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ABSTRACT

Our study is aimed at DNA pooling methodology for identification and prediction of bovine
kappa-casein gene (CSN3) allelic variants in milk mix samples. Single nucleotide
polymorphism is detected by using tetra-primer ARMS-PCR followed by capillary
electrophoresis based on laser scanning of fluorescence-marked DNA fragments. Results are
quantified against a regression function constructed with pools prepared with DNA from milk
with known ratios of genetic variance. Genotyping pools should be constituted with care to
ensure equal amounts of DNA individuals. Pooling allows allele frequencies in groups of
individuals to be measured using far fewer PCR reactions. In our research DNA pooling
methodology was optimized also for detection of beta-casein gene (CSN2) and acyl-
CoA:diacylglycerol acyltransferase (DGATI) in milk mix samples. The frequency of allele 4
was 0.77, allele B 0.23 in CSN3 gene, the frequency of allele A/ of CSN2 gene was 0.05,
allele 42 0.95, the frequency of allele Q in DGATI gene was 0.19 and allele ¢ 0.81.
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ABSTRAKT

Cilem optimalizace metody DNA pooling pro detekci genotypti zvolenych kandidatnich genti
kravského mléka (CSN3, CSN2, DGATI) je urCeni, zda a s jakou statistickou piesnosti 1ze
stanovit jednotlivé genotypy, za vyuziti genomové DNA izolované ze smésného vzorku
mléka. Genomovd DNA byla izolovana z individudlnich vzorkd mléka 83 zvifat jednoho
chovu. Vzorky byly pfedem rozdéleny dle po¢tu somatickych bunék. Polymorfismy byly
testovany prostiednictvim ARMS-PCR. Frekvence alely 4 byla 0,77 a alely B 0,23 v genu
CSN3. V genu CSN2 byla zjiSténa frekvence alely 47 0.05 a alely 42 0,95. Frekvence alely O



DGATI genu byla 0,19 a alely g 0,81. Jako podkladovy material pro konecné statistické
zpracovani byly prostfednictvim fragmentacni analyzy testovany také smésné vzorky.
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UvVoD

Analyza polymorfizmu mléka a mlécnych proteinii poskytuje uzitecné informace
Slechtiteliim 1 zpracovatelim mléka. Cilem a snahou dneSnich chovateld mlé€ného skotu je
efektivni produkce kvalitniho a zdravého mléka ur¢eného nejen pro pifimou konzumaci, ale
zejména pro vyrobu vysoce kvalitnich mléénych vyrobki.
mléka. Je uloZen na 6. bovinnim chromozomu (Threadgill, Womack, 1990). Polymorfismus
tohoto genu je znam od roku 1964 (Neelin) a dosud bylo popsano 6 genetickych variant: 4, B
(Neelin, 1964), C (Siebert a kol., 1987), E (Erhardt, 1989) a Ikonen a kol. (1996) popsali
u CSN3 nové alely F a G. Z publikovanych praci je ziejma pievazujici tendence alely CSN3
A a jednotlivd plemena se lisi pouze frekvenci vyskytu. Z hlediska zpracovateli mléka
je ovSem mnohem zajimavéjsi alela B, nebot’ je asociovdna nejen s vysSi produkei tuku (%)
a bilkovin (%), ale zejména s lepSim pribéhem syfeni a vyssi jakosti syfeniny.

Dalsimi geny, které jsou zajimavé z hlediska produkce mléka, jsou CSN2 (beta-
casein) a DGATI (acyl-CoA: diacylglycerol acyltransferase).

U genu CSN2 jsou detekovany alely A1(=B) a A2 (=A), Panicke et. al (1996) uvadi, ze
alela A2 CSN2 genu aditivné zvySuje pomér proteint k tuku. Nejnovéjsi vyzkumy prokazuji,
ze alela Al je téz rizikovym faktorem pro diabetes 1. typu (Landesen, Elliot, 2003)
a je v asociaci s vyskytem korondrnich srde¢nich onemocnéni.

U genu DGATI (acyl-CoA: diacylglycerol acyltransferase) byl prokazan vyrazng
zlepsujici vliv alely O (7) na obsah tuku v mléce. Alela g (M) je asociovana s vyssi celkovou
produkci mléka (kg).

K testovani polymorfizmu mléka a mlécnych proteini slouzi alelové specificka
polymerdzova tetézova reakce ARMS-PCR (Rincon, Medrano, 2003).

Pro snizeni ndkladl molekularné biologickych analyz provadénych na vétSich souborech
zvitat byla vyuzita metoda DNA pooling. ,, Poolingovdani* znamena zamérné vytvareni
smesnych vzorkil — pooll (pools), které musi vykazovat maximalni moznou rovnost mnozstvi
DNA pochazejici od jednotlivych testovanych jedincl. PouZiti téchto poolli umoZiuje
zjiStovani zastoupeni jednotlivych alel, metoda tak umoZziuje provést mnohem méné

molekularné-biologickych analyz, nez kdyby byly genotypovany individualni vzorky.



Nahodné mozné experimentalni chyby, jez by se mohly objevit v cilovém vyjadieni alelovych

frekvenci, jsou minimalizovany vhodnym statistickym vyhodnocenim vysledkii analyz.

METODIKA

Vzorky syrového mléka byly odebrany od 83 zvifat dvou plemen (Holstyn a Ceské
strakaté) z jednoho chovu. Vzorky byly ve spolupraci s Laboratoii pro rozbor mléka Chrlice
(Ceskomoravska spolednost chovateli a. s.) vyhodnoceny a rozdéleny podle poétu
somatickych bunck.

Genomovéa DNA byla izolovana z mléka standardni metodou pomoci kitu Invisorb™
Spin Blood Minikit for DNA Extractions. Kvalita izolované genomové DNA ovétfena
elektroforezou na agarozovém gelu. K vizualizaci byl pouzit ethidium bromid.

Pro zajisténi identického mnozstvi DNA ve vSech vzorcich byla DNA kvantifikovana na gelu
pomoci standardii o znamé koncentraci.

Polymorfismy jednotlivych gent byly detekovany uzitim modifikované metody tetra-
primer ARMS-PCR (tetra-primer amplification refractory mutation system-polymerase chain
reaction). Jde o alelov¢ specifickou reakci s vyuzitim dvou pfimych a dvou zpétnych primert,
kdy pfimé primery jsou znacené fluorescencni barvou. Nésledovala fragmentacni analyza
amplifikovanych fragmentt v sekvenatoru ABI 310 (Applied Biosystems). Testovani bylo
zalozené na laserovém skenovani fluorescencné znacenych DNA fragmentli na automatickém
sekvenatoru ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Separace PCR
fragmentti kapilarni elektroforézou v polyakrylamidovém gelu probihala spolu s internim
DNA markerem. Urceni genotypt v konkrétnich MS probéhlo vyhodnocenim velikosti DNA
fragmentli softwarovymi programy GeneScan® a Genotyper® (Applied Biosystems). Doslo
ke stanoveni frekvenci alel pro jednotlivé zvolené kandidatni geny.

Primery na ARMS PCR pro CSN3 a CSN2 byly vybrany dle literatury (Rincon
a Medrano, 2003). Sekvence znacené¢ho primeru CSN3I A byla modifikovana. Primery na
ARMS PCR pro DGATI byly vybrany dle literatury (Winter a kol., 2002).

CSN3:

Pouzité primery: Acc.number X14908, Exon 4, A — C (5345.Nt). Alela 4 [A]: 245 bp
(CSN3I A + CSN30 B), Alela B [C]: 163 bp (CSN30O A + CSN3I B), Meziprodukt: 350 bp
(CSN30 A + CSN30 B)



Cyklovéani: prob&hlo na pfistroji  GeneAmp'™ PCR System 9700 cycler (Applied
Biosystems): Podminky cyklovani: predenaturace 95°C 15 min, 35x(denaturace 95°C 30s ,
annealing 55°C 30s, elongace 72°C 30s), zavére¢na elongace 72°C 7 min

Reakéni mix (koneény objem 25 ml) obsahoval: 1xPCR pufr, 1.5 mM MgCl,, 0.2 uM
primerd CSN3I B, CSN30O A a 0.6 uM primert CSN3I A a CSN30O B, 200 uM kazdého
dNTP, 1.5 U Taq Gold DNA polymerazy (AmpliTag Gold™, Applied Biosystems), 50 ng
DNA.

CSN2:

Pouzité primery: Acc.number X14711, Exon 7, C — G (kodon 122, 8267.Nt). Alela 4=A42
[C]: 217 bp (CSN2I A + CSN20O B), Alela B=41 [G]: 175 bp (CSN20 A + CSN2I B),
Meziprodukt: 338 bp (CSN20 A + CSN20 B)

Cyklovani: prob&hlo na pfistroji  GeneAmp'™ PCR System 9700 cycler (Applied
Biosystems): Podminky cyklovani: predenaturace 95°C 15 min, 35x (denaturace 95°C 30s ,
annealing 65°C 30s, elongace 72°C 30s), zaveére¢na elongace 72°C 7 min.

Reakéni mix (kone¢ny objem 25 ml) obsahoval: 1xPCR pufr, 1.5 mM MgCl,, 0.6 uM
kazdého primeru, 200 uM kazdého dNTP, 3% DMSO, 1.25 U Taq Gold DNA polymerazy
(AmpliTag Gold™, Applied Biosystems), 50 ng DNA.

DGATI:

Pouzité primery: Acc.number AJ318490, Exon 8, AA — GC (K232A, 10433.Nt
a 10434.Nt), Alela O [AA]: 174 bp (DGATII A + DGATI10O B), Alela ¢ [GC]: 238 bp
(DGATI10 A + DGATII B), Meziprodukt: 372 bp (DGAT10 A + DGATI10 B)

Cyklovani: probshlo na pfistroji  GeneAmp'™ PCR System 9700 cycler (Applied
Biosystems): Podminky cyklovani: predenaturace 95°C 15 min, 35x(denaturace 95°C 30s,
annealing 56°C 30s, elongace 72°C 30s), zavére¢na elongace 72°C 7 min.

Reakéni mix (konecny objem 25 ml) obsahoval:1xPCR pufr, 1.5 mM MgCl,, 0.2 uM
primerd DGATII B, DGAT1O A a 0.6 uM primerd DGATII A a DGATIO B, 200 uM
kazdého dNTP, 1U Taq Gold DNA polymerazy (AmpliTag Gold™, Applied Biosystems), 50
ng DNA.



Reakéni mix fragmentacni analyzy (koneény objem 13ul) obsahoval: 0.5 pul PCR produktu,
12 pl Formamidu, 0.5 pl ROX500 (DNA marker, Applied Biosystems), nasledovala
denaturace 95°C 5 minut, pak byly vzorky vlozeny na led.

VYSLEDKY A ZAVER
Metoda ARMS PCR byla optimalizovana u studovanych geni CSN3, CSN2, DGATI

pro laboratorni podminky fesitelského pracovisté (viz obr. 1).

Obr. 1: Elektroforeticka separace ARMS PCR produktit na 2% agarozovem gelu, barveno
ethidium bromidem

CSN3 CSN2 DGATI

AB  AA BB M AIA2  AIAl  A242 M M g9 00 0Oq

Stanoven byl vyskyt genotypti a fekvence alel sledovanych genil v testovaném
chovu skotu. Z tabulky ¢. 1. je zfejma ptevazujici frekvence alely CSN3 A a nizsi

frekvence alely CSN3 B, coz je v souladu s udaji uvadénymi v literatute (Erhardt, 1989;
Nebola a kol., 1996).

Tab. 1: Vyskyt genotypii a frekvence alel sledovanych genii v testovaném chovu

Gen N Frekvence alel Vyskyt genotypt v chovu (ks)
CSN3 83 A B AA AB BB
0,77 0,23 44 39 0
CSN2 83 Al A2 AlAl AlA2 A242
0,05 0,95 0 8 75
DGATI 83 0 q 00 g 94
0,19 0,81 0 32 51




Obr. 2: Vystup fragmentacni analyzy genu CSN3
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Vysledky ziskané ARMS PCR a FA budou pouzity jako vychozi podklady pro

statistické zpracovani - zavedeni metody DNA Pooling a naslednou praci s umélymi

pooly.
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