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Na podstawie polimorfizmu w genie beta-laktoglobuliny oraz kappa-kazeiny
okreslono strukturg¢ genetyczna populacji 205 krow utrzymywanych na terenie
wojewodztwa kujawsko-pomorskiego. Oznaczenie genotypéw przeprowadzono przy
uzyciu metody PCR-RFLP. Wyniki przeprowadzonych badan pod wzgledem
polimorfizmu beta-laktoglobuliny wskazaly na ponad dwukrotnie wigkszy udziat
w badanej populacji heterozygot BLG AB (0,47) niz homozygot BLG AA (0,24)
i BLG BB (0,29). W przypadku genu kappa-kazeiny stwierdzono przewagg genoty-
poéw CASK AA (0,70) i niewielki udziat genotypow CASK BB (0,06).

Najwyzsza wydajnos¢ mleka i jego podstawowych sktadnikéw stwierdzono
w laktacji maksymalnej u krow o genotypie BLG AA. Natomiast mleko krow
BLG BB pod wzgledem zawarto$ci thuszczu przewyzszato mleko pozyskiwane od
kréw o genotypach BLG AA i BLG AB. Rdznice nie byly istotne statystycznie.
Gen CASK rowniez nie wplywatl statystycznie na wydajnosci badanych krow
w laktacji maksymalnej. Stwierdzono niska zawarto§¢ thuszczu w mleku u krow
o genotypie CASK BB, jednak liczebnos$¢ tej grupy (13 zwierzat) uniemozliwia
traktowanie tego wyniku jako miarodajnego. Istnieje potrzeba prowadzenia tego
typu badan na wigkszej populacji zwierzat.

Stowa kluczowe: krowa, biatka mleka, beta-laktoglobulina, kappa-kazeina

1. WSTEP

W realizowanych obecnie programach hodowlanych bydla mlecznego zawarto$¢
i wydajno$¢ bialka w mleku sa cechami najwyzej premiowanymi. Wynika to m.in.
z tendencji do wysokiego przetwarzania mleka, dlatego jego sktad chemiczny ma pierwszo-
rzedne znaczenie, od niego zalezy cena mleka oraz optacalno$¢ i ekonomika produkcji.

Wyniki badan dotyczace polimorfizmu biatek mleka coraz czgsciej wprowadza sig
do pracy hodowlanej jako dodatkowe parametry selekcyjne. Dotyczy to przede wszystkim
wariantow genetycznych dwoch gendw: kappa-kazeiny (CASK) i beta-laktoglobuliny
(BLG) oraz ich wplywu na zawarto$¢ biatka a takze cechy technologiczne mleka,
zwlaszcza w konfrontacji z wymaganiami przemystu mleczarskiego, ktory preferuje mleko
o lepszych parametrach technologicznych do produkcji serow. Wiele stacji zajmujacych si¢
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inseminacja bydla mlecznego, zarowno w Europie, jak i w Ameryce Potnocnej,
zamieszcza juz okreSlony genotyp CASK i BLG w katalogach handlowych, jako
molekularny marker genetyczny [7, 19].

W ostatnich latach coraz czg$ciej probuje si¢ wykazaé zaleznosci migdzy
polimorfizmem biatek mleka a wydajnoscia, sktadem chemicznym i parametrami
technologicznymi mleka krow [5, 8, 10, 12, 18].

Podstawowym sktadnikiem biatek serwatkowych jest beta-laktoglobulina, ktorej
zawarto$¢ szacuje si¢ na 9% zwiazkow azotowych mleka [1, 3, 4, 20]. Polimorfizm
beta-laktoglobuliny warunkuje seria kodominujacych alleli. Najczg$ciej identyfikowane
sa jej trzy warianty: AA, ABiBB[12, 13, 19].

k-kazeina (CASK), ktorej zawartos¢ w mleku krowim waha si¢ w granicach
2,4-2,6%, jest biatkiem mleka wzbudzajacym najwigksze zainteresowanie wsrod
badaczy. Stanowi ona ok. 78-85% ogotu biatek mleka. Jej wysoka warto§¢ odzywcza
powoduje, ze odgrywa ona zasadnicza role w odchowie potomstwa. Ponadto
k-kazeina jest gtdéwnym zrédlem wapnia i fosforu dla mlodego organizmu. Warto$§¢
biologiczna kazeiny dorownuje biatku migsa i znacznie przewyzsza wartos$cig biatek
zb0z oraz roslin straczkowych [12, 15].

Celem badan bylo oszacowanie frekwencji gendw i genotypow beta-laktoglobuliny
i kappa-kazeiny oraz ich wptywu na wydajnos¢ i sktad chemiczny mleka w maksymalnej
laktacji u kréw utrzymywanych w wojewodztwie kujawsko-pomorskim.

2. MATERIAL I METODY

Badaniami objgto 205 krow rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej odmiany czarno-
-bialej, uzytkowanych w trzech wybranych stadach potozonych w wojewodztwie
kujawsko-pomorskim. Krew pobrano z zyly jarzmowej do probowek z EDTA. Wyso-
kiej jakosci DNA uzyskano dzigki zastosowaniu kitu do izolacji MasterPure™ DNA
Purification Kit from Blood (Epicentre Technologies) zgodnie z metodyka producenta.

Identyfikacje genu BLG przeprowadzono na podstawie polimorfizmu w eksonie 4
w pozycji (T—C), analiz¢ RFLP dokonano przy uzyciu enzymu restrykcyjnego Haelll
(Fermentas) [14]. Metoda PCR amplifikowano fragment dlugosci 262 par zasad. Reakcja
przebiegata w objgtosci 25 ul mieszaniny i zawierala odpowiednio: 200 ng genomowego
DNA, 2.5 pmol kazdego z primeréw, 200 pM kazdego z ANTP, 1,5 mM MgCl, i 0,625 U
Taq Polimerazy (Fermentas). Profil temperatur reakcji PCR byl nastepujacy:
denaturacja wstgpna 94°C przez 3 min nastepnie 34 cykle namnazajace po 30 s w 94°C,
30 s w 60°C, 30 s w 72°C i koncowa temperatura wydluzania 5 min w 72°C. Dla
strawienia fragmentu o dhlugosci 262 bp przy uzyciu enzymu Haelll probki byly
inkubowane przez 4 h w 37°C.

Badania molekularne nad genem CASK przeprowadzono analizujac polimorfizm
w eksonie 4 genu w pozycji (A—C), analizg¢ RFLP dokonano przy uzyciu enzymu
restrykcyjnego Hinfl (Fermentas) [14].

Reakcjg¢ prowadzono w objgtosci 25 pl mieszaniny i zawierala ona: 200 ng
genomowego DNA, 2,5 pmol kazdego z primeréw, 200 uM kazdego z ANTP, 1,5 mM
MgCl, i 0,625 U Tag Polimerazy (Fermentas). Profil temperatur reakcji PCR byt
nastepujacy: denaturacja wstepna 94°C przez 3 min nast¢pnie 35 cykli namnazajacych
po 30 s w 94°C, 30 s w 60°C, 30 s w 72°C i koncowa temperatura wydtuzania 5 min
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w 72°C. Dla strawienia fragmentu o dtugosci 350 bp przy uzyciu enzymu Hinfl probki
byly inkubowane przez 6 h w temperaturze 37°C.

Uzyskane fragmenty restrykcyjne, zaréwno dla genu BLG jak i CASK,
rozdzielane byty nastepnie w 3,5-procentowych zelach agarozowych z dodatkiem
bromku etydyny (0,5 pg-ml™), w obecnosci wzorca DNA pUC19/Mspl.

Na podstawie uzyskanych wynikow przeprowadzono charakterystyke struktury
genetycznej badanej populacji krow, w tym celu obliczono frekwencje gendw i genotypow
BLG i CASK. Dane o maksymalnej wydajnosci mlecznej kréw, dla ktorych zbadano
frekwencje genéw BLG i CASK pochodzily z bazy danych systemu SYMLEK. Obliczenia
statystyczne wykonano przy zastosowaniu wieloczynnikowej analizy wariancji [17].
Istotnosci roznic zweryfikowano za pomoca testu statystycznego Scheffe.

3. WYNIKI BADAN

W badaniach wtasnych wyodrgbniono trzy grupy krow pod wzgledem poli-
morfizmu beta-laktoglobuliny oraz kappa-kazeiny: AA, AB i BB. Z danych zawartych
w tabeli 1 wynika, ze udziat heterozygot BLG AB w badanej populacji byt ponad
dwukrotnie wigkszy niz homozygot AA i BB, przy czym stwierdzono niewiele wigksza
ilo$¢ homozygot BLG BB w poréwnaniu z homozygotami AA. W analizowanej populacji
w ukladzie BLG stwierdzono wigkszy udziat genu B (0,53) niz A (0,47) (tab. 1).
W przypadku genu kappa-kazeiny, stwierdzono przewagg genotypow CASK AA (0,70)
i niewielki udziat genotypow CASK BB (0,06). Zaobserwowano wigksza frekwencje
allelu A (0,82) nad pozadanym w hodowli allelem B (0,18).

Tabela 1. Frekwencja gendéw i genotypow beta-laktoglobuliny i kappa-kazeiny w badanej populacji
Table 1. Frequency of beta-globulin and kappa-casein genes and genotypes in the population

examined
Liczba Frekwencja Frekwencja allelu
Genotyp genotypow genotypow Frequency of allele
Genotype Number of Frequency of A B
genotypes genotypes
BLG
AA 49 0,24
AB 96 0,47 0,47 0,53
BB 60 0,29
CASK
AA 143 0,70
AB 49 0,24 0,82 0,18
BB 13 0,06

W tabeli 2 przedstawiono wyniki uzytkowosci mlecznej krow w maksymalnej
laktacji w zaleznosci od wariantu genetycznego beta-laktoglobuliny i kappa-kazeiny.
Stwierdzono, ze najwyzsza wydajnoscia mleka i jego podstawowych sktadnikow
charakteryzowatly sig¢ krowy o genotypie BLG AA. Natomiast mleko kréw BLG BB pod
wzgledem zawartosci thuszczu przewyzszato mleko pozyskiwane od kréw o genotypach
BLG AA i BLG AB. Réznice nie byly jednak istotne statystycznie.
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W przypadku genu kappa-kazeiny stwierdzono, ze krowy niezaleznie od genotypu
produkowaty mleko na podobnym poziomie, réznice nie byly istotne statystycznie (tab. 2).
Stwierdzono niska zawarto$¢ ttuszczu w mleku u krow o genotypie CASK BB (4,29%)
w porownaniu z dwiema pozostatymi cechami polimorficznymi (4,49%), jednak liczebno$¢
homozygot recesywnych (13 zwierzat) uniemozliwia traktowanie tego wyniku jako
wyznacznika dla wigkszej populacji, obarczony jest on duzym bigdem. Test statystyczny
Scheffe nie wykazat rdznic istotnych statystycznych pomigdzy badanymi grupami kréw.

Tabela 2. Wydajno$¢ mleka badanej populacji krow oszacowanych dla laktacji maksymalnej
w zaleznosci od wariantu genetycznego beta-laktoglobuliny i kappa-kazeiny

Table 2. Milk yield of the examined population of cows estimated for maximum lactation
depending on the genetic variant of beta-lactoglobulin and kappa-casein

Wydajnos¢  Wydajnosé  Zawartod¢  Wydajnosé Z*‘g;ﬁ;’“
Genotyp mleka thuszezu thuszczu biatka Protein
Genotype Milk yield Fat yield Fat content Protein yield
(ke) (kg) %) (ke) o
(%)
BLG
AA 7701,55 334,50 4,35 254,07 3,30
AB 740424 331,08 4,49 244,61 3,31
BB 733478 334,72 4,54 242,17 3,30
CASK
AA 7501,60 335,87 4,49 248,81 3,33
AB 7306,44 327,97 4,49 237,60 3,24
BB 7488,70 319,30 4,29 248,70 3,31

Analizujac wptyw laktacji, stada, z ktorej pochodzity zwierzgta oraz genotypow
pod wzgledem gendéw BLG i CASK, stwierdzono wysoko istotny statystycznie wplyw
dwoch pierwszych czynnikow na uzytkowo§¢ mleczna krow w laktacji, natomiast
wplyw badanych gen6éw okazat si¢ nieistotny statystycznie (tab. 3).

Tabela 3. Warto$¢ F.n, oraz istotno$¢ wplywu badanych czynnikow na wydajnos¢ mleka
w laktacji maksymalnej

Table 3. Value of F.p, and the significance of the effect of the factors studied on milk yield
in maximum lactation

Maksymalna laktacja krow — Maximum lactation of cows

Wydajnos¢  Wydajnosé Zawarto$¢ Wydajnosé Zawarto$¢
Czynniki mleka thuszczu thuszczu biatka biatka
Factors Milk yield Fat yield Fat content  Protein yield  Protein content
(kg) (kg) (%) (kg) (%)
Laktacja 8,96%* 5,68%* 0,78 5,10%* 4,925+
Lactation
Stado — Herd 3,92%* 8,65%%* 10,23** 3,16* 12,94%*
Genotyp
Genotype 0,75 0,19 0,30 0,84 0,06
BLG
Genotyp
Genotype 0,37 1,06 1,31 0,83 2,34
CASK

**p<0,01; *p<0,05
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4. DYSKUSJA WYNIKOW

Uzyskane rezultaty pod wzgledem frekwencji genu BLG koresponduja z wy-
nikami innych autorow [4, 7, 14, 19]. Litwinczuk i wsp. [13] wykazata podobny
procentowy udziat genotypéw BLG w czterech odmiennych typach gospodarstw.
Autorzy oszacowali dla $rodkowo-wschodniej Polski udziat BLG AA, AB i BB
odpowiednio na poziomie: 13,3, 53,4 i 33,3, natomiast dla rejonu wileniskiego na
Litwie: 20,6, 58,6 oraz 21,1. W badaniach Czerniawskiej-Piatkowskiej i Kamieniec-
kiego [4] fenotypy BLG AB najliczniej wystgpowaty w grupie krow o najwyzszym
(75,1-100%) udziale gendéw hf, natomiast w grupie krow o genotypie 50,1-75,0%
autorzy nie stwierdzili wystepowania wariantu BLG AA. Zieminski i wsp. [21] uzyskali
réwniez podobne rezultaty, w przypadku okreslonych frekwencji badanych genow.

Podobna tendencj¢ frekwencji gendéw determinujacych polimorfizm BLG
obserwowali rowniez Czerniawska-Piatkowska i Kamieniecki [4], Litwinczuk i wsp. [13],
Kaminski [7]. Litwinczuk i wsp. [12] wskazuja za innymi autorami na zréznicowanie
czgstotliwosci wystgpowania gendow BLG A i B w zaleznos$ci od rasy byta. Kaminski
i Figiel [9] badajac mieszance cb x hf wykazali, Ze frekwencja allelu A, przewyzsza
frekwencjg allelu B we wszystkich badanych grupach.

Ng-Kwai-Hang 1 wsp. [16] po przebadaniu krow z 546 stad bydla mlecznego
stwierdzili, ze najwigksza frekwencja pod wzgledem genu BLG charakteryzowaty si¢
heterozygoty AB, byto ich prawie 50%, homozygot BB — 40%. Jezeli chodzi o fre-
kwencje genu CASK, najwigcej stwierdzono osobnikéw z genem w formie A, homo-
zygot AA 54,54%, heterozygot AB — 41,54%, osobnikoéw BB — 3,92%. W badaniach
wiasnych grupa osobnikoéw CASK BB byta rowniez najmniej licznie repezentowana.

Badania wlasne wskazujace na wyzszos¢ allelu BLG A dla wydajnosci mlecznej
krow koresponduja z rezultatami uzyskanymi przez Kaminskiego i Zabolewicza [8]
oraz Zieminskiego i wsp. [21]. W wynikach badan wtasnych nie zostaly potwierdzone
statystycznie, jednak na ich podstawie mozna wnioskowaé¢ o korzystnym efekcie od-
dzialywania allelu BLG A na wydajnos¢ mleka i jego podstawowych sktadnikow
rowniez w badanej populacji krow.

W zalezno$ci od wariantu genetycznego beta-laktoglobuliny, krowy o genotypie
BLG BB charakteryzowaly si¢ wyzsza o 0,19-0,05% zawartoscia thuszczu w porowna-
niu z homozygotami AA 1 heterozygotami AB. Wyniki badan wlasnych koresponduja
z rezultatami Dobickiego i wsp. [5] oraz innymi autorami cytowanymi przez Litwinczuk
i wsp. [12]. Kaminski i Zabolewicz [8] stwierdzili wyzsza zawarto$¢ tluszczu i biatka
(4,32 1 3,51%) w mleku produkowanym przez krowy o genotypie BLG AA, natomiast
wartosci tych cech w przypadku genotypéw AB i BB byly jednakowe, odpowiednio:
4,2713,33%.

Badania prowadzone przez Lin i wsp. [11] nad wptywem kappa-kazeiny na cechy
uzytkowosci mlecznej w poszczegolnych laktacjach krow wskazaty, ze krowy o genoty-
piec BB dawaly wigcej mleka niz krowy o pozostatych genotypach. Bovenhuis
i Weller [2] wykazali natomiast, ze mleko kréw o genotypie homozygot BB pod
wzgledem CASK zawieralo wigcej biatka niz pozostatych poréwnywanych grup. Badania
te wskazuja rowniez na zdecydowanie wigksza przydatnos$¢ technologiczna do produkcji
serow mleka krow o genotypie BB pod wzgledem genu CASK [2]. Feleniczak i wsp. [6]
w swoich badaniach wskazuja, ze krowy posiadajace genotyp AB i BB kappa-kazeiny
charakteryzowaly si¢ wyzsza zawarto$cig biatka ogolnego i thuszczu w mleku. Buchberger
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i Dovc [3] wskazuja, na podstawie zebranych danych literaturowych, na genotypy CASK
wariant BB i BLG wariant BB jako rekomendowane dla przemystu mleczarskiego do
produkcji serow, jednak zalecaja w tym wzgledzie dalsze wnikliwe badania.

Wedhug Litwinczuk i wsp. [12] oraz Zaton [20] polimorfizm biatek mleka zostat
na tyle poznany, ze w pracy hodowlanej genetyczne warianty biatek mleka moga zostaé
z powodzeniem wprowadzone jako dodatkowe parametry selekcyjne. Zdaniem autorow
dotyczy to glownie wariantow genetycznych beta-laktogobuliny i1 kappa-kazeiny oraz
ich wptywu na zawartos$¢ biatka oraz cechy technologiczne mleka. Prowadzenie selekcji
bydta mlecznego z wykorzystaniem markeréw genetycznych bytoby odpowiedzia na
coraz wyzsze wymagania przemystu mleczarskiego, preferujacego mleko o wyzszych
parametrach technologicznych do produkcji serow. Zdaniem Kaminskiego [7], dla zape-
wnienia wykorzystania pozadanych efektow niektorych genotypéw biatek mleka
nalezatoby wprowadzi¢ selektywna dystrybucje nasienia, polegajaca na stosowaniu
nasienia buhajow o korzystnych genotypach np. beta-laktoglobuliny w tych regionach,
w ktoérych funkcjonuja duze zaktady przetworstwa mlecznego, natomiast nasienie pozo-
statych buhajéw w regionach, gdzie mleko skupowane jest gtdéwnie do bezposredniej
konsumpc;ji.

5. WNIOSKI

1. Wyniki przeprowadzonych badan pod wzglgdem polimorfizmu beta-laktoglobuliny
wskazuja na ponad dwukrotnie wigkszy udzial w badanej populacji heterozygot
BLG AB (0,47) niz homozygot BLG AA (0,24) i BLG BB (0,27). W obrgbie beta-
laktoglobuliny wykazano przewage czesto$ci genu B nad A, co jest pozadane przez
przemyst mleczarski.

2. Najwyzsza wydajnos$¢ mleka i jego podstawowych sktadnikoéw stwierdzono w lakta-
c¢ji maksymalnej u kréw o genotypie BLG AA. Mleko krow BLG BB pod wzgledem
zawartosci thuszczu przewyzszato mleko pozyskiwane od krow o genotypach BLG
AA iBLG AB.

3. W badanej populacji zaobserwowano wigksza frekwencje allelu A (0,82) nad
pozadanym w hodowli allelem B (0,18). W przypadku genu kappa-kazeiny stwier-
dzono, ze krowy niezaleznie od genotypu produkowaty mleko na podobnym pozio-
mie, rdznice nie byly istotne statystycznie.
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BETA-LACTOGLOBULIN AND KAPPA-CASEINE GENOTYPE
AND MILK YIELD IN MAXIMUM LACTATION

Summary

Based on the polymorphism in beta-lactoglobulin and kappa-caseine genes,
a genetic structure of 205 cows bred in the Kujawy and Pomorze Province was deter-
mined. Genotypes were marked using the PCR-RFLP method. The results concerning
polymorphism in beta-lactoglobulin gene indicated that in the population under analysis
BLG AB heterozygotes (0.47) are twice as frequent as BLG AA (0.24) and BLG BB
(0.29) homozygotes. In CASK configuration the following genotypes frequency was
noted: AA (0.70), AB (0.24) and the lowest BB (0.06).

The highest yield of milk and its basic components was noted in maximum lacta-
tion in cows with BLG AA genotype. It was also observed that, depending on a genetic
variant of beta-lactoglobulin, cows with BLG BB genotype were characterized by fat
content higher in comparison with AA homozygotes and AB heterozygotes. There were
no significant differences between the results depending of the cow genotype. Depend-
ing on genetic variant of kappa-casein, cows with CASK BB genotype demonstrated fat
content lower than other cows, however the number of these animals was very low (13)
and thus the result does not seem credible enough.

Keywords: cow, milk proteins, beta-lactoglobulin, kappa-caseine
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