESR, PRLR, RBP 4),

- identifikaciu geneticky podmienenych ochoreni (BLADUMPS, citrulinémia)

(Bauerova et al., 2004).

V tejto oblasti sa identifikuju a analyzuju Spek€ gény alebo anonymné
genetické markery hospodarskych zvierat predovéetk§ipanych, hovadzieho dobytka
aoviec:

- produkné vlastnosti (kvalita mésa, mlieka, viny),
- reprodukné vlastnosti (p&et narodenych miéat) (Bauerova et al., 2004).

Detekuji sa virusové a bakterialne ochorenia aigpedicia ku vzniku

genetickych chor6b. S pribldajucim gom identifikovanych markerovych génov sa
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ukazuju nové efektivne metédyaghtenia na zaklade markerovo-podporovanej selekcie
(Bauerova et al., 2004).

Obrazok 5
Schéma postupu pri realizacii PCR-RFLP(Bauerova et al., 2004)

PCR-RFLP
1. ODBER VZORIEK ‘ { l
LAY
‘ F—
BE ]
2. IZOLACIADNA
VZORKA  LYZACNY ROZTOK
N
g % - L L =
— 1 B e ﬁ
[ . 5 DNA
3. PCR
CIEXOVA SEKVENCIA
TEMPLAT DNA
J MILIONY KOPIi
CIE2OVE] SEKVENCIE

4. RESTRIKCNA ANALYZA
/ \ ¥ 37OC

5. ELEKTROFOREZA A VYHODNOTENIEE
Aa Aa aa Aa AA Aa aa Aa
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Vyhody a vyuzite PCR-RFLP techniky:

- vyuZiva sa na analyzu geneticky podmienenych &harhumannej a veterinarnej

medicine,

- detekcia onkogénov,

- pri mapovani géenov,

- pri Stadiu asocinych va'ahov kandidatnych génov k ukazovate UZitkovosti,

- nenarénoy’,

- umoziuje odliSenie homozygota od heterozygota,

- nie je potrebna znaltésekvencie DNA Studovaného gendomu (Gabor, 2009%aser
et al., 2002).

Nevyhody PCR-RFLP techniky:
- vyZaduju véké mnozstvo vysokokvalitngjstej DNA,

- analyzy stasovo i finadne nargné (Verkaar et al., 2002).

1.7.3.1 Restritné endonukleazy

Su enzymy, ktoré rozpoznavaju Specifické nukleatido sekvencie na
dvojvlaknovej DNA a Stiepia jej oba vldkna v rozpéazacej sekvencii alebo mimo nej.
Tie predstavuju zv#&a palindromatické sekvencie DNA s parnyndtpm rozpoznavacich
nukleotidov (4 — 8 bp). Palindrom je nukleotidovékeencia, ktora sa na
komplementarnom vldkne opakuje v presne obratenoradp nukleotidov. SU gas’ou
tzv. resStrikno — modifik&nych systémov baktérii, kde pini dbélezitu ulohu pchrane
bakterialnych buniek pri vstupe cudzorodej DNA dichn Aby RE nezniili vlastna
bakterialnu bunku, baktérie maju ej tzv. metyldega enzymy, ktoré rozpoznavaju tu ista
sekvenciu ako RE a modifikuju ju metylaciou tak, jaeRE nerozoznavaju a nestiepia.
Endonukleazy sa najviac vyuzivaju v biologickomkugmme (napr. pri metéde PCR-RFLP)
(Rédei, 2008).

Restrikkné endonukleazy sa roZwgl do troch skupin:

1. Trieda (Murray, 2000)

» vykazuju endonukleazovu aj metylazovu aktivitu,

» Stiepia nahodne,
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« rozoznavaju metylovant sekvenciu nukleotidov, putg nej pozt¥ DNA
na vzdialenas1 000 — 5 000 nukleotidov, kde Stiepia,

* napr. EcoB s rozoznavacou sekvenciou TGA({GCT, EcoK,

e mo6zu vznikndi rozne dihé fragmenty s roznymi koncami,

» vyZaduju ATP, hatik, S — adenozylmetionin.

2. Trieda (Pingoud et al., 2001)
» vykazuju endonukleazovu, resp. metylazovu aktivitu,
» Stiepia v rozpoznavace] Specifickej sekvencii, &tgg rot&ne symetricka,
teda obsahuje palindromatické sekvencie,
* vyuZivaju sa na ziskavanie fragmentov DNA, alevilpgipade, ak gén neméa
introny,
e vyZaduju pre restriktazy iba hidkové i6ny apre metylazy S
adenozylmetionin.
Typ I.:
o Stiepi vlakno DNA tak, Ze vznikaju pheievajuce 1-vlaknové lepivé
useky na 5°konci vzniknutych fragmentov,
* napr. EcoRlI.
Typ Il.:
» Stiepi vlakno DNA tak, Ze vznikaju pheievajuce 1-vlaknové lepivé
useky na 3’konci vzniknutych fragmentov,
* napr. Pstl., Hhil.
Typ Ill.:
» Stiepia vlakno DNA tak, Ze vznikaju fragmenty soaaanymi tupymi
koncami,

* napr. Hallll., EcoRV.

3. Trieda (Meisel et al., 1992; Dryden et al. 2001)
* Je multifunkny enzym zloZzeny z 2 odliSnych podjednotiek a vy@az
endonukleazovu aj metylazovu aktivitu,
e enzymy Stiepia 24 — 26 bp ku 3’- koncu od rozpoan#&ho miesta, pfom
vznikaju presahujuce 1-vlaknové konce neSpecifisk&yencie,
e napr.: Hgal. rozpoznava sekvenciu GACGC I CTGCG ( N )o.
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1.8 Analyza PCR produktov

Elektroforetické metody
Je jedna z najdélezitejSich technik, ktoré slUAasaparéciu nukleovych kyselin
alebo samotnych Specifickych fragmentov, ktoré kajii v priebehu jednotlivych metdd
(napr. PCR-RFLP, PCR-SSCP, PCR-DGGE a iné). Ped&aFO spoiva vo vyuziti
jednosmerného elektrického pradu a zadporného namgideovych kyselin. Na zaklade
tejto vlastnosti putuje DNA vzdy od zapornej andkly kladnej katéde. Zariadenie
potrebné pre elektroforetickll separaciu DNA a RN2dd'ujeme na dva typy:
1. Horizontalne elektroforézy: ako nosné médium sazinal agaréza pri analyzach
DNA (PCR-RFLP),
2. Vertikalne elektroforézy: ako nosné médium sa waZolyakrylamidovy gél pri
analyzach DNA (SSCP, DGGE, TGGE) a proteinov (PARRES) (Miluchova et
al., 2009).

1.8.1 Agarozova elektroforéza

Produkty restriknych (PCR-RFLP) reakcii sa delia pad svojej relativnej
molekulovej hmotnosti a Vkosti naboja agarézovou elektroforézou v géli.ddsiejSie sa
pouziva ako elektroforetické médium — agardza @aatharid ziskavany z morskych rias)
s koncentraciou 0,8 — 3,5 %. Jej koncentracia $iapdel’a va’kosti fragmentov, ktoré
budu separované (Sambrook et al., 1989).

ELFO v agarézovom géle patri medzi jednoduché, poeneychle metdédy na
izolaciu, identifikaciu a prastenie fragmentov DNA. Medzi jej vyhody patri pria
detekcia fragmentov DNA v UV svetle, pomocou faibens fluoresceinym
interkala&nym ¢inidlom (etidium bromidom). Rychlés pohybu fragmentov DNA
v agar6zovm géle zavisi od:

* molekulovej hmotnosti DNA,

» konformécie DNA,

e koncentracie agar6zového gélu,
» velkosti pouzitého napatia,

» zloZenia elektrolytickych roztokov,
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» teploty delenia (Viglasky et al., 2000).

Taburka 9
Zavislos’ delenia fragmentov DNA od koncentracie agarézovéhgélu (Viglasky et al.,
2000)
Obsah agarozy (%) Rozsah delenia DNA (kb)
0,3 60-5
0,6 20-1
0,7 10-0,8
0,9 7-05
0,2 3-01
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2 CIEL: PRACE

Ciel'om préace bolo:

* izolova® gendmovu DNA z krvi hovadzieho dobytka,

 svyuzitim PCR - RFLP metody identifikavapolymorfné varianty (3
laktoglobulinu hovadzieho dobytka,

» vyhodnott’ frekvencie alel a genotypovu Struktiru popula@eddzieho dobytka

pre 3-laktoglobulin.

46



3 METODIKA PRACE A METODY SKUMANIA

3.1 Material

Pre Studium polymorfizmu vybraného kandidatskehamugf-LG bol pouzity
biologicky material ziskany od hovadzieho dobytkeelkovom pdte 39 matiek bykov
slovenského pinzgauského plemena.

Zvieratam bola odoberana krv veterinarnym lekamRicnej Zily vena jugularis
do skumavky s antikoagulaym roztokom ACD:

a) 0,48 % kyselina citronova,
b) 1,32 % citrat sodny,
c) 1,47 % gluk6za v pomere 1.6 (ACD : krv).

Vzorky boli az do zahajenia analyz zmrazené.

3.2 Pristrojové vybavenie

Pri izolacii DNA a PCR metddach sme pouZili nastedopristroje:

» analytické vahy: CHYO BALANCE CORP. JAPAN, MP-300,
centrifdga: HERMLE, Z 233 MK-2,

» elektroforéza: SCIE-PLAS MINI-PLUS HU 10, OWL P10DS
» zdroj napétia: CONSORT, EV 243,

* pipety: NICHIRIO,

» termostat: BINDER, 0010-0081, BD 53,

e UV transiluminator: UVP — M 15,

» spektrofotometer: BOECO, S-30,

« vortex: IKA WORKS, INC, MS1,

» termocykler: BIORAD, MJ MINI,

» fotodokumentana jednotka: OLYMPUS 7070.
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3.3 Pouzité metody

3.3.1 Izolaciagendmovej DNA z krvi fenol-chloroformovou metodou

Izolaciu DNA z krvi sme uskutmili metddou proteolytickej hydrolyzy proteinazou
K, fenol-chloroformovej deproteinizacie a etanolppeecipitacie DNA potla Sambrooka
et al. (1989).

Postup izolacie DNA zavisi od organizmu, z ktorghro izolacii vychadzame.
Ciel'om izolacie je ziskaDNA s ¢o mozno najvésou relativnou molekulovou hmotnos

bez RNA, proteinov a polysacharidov.

Postup pri izolacii genbmovej DNA:
1. DNA sme izolovali z lymfocytov periférnej krvi ododtej do roztoku ACD.

2. Bunky z 500ul krvi boli lyzované pridanim rovnakého mnozstvadsného

roztoku: - sachar6za 320 mM,
- Tris-HCI pH 7,5 10 mM,
- MgCh 5 mM,
- Triton X-100 1 %.

3. Zmes krvi a lyzaného roztoku sme 5 min. pretrepavali a centrifugjpva

4. Po centrifugéacii pri 10 000 x g po dobu 2. min. smiskany sediment
suspendovali v 5001 lyzatného roztoku a lyzu buniek sme opakovali jod
potreby 2 — 5 krat,

5. Sediment po pridani 200l TE roztoku (10 mM; Tris-HCI; pH 7,5; 1 mM
EDTA) sme centrifugovali 5 min. pri 10 000 x g,

6. Dalej sme pridali 2Qu 10 % SDS a proteinazu K s vyslednou koncentraciou
100pg.mi?,

7. Nasledne tato zmes sme resuspendovali, a potomezwnoc inkubovali vo
vodnom kupeli pri teplote 6C,

8. Po extrakcii zmesou fenol-chloroform-izoamylalkoh@5:24:1) a pridani
octanu sodného sme DNA zrazali 96 % etanolom @iG2

9. Zrazeninu DNA sme premyvali 70 % etanolom, vysaSiozpustili v 50ul
roztoku TE.
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3.3.2 Meranie kvantitativneho vyjadrenia nukleovydtyselin na
spektrofotometri

Pri spektrofotometrickej metéde meriame absorharezbrky nukleovych kyselin
pri vinovej dzke 260 nm a 280 nm. Hodnoty A namerané pri 260unmziuji stanow
koncentraciu nukleovych kyselin nasledovne:

Aze0 0dpoveda 50 pg/ml pre dvojviaknovi DNA,

40 pug/ml pre jednovliaknovia DNA,
20 pg/ml pre oligonukleotidy.

KedZze pritomnos RNA, proteinov a detergentov ovphje priebeh absotného

spektra, mdze hyspektrofotometricky vyhodnocovanéistota vzorky.

Kontrola ¢istoty nukleovej kyseliny

Extrakcia nukleovych kyselin z buniek je doprevadzaroteinmi a pozaduje sa,
aby sa rozsiahlou purifikAciou odstranila prote@nozloZzka. Vzliadom na to, ze
najbeznejSie zrgst'ujucimi latkami byvaju proteiny, ktoré maju absor® maximum pri
vinovej dZke 280 nm, pouZiva sa tento pomegoM2go ako kritériumeistoty. Cisté DNA
a RNA preparaty maju predpokladané pomery,8 pre DNA a> 2,0 pre RNA (mb6Zeme
hovorit’ o ¢istych preparatoch nukleovych kyselin), odchylky@hto pomerov signalizuju

pritomnos ne&iistoty vo vzorke.
Kvantitativne vyjadrenie nukleovej kyseliny (NAQ)

1pg/ml=1ng/ul =0,001ug/ul

omol/ul = png/ml x 1000
MW oligo

nukleotidova koncentraaa, pg/mil
315

pmol fosforu =
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3.3.3 PCR - RFLP gent:LG

Na amplifikaciu Specifického Useku g@géni-LG boli pouzité nasledovné
oligonukleotidové primery: FOR a REV pi@Medrano, Aguilar-Cordova (1990).

p-LG FOR 25-mer
5 -TGT GCT GGA CAC CGACTACAAAAAG -3

p-LGREV 24-mer
5-GCT CCC GGT ATATGACCACCCTCT -3

TabuPka 10

ZloZenie reakénej zmesi s objemom 25 pl

Komponent Koneéna koncentracia

1. sterinavoda | ------

2. Templat DNA 50 ng

3. dNTP Mix, 10 mM (INVITROGEN) 2 mM

4. MgCh, 25 mM (FERMENTAS) 1,5 mM

5. Primerys-LG, 10 pM.ul" (KRD) 0,5 pM

6. 10 x Reaction buffer (FERMENTAS) 1x

7. TaqDNA polymeréaza 5U. 11 (FERMENTAS) 1U
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TabuPka 11

Teplotny a ¢asovy rezim PCR reakcie.

Kroky Cyklus Paet cyklov Teplota | Cas (v min.)
1. | Start - 94C 2
2. | Denaturécia gc 1
3. |Anelacia 35 58C 1
4. | Polymerizacia 72C 1
5. | Elongacia - T 8
6. | Schladenie - °c uskladnenie

V naSej praci bol pouzity restiky enzymHaelll pre PCR-RFLP analyzu, ktory

Stiepil ziskané PCR produkty so znamou sekvenciou.

TaburPka 12

ZloZenie Stiepiacej zmesi RFLP s objemom 30 pl

Komponent MnozZstvo na 1 vzorkl  Vysledna koncen#rgci
Sterilna voda (MiliQ) mw6e2ul | a-----
PCR produkt 0p | -
10X NEBuffer 4 3,0 ul 1x
ENZYM Haelll 10 U.pl*

0,5 ul 5U

(Fermentas)
100X BSA 0,3 ul 1x
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Taburka 13
Priebeh Stiepenia restriknym enzymom

Nazov enzymu Hadll
Teplota
o : 37°C
Stiepenia
RE miesto GG/CC
Doba inkubécie 3 hodiny

3.3.4 Matematicko-Statistické vyhodnotenie genegigkuktary populacie

Na zaklade PCR analyz (PCR-RFLP) sme stanovilioggovu Strukturu
sledovanej populacie slovenského pinzgauského plameypaitali sme frekvencie alel
v jednotlivych  polymorfnych génoch sledovane] p@gig# hovadzieho dobytka.
Vyznamnog rozdielov medzi experimentalne pozorovanou a ety aiakdvanou

frekvenciou genotypov sme overyff-testom.

Frekvencie alel pod’a Hardy-Weinbergovho zakona:

_2AA+ AB _2BB+ AB
P=TON *=TON
Pa, 08 - frekvencia génu
AA, AB, BB - pccet genotypov prislusného polymorfného systému
N - paiet testovanych zvierat

Frekvencia genotypov podta Hardy-Weinbergovho z4kona:

(Pa+CB) °=pa’+2mas + =1
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Fenotypova rovnovaha bola overena pdt x?- testom:

AA AB BB=( p)2 p g( @)

(e-1v)°
/Y(Zn—l) = Z t

kde: e - pozorovany et genotypov
t - teoreticky poet genotypov

n - p@et genotypovych tried

Vypocitand hodnotay®testu bola na zéaklade stugy volnosti porovnavana
s tablikovou hodnotou pd@ Fishera a naslednecana pravdepodobntbshody alebo

rozdielov medzi experimentalnymi a teoretickymi hotami.

p > 0,05 — Statisticky nepreukazné
p < 0,05 — Statisticky preukazné

p < 0,001 - Statisticky vysoko preukazné
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4 VYSLEDKY PRACE
4.1 Izolacia genémovej DNA

Genodmova DNA bola izolovana metodou proteolytidikggjirolyzy proteindzou K,
fenol-chloroformovej deproteinizacie a etanoloveggpitacie DNA.

Koncentracia acistota izolovanej DNA bola merana spektrofotométyicna
pristroji S-30 (Boeco). Extrakcia DNA bola doprezada ukitym mnozstvom proteinov,
ktory urtoval ¢istotu DNA. Pri tejto metédpomeru absorbancie vinovyclizdk 260/280
poskytuje informéacie ¢istote preparatov nukleovych kyselin, ktory intéova > 1,8
vyjadruje cistotu DNA. Odchylky z tychto pomerov mohli sigrmiva’ pritomnos
nedistét a znizova uvedené pomerné hodnoty vo vzorke, ktoré by negatiplyvali na
presnos spektrofotometrického stanovenia koncentracie DR#eto boli niektoré vzorky

opatovne purifikované, alebo nanovo izolované.

Meranie koncentracie DNA na spektrofotometri
Extrakcia DNA z buniek bola doprevadzana pritontioas proteinov,¢o si

vyZzadovalo, aby sa separovala rozsiahlou purifix@g@iroteinova nistota.

Taburka 14
Reprezentativna vzorka kontroly ¢istoty DNA u 10 krav (12 — 21)

Cislo Koncentracia| 260/280 ratio A 260 nm A 280 nm
1. 56,40 1,37 0,064 0,047
2. 35,80 1,23 0,043 0,035
3. 32,14 1,44 0,036 0,025
4. 25,96 1,36 0,030 0,022
S. 70,59 1,59 0,081 0,051
6. 16,84 1,29 0,015 0,020
7. 19,63 1,07 0,030 0,028
8. 30,49 1,05 0,039 0,037
9. 26,49 1,65 0,028 0,017
10. 24,10 1,03 0,032 0,031

Poznamka: Faktor zriedenia (f): 20
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4.2 PCR - RFLP géngLG

Pre identifikaciu mutécii v géng-LG bola pouzitd metdda PCR-RFLP. Tato

varianta PCR umaitije odliSenie homozygota od heterozygota.

Pre rozliSenie ldky fragmentov bol pouzity molekularny marker DNAadder

(Fermentas) o J&osti 100 bp.

Amplifikované PCR produkty o V&osti 247 bp boli Stiepené enzymddaelll a

vizualizované v 3 % agar6zovom géle.

V populécii hovadzieho dobytka v celkovomcpm 39 zvierat boli zistené vSetky tri
genotypy, a to:

* genotyp AA (148 bp, 99 bp) 3 zvierata,

* genotyp AB (148 bp, 99 bp, 74 bp) 10 zvierat,

e genotyp BB (99bp, 74 bp) 26 zvierat.

Obrazok 6
Reprezentativne vysledky PCR-RFLP analyz$-LG Stiepené enzymoniHaelll
na 3% agardézovom géli

PCR DNA AB AL BB DNA
produkt ladder ladder
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Drdha 1. PCR produkt (247 bp),
2. marker 100 bp DNA Step Ladder (Feragh
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 (Feraghn

Obrazok 7
Schematické znazornenie Stiepneho produktfi-LG:
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.

Na zaklade vysledkov PCR-RFLP analyzy sme ¥itab geneticka Struktlru a

X2 testom overili rovnovéahu sledovanej populdcie.
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Taburka 15
Genotypové a alelové frekvenci@-laktoglobulinového génu

FREKVENCIE GENOTYPY (n=39) ALELY X
AA AB BB A B df.=2
pozorované
ABSOLUTNE
teoretické
0,20
1,6419| 12,7179| 24,6402
pozorované
0,0769| 0,2564 | 0,6667
RELATIVNE L 0,2051| 0,7949
teoretické
0,0421| 0,3261| 0,6318
p > 0,05

Ako vidiet z tabiky 15 v populécii sa vyskytoval genotyp BB s frekeiou
66,67 %, frekvencia genotypu AB bola 25,64 % a mes@ej zastupeny bol genotyp AA s
frekvenciou 7,69 %. Vysledky poukazuju na to, iek¥encia alely B bola Yeni vysoka a

je v populécii zastupena 79,49 %. Frekvencia aebpla 20,51 %.

Na zékladey® testu sme zistili, e rozdiel medzéakavanymi a pozorovanymi
frekvenciami genotypov hovadzieho dobytka bol Statky nepreukaznyo znamena, ze

sa v sledovanej populacii zistil rovnovazny staznwsle Hardy-Weinbergovho zakona.
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5 DISKUSIA

V nasej praci uvadzame u slovenského pinzgausttéhgtka najvyssi vyskyt alely
B B-LG 79,49 % a najniz3i vyskyt u alely A 20,51 Ptalej u tohto plemena boli zistené
nasledovné frekvencie genotypLG: AA 7,69 %; AB 25,64 % a BB 66,67 %.

Graf 1

Percentuélne zastupenie genotypds-LG

DAA
mAB
oBB

V analyzovanej populacii hovadzieho dobytka boltetevané pre3-LG gén tieto
genotypy:

* homozygotny genotyp AA (148 bp, 99 bp),

* heterozygotny genotyp AB (148 bp, 99 bp, 74 bp),

» homozygotny genotyp BB (99 bp, 74 bp).

V sledovanej populacii hovadzieho dobytka pdlG gén najpoetnejSie zastupeny
genotypom BB s frekvenciou vyskytu 0,6667. Frekvangenotypu AB bola 0,2564
a najmenej zastupenym genotypom bol genotyp A&ls/&nciou 0,0769.

Vysledky poukazuju na to, Ze frekvencia alely Bysoka, v populacii je zastupena
0,7949 a frekvencia alely A je 0,2051.

NaSe udaje prg-LG suhlasia s udajmi viacerych autorov: su takmestlade
s vysledkami Uhrina et al. (1994), ktori v populasovadzieho dobytka detekovali
prevahu alely B nad alelou Malej st vysledky takmer zodpovedajlce s Gdajmi Gkke
(1997), ktory uvadza u pinzgauskeho dobytka frekiemyskytu alely B 0,78. Podobne aj
Beja-Pereira et al. (2003) uvadzaju v populaciizgauského dobytka vysSiu frekvenciu
alely B (0,833).Blahova et al. (2004) detekovali u nahodne vybrasheipiny krav vysoku
frekvenciu alely B (0,74) ataktiez aj Bulla et &007) zistili prevahu alely B (0,73).
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Najfrekventovanejsi genotyp AB (88 %) u slovenskétrakatého plemena identifikovali
Chobotova et al. (1998), a naopak vobec neidentifik variant BB u slovenského
pinzgauského plemena. U tohto plemena identifikdvainozygotna formu AA (96 %).

Zitny et al. (1995) v polymorfnom systérieLG detekovali dve alelg-LG* a p-
LGP a zaznamenali posun na stranu alely A (0,52).dviégvzorke mlieka kravy plemena
slovenského strakatého objavili frakciu BC, ktorétedaz pri tomto plemene nebola
zaznamenana. U slovenského strakatého dobytkavdtaimogenotypy p-laktoglobulinu
AA, AB a BB s najvé&Sou prevahou heterozygotnej formy AB (60,2 %) aiidpu
homozygotnou BB (17,9 %).

Polymorfizmus 3-laktoglobulinu je geneticky riadeny kodominantnyaielami,

z ktorych sa n&pstejSie vyskytuju A a B.

Chrenek (1997) sledoval tri plemena hovadziehoytkabna Slovensku. U vSetkych
stanovili vy$8iu frekvenciu alel-LG®, ato nasledovne: u pinzgauského dobytka bola
Z hradiska genotypov bol genotyp AB najviac zastupertyolgtajnskeho a strakatého
plemena a u pinzgauského plemena bola najvysddineia genotypu BB. V tom istom
roku sledovali importované plemena hovadzieho dabyia Slovensko, u ktorych stanovili
alely A aBB-LG systému s prevahou alely B. U rakuskeho pingigého dobytka bola

frekvencia alely B (0,78) najvysSia, a naopak um@aa montbeliard B (0,59) najnizSia.

TabuPka 16

Frekvencie alel u analyzovanych zvierat (Chrenek,997)

Genotyp Frekvencia alé
Plemeno AA | AB BB A B

D

Slovenské strakatée 22.3% 50,8% 27,13%47 0,52
HolStajnské 14, 7% 44,1% 41,1% 0,37 0,43

Frekvencia B alel$-LG u slovenského strakatého plemenaljpo@hreneka (1997)
bola 0,52,¢0 je takmer v zhode s frekvenciou 0,52 zistenoukdveckou a Kubekom
(1996).
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Viaceri autori potvrdzuji, Ze u plemien Simentalskepdvodu Ceské strakaté,
Mad’arské strakaté) ako aj u samotného plemena Simsatéitekvencia alely BB-LG
pohybovala od 0,49 po 0,57 (Hanus, Beber, 199%aBaet al., 1992).

Uhrin et al. (1995) vo svojej praci uvadzaju u slaského strakatého dobytka
vyskyt alely BB-LG 62 %. U rovnakého plemena Zitny et al. (1998%dra frekvenciu
genotypov B-LG nasledovne: AB 60,2; % AA 21,9 % aBB 17,9 %.p&dobnym
vysledkom dospel aj Foltys (1997), ktory uvadzaopudacii slovenského strakatého
plemena najvysSiu frekvencfitLG genotypu AB 88 %, nizSiu AA 9 % a najnizsiu
%.

U holStajnsko-frizskeho dobytka Chrenek (1997jilzigyskyt alely B 3-LG 0,63,
¢o je zrovnaténé s vysledkami Trakovickej a Kubeka (1996) jmokitorych vyskyt alely B
B-LG bol 0,71. Taktiez pdé vysledkov GajtiSka (1997) bola u holStajnsko-frizskeho
plemena vysSia frekvencia alely BLG (0,63) ako alely AB-LG (0,37). Podobne ako
citovani autori, aj Maskova &itek (1997) uvadzaju u holstajnsko-frizskeho plemen
vysSiu frekvenciu B alelf3-LG (0,61) ako A alel3-LG (0,39).

Neubanuerova et al. (2000) zistili na lok{iseG miernu prevahu alely A (0,5087).

Citek et al. (2000) na lokuse pBelLG urili niz&iu frekvenciu alely A oproti alele
B uceského strakatéeho plemena, ato 0,47Ziewnostrakatého dobytka 0,405
a u nemeckeéhdgiernostrakatého dobytka 0,303. V literatare su ewédvésSie rozdiely,
frekvencia alely B u niektorych plemien dosahuje0gd. Dalej zistili nap-LG lokuse
u ceskejcéervienky frekvenciu alely A (0,441) a B (0,559) ktdzencov F1 generacie bola
frekvencia alely A (0,417) a u nemeckgrvienky A (0,321). U pikskej ¢ervienky bola
frekvencia alely A (0,192) vyrazne nizSia ako ulgmavanych populéciicerveného
dobytka.

Genotyp AAB-LG je asociovany s vysokym mdéeym vyrazkom, ma pozitivny
vplyv na obsah bielkovin v mlieku a vyznamne zlgp$omer proteinov k tuku (Panicke
et al.,, 1997). Alela AB-LG spolu s alelami A2 CSN2 génu a B CSN3 génuiaut
zvySuja pomer proteinov k tuku. Genotyp BB je asweany s vysokym obsahom tuku a
kazeinov potrebnych pre vyrobu syrov (Mao et &92).
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ZAVER

Z naSej prace vyplyva, Zze mlieko patri medzi vyznamlozkuludskej stravy. Je
vybornym zdrojom zakladnych vyzivovych latok, akapniklad: bielkoviny, laktoza,
vitaminy a mineralnych latok.

Kvalita mlieka zaha nielen chemické zloZenie, ale aj technologickérazorické
vlastnosti mlieka. Téato kvalita méZe tbyovplyvnena genetickymi a negenetickymi
faktormi.

Genetické variantyp-laktoglobulinu hovéadzieho dobytka su spaté s pkoidw
mlieka a maju vplyv na jeho zloZenie, spracoksité vlastnosti, vratane tgZnosti
syreniny.

Praca bola zamerana na identifikaciu polymorfizflaktoglobulinového génu
v populécii slovenského pinzgauského dobytka pomoaetédy PCR-RFLP.

V analyzovanej populacii boli pr@-LG gén zistené vSetky tri genotypy, ato:
genotyp AA 3 zvieratd, genotyp AB 10 zvierat a ggpdBB 26 zvierat.

NajfrekventovanejSie genetické variafityaktoglobulinu su genotypy: AA a BB.

V naSej praci bol uvedeny u slovenského pinzgauskiébytka najvyssi vyskyt alely B
LG 79,49 % a najniz3i vyskyt ualely A 20,51 %alej utohto plemena boli zistené
nasledovné frekvencie genotypLG: AA 7,69 %; AB 25,64 % a BB 66,67 %.

V sledovanej populacii hovadzieho dobytka pdlG gén najpoetnejSie zastupeny
genotypom BB s frekvenciou vyskytu 0,6667. Frekvangenotypu AB bola 0,2564
a najmenej zastupenym genotypom bol genotyp A&ls/&nciou 0,0769.

Genotyp AAB-LG je asociovany s vysokym méeym vywazkom a genotyp BB je
asociovany s vysokym obsahom tuku a kazeinov pajabpre vyrobu syrov.

Vysledky poukazuju na to, Ze frekvencia alely Bysoka, v populacii je zastupena
0,7949 a frekvencia alely A je 0,2051.

Zo ziskanych vysledkov je mozné vytipoznatky:

» v teoretickej oblasti poznania genetického polymanti bielkovin mlieka,
hlavnep-laktoglobulinu,

» zvysit efektivnog selekcie k dosahovaniu podobnej Urovne genetického
zisku ako v inych krajinach (zvySenie presnostitanzity selekcie, vyuZzitie
v biotechnolégidch a metdd molekularnej biologie...

« zvySit podiel selekcie na kvalitativne znaky (obsah agorhlavnych
zloziek mlieka).
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