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Abstract. The study was organized in Laboratory of Molecular Genetic Research of Faculty of
Agriculture of Latvia University of Agriculture to identify p-lactoglobulin (LGB) gene alelles
A and B, and to analyse the genotype structure in population of the dairy cattle in Latvia.
LGB is a very important protein in the milk of cattle and it plays a role in the milk quality and
also in coagulation, an important process for cheese and butter making. 292 samples of blood
and 82 samples of semen were taken from living individuals of the different breeds and ages.
For the digestion of PCR products the restriction enzyme Haelll was used. Alleles A and B
of B-lactoglobulin were genotyped by Polymerase Chain Reaction and Restriction Fragment
Length Polymorphism (PCR — RFLP) analysis for the cattle breeds of Latvia. The results
obtained: frequency (n=374) of LGB allele A was 0.239, frequency of LGB allele B was 0.761.
Key words: milk, dairy cattle, B — lactoglobulin, polymorphism, PCR — RFLP.

Ievads

Beta-laktoglobulins (LGB) ir viens no lielakajiem vajpiena proteiniem, sastadot vairak
neka 50% no kopgja vajpiena proteinu daudzuma. LGB atrasts govju un citu atgremotaju
dzivnieku piena, ka ari neatgremotajiem — ctikam, zirgiem, suniem, delfiniem, valiem, bet LGB
nav atrasts cilvéku un grauzéju piena (Hambling et al., 1992). LGB genétiskie varianti ietekmé
govju piena sastavu, govju produktivitati, piena produktu un siera razoSanu (FitzGerald,
Hill, 1997; Kubarsepp et al., 2005). Pirmo reizi par LGB genétisko mainigumu zinots pirms
57 gadiem (Aschaffenburg and Drewry, 1955). LGB ceturtaja eksona determing divi alélie
varianti A un B. Kopuma pasaulé Bos ginti izdaliti un aprakstiti 11 LGB genétiskie varianti (A,
B,C,D, E, F, G, H, 1, ], W), apkopota to nomenklattira (Farrell Jr. et al., 2004). LGB sekvence
sastav no 162 aminoskabém (Hambling et al., 1992) un galvenas al€les ir A un B, kuras pétitas
pasaulé. P&tijuma izvélgjamies izp&tit LGB polimorfismu arT Latvijas govju populacija. Sads
pétijums veikts pirmo reizi Latvija.

Materiali un metodes

Pétjjumu veicam LLU LF Molekularas genétikas pétijjumu laboratorija Jelgava laika
no 2010. gada septembra lidz 2011. gada martam. P&tijumam izmantojam (1. tab.) dazadu
skirpu 292 slaucamas govis, tas izvelgjamies randomizéti, ka ari 82 vaislas bullu spermas $tinu
paraugus no Siguldas Valsts maksligas aps¢klosanas stacijas (VMAS).

Asins paraugi no govju jugularas vénas pemti sterilos vakutaineros ar K3-EDTA un
uzglabati pie -20 °C. Spermas §linu paraugi — sterilas pajetés, uzglabati skidraja slapekli. DNS
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ekstragéts, lietojot QTAGENE DNeasy Blood @ Tissue kit (ASV) uz jaunakas tehnologijas
iekartas QIAcube no QIAGEN (ASV). Beta-laktoglobulina génu identificgjam, pielietojot PCR-
RFLP metodiku (Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism)
pec J.F. Medrano un E. Aguilar-Cordova (1990) un N. Strzalkovskas (Strzalkowska et al.,
2002), veicot modifikacijas.

1. tabula
Pétijuma izmekléto piena liellopu Skirnes Latvija (2011. g.)
Dzimums Mjg;e' HM | HS | ZSR | DS | VS | LB | LZ | OB | Kopa
. skaits 28 9 3 17 4 21 0 0 82
Bulli
% 34 11 4 21 5 26 0 0 100
. skaits 33 3 0 30 0 | 216 1 9 292
Govis
% 11 1 0 10 0 74 0 3 100

Piezime: LB — Latvijas Briina; HM— Holsteinas Melnraiba; HS — HolSteinas Sarkanraiba; DS — Danijas
Sarkana; LZ — Latvijas Zila; VS — Vacijas Sarkana; OB — Svices; ZSr —Zviedrijas Sarkanraiba.

Amplifikacija veikta ar Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler. DNS praimeri PCR
amplifikacijai veidoti péc J.F. Medrano un E. Aguilar-Cordova (1990). PCR apstradati ar
Haelll endonukleazi péc razotaja rekomendacijas protokola (Fermentas). DNS fragmentu
vizualizacijai elektroforéze veikta 4% agarozes géla, lietojot Cleaver Scientific Ltd Multi
SUB midi elektroforézes iekartu, ieglitie rezultati nolasiti pie UV starojuma transiluminatora.
Alglu frekvences kalkulétas, lietojot diallo lokusu ekspresiju, ka arT izmantojam Microsoft
Office Excel 2007 standarta programmu, bet precizitates parbaudei izmantojam M.P. Millera
izstradato Windows® datorprogrammu allozimu un molekularo populaciju gengtisko datu
analiz€m TFPGA (Tools for Population Genetic Analyses) programmas versiju 1.3 (Miller,
1997). Alglu frekvences novértéjam, izmantojot vienkarSotu alélu skaitiSanu péc Hardi —
Veinberga (HW) lidzsvara noteik3anas sistémas (Falconer et al., 1996).

Rezultati un diskusija

Al€lu noteikSana vadijamies no ta, ka specifiskie praimeri veido 247 bp DNS fragmentus.
Restriktaze Haelll $ke] noteiktos posmos — ja ir aléle A, tad Skelas 2 posmi: 99 bp un 148 bp;
bet —ja ir al€le B, tad skelas 2 posmi: 74 bp un 99 bp.

P&tijuma laika veicam LGB genotipu sadalfjuma salidzinasanu starp 82 Siguldas VMAS
izmekl&tajiem vaislas bulliem un 292 Latvija audz&tam slaucamam govim (2. tab.).

Vaislas bulliem LGB genotipa AA frekvence ir par 0.11 augstaka (0.13 jeb 11 bulliem, kas
ir 13% no kopgja bullu skaita) péc HW lidzsvara, neka tas ir govim (0.03 jeb 7 govim, kas ir
3% no kopgja govju skaita). Tapat vaislas bulliem arT LGB genotipa AB frekvence ir par 0.04
augstaka (0.41 jeb 34 bulliem, kas ir 41% no kopgja bullu skaita) peéc HW lidzsvara, neka tas
ir govim (0.37 jeb 109 govim, kas ir 37% no kopgja govju skaita).
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2. tabula
p-laktoglobulina genotipu sadalijums piena $kirnu liellopu populacijas, 2011. g.
. Dzivnieku skaits péc genotipa _
Dzimums A AB BB Kopa
Bulli (skaits) 11 34 37 82
Bulli (%) 13 41 45 100
Govis (skaits) 7 109 176 292
Govis (%) 3 37 60 100
Kopa (skaits) 18 143 213 374

Piezime: AA — LGB genotips AA; AB — LGB genotips AB; BB — LGB genotips BB.

Turpreti vaislas bulliem LGB genotipa BB frekvence ir par 0.15 zemaka (0.45 jeb 37
bulliem, kas ir 45% no kopgja bullu skaita) peéc HW lidzsvara, neka tas ir govim (0.60 jeb 176
govim, kas ir 60% no kopgja govju skaita). Analiz&jot kop&jo izmekl&to dzivnieku skaitu pec
LGB genotipu frekvencém, izmantojot Hardi — Veinberga (HW) lidzsvara analizi, ieguvam
sekojoso (3. tab.): LGB AA genotipa frekvence — 0.05, LGB AB genotipa frekvence — 0.38,
LGB BB genotipa frekvence — 0.57, bet al€lu frekvences: alélei A ir 0.239, bet alélei B —0.761.

3. tabula
p-laktoglobulina (BLG) genotipu un alélu bieZumi Latvija audzéto
piena Skirnes liellopu populacijas, 2011. g.

Rezultati
Gel;ﬁ_:llg; un n Frekvencu biezumi n
De facto | De facto HW +/- péc HW
AA 18 0.05 0.06 -0.01 22 4
AB 143 0.38 0,36 0.02 136 -7
BB 213 0.57 0.58 -0.01 216 3
Kopa 374 1.00 1.00 - 374 -
A (p) - - 0.239 - - -
B(q) - - 0.761 - - -

Piezime: n - gadijumu skaits; p — LGB. aléles A biezums; q — LGB al€les B biezums,
HW — Hardi — Veinberga genétiska lidzsvara vertgjums.

Novirzes no HW lidzsvara ir nelielas un tas nav statistiski biitiskas. Tapat pétijuma salidzinajam
(4. tab.) savus analitiskos rezultatus par LGB alélem A un B ar Igaunijas zinatnieku
publicétajiem p&tijjumu rezultatiem (Varv et al., 2009).
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4. tabula
LGB géna alélu frekvencu salidzinajums Igaunijas (Varv et al., 2009)
un Latvijas govju populacijas, 2011. g.

Skirne Skaits LGi aléles un to frekv};nces
Igaunijas vietgja 40 0.188 0.813
Igaunijas sarkana 40 0.138 0.863
Igaunijas HolSteinas 42 0.319 0.681
Latvijas Briina 237 0.183 0.817
Latvija audzeta Holsteinas (HM) 61 0.444 0.556

Ka Latvijas, ta arT Igaunijas govju populacijas uzradija LGB al€les B domingjosu stavokli,
it Tpasi viet§jo Skirnu govim (Latvijas briina - 0.817, Igaunijas vietgja - 0.813, Igaunijas
Sarkana - 0.863). Turpreti HolSteinas melnraibo govju populacija LGB algles B frekvence ir
zemaka: [gaunija audzetaja HM skirnes populacija (0.681) un ar1 Latvija audz&taja HM Skirnes
populacija (0.556). Pec pasaulé veiktajiem p€tijumiem secinam, ka LGB al€le B doming Bos
indicus liellopiem vairak neka Bos taurus liellopiem.

Secinajumi

1. Izmeklgjot Latvija audz€to govju populacijas DNS paraugus (n = 374) konstatgjam, ka
LGB alélu A un B frekvences ir 0.239 un 0.761.

2. Latvija audz&to govju populacijas LGB genotipu AA, AB, and BB frekvences
(n = 374, 0.06, 0.36, 0.58) atbilst Hardi — Veinberga Ilidzsvara proporcijam:
(0.239 +0.761)2=0.06 + 0.36 + 0.58, un populacija ir genétiska lidzsvara.

3. lemesli, kapec LGB alele B doming Latvija audz&to govju populacija, paslaik nav zinami,
$ads petijums veikts pirmo reizi Latvija.
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