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Abstract. The study involved 859 Polish Holstein-Fresian var. Black-and-White cows. The
kappa-casein (CASK) genotypes were determined using PCR (Polymerase Chain Reaction)
method. It was found that allele of CASK” had occurred more frequently than allele of CASK® in
all analyzed lactations of Polish Holstein-Fresian cows. It was also found that cows with the
CASK AA genotype had a higher milk yield than cows with CASK BB genotype. The differences
were significant (P < 0.01) in the second lactation. The highest milk protein content and fat
content for the three analyzed lactations were recorded for the CASK BB genotype. The
differences were significient (P < 0.01, P < 0.05) in the second lactation and the third lactations.
Milk with a higher contents protein in cows with CASK BB genotype is a better material in
technological usefulness.
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WSTEP

Biatko jest sktadnikiem mleka, ktdre odgrywa najwazniejszg role w jego przetworstwie.
Dwie grupy biatek determinujg cechy mleka i przydatnosé technologiczng: cztery frakcje
kazein (CSN1S1, CSN1S2, CSN2 and CASK) i biatka serwatki (BLG and LALBA).

Polimorfizm biatek mleka i ich warianty genetyczne sg determinowane przez wiele alleli,
czyli obecnosé dwéch lub wiecej alleli w jednym locus (Litwinczuk i in. 2003). W ten sposob
tworzone sg warianty genetyczne, ktére roznig sie sekwencjg aminokwasowg. Zmiany te
majg istotny wptyw na sktad i wkasciwosci mleka jako surowca.

Najczesciej wyréznia sie trzy warianty CASK: AA, AB i BB. Mleko pochodzace od krow
o genotypie CASK BB ma wyzszg zawartos¢ biatka catkowitego i kazeiny (Bartowska i in. 2000).
Co wiecej, allel CASK® zwieksza zawarto$é ttuszczu, poprawia stabilno$é miceli kazeinowych
i zwieksza wydajnos¢ sera (Jacob i Puhan 1992, Kaminski 1994).
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Badania nad polimorfizmem biatek mleka sg na tyle wiarygodne, ze mozna wprowadzi¢
do praktyki hodowlanej genetyczne warianty biatek mleka jako parametr selekcyjny. CASK
jest biatkiem, ktérego warianty polimorficzne zwigzane sg z wydajnoscig i skladem mleka
kréw, stad celowos¢ prowadzenia badan nad tym biatkiem. Wiele stacji zajmujgcych sie
inseminacjg bydta mlecznego w Europie, w Polsce, a takze w Ameryce Potnocnej umieszcza
genotypy (CSN2, CASK, BLG) kazdego buhaja jako marker genetyczny w katalogach
buhajow (Zieminski i in. 2005, Litwinczuk i in. 2006).

Kappa-kazeina jest frakcjg biatek mleka, ktéra wzbudza najwieksze zainteresowanie,
poniewaz jej warianty genetyczne zwigzane sg z wydajnoscig mleczng i przydatnoscig mleka
w produkcji seréw (Litwinczuk i in. 2006).

Celem pracy byto ustalenie frekwencji genéw i genotypéw determinujgcych warianty
kappa-kazeiny u krow rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej odmiany czarno-biatej oraz ustalenie
zwigzku miedzy cechami mlecznosci (wydajnoscia mleczng, wydajnoscig biatka i tluszczu,
zawartoscig biatka i thuszczu) a polimorfizmem w locus genu kappa-kazeiny (CASK).

MATERIAL | METODY

Badania przeprowadzono na 859 krowach rasy polskiej holsztyrisko-fryzyjskiej odmiany
czarno-biatej. Krew do badan pobrano z zyly szyjnej zewnetrznej do probowek prozniowych
zawierajgcych antykoagulant EDTA, wykorzystujac zestaw MasterPure™ Genomic DNA
Purification Kit firmy Epicentre Technologies. Genotypy kappa-kazeiny (CASK) oznaczono
metodg PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction-Restricted Fragments Lenght Polymorphism)
wg metodyki Kaminskiego (1993). Uzyskane fragmenty DNA trawiono za pomocag enzymu
restrykcyjnego Hindlll (a | agctt) firmy Fermentas. Fragmenty restrykcyjne rozdzielono
elektroforetycznie w 2-procentowym zelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny w obecnosci
buforu 1*TBE i zwizualizowano w transiluminatorze firmy Vilber Lourmant.

Analize wydajnosci mlecznej przeprowadzono na podstawie wynikdw oceny uzytkowo$ci
mlecznej metodg A4, uwzgledniajgc wydajnos¢ mleka, ttuszczu i biatka (w kilogramach) oraz
procentowg zawartos¢ w mleku tluszczu i biatka.

Dane poddano analizie statystycznej, obliczajagc s$rednie wartosci (x), odchylenie
standardowe (S). Roznice istotne statystycznie okreslono za pomoca testu Duncana,
wykorzystujac program Statistica® PL (StatSoft, Inc 2010).

WYNIKI | DYSKUSJA

Na rysunku 1 przedstawiono uzyskany obraz elektroforetyczny rozseparowanych
fragmentéw restrykcyjnych CASK/Hindlll. Uzyskano specyficzne produkty reakcji PCR o diugosci
271 par zasad (pz). W badanym stadzie bydta mlecznego stwierdzono obecnos¢ dwdch alleli
genu kappa-kazeiny (CASK” i CASK®) oraz trzech genotypéw (AA, AB i BB) (rys. 1).

W badaniach wtasnych stwierdzono zdecydowang przewage allelu A nad allelem B we
wszystkich analizowanych laktacjach. Frekwencja allelu CSN3” byta najwyzsza w pierwszej
laktacji (0,831), dla allela CSN3® wynosita (0,169). Podobne wyniki uzyskali Litwinczuk i in. (2006),
Botaro i in. (2009) oraz Molee i in. (2011).
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M 1 2 . 4 - 6 M

271 pz (bp)
182 pz (bp)

89 pz (bp)

M — marker wielko$ci DNA (pUC19/Mspl); tory 1, 2 — genotyp AA,; tory 3, 4 — genotyp AB; tory 5, 6 — genotyp BB;
pz — par zasad.

M — DNA size marker (pUC19/Mspl); lanes 1, 2 — genotype AA; lanes 3, 4 — genotype AB; lanes 5, 6 — genotype
BB; bp — base pair.

Rys. 1. Elektroforetyczny rozdziat fragmentow restrykcyjnych CASK/Hindlll genu kappa-kazeiny bydta
Fig. 1. Electrophoretic restriction fragments CASK/Hindlll of bovine kappa-casein gene

W badaniach Botaro i in. (2009) frekwencja genotypow AA, AB i BB kappa-kazeiny
wynosita odpowiednio 66,83, 31,84 i 1,33% dla bydfa rasy holsztynskiej oraz 71,38, 27,90
i 0,72% dla bydfa rasy Girolando. Allel A wystepowat czesciej niz allel B w przypadku obu
ras, zarowno holsztynskiej (A = 0,827 i B = 0,173), jak i Girolando (A = 0,853 i B = 0,147).
Analizujgc krowy o réznym udziale genéw rasy hf: G1 < 87,5% i G2 > 87,5% zaobserwowano
wyzszg frekwencje allelu A w obu grupach: G1 (A = 0,755 i B = 0,208) i G2 (A = 0,771
i B =0,180) — (Molee i in. 2011). Anggraeni i in. (2010), badajac krowy rasy holsztynsko-
-fryzyjskiej z regionéw zachodniej Jawy stwierdzili, ze allel CASK” wystepowat czesciej (0,64)
niz allel CASK® (0,36). Doosti i in. (2011) odnotowali réwniez, ze allel A wystepowat cze$ciej
niz allel B u rasy holsztynskiej i rodzimej iranskiej. U bydta holsztynskiego frekwencja alleli
wyniosta: A = 59% i B = 41%, natomiast u drugiej rasy odpowiednio — 81 i 19%.

Przeprowadzone badania wykazaty (tab. 1), ze genotyp CASK AA wystepowat najczesciej.
Najwyzszg frekwencje genotypu CASK AA zaobserwowano w grupie pierwiastek (69%).
Wyniki wczesniejszych badan Sitkowskiej i in. (2008) oraz Botaro i in. (2009) sa podobne.
Z drugiej strony wyniki badan Micinskiego i in. (2008) oraz Anggraeni i in. (2010) pokazuja,
ze to genotyp heterozygotyczny CASK AB wystepowat najczesciej (odpowiednio 56,25
i 65%). W niniejszym badaniu genotyp CASK BB wystepowat z najnizszg frekwencjg we
wszystkich analizowanych laktacjach (tab. 1), co znajduje potwierdzenie w badaniach
Sitkowskiej i in. (2008), Micinskiego i in. (2008) oraz Botaro i in. (2009).
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Tabela 1. Frekwencja alleli i genotypdw polimorficznych kappa-kazeiny u kréw rasy polskiej holsztynsko-
-fryzyjskiej
Table 1. Kappa-casein allels and genotypes frequencies in PHF cows

Liczba genotypéw Frekwencja
Laktacja Genotypy Nugmberyp Frequency
Lactation Genotypes of genotypes genotypu genu
genotype gene
AA 231 0,691 _
| AB 95 0,280 AN
BB 13 0,028 e
AA 190 0,667 _
Il AB 84 0,299 g‘ ; 8?;;
BB 10 0,034 ’
AA 154 0,652 _
11l AB 73 0,311 g‘ ; 8?8;
BB 9 0,037 '

Wyniki wskazujg tendencje wzrostu wydajnosci mlecznej kréw o genotypie CASK AA (tab. 2).

Tabela 2. Wydajnos$é mleka i jego sktad w zaleznosci od genotypu CASK w laktacjach 305-dniowych
Table 2. Milk yield and composition depending on CASK genotype in 305-day lactations

Laktacja | ’ "
Lactation
Genotypy CASK
Genotypes CASK AA AB BB AA AB BB AA AB BB
Cecha — Trait

6299,8

Mieko, kg X 6572,0 6329,3 7560,2" 7126,0" 7054,7 70011 71381 6983,0

Milk, kg s 8120 1014 1524 5 12374 12251 12290 1183,1 1153,8 1185,2
Ttuszcz, kg X 2701  259,0 260,2 331,1 314,3 313,2 294,0 299,9 2954
Fat, kg s 45,1 6,1 47,8 63,1 61,9 62,0 54,0 53,9 54,0
Biatko, kg x 2228 2165 216,7 263,1 2487 248,3 229,6 2354 234,6
Protein, kg s 32,4 3.2 39,6 49,5 48,3 48,5 42,4 42,2 38,9
Thuszcz, % x 4,11 4,09 4,13 4,38" 4,41 4,44" 4,20 4,20 4,23
Fat, % S 0,38 0,06 0,32 0,38 0,39 0,39 0,28 0,29 0,32
Biatko, % X 3,39 3,42 3,44 3,48 3,49 3,52 3,28° 3,30 3,36°
Protein, % s 0,19 0,02 0,16 0,29 0,29 0,29 0,24 0,24 0,25

A — réznica istotna na poziomie P < 0,01 — A — statistically significiant difference at P < 0.01.
a — roéznica istotna na poziomie P < 0,05 — a — statistically significiant difference at P < 0.05.

Najwyzszg wydajnos¢ uzyskano od krow o genotypie CASK AA w drugiej laktacji (7560,2 kg)
i roznita sie ona istotnie na poziomie (P < 0,01) od heterozygot CASK AB (7126,0 kg).
Podobne wyniki uzyskali Micinski i in. (2008), analizujac zalezno$¢ miedzy genotypem
kappa-kazeiny a wydajnoscig kréw rasy holsztynsko-fryzyjskiej. Najnizszg wydajnoscig we
wszystkich trzech laktacjach cechowaty sie krowy homozygoty CSN3 BB. Heterozygoty
CSN3 AB wykazywaty wydajnos¢ na poziomie posrednim. Rezultaty innych badan takze
potwierdzajg uzyskane wyniki — zwierzeta o genotypie AA charakteryzowaty sie najwyzszg
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wydajnoscig mleka — Litwinczuk i in. (1996), Strzatkowska i in. (2002), Micinski i in. (2008),
Sitkowska i in. (2008). Wedtug Walawskiego i in. (1994), Tsiaras i in. (2005) oraz
Zieminskiego i in. (2005) to genotyp AB byt zwigzany z najwyzszg wydajnoscig mleka.

Krowy o genotypie CASK AA charakteryzowaty sie najwieksza wydajnoscig tluszczu
i biatka w pierwszej (odpowiednio 270,1 i 222,8 kg) i drugiej laktacji (odpowiednio 331,1
i 263,1 kg). Jednak w trzeciej laktacji krowy o genotypie AB charakteryzowaty sie najwiekszg
wydajnoscia tluszczu i biatka (odpowiednio 299,9 i 235,4 kg).

W badaniach Litwinczuka i in. (2006) podobnie najwyzszg wydajnos¢ ttuszczu i biatka
stwierdzono u kréw o genotypie AA (odpowiednio 203,4 i 160,0 kg). Inne wyniki uzyskali
Strzatkowska i in. (2002). Najwyzszg wydajnosc¢ ttuszczu uzyskano w grupie krow o genotypie
BB (27,7 kg). Wykazano réznice istotne statystycznie (P < 0,01) pomiedzy analizowanymi
genotypami (AA, AB i BB). Z badan Zieminskiego i in. (2005) wynika, ze najwyzsza wydajnoscig
tluszczu i biatka charakteryzowaty sie krowy o genotypie AB (odpowiednio 297,0 kg i 224,2 kg).
Takze Tsiaras i in. (2005) podajg, ze heterozygoty AB produkowaly o 21 kg biatka wiecej,
przy wyzszej o 0,08% jego zawartosci w porownaniu do homozygot AA. Podobne zaleznosci
obserwowano w przypadku tluszczu mleka — krowy o genotypie AB produkowaty o 24 kg
ttuszczu wiecej przy wyzszej jego zawartosci (o 0,04%) niz krowy o genotypie AA.

Analizujgc zawartos¢ ttuszczu w mleku (tab. 2) wykazano istotne réznice pomiedzy
genotypami kappa-kazeiny: BB (4,44%) i AA (4,38%) w drugiej laktacji (P < 0,01). Najwyzszg
zawartos¢ biatka stwierdzono u krow o genotypie BB we wszystkich analizowanych
laktacjach (tab. 2). Réznice miedzy genotypami AA (3,28%) i BB (3,36%) okazaly sie istotne
(P < 0,05) w trzeciej laktacji. Podobne wyniki uzyskali Zieminski i in. (2005). Cytowani autorzy
najwyzszg zawartos¢ biatka (3,36%) i ttuszczu (4,39%) odnotowali u kréw z genotypem BB.
Otrzymane wyniki znajdujg potwierdzenie w badaniach innych autoréw, m.in.: Bartowskiej
i in. (2000), Strzatkowskiej i in. (2002), Felenczaka i in. (2006) oraz Micinskiego i in. (2007).

Natomiast Litwinczuk i in. (1996) podaja, ze najwiekszg procentowg zawartosciag ttuszczu
charakteryzowato sie mleko krow heterozygot AB, w poréwnaniu z homozygotami BB
(P < 0,05). Najwyzszy udziat sktadnikéw podstawowych dla heterozygotycznego genotypu
AB u krow rasy hf uzyskali Molee i in. (2011), odpowiednio 3,75% ttuszczu i 3,19% biatka.
Podobne wyniki otrzymali Sitkowska i in. (2008). U cytowanych autoréw heterozygoty AB
cechowaly sie najwiekszg procentowg zawartoscig ttuszczu (4,34%) i biatka (3,26%).
Natomiast Felenczak i in. (2006) dla genotypu CASK AB stwierdzili posrednie zawartosci
biatka, a i genotypy BB i AB uwazajg za korzystniejsze dla tej cechy.

WNIOSKI

Stwierdzono, ze krowy z genotypem CASK AA charakteryzowaty sie najwyzszg
wydajnoscig mleka. W zakresie tej cechy obserwowano miedzy genotypami rdéznice istotne
(P = 0,01) w drugiej laktacji. Genotyp CASK BB zwigzany byt z najwyzszg zawartoscig
ttuszczu i biatka we wszystkich analizowanych laktacjach. W drugiej i trzeciej laktacji roznice
zostaty potwierdzone statystycznie (P < 0,01 i P < 0,05). Biorgc pod uwage wyzszg zawartos¢
biatka w mleku krow o genotypie BB mozna uznac, ze stanowi surowiec bardziej przydatny
do produkgji serow w aspekcie technologicznym i ekonomicznym.
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