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ABSTRACT

Multiplex PCR-RFLP represents an effective and technically modest method of the gene
polymorphism detection. In contrast to individual gene testing, amplification of several
products in one PCR reaction followed with specific restriction endonucleases cleaving in
optimal buffer medium, highly reduces the time of genes analyse. The aim of our work was to
create and optimise multiplex PCR-RFLP method for detection known SNPs of the genes
CSN3, DGATI a Pit-1 in cattle. Associations of these genes to specific milk performance
traits were described by many authors. Genotype BB CSN3 is mostly associated with high
protein content and other useful traits (cheese production). Variability of the DGAT1I is linked
to yield and content of milk fat. Polymorphism of the Pit-1 is in relation to milk yield. In the
future, our method will be used to evaluate the genetic potential of specific milk performance
traits among larger Slovak Pinzgau cattles group.
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ABSTRAKT

Multiplex PCR-RFLP predstavuje efektivnu a technicky nenarocnii metodiku detekcie
polymorfizmov génov. Amplifikacia niekol’kych produktov v jednej PCR reakcii a nasledné
Specifické Stiepenie restrikénymi endonukledzami v prostredi optimalneho pufra vyrazne
redukuje Cas potrebny na analyzu génov v porovnani s individudlnym testovanim génov.
Ciel'om nasej prace bolo vytvorit’ a optimalizovat’ multiplex PCR-RFLP metodiku na detekciu
znamych SNP génov CSN3, DGATI a Pit-1 u skotu. Asociicie spominanych génov ku
Specifickym parametrom mlie¢nej UZitkovosti boli popisané uZ mnohymi autormi. Genotyp
BB CSN3 je spajany s vysokym obsahom mlie¢nych proteinov a d’al'Simi vlastnostami
(produkcia syra). Variabilita DGATI sa viaze k obsahu a produkcii mlie¢neho tuku.
Polymorfizmus Pit-1 je vo vzt'ahu k celkovej produkcii mlieka. Metodika bude v budiicnosti
pouzitd na odhad genetického potencidlu pre Specifické parametre mlie¢nej produkcie u
vac§ieho poctu dojnic plemena slovenské pinzgauské.
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UvVoD

Genotypizacia Specifickych genetickych markerov a nasledna selekcia jedincov je
dnes uz integrovanou sucastou chovu a $lachtenia skotu ako aj d’al'Sich hospodarskych
zvierat. Vyber génov testovanych naSou metodikou bol cieleny na produkciu mlieka
s vysokym obsahom proteinov a nizkym obsahom tuku pri dostato¢ne vysokej celkovej
mlieCnej uzitkovosti. Set testovanych génov mdze byt interpretovany aj ako volny vyber
najvyznamnejsich kandidatnych génov pre kvalitu mlieka ¢i parametre mliecnej Gzitkovosti
skotu, sluziaci k demonstracii moznosti aplikécie metody multiplex PCR-RFLP.

Gén DGATI (acylCoA:diacylglycerol acyltransferaza) predstavuje kandidatny gén pre
obsah a produkciu mlie¢neho tuku. Mutacia oznacovand ako K2324 sposobuje jeho alelovy
dimorfizmus ( Q, g ), pricom alela QO zvySuje percentualny obsah tuku v mlieku. Substiticia
lyzinu za alanin ( K2324 ) v DGATI géne s predpokladanym vztahom ku QTL lokusu
ovplyviiujicemu obsah tuku v mlieku a produkciu mlieka bola recentne identifikovand i
pozicnym klonovanim v oblasti centroméry chromozému 14 ( Grisart B. et al, 2004 ).
Autorovi sa podarilo ziskat' udaje, ktoré potvrdili funként i genetickil kauzalitu K2324
mutacie génu DGATI. Pri praci vychadzal z konstrukcie mapy o velkosti 3,8 ¢cM s vel'kym
poctom SNP, mapa obsahovala spominany QTL I16kus. Tu sa potvrdilo, Ze asocidcia
s percentudlnym obsahom tuku v mlieku bola dominantnd v oblasti DGATI génu. Pomocou
virusovych expresnych systémov bola d’alej zabezpecena expresia oboch alel DGATI v S9
bunkach, pricom sa ukazalo zealela @ (pritomnost lyzinu), spdsobujica zvySenie
percentualneho obsahu tuku v mlieku je charakterizovana vysSou produkciou triglyceridov
ako alela ¢ (pritomnost’ alaninu). Cases et al., ( 2001 ), popisal existenciu najmenej dvoch
enzymov katalyzujicich reakciu diacylglycerolu kovalentne viazaného k dlhym retazcom
acyl-CoA, pri ktorej dochadza k tvorbe triglyceridov — zadkladnych stavebnych jednotiek
tukov. Jednym znich je prave enzym vznikajuci expresiou DGATI. Mutacia K232A
(pritomnost’ alaninu) génu DGATI nie je konzervativha a méze mat’ negativny efekt na
schopnost’ proteinu DGATI viazat acyl-CoA, ¢o vysvetluje nizs$i obsah tukov v mlieku
(Winter et al., 2002). V s$tadii spominaného autora bola analyzou génu DGATI
pochadzajuceho od plemien, produkujucich mlieko srozdielnym obsahom tuku zaroven
potvrdena signifikantna variabilita frekvencie polymorfnych alel génu.

CSN3 gén ( k-casein ) predstavuje azda najznamej$i a najpouzivanej$i geneticky
marker, sluziaci k zvySeniu kvality mlie¢neho produktu skotu. Toto postavenie ziskal najméa
vd’aka vel’kému mnozstvu §tadii, ktoré jednoznacne preukézali vztah jeho polymorfnych alel
k takym Specifickym vlastnostiam ako su kvalita a vytaznost’ syroviny, rychlost’ jej zrazania
a pod. Komer¢na testicia sa obmedzuje vacsinou na selekciu alel typu 4 a B. Cenna je alela
typu B pre jej pozitivnu asociaciu so spominanymi technologickymi vlastnost'ami mlieka,
zaroven je vo vzt'ahu s vy$§im obsahom bielkovin v mlieku, ktory podla niektorych autorov
koreluje 1 svys$Sim obsahom kazeinov v mlieku. Efekt CSN3 kazeinu na kvalitativne
parametre mlieka ana celkovia mliecnu uzitkovost’ bol aktudlne testovany na plemeni
Holstein v Grécku (Tsiaras et al, 2005). Vysledky potvrdili, ze genotypy CSN3 signifikantne



ovplyviujui percentualny obsah proteinov v mlieku, ako aj celkovy zisk mlie¢nych proteinov (
genotyp AB > genotyp 44 ).

Gén Pit-1 ( Growth hormone factor-1/ pituitary-specific transcription factor ), ¢len tzv.
POU rodiny transkripnych faktorov predstavuje Specificky transkripény faktor, ktory
reguluje expresiu rastového hormoénu ucicavcov, aktivuje 1iexpresiu tyreotropinu
a prolaktinu. Sucasne zohrdva vyznamnu ulohu pri diferenciacii a proliferacii buniek
hypofyzy. Spolu s rastovym horménom predstavuju esencialne gény pre vyvin mliecnej zl'azy
a tvorbu mlieka ( Bauman, 1985, Peel, 1987 ). NajCastejSie testovanym polymorfizmom génu
u skotu je substitiicia adeninu ( alela 4 ) za guanin ( alela B ) v pozicii 1178 génu ( Dierkes et
al., 1998 ). Vo vztahu k parametrom mliecnej uzitkovosti je tento polymorfizmus spajany
zvacsa s ovplyvnenim celkovej produkcie mlieka. Napr. v patentovanej aplikacii ( WO-A-
98/03677 ) sa uvadza, ze alela A bola v signifikantne pozitivnej korelacii s celkovou mlie¢nou
uzitkovost'ou. V d’al’Sej studii na plemene holstajn ( Renaville et al., 2005 ) autori vyhodnotili
vplyv A4 genotypu na mlie¢nu produkciu efektom +46,3kg / norm.lakt. Pri kombinovanom
efekte selektovanim na genotypy 44 génu Pit-1 a BB CSN3 ( k-casein ) génu zaznamenali
vyrazny efekt ( +237kg mlieka / norm. lakt. ) na mliecnu Uzitkovost’ v porovnani so skupinou
dojnic s genotypmi BB u Pit-1 a A4 u CSN3. Podl'a autorov patentu umoziuje uvedeny postup
selekcie ziskat’ dostatocné mnozstvo mlieka s optimalnym zlozenim a vlastnost’ami.

MATERIAL A METODIKA

Templatovda DNA sluziaca k vyvinu a testacii metodiky bola izolovana z krvi kitom
JETQUICK ( Genomed, GmbH ) a nasledne uchovana pri -20°C. Experimentalnemu
testovaniu metodiky predchadzala teoretickd konStrukcia vhodného panelu multiplex PCR-
RFLP. Vsetky pouzité primery boli designované programom Oligo 4.0 na jednotnu priblizne
54°C Tm s max. rozdielom 2 °C ( Tab.l ). Podmienky amplifikécie boli nasledovné: 94°C/
10min; 95°C/30sec; 53,5°C/45sec; 72°C/2min; 72°C/10min. PCR produkty sme Stiepili
spolo¢ne restrikénymi endonukledzami Hinfl a Cfrl ( Fermentas ) v prostredi pufra 1X Tango
( Fermentas ) pri 37°C pocas noci. PCR-RFLP produkty boli nasledne separované na 3%
agarozovom gély s EtBr elektroforézou pri 90V. Vysledok bol vizualizovany UV svetlom a
fotograficky dokumentovany ( Canon Ultra Cam. )

Tab. 1 Pouzité primery

primer sekvencia Tm (°C)
mp DGAT1 F 5° TCCTCAAGCTGTTCTCCTACCG 3¢ 55.1
mp DGAT1T R 5¢ CCCCGCATCCGAAAGC 3¢ 54.3
mp Pit-1 F 5¢ GTTTTCAGCGTCTTTAGGTTTCC 3¢ 53.3

mp Pit-1 R 5¢ TTGATGAATTATTCTCAGAAGGCAC 3¢ 53.6
mp CSN3 F 5¢ CATTCCACCAAAGAAAAATCAGG 3¢ 54.4

mp CSN3 R 5¢ AGAGAAGGCGAAATGGGCTAAT 3¢ 55.2




VYSLEDKY A DISKUSIA

Po navrhu primerov a naslednom testovani individualnych PCR reakcii bola zavedena
a optimalizovana multiplex PCR-RFLP metodika skiimanych génov. PCR produkt génu
CSN3 mal ocakéavanu velkost’ 342 bp, génu DGATI 395 bp, gén Pit-1 nam poskytol produkt
525 bp. Stiepenim s restrikénymi endonukledzami Hinfl a Cfrl sme ziskali PCR-RFLP
produkty s predpokladanou vel'kostou: u génu CSN3 alela 4 131, 122 a 89 bp, alela B 253,
89 bp, u génu DGATI alela Q 395 bp, alela ¢ 204, 191 bp a u génu Pit-1 alela A 525 bp, alela
B 293,234 bp (Tab.2).

Tab. 2 Porovnanie Tm ( teploty denaturacie ) a vznikajucich produktov multiplex PCR-RFLP
génov CSN3, DGAT1 a Pit-1 skotu s pouzitim S$tandartnych primerov a primerov
designovanych na multiplex PCR-RFLP ( oznadené tmavo ).

RFLP
, . . Tm (°C) . RFLP )
gén primery Tm (°C) e e alela | enzym multiplex (bp) mul.tlple.x gb.p)
optimalizacia
forward (Medrano 60,9 544 4 129 431,122, 89
CSN3 etal, Hinfl
reverse  1990) 59,5 55,2 B 256, 91, 31 253, 89
forward (Winter et 47,9 55,1 0 411 395
inter e
DGATI al., 2002) Cfil
reverse 51,3 54,3 q 203, 208 204, 191
Pit-1 etal., Hinfl
reverse  2005) 48,7 53,6 B 244, 207 293, 234

Konstrukcii panelu multiplex PCR-RFLP predchédzalo niekolko krokov. Sekvencie
vybranych génov obsahujice skiimané polymorfizmy sme najskor podrobili testicii na
pritomnost’ restrikénych miest pre Hinfl a Cfrl ( Webcutter 2.0 ). V blizkosti testovaného A/B
polymorfizmu génu CSN3 bolo detekované neZiaduce restrikéné Cfrl miesto, ktoré by analyzu
vysledkov metodiky zbytoéne komplikovalo. Standartne pouzivané CSN3 primery ( Medrano
et al., 1990 ) sa taktiezZ vyznacuji pomerne vysokou hodnotou Tm, ktora by sme pri navrhu
primerov dal'Sich testovanych génov nemuseli dosiahnut. Aby sme zabezpecili co
najucinnejSiu amplifikaciu produktov multiplex PCR, rozhodli sme sa pre navrh novych
optimalnych primerov u vSetkych testovanych génov. Zaroven sme brali zretel na o
najjednoduchsiu interpretaciu vysledkov. Primery s optimalnou Tm a sjej tolerovanym
rozdielom do 2°C v porovnani s Tm ostatnych primerov boli navrhnuté tak, aby k nespravne;j
interpretacii vysledkov metodiky nedochadzalo ani v pripade zlyhania analyzy RFLP.

Multiplex PCR-RFLP predstavuje technicky jednoducht, vyhodnl detekéni metddu
SNP génov. Vo vicsine pripadov je vSak nutny design novych primerov s vhodnou Tm a so
zanedbatel'nou tvorbou dimérov a sluciek. Pre jej uspesnost’ je rozhodujica najméi volba




spravneho teplotného a ¢asového PCR profilu. Podmienkou je samozrejme i maximalne
precizna praca v laboratoriu. Pocet testovanych SNP ako aj jednotlivych komponentov
multiplex PCR je vSak limitovany ( Rachlin J., et al., 2004 ). V pripade amplifikacie slabého
hodnotu. Pozitivny efekt moze zabezpecit’ aj zvySenie mnozstva primerov, templatovej DNA
¢i Tag DNA polymerazy. Dal'Sou alternativou je zmena koncentracie KCI pufru &i pouzitie
Specifickych aditiv (0,1 — 0,8ug/ul BSA, 5% DMSO, glycerol), ( Henegariu, O., et al., 1997 ).
Koneénym rieSenim je vol'ba novych primerov, obycajne s dlh§ou sekvenciou.

ZAVER

Optimalizaciou multiplex PCR-RFLP metodiky pre analyzu SNP polymorfizmov
génov CSN3 (alely 4, B), DGATI (alely Q, q) a Pit-1 (alely A, B) u skotu sme vytvorili
efektivnejSiu metodiku testacie spominanych génov. Paralelnou amplifikdciou pozadovanych
PCR produktov a ich Specifickym Stiepenim v jednej RFLP reakcii sa vyrazne redukuje cas,
potrebny k analyze genotypov testovanych jedincov, zaroven sa eliminuje spotreba
jednotlivych PCR komponentov. Skumané gény predstavuju dnes uz rutinne testované
markery mlie¢nej Uzitkovosti skotu a kvality mlieka, moznosti praktického vyuzitia metodiky
st preto znacné. V spolupraci s Vyskumnym tstavom zivociSnej vyroby v Nitre v stcasnosti
pripravujeme testaciu asi dvesto dcér plemennych bykov slovenského pinzgauského plemena.
V centre pozornosti budu najmé dojnice s kombinovanym genotypom A4 génu PIT-1 a BB
génu CSN3, pripadne genotypy homozygotné v preferovanych alelach vSetkych troch
testovanych génov.

Tato praca bola podporend projektami GACR 523/03/H076 a MZeCR 1G58073.
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