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ABSTRACT

The aim of this study in Laboratory of Molecular Genetic Research of Faculty of Agriculture
in LUA was oriented to the identification of a - lactoaloumin gene (a-LA) polymorphism and
to analysis of genotype structure in population of the dairy cattle in Latvia. As a research
material of 123 blood and 70 sperma cells samples from 7 breeds where used. The PCR
products were digested with the restriction enzyme Mnll. Alleles A and B of a-LA were
distinguished by Polymerase Chain Reaction and Restriction Fragment Length Polymorphism
(PCR — RFLP) analysis. Frequency of a-LA allele B is from 0.7073 to 0.9667. This research
is a novelty in Latvia.

KEY WORDS: cows, alfa — lactoalbumin, polymorphism, PCR.

IEVADS

Cilveku un liellopu piens atSkiras stikalu un kazeina proporcijas (aptuveni 60 : 40 cilvéku
piena un vidgji 20:80 liellopu piena) un specifisko proteinu proporcijas (Lien, 2003). Viens
stkalu proteiniem ir a —laktoalbumins (a-LA), kas ir monomeérisks kalciju saistoSs proteins,
sastada 25% no siikalu proteinu kop€ja daudzuma. a-LA darbojas ka regul€joSs komponents
enzimatiskaja sistéma, tas atbild par laktozes biosintézi piena dziedzera $iinas (Larson, 1979).
Slaucamas govis producé vidéji 1.2 mg/ml a-LA un 5% laktozes. a-LA ir divi genétiskie
varianti A un B. a-LA un ta hidrolizétam ir fiziologiskas funkcijas — stresa samazinaSana,
antimikrobiala ietekme. Ir pétjjumi par iespgamu o-LA Iidzdalibu BVL infekcijas
patogenézes mehanismos (Bojarojc-Nosowicz et al., 2008).

S1 pétijuma merkis — ar PCR - RFLP metodi izpétit siikalu proteina a-LA molekulari
genétisko polimorfismu un analizét genotipu struktiiru Latvijas govju populacijas. Sads
petijums veikts pirmo reizi Latvija. Darbs tapis pateicoties projekta Eiropas Sociala fonda
(ESF) projekta “Atbalsts LLU doktora studiju TistenoS$anai”’, Vieno$anas Nr. 04.4-
08/EF2.D1.13".

MATERIALS UN METODIKA

P&ttjuma izmantoti Latvijas brinas (LB) un Latvijas zilas (LZ) Skirnes genétisko resursu
programma ieklauto govju asins paraugi, ka ar1 Latvija audzeto HolSteinas melnraibas (HM),
HolSteinas sarkanraibas (HSr), un Danijas sarkanas (DS) govju 123 asins paraugi.
Sadarbojoties ar Siguldas MAS, pétijumam izmantojam 70 vaislas bullu spermas S§tnu
paraugus no LB, HM, HSr, DS, Zviedru sarkanraibas (ZSr), un Vacijas sarkanas (VS) skirnes
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dzivniekiem. Dzivnieki pétijumam izvéléti randomi. DNS izdaliSana veicam LLU LF
Molekularas genétikas pétijumu laboratorija (MGPL). DNS amplifikacija veicam, izmantojot
PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction and Restriction Fragment Length Polymorphism).
DNS praimeri veidoti péc Mao metodikas (1994).

Géna genétisko daudzveidibu analizéjam ka dialéla lokusa alé¢lu A un B sastopamibu
Latvija audz&jamo piena Skirnu govju populacijas. Analiz€jam So al€lu iekSpopulaciju un
starppopulaciju mainibu raksturojoSos populaciju genétiskos parametrus, ka genotipu un génu
biezumus, heterozigotates raksturojumus, noteicam novéroto heterozigotati (Hpo) UN
sagaidamo heterozigotati (Hsag) un izmantojam Sos datus iesp&jama inbridinga raksturojuma
(F) novértesanai, ka

F=( Hsag - Hnov) / Hsag-
Analizgjot iegiitos genotipu datus, noteicam genétiskas daudzveidibas raditajus ar TFPGA
programmas paketi (Tools for Population Genetic Analyses,Version 1.3 (Miller, 1997).

REZULTATI UN DISKUSIJA

a - LA g€na genétisko variantu jeb alélo formu A un B sastopamibas analizei izmantojam
6 Skirnpu 189 dzivnieku analizu rezultatus (1.tab.). Hardi- Veinberga genétiska lidzsvara
analize uzradija vairakuma skirnu populaciju labu sakritibu starp novéroto un p&c Hardi -
Veinberga algoritma prognoz&éto genotipu proporcijam. Zemaka ticamiba konstatSta
Holsteinas melnraibo govju populacija.

1. tabula/ Table 1
Latvijas govju populaciju Hardi-Veinberga lidzsvara testa rezultati 2012. gada
The results of Hardy — Weinberg Equilibrium of cattle populations in Latvia in 2012

Dzivnieku Genotips / Genotype Ticamiba
skaits BB AB AA Exact

Skirne | Numberof [ N P N P N P Probability

Breed animals ( Haldane,
1954)
LB 95 81 81.5158 | 14 | 12.9684 0 | 0.5158 1.0000
LZ 23 21 21.0435 2 1.9130 0 | 0.0435 1.0000
HM 41 18 20.5122 | 22 16.9756 1 3.5122 0.1251
HSr 11 9 9.0909 2 1.8182 0 | 0.0909 1.0000
ZSr 4 3 3.0625 1 0.8750 0 | 0.0625 1.0000
DS 15 14 14.0167 1 0.9667 0 | 0.0167 1.0000

Kopa 189 146 X 42 X 1 X X

Paskaidrojumi: LB- Latvijas briina; LZ- Latvijas zila; HM- Hol$teinas melnraiba; HSr- Hol$teinas sarkanraiba;
ZSr - Zviedrijas sarkanraiba; DS - Danijas sarkana; N-novérots; P — prognoze. Explanations: LB - Latvian
Brown; LZ- Latvian Blue; HM - Hostein Black and White; HSr - Holstein Red and White; ZSr - Swedish Red
and White; DS - Danish Red.; N — observed; P — expected.

Ka redzam (1., 2. tab.), a - laktoalbumina (a-LA) géna al€lu A un B biezumos
konstat§jam al€les B izteiktu parsvaru par aléli A visas analiz€tajas govju skirnu populacijas.
To nevar uzskatit par tieSas selekcijas efektu, jo nav zinams, ka kada audzetaju organizacija
veiktu tieSu a -LA al€les B izlasi, bet netiesa izlase, kopa ar génu dreifu neapSaubami ir
notikusi. Vienlaikus varam atzimét, ka redzamas izteiktas atSkiribas starp Skirnu populacijam.
Genotipa BB biezumi piecas analiz€tajas populacijas (2.tab.) ir robezas no 0.75 lidz 0.93,
Holsteinas melnraibas Skirnes populacija tas ir tikai 0.44.
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2.tabula / Table 2
a-LA genotipu analizes rezultati Latvijas govju populacijas 2012. gada
The results of a-LA genotypes in Latvia cattle populations in 2012

Dzivnieku | Genotipu bieZumi

5 skaits Frequency of

Skirne Number Genotypes

Breed of BB | AB | AA

animals

Latvijas briina / Latvian Brown (LB) 95 0,85 | 0,15 0
Latvijas zila/ Latvian Blue (LZ) 23 0,91 | 0,09 0
Holsteinas melnraiba / Hostein Black and White (HM) 41 0,44 | 0,54 | 0,02
Holsteinas sarkanraiba/ Holstein Red and White (HS) 11 0,82 | 0,18 0
Zviedrijas sarkanraiba / Swedish Red and White (ZS) 4 0,75 | 0,25 0
Danijas sarkana / Danish Red (DS) 15 0,93 | 0,07 0

Izteiktakas biezumu atskiribas novérojam heterozigota genotipa AB gadijuma: piecas
Skirn€s heterozigota genotipa biezums - robezas no 0.07 1idz 0.25, bet HM $kirng heterozigota
genotipa biezums - 0.54. Iemesli mums Sobrid nav zinami. Piecas analiz&to skirnu populacijas
a-LA géna al€les A biezums (3.tab.) ir robezas no 0.0333 lidz 0.125, bet HM Skirnes
populacija - 0.2927, jeb divas reizes augstaks ka minétajas piecas populacijas. HM Skirnes
populacija alélei A ir heterozigotu Tpatpu augstais Itmenis.

3. tabula/ Table 3
a-LA géna alélu bieZumu analize Latvijas govju (n = 189) populacijas 2012. gada
Analysis of a-LA polymorphism in cattle (n = 189) populations of Latvia in 2012

Skirne/ Breed LB LZ HM HS ZS DS

Dzivnieku skaits / Number of 95 23 41 11 4 15
animals

Algles A biezums / Frequency 0.0737 | 0.0435 |0.2927 |0.0909 |0.1250 | 0.0333
of allele A

Algles B biezums / Frequency 0.9263 | 0.9565 |0.7073 | 0.9091 | 0.8750 | 0.9667
of allele B

Heterozigotu biezums / 0.1474 |0.0870 | 0.5366 |0.1818 | 0.2500 | 0.0667
Frecuency of heterozygot

Analizes rezultati parada (3.; 4. tab.), ka ir nezinami iemesli, kas sekmé&jusi a-LA aléles B
biezumu palielinasanos un al€les A biezuma samazinasanos Latvija audzetajas piena govju
Skirpu populacijas. Redzam al€les B zemaku un aléles A augstaku Iimeni HolSteinas
melnraibas Skirnes populacija. Par minéto faktu uzzinajam no misu pétijjumu rezultatiem un,
ta ka Iidz Sim tamlidzigi pétijumi Latvija nav veikti, tad nevaram pateikt par procesa
lidzsingjo dinamiku laika. Heterozigotates analize (4. tab.) dod informaciju par analiz&jamo
populaciju genétisko struktiiru. Uz noveérotas un sagaidamas heterozigotates raditajiem balstita
inbridinga pakapes raditaja (F) lielumi visas analizétajas populacijas ir ar minus zimi, ko var
skaidrot ar inbridingam (homozigotacijai) pretéju izpausmi, proti, autbridingu. Par $o hipotézi
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iespéjams parliecinaties, veicot analizéto populaciju padzilinatu genealogisko analizi, kas
nebija paredz€ts patreizgja petjjuma uzdevumos.

4. tabula/ Table 4
a-LA géna biezumi heterozigotates analizei Latvijas govju populacijas (n = 189)
Analysis of a-LA gene polymorphism and heterozygosity in cattle populations of Latvia

(n=189)
Alélu biezums Heterozigotate
Skirne Frequency of alleles Heterozygosity E
Breed B A Hnov Hsag
Latvijas bruna (LB) 0,9263 0,0737 0,1474 0,1365 | -0,0795
Latvijas zila (LZ) 0,9565 0,0435 0,0870 0,0832 | -0,0455
Holsteinas melnraiba (HM) 0,7073 0,2927 0,5366 0,4140 | -0,2960
Holsteinas sarkanraiba (HS) 0,9091 0,0909 0,1818 0,1653 | -0,1000
Zviedrijas sarkanraiba (ZS) 0,8750 0,1250 0,2500 0,2188 | -0,1429
Danijas sarkana (DS) 0,9667 0,0333 0,0667 0,0644 | -0,0345

Paskaidrojumi: Hnov — novérota heterozigotate; Hsag — sagaidama heterozigotate (saskana ar Hardi-Veinberga
genétisko Iidzsvaru); F- inbridinga raksturojums (ar minus zimi tas faktiski raksturo autbridingu).

Analizgjot inbridinga raksturojumus atseviski nemtas analiz&to Skirnu bullu kopas (5.tab.)
konstatgjam, ka LB un HSr Skirgu bulliem F vért€jumi ir ar minus zimi (autbridings), bet HM
Skirnes bulliem F = 0.32 norada uz $o bullu augstu radniecibas pakapi.

5. tabula/ Table 5
a-LA géna biezumu izmantojums vaislas bullu heterozigotates analizei Latvija
Analysis of a-LA gene polymorphism and heterozygosity of breeding bulls in Latvia

Bullu Al€lu biezumi Heterozigotate
Skirne Skaits Frequency of Heterezygosity F
Breed Nummber alleles
of bulls B A Hnov | Hsag
Latvijas briina (LB) 19 0,9737 | 0,0263 | 0,0526 | 0,0512 | -0,0273
Holsteinas melnraiba (HM) 26 0,7308 | 0,2692 | 0,4615 | 0,6745| 0,3158
Holsteinas sarkanraiba (HSr) 9 0,8889 | 0,1111 | 0,2222 | 0,1975| -0,1251

Paskaidrojumi /Explanation: skatit zem 4. tabulas / under Table 4

Analizéta o-LA géna genétiskais polimorfisms (alélu A un B bieZzumi) govju Skirpu
populacijas deva iesp&ju novertét aplikoto govju populaciju genétiskos attalumus (1.att.) (p&c
Nei, 1972). Uz konstatéto genétisko attalumu pamata izdalijam tris Skirgu grupas: (1) LZ, DS
un VS (Angelnas sarkana); (2) LB, HSr un ZSr un (3) HM. Pirmaja grupa esosa LZ skirne
saglabajusi genétiskos sakarus ar LB (pastarpinati ari LZ) izveidoSana sakotng&ji lietotajam
divam galvenajam uzlabotajskirném: DS un Angelnas sarkano (tagad VS) skirni.

Otras grupas Skirne LB pastiprinajusi genétiskos sakarus ar HSr un ZSr skirni. Treso
grupu parstav tikai HM skirne, kas Latvija giist aizvien lielaku izplatibu un, kas ar1 péc a - LA
genétiska satura atSkiras no Latvija tradicionali audz@€tajam piena razoSanas virziena govju

skirném.
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Figure 1.Genetic distances of dairy cattle (n=193) breeds in Latvia, a polymorphism of
aLA

Paskaidrojumi / Explanations: 1. LB; 2. LZ; 3. HM; 4. HSr; 5. ZSr; 6. DS; 7. VS.

SECINAJUMI

1. Latvija audzgjamo govju Skirnu populacijas a - laktoalbumina (o - LA) géna biezak

2.

3.

sastopama ir aléle B, kuras biezums konstat€ts robezas no 0.7073 lidz 0.9667.

Piecas Latvija audzeéto govju skirnu populacijas aléles A biezums ir robezas no 0.0333
11dz 0.125, HolsSteinas melnraibas Skirnes populacija 0.2927.

Analizétajas populacijas konstat€jam noverotas heterozigotates (Hnov) parakumu par
prognozeéto heterozigotati (Hsag) - norade uz autbridingu populacijas. Izpémums -
Holsteinas melnraibas skirnes bulli ar F = 0.32, kas norada uz bullu augstu genétiskas
lidzibas pakapi.

Septinas govju Skirpu populacijas (n =193), novértgjot govju populaciju genétiskos
attalumus péc a-LA géna genétiska polimorfisma (alélu A un B biezumi), izdalijas tris
Skirgu grupas: (1) LZ, DS un VS (Angelnas sarkana); (2) LB, HSr un ZSr un (3) HM.
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