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HRM ANALYZA BETA-LAKTOGLOBULINOVEHO GENU
SLOVENSKEHO PINZGAUSKEHO PLEMENA

HRM ANALYSIS OF BETA-LACTOGLOBULINE GENE IN SLOVAK PINZGAU BREED
Martina MILUCHOVA, Anna TRAKOVICKA, Ondrej KADLECIK, Radovan KASARDA, Eva HAZUCHOVA

Slovenska polnohospodarska univerzita v Nitre

The goal of the paper is to identify the B-lactoglobulin gene polymorphism and to analyse the genotype structure of Pinzgau cattle
population. The B-lactoglobulin (LGB) is synthesized in milk and is important for evaluation of milk production potential and butterfat and
protein content. LGB is localized on bovine chromosome 11. The AA genotype of LGB is associated with higher milk yield, the BB genotype
with higher fat and casein content and is more desirable for cheese making. The sample involved 39 cattle animals. Bovine genomic DNA
was isolated by fenol-chlorophorm deproteinization and ethanol precipitation and used in order to estimate LGB genotypes by means of
PCR RFLP method and HRMA. There homozygote genotype AA with frequency 7.69 %, heterozygote genotype AB with frequency 25.64 %
and homozygote genotype BB with frequency 66.67 % were detected in evaluated Pinzgau population. The results point out that the
frequency of B allele was very high and reached 79.49 % of the population. The frequency of A allele reached 20.51 %.
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Analyza polymorfizmu mlie€nych bielkovin poskytuje uzito¢né
informacie pre Slachtitelov a spracovatelov mlieka. Mnoho vys-
kumnych prac poukazuje na to, Ze urgité bielkovinové varianty
mlieka mézu byt asociované s produkciou mlieka (Bech and
Kristiansen, 1990), jeho zlozenim (Hill et al.,1997; Lunden, Nis-
son and Janson, 1997; Robitaille et al., 2002) a produkciou sy-
rov (Hill et al.,1997; Vandenberg et al., 1992).

LGB bol prvy mlie€ny protein pri ktorom bol detegovany po-
lymorfizmus. Pomocou elektroforézy boli zistené dva varianty
abolioznacené akop1 ap2 (A a B) (Aschaffenburg and Drewry,
1955). V su€asnosti je znamych 12 variantov LGB, z ktorych su
najfrekventovanejSie A a B varianty. LGB je hlavny srvatkovy
protein mlieka krav a dalSich prezavavcov ako jelen, bizon
a byvol, a niektorych neprezivavcov ako oSipané, kone, psy,
delfiny a velryby, ale nie je pritomny v ludskom mlieku (Ham-
bling et al., 1992).

LGB je extrémne stabilny protein, ktory existuje pri normal-
nom pH bovinného mlieka ako dimér s molekulovou hmotnos-
fou 36 000 Daltonov. Jednovlaknovy polypeptid s molekulovou
hmotnosfou 18 kDa pozostava zo 162 aminokyselinovych
zvySkov (Creamer, Parry and Malcolm, 1983).

Bovinny LGB variant A sa odliSuje od variantu B v dvoch
aminokyselinach a to asparagin-64 a valin-118. Tieto aminoky-
seliny su substituované glycinom a alaninom pri variante B.
Biologicka funkcia nie je dosial znama. Predpoklada sa, Ze
maju ulohu v metabolizme fosfatov a transporte retinolu a mast-
nych kyselin (Hill et al., 1997).

Cielom prace bolo zistit genotypovu Struktdru slovenského
pinzgauského dobytka pre p-laktoglobulinovy gén.

Material a metddy

Pre $tadium polymorfizmu vybraného génu bol pouzity biolo-
gicky material ziskany od 39 pinzgauskych krav.

DNA bola izolovana fenol-chloroformovou deprotenizaciou
a etanolovou precipitaciou (Sambrook et al., 1989).

PCR RFLP

Analyza polymorfizmu LGB bola uskutoériovana metédou
PCR RFLP podla Medrano a Aguilar-Cordova., (1990). PCR
reakéna zmes v celkovom objeme 25 ul obsahovala 50 ng
DNA, 1 Ulul Taq polymerazy (Promega), 1,5 mM MgCl,,
200 uM dNTP, 1 x 10 x Reaction buffer, 0,5 uM kazdého pri-
meru (LGB FOR 25-mer: 5-TGT GCT GGA CAC CGA CTA
CAA AAA G-37, LGB REV 24-mer: 5’-GCT CCC GGT ATA
TGA CCA CCC TCT-3"). PCR pozostavala zo &tartu 94 °C
2 minuty, 35 cyklov (denaturacia 94 °C 60 sekund, annealing
55 °C 60 sekund a polymerizacia 72 °C 60 sekund), posledny
krok — elongacia prebiehal pri 72 °C pocas 8 mintt. PCR pro-
dukty boli vizualizované pod UV transilumindtorom na 2 %
agarovom géle s pridavkom etidium bromidu. PCR produkt bol
nasledne Stiepeny restrikénym enzymom Hae Il pri teplote
37 °C po dobu 3 hodin. Stiepne produkty boli vizualizované
pod UV transiluminatorom na 3 % agar6zovom géle s pridav-
kom etidium bromidu.

HRMA

HRM analyza prebiehala na pristroji RotorGene 6000, ktory bol
zakupeny z finan¢nych prostriedkov projektu ,,Excelentné cen-
trum ochrany a vyuZivania agrobiodiverzity“. PCR reakéna
zmes v celkovom objeme 25 ul obsahovala 50 ng DNA, 12,5 ul
SensiMix HRM (Bioline), 1 ul fluorescenénej farbicky EvaGre-
en, 0,5 uM kaZzdého primeru. PCR pozostavala zo $tartu 95 °C
10 minut, 35 cyklov (denaturacia 95 °C 60 sekulnd, annealing
55 °C 60 sekund a polymerizacia 72 °C 60 sekind). Topenie
PCR produktu v priebehu HRMA bolo vykonané v rozmedzi
teplot 85 °C az 95 °C s narastom 0,1 °C. Ako $tandardy pre jed-
notlivé genotypy boli pouzité vzorky genotypované pomocou
PCR RFLP metody.
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Vysledky a diskusia

Amplifikované PCR produkty s velkostou 247 bp boli Stiepené
enzymom Hae lll a vizualizované v 3% agarézovom géle.

V populécii hovadzieho dobytka v celkovom pocte 39 zvie-
rat boli zistené vSetky tri genotypy a to genotyp AA (148 bp,
99 bp) 3 zvierata, genotyp AB (148 bp, 99 bp, 74) 10 zvierat
a genotyp BB (99bp, 74 bp) 26 zvierat. V tabulke 1 si hodnoty
frekvencii alel a frekvencii genotypov.
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degree (2)
Vzorka (3) Farba (4) Genotyp (5) Spolahlivost % (6)
1 [ AB 99,90
3 [ AB 99,90
6 [ AA 100,00
8 [ BB 99,45
9 [ BB 99,45
Obrazok 1  Reprezentativne vysledky PCR RFLP anylyzy LGB na 3% aga-
rézovom géle Obrazok 3  Normalizovany graf pre HRMA
Dréha 1 - marker 50 bp DNA Step Ladder (Promega); 2, 4-8,11,14 - ge- Figure 3 Normalised Graph for HRMA
notyp BB (99 bp, 74 bp); 3,10,12,13 — genotyp AB (148 bp, 99 bp, (1) normalised fluorescence, (2) stuped, (3) sample, (4) colour,
74 bp); 9 — genotyp AA (148 bp, 99 bp); 16 — PCR produkt (247 bp) (5) genotype, (6) relevance
Figure 1 Representative results of PCR analysis for LGB on 3 %
agarose gel L ) L
Line 1 —marker 50 bp DNA Step Ladder (Promega); 2, 4-8,11,14 - ge- Ako vidiet z tabulky 1, v populacii sa vyskytoval genotyp BB
notype BB (99 bp, 74 bp); 3,10,12,13 — genotype AB (148 bp, 99 bp, s frekvenciou 66,67 %, frekvencia genotypu AB bola 25,64 %
74bp); 9 - genotype AA (148 bp, 99 bp); 16 - PCR product (247bp) - 3 najmenej zastupeny bol genotyp AA s frekvenciou 7,69 %.
Vysledky poukazuju na to, Ze frekvencia alely B bola velmi vy-
1 23 4 5 soka a je v populacii zastupena 79,49 %. Frekvencia alely A
bola 20,51 %.
Na zaklade y>-testu sme zistili, Ze rozdiel medzi otakava-
— — nymi a pozorovanymi frekvenciami genotypov hovadzieho do-
_ bytka bol Statisticky nepreukazny, €o znamena, Ze sa
v sledovanej populacii zistil rovnovazny stav v zmysle
- — — Hardy-Weinbergovho zakona.
— = = = Nase udaje koreSponduju s udajmi viacerych autorov.
- — Uhrin et al. (1994) v populacii hovadzieho dobytka detegovali
- prevahu alely B (98 %) nad alelou A. Uhrin et al. (1995) detego-
Obrazok2  Schematické zna ie Sticoneh duktu LGB vali v nahodne vybranej skupine krav vysoku frekvenciu alely B
razo chematické zndzornenie Stiepneho produktu o
1~ DNA ladder 50 bp, 2~ genotyp A (148 bp, 99 bp), 3— genotyp AB (76,9%). Podot?ne Bulla _et al. (2007) zistili prevahu aIe_Iy B
(148 bp, 99 bp, 74 bp), 4 — genotyp BB (99 bp, 74 bp), 5-PCR pradukt (73 %). Vysoka frekvencia alely B (82,79 %) sa zhoduje aj
. ) (324h7 bp) iy 4§ oroduct LGB s Gdajmi autorov Miluchova et al. (2009).
igure chematic image of digested product i 5 G 4 i 4 _
1— DNA ladder 50 bp, 2 — genotype AA (148 bp, 99 bp), 3 — genotype V analyzovanej POpvlJJ,aCIJ slovenskeho plnzg?uskeho d,o
AB (148 bp, 99 bp, 74 bp), 4 — genotype BB (99 bp, 74 bp), 5 PCR  bYytka bol pozorovany vyssi narast homozygotnosti (0,6739), ¢o
product (247 bp) bolo spdsobené vysokym podielom homozygotného genotypu
Tabulka 1  Genotypové a alelové frekvencie beta-laktoglobulinového génu
Frekvencie (1) Genotypy (2) (n=39) Alely (3) 2
AA | AB | A B df =2
pozorované (6)
, 3 w0
Absoldtne (4) - 16 62
teoretické (7)
16419 | 127179 | 246402 ,
0,20
pozorované (6)
, 00769 | 02564 | 06667
Relativne (5) — 0,2051 0,7949
teoretické (7)
00421 | o361 | 06318

Table 1 Genotype and allele frequencies of beta-lactoglobulin gene

(1) frequencies, (2) genotypes, (3) alleles, (4) absolute, (5) relative, (6) observed, (7) expected
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Obrazok 4a Diferenciatné grafy pre HRMA normalizované na genotypy
AA, AB a BB

(a) normalizovany negativny AA

Difference graphs for HRMA normalised on genotypes AA, AB
and BB

(a) normalised minus AA

(1) stupen

Figure 4a
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Obrazok 4b Diferenciacné grafy pre HRMA normalizované na genotypy
AA, AB a BB

(b) normalizovany negativny AB

Difference graphs for HRMA normalised on genotypes AA, AB
and BB

(b) normalised minus AB

(1) stupen

Figure 4b

BB v popul&cii. To malo za nasledok mierny pokles stupiia rea-
lizacie moznej premenlivosti (33,47 %), ¢omu zodpoveda aj
efektivnost posobenia aliel v populécii (1,4839).

Tabulka 2  Efektivnost posobenia alel génu LGB v populécii slovenského
pinzgauského dobytka
Lokus1 Alely2 He PIC Ca ENA V%
BLG A; B 0,3261 | 0,2729 | 0,6739 | 1,4839 33,47
Table 2 Effectivity of alleles LGB gene function in population of Slovak

Pinzgau cattle
(1) locus, (2) alleles

Zaver

V analyzovanej populacii hovadzieho dobytka boli detegované
v8etky tri genotypy beta-laktoglobulinového génu. Homozygot-
ny genotyp AA s frekvenciou 7,69 %, heterozygotny genotyp
AB s frekvenciou 25,64 % a homozygotny genotyp BB s frek-
venciou 66,67 %. Vysledky poukazuju nato, Ze frekvencia alely
B je velmi vysoké a je v populécii zastipené 79,49 %. Frekven-
cia alely A je 20,51 %.
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Normalizovany negativny BB (c)
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Obrazok 4c Diferenciacné grafy pre HRMA normalizované na genotypy
AA, AB a BB

(c) normalizovany negativny BB

Difference graphs for HRMA normalised on genotypes AA, AB
and BB

(c) normalised minus BB

(1) stupen

Figure 4c

Sithrn

Cielom préace bolo identifikovat polymorfizmus beta-laktoglo-
bulinového génu a analyzovat genotypovu Strukttru v populacii
pinzgauského dobytka. LGB je syntetizovany v mlieku a je d6-
leZity pri hodnoteni mliekovej produkcie a percenta mlie€neho
tuku a proteinov v mlieku. LGB je lokalizovany na bovinnom
chromozéme 11. Genotyp AA LGB je asociovany s vysokym
mlie€nym vytazkom a genotyp BB je asociovany s vysokym ob-
sahom tuku a kazeinov potrebnych pre vyrobu syrov. Materidl
zahffal 39 zvierat hovadzieho dobytka. Bovinnda genémova
DNA bola izolovana fenol-chloroformovou deproteinizaciou
a etanolovou precipitaciou a bola pouZzita pre zistenie LGB geno-
typov pomocou PCR RFLP metédy a HRMA. V analyzova-
nej populécii hovadzieho dobytka bol detegovany homozygotny
genotyp AA s frekvenciou 7,69 %, heterozygotny genotyp AB
s frekvenciou 25,64 % a homozygotny genotyp BB s frekven-
ciou 66,67 %. Vysledky poukazuju na to, Ze frekvencia alely B
bola velmi vysoké a bola v populacii zastipena 79,49 %. Frek-
vencia alely A bola 20,51 %.

Klacové slova: pinzgausky dobytok, beta-laktoglobulin, LGB,
PCR RFLP, HRMA
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VYUZITIE NETRADICNYCH ADITIV VO VYZIVE BROJLEROVYCH KURCIAT
A ICH VPLYV NA NUTRICNU HODNOTU MASA

THE USE OF NON-TRADITIONAL ADDITIVES IN BROILER CHICKENS NUTRITION
AND THEIR EFFECT ON THE NUTRITION VALUE OF MEAT

Erika HORNIAKOVA, Edina RUZSIKOVA, Kamaran A. ABAS

Slovenskd polnohospodarska univerzita v Nitre

In the experiment we tested herbal preparations from Lactuca serriola L. and from Rhus coriaria L. on the nutritional value of chicken meat.
The experiment consisted of two control (C1, C2) and three experimental groups (E1, E2, E3). The control was fed a commercial feed
mixture without additive (negative control, C1) or with the addition of APC (in the positive control, C2). In the experimental groups we applied
the product from the fruit (Sumac) of Rhus coriaria plants at 1% (E1) or 2% (E2). The third group was fed a combination of plant (2%) of the
Sumac and Lactuca serriola in a 1 : 1 ratio. Product from the fruit of Rhus coriaria at 2% positively affected (P < 0.01) the total mineral
content (5.86 %) in thigh meat compared to a commercial feed mixture (4.8 %) and mixture with the addition of APC (4.41 %). Fat reduction
(15.77 %) in the thigh muscle and fat storage (6.16 %) caused an increase in breast muscle (P> 0.05). The combination of spices (Sumac)
with the preparation of the Lactuca serriola statistically significantly increased dry matter content in breast muscle (26.11 %), but the
concentration of minerals (4.98 %) in the thigh muscle was negatively affected (P < 0.05).

Key words: herbs, chicken, breast muscle, thigh muscle, nutritional value

Byliny a koreniny st pouzivané od davnych &ias na rézne tcely
(ochucovadld, farbiva) vo vSetkych Castiach sveta. Mnohé tieto
rastliny obsahuju Specificky u¢inné latky a pre svoje lie€ivé ucin-
ky nasli uplatnenie v fudovom liecitelstve uz pred tisic rokmi
(Abas, 2009). Od roku 2006 je v tatoch EU zakazané pouZiva-
nie kimnych antibiotik a rastovych stimulatorov vo vyZive hospo-
darskych zvierat. Tieto opatrenia vyvolali ststredenie pozornosti
vedcov na hladanie moZnych alternativ nahradenia tychto latok
v kimnych zmesiach. Jednou z moznosti ako zabezpedit poza-
dovany zdravotny stav a UZitkovost zvierat vo velkochovoch je
pridavanie vytaZzkov lie€ivych a aromatickych rastlin do krmiv
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(Opletal, 1998; Biro et al., 2010). Fléra niektorych krajin, ako
Grécka, Turecka, Ciny alebo arabskych §tatov je bohatym zdro-
jom druhov lie€ivych rastlin, z ktorych niektoré boli zdomacnené
aj u nas. Typickymi predstavitelmi su oregano (Origanum vulga-
re), diva redkev (Raphanus raphanistrum) (Eslami, 2008), roz-
marin (Rosmarinus officinalis) alebo majoran (Origanum
majorana) (Della, Paraskeva-Hadjichambi and Hadjichambis,
2006), Salat kompasovy (Lactuca serriola) a Skumpa kozZeluzska
(Rhus coriaria) (Lev, Kislev and Bar-Yosef, 2005). Salat kompa-
sovy je zdomacnena rastlina roniaca mlie€nu Stavu pri poraneni,
ktora je pravdepodobne divym predchodcom pestovaného 3ala-



