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Celem pracy byto badanie polimorfizmu S-laktoglobuliny metodg PCR-RFLP u uzyt-
kowanych mlecznie owiec. Materiat do badah stanowity probki krwi uzyskane od
maciorek polskiej owcy gorskiej (34 szt.) i owcy wschodniofryzyjskiej (31 szt.). Metoda
PCR-RFLP pozwolita na precyzyjng identyfikacje polimorfizmu S-LGB w badanym
materiale. W wyniku tahcuchowej reakcji polimerazy (PCR) otrzymywano produkt DNA
o wielkoéci 103 par zasad. Enzym Rsal ciat otrzymany produkt na fragmenty: przy
genotypie AA w procesie elektroforezy uzyskano dwa prazki o wielkosci 66 i 37 par zasad,
przy BB prazek o 103 parach zasad, natomiast u heterozygot obserwowano wszystkie trzy
prazki. W obu grupach stwierdzono trzy genotypy -LGB (AA, AB i BB), a frekwencja ich
wystepowania zroznicowana byla w zaleznosci od rasy. Ponad potowa osobnikow
w populacji owcy gorskiej posiadata genotyp AB, natomiast u owcy fryzyjskiej wy-
stepowat on u przeszto 60% osobnikéw. W populacji owcy gorskiej homozygoty AA i BB
wystepowaly z tg sama czestoscig. Tylko jedna maciorka rasy fryzyjskiej charak-
teryzowata si¢ genotypem BB. Zastosowanie testu chi? pozwolito stwierdzi¢, ze obie
populacje owiec znajdowaly sie, w rozumieniu prawa Hardy-Weinberga, w stanie
rownowagi genetycznej. Uzyskane wyniki pozwolity okresli¢ rozktad genotypow i alleli
w populacji uzytkowanej mlecznie owcy gorskiej i mlecznej owcy wschodniofryzyjskiej.
Dalszym etapem przedstawionych badah bedzie poszukiwanie zaleznosci miedzy okres-
lonymi genotypami a parametrami uzytkowosci mlecznej. Rozpoznanie polimorfizmu
B-laktoglobuliny moze poszerzy¢ wiedze na temat mozliwosci wykorzystania genow biatek
mleka jako potencjalnych markeréw cech uzytkowosci mlecznej u owiec.

B-laktoglobulina (B-LGB) jest gtownym biatkiem serwatkowym mleka przezu-
waczy, zbudowanym ze 162 aminokwasow. Jej rola biologiczna nie jest do kohAca
poznana; prawdopodobnie uczestniczy ona w transporcie witaminy A i innych
niskoczasteczkowych zwigzkow. Locus genu B-laktoglobuliny znajduje si¢ u owiec
na 3. chromosomie, a jej genetyczny polimorfizm warunkuja trzy allele — A, B'i C.
Dwa pierwsze zidentyfikowano u wszystkich badanych pod tym katem ras owiec,
natomiast allel C tylko u merynosa (Erhardt, 1989).

* Praca wykonana w ramach dziatalnosci statutowej 1Z-PIB, temat nr 3114.1.



220 A. Kawecka i A. Radko

Zagadnienie polimorfizmu biatek mleka (B-laktoglobuliny i kazein) opisano
dos¢ doktadnie u bydla mlecznego. W wielu przypadkach dowiedziono, ze
genetycznie uwarunkowana roznorodnos¢ tych biatek zwigzana byta z wydajnoscia
mleka i jego sktadnikbw. Geny biatek mleka moga byt zatem rozpatrywane jako
markery QTL w zakresie cech mlecznosci, a tym samym moga zostat wykorzys-
tane w konstruowaniu programoéw selekcyjnych.

Badania nad polimorfizmem genetycznym B-laktoglobuliny mleka u owiec
prowadzono do tej pory gtownie u mlecznych ras, hodowanych w krajach
Srodziemnomorskich. Wyniki tych badah nie sa jednak jednoznaczne. Wielu
autorow sugeruje przewage okreslonych genotypow lub tez brak zaleznosci miedzy
nimi a uzytkowoscig mleczna. Garzon i Martinez (1992) stwierdzili, ze genotyp BB
B-LGB zwiazany byt z wyzsza wydajnoscia mleka, podczas gdy owce o genotypach
AA i AB produkowaty mleko o wyzszej zawartosci biatka i kazeiny. Lopez-Galvez
i in. (1993), analizujac zwiazek migedzy polimorfizmem a przydatnoscia mleka do
produkcji serow, uzyskali wyzsza wydajnos¢ masy serowej od owiec z genotypem
AA B-laktoglobuliny. Natomiast Di Stasio i in. (1997) stwierdzili, ze z genotypem
B-LGB BB zwigzana byta wyzsza zawarto$¢ biatka, a tym samym uzyskanego
skrzepu.

W odniesieniu do krajowych ras owiec, wykorzystywanych do produkcji mleka,
zagadnienie polimorfizmu pozostaje praktycznie nierozpoznane. Badaniami poli-
morfizmu B-LGB mleka u merynosa polskiego i jego mieszahcow z rasami
plennymi zajmowali sie m.in. Piwczyhski i in. (2002) oraz Mroczkowski i in.
(2004), ktérzy rbwniez stwierdzili zréznicowanie cech uzytkowosci mlecznej
w zaleznosci od genotypu B-LGB.

Celem pracy byto badanie polimorfizmu B-LGB metoda PCR-RFLP u uzyt-
kowanych mlecznie ras: polskiej owcy gorskiej (POG) i owcy wschodniofry-
zyjskiej (FR).

Materiat i metody

Materiat do badah stanowity probki krwi uzyskane od owiec rasy fryzyjskiej
(31 szt.) i polskiej owcy gorskiej (34 szt.). Genomowy DNA izolowano z leuko-
cytow krwi obwodowej przy zastosowaniu proteinazy K, wedtug metody przed-
stawionej przez Kawasaki (1990). Genotyp B-LGB okreSlano metoda PCR-RFLP.
Amplifikacje wyizolowanego DNA wykonano metodg tahcuchowej reakcji poli-
merazy (PCR). Reakcje PCR wykonano w 25 ul mieszaniny reakcyjnej, zawieraja-
cej 10 x Buffor PCR, MgCl, (15 mM), nukleotydy dNTP (2 mM), polimeraze
AmpliTag Gold (5U/ul) oraz sekwencje starterowe LGB1: 5>— CAA CTC AAG
GTC CCT CTC CA-3"i LGB2: 5— CTT CAG CTC CTC CAC GTA CA-3’ (lit).
Mieszaning reakcyjng poddano procesowi termicznemu: 15 min wstepnej denatura-
cji genomowego DNA w temp. 95°C, nastepnie 31 cykli obejmujacych denaturacje
w temp. 94°C przez 45 s, przyfaczanie starterow do matrycy w temp. 64°C w ciggu
45 s, wydtuzanie starterow w 72°C przez minute i kohcowe wydtuzanie starterow
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w temp. 72°C w czasie 60 min. Reakcje PCR przeprowadzono przy uzyciu
amplifikatora GeneAmp PCR System 9600 (Applied Biosystems). Trawienie 10 pl
produktu amplifikacji przeprowadzono przy uzyciu enzymu restrykcyjnego Rsal
(2U/ul), w temperaturze 37°C przez 2,5 godziny. Otrzymane produkty trawienia
poddano rozdziatowi elektroforetycznemu. Elektroforeze strawionego produktu
wykonano w 3% zelu agarozowym: Agarose for Routine Use — NuSive GTG
agarose (1:3). Wyniki rozdziatu elektroforetycznego analizowano w promieniach
UV na transiluminatorze. Zgodnos¢t rzeczywistego rozktadu genotypbw w bada-
nych grupach owiec z rozktadem teoretycznym sprawdzono za pomoca testu chi?,
pakiet statystyczny SAS.

Wyniki

Metoda PCR-RFLP pozwolita na precyzyjng identyfikacje polimorfizmu
[-LGB w badanym materiale. W wyniku reakcji PCR otrzymywano produkt DNA
o wielkosci 103 par zasad. Polimorfizm dlugosci fragmentdw restrykcyjnych
zwigzany jest z wystepowaniem réznic w sekwencjach nukleotydowych, bedacych
wynikiem punktowych mutacji w obrebie genu. Mutacja ta powoduje powstawanie
miejsca restrykcyjnego, rozpoznawanego przez enzym Rsal, ktory tnie otrzymany
produkt DNA na dwa fragmenty o wielkosci 66 i 37 par zasad. Przy genotypie AA
w procesie elektroforezy otrzymano dwa prazki o wielkosci 66 i 37 par zasad, przy
BB prazek o 103 parach zasad, natomiast u heterozygot zaobserwowano wszystkie
trzy prazki (fot. 1).

PCR-product AB PCR-product

Fot. 1. Elektroforeza produktow PCR-RFLP w zelu agarozowym
Fig. 1. Electrophoresis of PCR-RFLP products in agarose gel
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W obu grupach owiec stwierdzono wystepowanie trzech genotypow AA, AB
i BB. Ponad potowa osobnikbw w populacji owcy gorskiej i przeszto 60% u owiec
fryzyjskich posiadato genotyp AB. W populacji owcy gorskiej homozygoty AA i BB
wystepowaly z ta sama czestoscig. Tylko jedna maciorka rasy fryzyjskiej charak-
teryzowata sie genotypem BB. Wyliczona warto$¢ testu chi® okazata sie nieistotna
statystycznie, zardbwno dla populacji owcy gorskiej, jak i owcy fryzyjskiej
(P<0,05) (tab. 1).

Tabela 1. Rozkiad genotypow B-laktoglobuliny
Table 1. Distribution of B-lactoglobulin genotypes

Liczebnost | Liczebnost Frekwencja L.
Rasa Genotyp |obserwowana| oczekiwana genotypow Wartosgz
Breed Genotype Observed Expected Frequency tgstu chi
number number of genotypes Chi* test value
Polska owca gorska AA 8 8,5 23,5
Polish Mountain sheep AB 18 17 53 0,1176
BB 8 8,5 235
Oweca fryzyjska AA 10 13,5 32,3
Friesian sheep AB 20 13,9 64,5 5,435
BB 1 3,58 3,2

Omowienie wynikow

Zastosowanie testu chi? pozwolito porownat obserwowane czestosci genotypow
z wartoSciami oczekiwanymi. Porbwnanie to wykazalo brak istotnych roznic
miedzy tymi rozkladami, co pozwolito stwierdzic, ze badane populacje owiec
(FR i POG) znajdowaty sie, w rozumieniu prawa Hardy-Weinberga, w stanie
rownowagi genetycznej.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze w obu badanych rasach owiec przewage
stanowity osobniki o genotypie heterozygotycznym B-LGB. Podobna sytuacje
zaobserwowali Piwczyhski i in. (2002) u merynosa polskiego i mieszahcow po
trykach fifskich, romanowskich i Booroola czy Cubric-Curik i in. (2002) u owiec
Pag. Analizujgc polimorfizm B-LGB u owiec uzytkowanych mlecznie na Weg-
rzech, Anton i in. (1998) zaobserwowali niewielka przewage heterozygot tylko
u cygaja i owiec Lacaune. W przypadku owiec Awassi i mieszahcow z merynosem
frekwencja genotypow AB byta nieco mniejsza niz AA. Natomiast u pozostatych
badanych grup (merynosa wegierskiego, brytyjskiej owcy mlecznej, mieszahcow F,
po merynosie i owcach Langhe czy Pleven) genotyp AA wystepowat z frekwencja
praktycznie dwukrotnie wigkszg niz AB. We wspomnianych grupach zaobser-
wowano niskie, nie przekraczajace 15%, frekwencje genotypow [B-LGB BB.
Niespetna 5% frekwencje homozygot BB stwierdzili Piwczyhski i in. (2002)
u owiec fihskich, a u mieszahcow F, po trykach tej rasy z merynosem nie
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stwierdzono osobnikbw o tym genotypie. Podobnie niskie wartosci dla frekwencji
homozygot BB podaje Erhardt (1989) dla merynosa niemieckiego, Black Razka
i czarnogtowki. W badanym przez tego autora stadzie owcy fryzyjskiej tylko jeden
osobnik posiadat genotyp BB. Podobny wynik uzyskano w badaniach wikasnych.
Niska frekwencja wystepowania tego genotypu spowodowana byia niska czestoscig
allelu B w populacji tych owiec, co wydaje sie byt typowe dla tej rasy (Schmoll
i in., 1999). Dane zawarte w tabeli 2 wskazuja na duze zrdznicowanie frekwencji
alleli B-LGB u mlecznych ras owiec.

Tabela 2. Frekwencja alleli B-laktoglobuliny u mlecznie uzytkowanych ras owiec
Table 2. Allele frequencies of B-lactoglobulin in sheep utilized for milk

Rasa Autorzy
Breed N A B Authors
Altamurana 48 0,625 0,375 Dario i in. (2005)
Barbaresca-Siciliana 62 0,62 0,38  Chiofalo i Micari (1987)
Comisana 250 0,50 0,50  Chiofalo i Micari (1987)
Churra 901 0,325 0,625 Barillet i in. (2005)
Lacaune 517 0,627 0,373 Barillet i in. (2005)
Latxa 234 0,47 0,53  Recio i in. (1997)
Fryzyjska 89 0,77 0,23  Erhardt (1989)
Friesian
Fryzyjska 839 0,82 0,18  Schmoll i in. (1999)
Friesian
Manchega 238 0,32 0,68  Lopez-Galvez i in. (1993)
Manech 222 0,473 0,527 Barillet i in. (2005)
Massa 54 0,53 0,47  Russo i in. (1981)
Merynos hiszpahski 168 0,58 0,42  Barillet i in. (2005)
Spain Merino
Merynos polski 207 0,498 0,502 Mroczkowski i in. (2004)
Polish Merino
Pag 248 0,48 0,52  Cubric-Curik i in. (2002)
Sarda 72 0,47 0,54 Russo i in. (1981)
Segurena 50 0,67 0,33  Lopez-Galvez i in. (1993)
Siciliana-Pinzirita 72 0,50 0,50  Chiofalo i Micari (1987)
Polska owca gorska 34 0,50 0,50 Badania wiasne/Own studies
Polish Mountain sheep
Fryzyjska 31 0,66 0,34  Badania wkasne/Own studies
Friesian

Wedtug Cubric-Curik i in. (2002), w wigkszosci populacji owiec mlecznych
allel B wystepowat z wieksza czestoscig. Podobne obserwacje poczyniono u irahs-
kich owiec Moghani i Ashary (Elyasi i in., 2004). Przewage frekwencji tego
wariantu zaobserwowano u hiszpahskich rodzimych ras Latxa, Manchega i Churra
(Barillet i in., 2005). Allel A dominowat natomiast w populacji mlecznej rasy
Lacaune i wspomnianej juz wschodniofryzyjskiej, a takze wioskich ras Altamurana
i Barbaresca. U innych uzytkowanych mlecznie w tym kraju owiec ras Comisana
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i Pinzirita allele A i B wystepowaty z ta sama czestoscig, podobnie jak w populacji
polskiej owcy gorskiej.

Uzyskane wyniki pokazaty rozktad genotypow i alleli w populacji uzytkowanej
mlecznie owcy gorskiej i mlecznej owcy wschodniofryzyjskiej. Dalszym etapem
przedstawionych badah bedzie poszukiwanie zaleznosci miedzy okreslonymi geno-
typami a parametrami uzytkowosci mlecznej. Rozpoznanie polimorfizmu moze
poszerzy¢ wiedze na temat mozliwosci wykorzystania genéw biatek mleka jako
potencjalnych markeréw cech mlecznosci, a rosngce zainteresowanie mlecznym
uzytkowaniem owiec w Polsce moze byt zrodtem dodatkowego dochodu w ow-
czarstwie, co sktania do poszukiwan takich zaleznoéci.

PiSmiennictwo

Antonl,ZsolnaiA., KukovicsS.,MolnarA., Fesus L. (1998). Genetic polymorphism of milk
proteins in Hungarian dairy sheep breeds and crosses. Sheep and Goats Production in Eastern
European Countries, Hungary, REU Technical Series, 50: 224 —226.

BarilletF., Arranz J.-J.,, Carta A. (2005). Mapping quantitative trait loci for milk production and
genetic polymorphism of milk proteins in dairy sheep. Genet. Sel. Evol., 37: 109-123.

Chiofalo L., Micari P. (1987). Attuali conoscenze sulle varianti delle proteine del latte nelle
popolazioni ovine allevate in Sicilia. Sci. Techn. Latt. Cas., 38: 104—-114.

Cubric-Curik V., FeligniM., Lukac-HavranekJ., Curikl.,Giuseppe E. (2002). Genetic
polymorphism of B-lactoglobulin in Native Sheep from Island of Pag. Food Technol. Biotechnol.,
40 (1): 75-78.

Dario C, Carnicell D., Bufano G. (2005). Effect of B-lactoglobulin genotypes on ovine milk
composition in altamurana breed. Arch. Zoot., 54: 105-108.

Di Stasio L., Portolano B., Todaro M., Fiandra P., Giaccone P., Finocchiaro R,
Alicata M. (1997). Effect of ovine B-Lg phenotype on cheese yield and composition. Milk
Protein Polymorphism. International Dairy Federation, pp. 325-327.

Elyasi G., Shodja J., Nassiry M., Tahmasebi A., Pirhary O., Javanmard A. (2004).
Polymorphism of B-lactoglobulin gene in Iranian sheep breeds using PCR-RFLP. The Joint
Agriculture and Natural Resources Symposium, Tabriz-Ganja, May 14 - 16.

Erhardt G. (1989). Evidence for third allele at the B-Lg locus of sheep and its occurrence in different
breeds. Anim. Gen., 20: 197 -204.

Garzon A, Martinez J. (1992). B-Lg in Manchega sheep breed. Relation with milk technological
indexes in handcraft manufacture of Manchego cheese. XXIII Int. Conf. Anim. Genet., Interlaken.

Kawasaki E.S. (1990). Sample preparation from blood, cell and other fluids. W: ,,PCR Protocols;
A guide to methods and applications”. Academic Press, New York, pp. 146 —152.

Lopez-Galvez G, Ramos M., Martin-Alvarez P., Juarez M. (1993). Influence of milk
protein polymorphism on cheese producing ability in the milk of Manchega ewes breed. Int. Dairy
Fed Seminar., Cork, pp. 167-173.

Mroczkowski S., Korman K., Erhardt G., Piwczyfski D., Borys B. (2004). Sheep milk
polymorphism and its effect on milk performance of Polish Merino. Arch. Tierz. Dummerstorf, 47:
114-121.

Piwczynhski D., Borys B., Mroczkowski S., Erhardt G, Jarzynowska A. (2002).
Charakterystyka polimorfizmu biatek mleka i cech mlecznosci merynosa polskiego i jego
mieszahcow z rasami plennymi. Pr. Mat. Zoot., 14: 151-161.

Reciol,Fernandez-Fournier A, Martin-AlvarezP.J, Ramos M. (1997). B-Lg polymor-
phism in ovine breeds: influence on cheese making properties and milk composition. Le Lait, 77:
259-265.



Polimorfizm B-laktoglobuliny u owiec 225

Russo V., Davoli R, Migliori L. (1981). Genetic polymorphism in milk proteins in Massa and
Sardinian ewes. Zoot. Nutr. Anim., 7: 421-428.

Schmoll F., Herget I, Hatzipanagiotou A, Tholen E., Wimmers K., Brem G,
Schellander K. (1999). Associations of B-lactoglobulin variants with milk production, milk
composition and reproductive performance in milk sheep. Wien. Tierarztl. Mschr., 86: 4-5.

Zatwierdzono do druku 28 IX 2006

ALDONA KAWECKA, ANNA RADKO
Genetic polymorphism of B-lactoglobulin in sheep
SUMMARY

The aim of the study was to characterize B-lactoglobulin polymorphism using the PCR-RFLP
method in Polish Mountain (PM) and East Friesian (EF) sheep utilized for milk. Blood samples collected
from PM and EF ewes were analysed. The PCR-RFLP method enabled accurate identification of B-LGB
polymorphism in the analysed animals. PCR reaction resulted in a DNA product of 103 bp. The PCR
product was digested with Rsal enzyme, which resulted in two bands of 66 and 37 bp for the AA
genotype during electrophoresis and a band of 103 bp for the BB genotype. All three bands were
observed in heterozygotes. Three genotypes (AA, AB and BB) were present in both groups. The
heterozygous AB genotype was found in over 50% PM sheep and in over 60% EF sheep. Among the PM
sheep population, AA and BB homozygotes occurred with the same frequency. Only one EF ewe had the
BB genotype. The use of the chi?test allowed a conclusion that both sheep populations were in a state of
genetic equilibrium in terms of Hardy-Weinberg law. In the next stage of the study, relationships
between certain genotypes and milk performance parameters will be investigated. The identification of
B-lactoglobulin polymorphism may give insights into the possible use of milk protein genes as potential
markers of milk production traits in sheep.

Key words: sheep, B-lactoglobulin, polymorphism, PCR-RFLP





