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Celem badan bylo okreslenie frekwencji genow i genotypéw beta-laktoglobuliny (BI.G) i kap-
pa-kazeiny (CASK) oraz ich wptywu na wydajnost i skiad chemiczny mleka krow pierwia-
stek rasy holsztynsko-fryzyjskiej odmiany czarno-bialej utrzymywanych w trzech stadach
wojewddztwa kujawsko-pomorskiego. Genotypowanie genéw BLG i CASK przeprowadzono
technika PCR-RFLP, odpowiednio z uzyciem enzyméw HaelIl i Hinfl. Obliczenia statystycz.-
ne wykonano przy zastosowaniu wieloczynnikowe] analizy wariancji, za pomoca procedury
GLM w pakiecie statystycznym SAS. Stwierdzone ponad dwukrotnie wigkszy udziat w ba-
danej populacji heterozygot BLG AB (0,49) w stosunku do homozygot BLG AA (0,24) oraz
osobnikéw o genotypie BLG BB (0,27). Najwyisza wydajnoéé mleka i jego podstawowych
skladnikoéw stwierdzono w grupie kréw heterozygotycznych pod wzgledem genu BLG.
W przypadku genu CASK w badanej populacji zaobserwowano rowniez wieksza frekwencje
alleln A (0,82) nad pozadanym w hedowli allelem B (0,18), Liczebnoéci grup genotypowych
byly pedobne dla calej populacji, jak réwniez w obrebie badanych stad. W przypadku genu
kappa-kazeiny stwierdzono, ze krowy o genotypie CASK AA produkowaly wiecej mleka
i jego skladnikoéw w stosunku do grup CASK AB i BR, Jjednak réinice nie byly istotne
statystycznie,

SLOWA KLUCZOWE: krowy mleczne / wydajnoéé mleczna / BLC / CASK

W ostatnich latach obserwuje si¢ bardzo duzy postep hodowlany w zakresie wzro-
stu wydajnosci miecznej kréw. Jednoczeénie jednym z waznych celow hodowlanych
programu doskonalenia cech uzytkowoSci mlecznej bydta pozostaje zwickszenie zawar-
todci bialka i poprawa wlasciwosci technologicznych mleka. Spowodowane jest to wy-
mogami rynku, ktére warunkuja konieczno$¢ podnoszenia jakoéci mleka i produktow
mleczarskich [19].

Intensywne doskonalenie zwierzat pod wzgledem cech uzytkowych zmienia struk-
turg genetyczng populacji w zakresie pozadanych genéw. W obrebie poszczegblnych
frakcji biatek mleka stwierdzony zostal polimorfizm i wystepowanie wielu genetycz-
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nych wariantow, ktorych uklad wplywa na wiasciwosci zwigzane z wydajnoécia, skla-
dem chemicznym i niektérymi cechami fizyko-chemicznymi mleka [2, 3, 4, 7, 10, 11,
16, 18]. Autorzy badaf dotyczacych wptywu polimorfizmu genéw bialek mieka na
cechy zwiazane z wydajnoscia mleka i jego skladnikow [8, 13, 19] wskazuja jednak na
niejednoznaczne wyniki, na kiore wpltyw maja prawdopodobnie warunki utrzymania
i zywienia oraz model statystyczny zastosowany do obliczen. Ponadto Dymnicki [5]
podkresla, ze wydajnosé mieka krow jest w 70% uzalezniona od czynnikdw Srodowis-
kowych, a potencjal genetyczny bydia czesto nie Jjest w pelni wykorzystany, gtdwnie
ze wzgledu na niekorzystne warunki utrzymania i Zywienia.

Celem badan bylo okreslenie aktualnej frekwencji genow i genotypow beta-lakto-
globuliny i kappa-kazeiny oraz analiza ich wplywu na wydajnod¢ i sklad chemiczny
mleka, w populacji krow pierwiastek rasy holsztynsko-fryzyjskiej odmiany czarno-bia-
lej utrzymywanych w trzech stadach z wojewédztwa kujawsko-pomorskiego, objetych
programem intensywnego doskonalenia genetycznego.

Materiat i metody

Badaniami objeto 298 krowy pierwiastki rasy holsztyfisko-fryzyjskiej odmiany
czarno-bialej, utrzymywane w trzech wybranych stadach polozonych w wojewodztwie
kujawsko-pomorskim. Liczebnoi¢ zwierzat w stadach byla zblizona, odpowiednio: 112,
84 i 102 sztuki. W latach 2006-2008 $rednia wydajnosé mleka, procentowa zawartodé
tluszczu i biatka w mleku ksztattowala sig nastepujaco: w stadzie I — 6426 kg, 4,41% i
3.37%; w stadzie 11 — 6094 kg, 4,10% i 3,27%, w stadzie III — 6003 ke, 4,36% 1 3,12%.

Zwierzgta przebywaty w budynkach przeznaczonych dla krow, warunki utrzyma-
nia, Zywienia oraz doju byty podobne. Krowy utrzymywano na uwig¢zi, na stanowiskach
Sciolowych ptytkich. Podstawe zywienia w okresie zimowym stanowily kiszonki z ku-
kurydzy, natomiast w okresie letnim - zielonki pastwiskowe.

Materiat do analiz molekularnych stanowita krew, ktorg pobierano z zyly jarzmo-
wej do probowek z EDTA. Wysokiej jakoéci DNA uzyskano dzigki zastosowaniu kitu
do izolacji MasterPureTM DNA (Epicentre Technologies). Genotypowanie genu BLG
przeprowadzono na podstawie identyfikacji polimorfizmu T/C w eksonie 4 w pozycji
446, przy uzyciu techniki PCR-RFLP z wykorzystaniem enzymu restrykcyjnego Haelll
(Fermentas), wg metodyki Medrano i Aguilar-Cordova [12]. Fragment genu BLQ,
o dlugodci 262 pz, amplifikowano metods PCR. Reakcja przebiegata w objetosci 25 pl.
Mieszanina reakcyjna zawierata odpowiednio: 200 ng genomowego DNA, 7.5 pmol
kazdego z primeréw, 200 uM kazdego z dNTP, 1,5 mM MgClz i 0,625 U Tag polime-
razy (Fermentas}. Profit termiczny reakcji PCR byl nastgpujgcy: denaturacja wstepna
94°C przez 3 min, nastepnie 35 cykli namnazajacych po 30 s w 94°C, 30 s w 60°C, 30 s
w 72°C i koficowa temperatura wydtuzania 5 min w 72°C. Fragment DNA o dlugoéci
262 pz poddano hydrolizie enzymatycznej z enzymem restrykcyjnym Haelll (Fermen-
tas) przez 4 h w 37°C.

Badania molekularne nad genem CASK przeprowadzono analizujac polimorfizm
A/C w cksonie 4 genu w pozycji 5345, wg metodyki Medrano i Aguilar-Cordova [12].
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Reakcje PCR prowadzono w objgtosci 25 pl. Mieszanina reakcyjna zawierata: 200 ng
genomowego DNA, 2.5 pmol kaidego z primerdw, 200 UM kazdego z dNTP, 1,5 mM
MgCl2 i 0,625 U Taq polimerazy (Fermentas). Profil termiczny reakcji PCR byt naste-
pujacy: denaturacja wstepna 94°C przez 3 min, nastepnie 35 cykli namnazajacych po
30 s w 94°C, 30 s w 60°C, 30 s w 72°C i koficowa temperatura wydluzania 5 min w
72°C. Analize¢ RFLP wykonano przy uzyciu enzymu restrykcyjnego Hinfl (Fermentas).
Dla strawienia fragmentu genu CASK o dtugosci 350 pz produkty reakeji PCR inkubo-
wano przez 6 h w temperaturze 37°C.

Uzyskane fragmenty restrykcyjne, zaréwno dla genu BLG jak i CASK, rozdzielane
byly nastepnie w 3,5-procentowych zelach agarozowanych z dodatkiem bromku etydy-
ny (0,5 ug/ml) w 1x stgzonym buforze TBE, w obecnosci wzorca DNA pUC19/Mspl
(Fermentas),

Na podstawie uzyskanych wynikéw przeprowadzono charakterystyke struktury ze-
netycznej badanej populacji kréw, obliczajac frekwencje gendw i genotypéw BLG
i CASK. Informacje o uzytkowosci mlecznej kréw pochodzity z bazy danych systemu
SYMLEK. Zebrano dane dotyczace pierwszej 305-dniowej laktacji, ktGra miata miejsce
w latach 2006-2008. Wydajno§é mleka skorygowang na zawarto$é 4% tuszezu — FCM
(Fat Corrected Milk), obliczono wedlug wzoru [14]:

wydajnosé mleka FCM = 0,4M + 150F
gdzie:

M — uzyskana ilo§¢ mleka (kg),
F — uzyskana ilosé thuszczu (kg).

Obliczenia statystyczne wykonano przy zastosowaniu wieloczynnikowej analizy
wariancji, za pomoca procedury GLM [151, wykorzystujac metode najmniejszych
kwadratéw w pakiecie statystycznym SAS. Zbadano wplyw stada oraz genotypow BLG
i CASK na wydajnosé mleka i Jego skladnikéw w pierwszej laktacji. Istotnosci réznic
zweryfikowano za pomoca testu statystycznego Scheffe [15].

Wyniki i dyskusja

W badaniach wtasnych wyodrebniono trzy grupy krow pod wzgledem polimorfiz-
mu beta-laktoglobuliny oraz kappa-kazeiny: AA, AB i BB. Frekwencja genow i geno-
typOw w poszczegdlnych stadach zestawiona zostala w tabeli 1. W przypadku genu
BLG frekwencjg genéw na identycznym poziomie jak dla catej badanej populacji
stwierdzono w stadzie I1I (odpowiednio: A — 0,49 i B — 0,51), natomiast w przypadku
genu CASK analogiczna sytuacja zaistniata w stadzie I (wariant A — 0,821 B - 0,18).
Najwyisza frekwencje allelu A genu BLG stwierdzono w stadzie II, natomiast allelu B
— w stadzie I, w obu przypadkach wynosila ona 0,57 (tab. 1). Uzyskane rezultaty pod
wzgledem frekwencji genu BLG koresponduja z wynikami innych autoréw [3, 6, 10,
17]. Litwificzuk i wsp. [10] wykazali podobny procentowy udziat genotypow BLG
w czterech 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
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dla rejonu wilefiskicgo na Litwie: 20,6%, 58,6% oraz 21,1%. Podobng tendencje frek-
wencji gendw determinujacych polimorfizm BLG obserwowali tez Czerniawska-Piat-
kowska i Kamieniecki [3] oraz Kamifiski [6]. U buhajéw rasy czarno-biatej dopuszczo-
nych do rozptodu w Polsce w latach 1994-2000 frekwencja allelu A genu BLG wyno-
sita 0,41, natomiast allelu B genu BLG - 0,59 [6].

Tabela 1-Table 1
Frekwencje gendw i genotypdw beta-laktoglobuliny i kappa-kazeiny w badanej populaci
Frequency of beta-lactoglobulin and kappa-casein genes and genotypes in the examined population

Liczba Frekwencja Frekwencja alleli
Genotyp genotyphw Zenotypow Frequency of alletes
Genotype Number of Frequency of
genotypes genotypes A B
Stado 1 - Herd [
BLG
AA 21 0,19
AB 54 0,48 0,43 0,57
BB 37 0,33
CASK
AA 85 0,76
AB 21 0,19 0,85 0,15
BB 6 0,05
Stado II — Herd 11
BLG
AA 29 0,35
AB 37 0,44 0,57 0.43
BB 18 0.2]
CASK
AA 57 0,68
AB 23 027 0,82 0,18
BB 4 0,05
Stado IIf — Herd 111
BLG
AA 22 0,22
AB 56 0,55 0.49 0,51
BB 24 0.24
CASK
AA 62 0,61
AB 35 0.34 0.78 0,22
BB 5 0,05
Lacznie — Total
BLG
AA 72 0,24
AB 147 0,49 0,49 0.51
BB 79 0,27
CASK
AA 204 0,68
AR 79 0,27 0,82 0,18
BB 15 0.05

W analizowanej populacji w ukladzie CASK stwierdzono najwyzszy udzial geno-
typdw AA w stadzie 1. Natomiast udzial homozygot BB we wszystkich badanych
stadach byl réwny udzialowi dla catej badanej populacji i wynosit 0,05. Zaobserwowa-
ne najmniej osobnikéw o genotypie CASK BB. Frekwencja w calej badanej populacji
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byla podobna do tych obserwowanych w poszczegolnych stadach (tab. 1). Jak podkre-
$laja Czerniawska-Pigtkowska i Kamieniecki [4], istnieje silna potrzeba przedsigwzig-
cia dzialan prowadzacych do wzrostu allelu B genu CASK w populacji kréw miecznych
w Polsce.

Z danych zawartych w tabeli 1 wynika, ze udziat heterozygot BLG AB w badane;
populacji byl ponad dwukrotnie wigkszy niz homozygot AA i BB, przy czym stwier-
dzono podobng frekwencje allelu B (0,5 1) w poréwnaniu z allelem A genu BLG {0,49),
W przypadku genu kappa-kazeiny stwierdzono przewage genotypoéw CASK AA (0,68)
i niewielki udzial genotypéw CASK BB (0,05). Zaobserwowano wieksza frek wencje
allelu A (0,82) nad pozadanym w hodowli allelem B (0,18). Ng-Kwai-Hang i wsp. [13],
po przebadaniu krow mlecznych z 546 stad, stwierdzili najwicksza frekwencje hetero-
zygot BLG AB (50%), natomiast homozygot BLG BB byto 40%. W przypadku genu
CASK, stwierdzono najwiecej osobnikéw z genem w formie A, homozygot AA bylo
okolo 55%, heterozygot AB — 40%, osobnikéw BB — prawie 4%.

Analizujagc wplyw stada, z ktdrego pochodzity zwierzgta oraz genotypéw pod
wzglgdem gendw BLG i CASK na wyniki mlecznosci pierwiastek, stwierdzono wysoko
istotny statystycznie wptyw stada na wydajnoé¢ i procentowg zawarto$¢ ttuszczu i bial-
ka w mleku kréw w pierwsze; laktacji, natomiast wptyw badanych gendw okazal sie
nieistotny statystycznie (tab. 2).

Tabela 2 - Table 2
Wplyw stada oraz genotypéw na wydajno§é micka i je 2o sktadnikéw w pierwszej laktaci (Femp,)
Effect of herd and of genotypes on the yield of milk and its components during the first lactation (Femp.)

Wydajnoéé Wydajnosé Zawartost Wydujnosé Zawartost

Czynnik mileka thiszezu tuszezu biatka biatky FCM
Factor Milk Fat Fat Protein Protein (kg)
yield yield content yield content
(kg} (kg) (%) (kg) (%)
Stado 1,41 5,54* 7,354+ 4,90% 20,13%+ 3.67*
Herd
Genotyp
BLG 0.62 0,47 0,06 0,73 [,01 0,55
Genotype
BLG
Genotyp
CASK 1,89 3,01 2,58 2,02 0,32 2,63
Genotype
CASK

*¥p<0,01; *P<0,05

W tabeli 3 przedstawiono wyniki uzytkowosci mlecznej kréw pierwiastek w zales-
nofci od genotypu beta-laktoglobuliny lub kappa-kazeiny. Na podstawie wykrytego
polimorfizmu T/C w genie beta-laktoglobuliny stwierdzono, ze spoérod objetych bada-

niami krow heterozygoty BLG AB charakteryzowaly si¢ najwyzsza wydajnoscia mleka
i wigkszobci jego podstawowyceh sktadnikéw, takich Jak: wydajnos¢ ttuszezu (kg), wy-
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dajnos¢ biatka (kg), procentowa zawarto$¢ biatka w mleku, jak réwniez FCM (kg).
Jedynie pod wzgledem procentowej zawartosci thuszczu w mieku osobniki o genotypie
BLG BB okazaly si¢ lepsze (4,32%) w porownaniu z krowami o genotypach BLG AA
oraz BLG AB. Cho¢ homozygoty BLG BB przewyzszaly pod wzgledem procentowej
zawarto$¢ tluszczu w mleku krowy o genotypach BLG AA i BLG AB, odpowiednio
$rednio 0 0,06% i 0,02%, to rdznice te nie byly istotne statystycznie (tab. 3). W prze-
ciwiefistwie do wynikéw otrzymanych w badaniach wlasnych, Kaminiski i Zabolewicz
[8] stwicrdzili najwyzsza procentowa zawarto$¢ tluszczu (4,32%) w mleku kréw o ge-
notypie BLG AA, natomiast krowy o genotypach BLG AB i BLG BB charakteryzowaty
sig nizszymi wartodciami tej cechy, jednak w obu grupach procentowa zawartoéé thusz-
czu w mleku byla na takim samym poziomie i wynosita 4,27%. Natomiast w przypadku
procentowej zawartosci biatka w mleku, w odréznieniu od prezentowanych wynikow
badan wiasnych, Kaminski i Zabolewicz [8] stwierdzili, ze najlepsze pod wzgledem tej
cechy byly krowy o genotypie BLG AA (3,51%). Heterozygoty BLG AB oraz homo-
zygoty BLG BB charakteryzowaly sig nizszg procentows zawartoécia biatka w mleku,
ktora w obu grupach wynosita 3,33%. Warto rowniez zwrécié uwage na fakt, iz w ba-
daniach wlasnych procentowa zawarto$é biatka w mleku kréw we wszystkich grupach
wydzielonych ze wzgledu na genotyp beta-laktoglobuliny byla na nizszym poziomie
w poréwnaniu z wyZzej omawianymi wartoSciami prezentowanymi przez Kaminskiego
i Zabolewicza {g].

Tabela 3 — Table 3

Analiza cech mleka badanej populacji oszacowanych dla pierwszej laktacji w zaleznoéci od wariani
genetycznego beta-laktoglobuliny i kappa-kazeiny (LSM)

Analysis of milk characteristics of examined poputation estimated for first lactation depending on genetic
variant of beta-lactoglobulin and kappa-casein (LSM)

Wydajnosd Wydajno&é Zawarto§é Wydajnosé Zawartos¢

Genotyp mieka tluszezu theszezu biatka biatka FCM
Genotype Milk Fat Fat Protein Protein (kg)
yield yield content yield content
(kg) (kg) (%) kg) (%)
BLG
AA 6147.01 262,04 4,20 199,64 3,23 6309,10
AB 6262,50 268,56 4,30 204,81 326 6533,39
BB 6026,86 259,89 4,32 197,42 3,25 6309,01
CASK
AA 6383,9%0 271,10 4,26 209,03 3,27 6555.83
AB 6177.09 265,05 4,31 202,64 3,26 6446,59
BB 5718,13 231,60 4,03 185,86 3,25 5761,25

W przypadku genu kappa-kazeiny stwierdzono, ze krowy o genotypie CASK AA
charakteryzowaty sie najwyzsza wydajno§cia mleka oraz hiatka i thuszczu. Najwyzsza
procentowg zawartos¢ tluszczu w mleku stwierdzono w grupie krdw o genotypiec CASK
AB (4,31%), jednak réinice nie byty istotne statystycznie (tab. 3). Badania nad wply-
wem polimorfizmu w genie kappa-kazeiny na cechy uzytkowosci mlecznej w poszcze-
golnych laktacjach krow, prowadzone przez Lin i wsp. [9], wykazaly, ze krowy o ge-
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notypie BB dawaly wiecej mleka niz krowy o pozostalych genotypach. Nie udato sie
potwierdzié tej zaleznoéci w objetej badaniami wlasnymi populacji zwierzat. Ponadto,
w prezentowanych badaniach wiasnych zaobserwowano najnizsza procentowa zawar-
to&¢ thuszczu w mieku kréw o genotypie CASK BB (4,03%), w poréwnaniu do dwaoch
pozostalych grup wydzielonych ze wzgledu na genotyp CASK. Jednak liczebnoéé ho-
mozygot recesywnych (6 zwierzat) uniemozliwia traktowanie tego wyniku jako repre-
zentatywnego wyznacznika dla wigkszej populacji, gdyz moze on by¢ obarczony sto-
sunkowo duzym btedem. Nie stwierdzono réznic istotnych statystycznie migdzy $red-
nimi w badanych grupach (tab. 2).

W analizowanej populacji procentowa zawarto$é bialka w mleku, we wszystkich
grupach kréw wydzielonych ze wzgledu na wykryty genotyp kappa-kazeiny, byla na
podobnym poziomie (tab. 3). Natomiast Bovenhuis i Weller {11 wykazali, ze mleko
kréw o genotypie CASK BB zawierato wigcej biatka niz kréw o dwach pozostalych
genotypach, czyli CASK AA i CASK AB. Badania te wykazaly réwniez zdecydowanie
wicksza przydatnos¢ technologiczng do produkcji seréw mleka pozyskanego od homo-
zygot CASK BB [1]. Jak podaja Buchberger i Dove [2] na podstawie zebranych danych
literaturowych, mleko kréw o genotypach CASK BB i BL.G BB jest rekomendowane
dla przemystu mleczarskiego do produke;ji seréw, jednak autorzy zalecili w tym wzgle-
dzie dalsze wnikliwe badania.

Frekwencja preferowanych przez przetwérstwo mleczarskie genotypéw kappa-ka-
zeiny w badanej populacji bydfa byla na niskim poziomic. Podsumowujac wyniki
przeprowadzonych bada pod wzgledem polimorfizmu beta-laktoglobuliny, wykazano
ponad dwukrotnie wigkszy udzial w badanej populacji heterozygot BLG AB (0,49)
W poréwnaniu z homozygotami BLG AA (0,24), Jjak rdwniez z osobnikami o genotypie
BLG BB (0,27). Najwyzszg wydajno§¢ mleka i jego podstawowych sktadnikédw stwier-
dzono u krdw heterozygotycznych o genotypie BLG AB. W badanej populacji zaobser-
wowano réwniez wigkszg frekwencje allelu A (0,82) nad pozadanym w hodowli allelem
B (0,18) w przypadku genu kappa-kazeiny. Krowy o genotypie CASK AA produkowaly
wigcej mleka i jego skladnikéw w stosunku do pozostalych grup, roznice nie byly
Jjednak istotne statystycznie.
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Summary

The aim of the study was to determine frequencies of beta-lactoglobulin and kappa-casein
genes and genotypes and their influence on milk yield and its basic components of Holstein-Fiie-
sian Black-and-White primiparous cows maintained in three herds in the Kujavian-Pomeranizn
voivodeship. Genotyping of BLG and CASK genes was performed with the use of PCR-RFLP
technique with restriction enzymes Haelll and Hinfl, respectively. The numerical data were statis-
tically worked out with the use of multi-factor analysis of variance using GLM procedure in SAS
statistic package. The results of the analysis indicated that BLG AB heterozygotes (0.49) were over
twice as frequent as compared to BLG AA (0.24) and BLG BB (0.27) homozygotes. The highest
milk yield and its basic components were noted in the group of BLG heterozygous cows. In case
of CASK gene higher frequency of A allele (0.82) than B (0.18) allele, which is desired in breeding,
was noted in the investigated population. The numbers of genotype groups were similar for whole
population as well as for certain herds. In case of kappa-casein gene it was stated that AA BLG
tows gave more milk and its components than cows of other genotype groups. However, the
differences were not statistically significant.
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