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ABSTRACT

Detection of recessive mutations that causes complex vertebral malformation (CVM) and bovine leukocyte adhesion
deficiency (BLAD) in Holstein cattle is especially required for bulls, which are used for artificial insemination (A.L);
these enable elimination of carriers from the A.I. programs and therefore prevent transmission of unwanted mutations
to a large number of offspring. Some breeders are also interested in the identification of carriers of recessive allele for
red and white coat colour (Red factor). Here, we performed genetic tests for detection of mutations associated with
CVM, BLAD and Red factor using methods previously reported or modified methods. Analysis of Holstein bulls,
which were recommended for A.I in Slovenia in the years 2007 and 2008, revealed four (10 %) carriers of CVM, and
two (5.4 %) carriers of red gene, while all bulls were non-carriers of BLAD.
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1ZVLECEK

Pri bikih, ki so namenjeni za osemenjevanje, je zazelena detekcija mutacij povezanih s CVM (prirojena kompleksna
vreten¢na anomalija) in BLAD sindromom (odsotnost sposobnosti obrambe levkocitov), ker s pravo¢asnim izlocanjem
nosilcev, lahko preprecimo prenos nezazelenih mutacij na veliko stevilo potomcev. V interesu nekaterih rejcev je tudi
identifikacija nosilcev recesivnega alela za rdece-belo barvo dlake (Red factor). V tem delu smo izvedli detekcijo
mutacij povezanih s CVM in BLAD oz. rdeco-belo barvo dlake (Red factor) z genetskimi testi po Ze znanih metodah
oz. s spremenjenimi metodami. Rezultati analize vzorcev plemenskih bikov ¢rno-bele pasme, ki so bili priporoceni
za osemenjevanje v Sloveniji v letih 2007 in 2008 so bili naslednji: stirje biki (10 %) so nosilci mutacije, ki povzroca
CVM, dva bika (5,4 %) sta nosilca alela za rdeco barvo, medtem ko so vsi biki prosti mutacije, ki povzroca BLAD.

Kljuéne besede: govedo, genetski test, SLC35A3, CD18, MC1-R
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Complex vertebral malformation (CVM) and bovine
leukocyte adhesion deficiency (BLAD) are recessively
inherited diseases in Holstein cattle [1, 7]. They are both
lethal for homozygous calves (nn) while the heterozygous
carriers (Nn) are healthy. When the carries are used for
ALl these disorders can be transmitted to a large number
of offspring.

CVM is caused by a point mutation from G to T at
nucleotide position 559 (G559T) of the SLC35A3 gene
[11]. Two genetic tests were developed for genotyping
of SLC35A3 G559T substitution: AS-PCR (the allele-
specific polymerase chain reaction), and PCR-PIRA
(polymerase chain reaction-primer introduced restriction
analysis) for which, two mismatch primers were
designed in order to introduce artificial restriction site
for EcoT22I and Pstl [8]. In this work we performed
genetic test for detection of SLC35A3 G559T mutation
by PIRA-PCR method (Fig. 1) or by sequence analysis.
PIRA-PCR was performed using Pstl primers by
method previously described [8]. After the overnight
digestion with Pstl restriction enzyme, DNA fragments
were separated by 2 % agarose gel electrophoresis
(Fig. 1). For sequence analysis, we designed two novel
primers (5’-TGTAATCCCCAGGAATGGAA and 5’-
AAGCCACTGGAAAAACATGC), which amplify 219
bp DNA fragment.

BLAD is associated with the point mutation G383A
of the bovine CDI18 gene [10]. For genotyping of this
mutation different PCR-RFLP methods have been
developed; according to the first method [10] primers
generate 58 bp PCR products and according to the
second method [4] primers generate 343 bp PCR
products. Fragments were cleaved either with Taql
or with Haelll restriction enzyme. In this work we
performed PCR-RFLP analysis using slightly modified
primers (5’-CCTGCATCATATCCACCAG and 5’-
GTTTCAGGGGAAGATGGAG) from the second
method [4]. After the overnight digestion with Haelll
restriction enzyme, DNA fragments were separated by
3.5 % agarose gel electrophoresis (Fig. 1). The same
primers were also used for sequence analysis (Fig. 2).
MCI1-R gene (extension (E) locus) has a major function
in the regulation of black (eumelanin) versus red
(pheomelanin) pigment synthesis within melanocytes
[3]. Several alleles were postulated at the E-locus, among
them are EP for dominant black and e for recessive red
coatcolour[5, 9]. A point mutation T296C in the dominant
allele EP gives black coat colour, whereas in the recessive
allele e, a deletion of guanine in the position 310 leads
to the frameshift and a predicted protein of 155 aa [9].
In this work, our genetic test was limited to genotyping
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of MC1-R T296C mutation. We designed a novel set of
primers (5’-TGTCTGACTTGCTGGTGAGC and 5’-
ATGGAGATGTAGCGGTCCAC) for PCR amplification
of 193 bp DNA fragment. After the overnight digestion
with Ssil (Acil) restriction enzyme, DNA fragments were
separated by 3.5 % agarose gel electrophoresis (Fig. 1).
The same primers were also used for sequence analysis.
First, 16 bulls were non-randomly selected to test the
methods. The results of genetic tests were in agreement
with the expected results. Second, Holstein bulls (n=41
for CVM; n=39 for BLAD and n=37 for Red factor) which
were recommended for A.L. in Slovenia in the years 2007
and 2008 were genotyped. DNA analysis revealed four
(10 %) carriers of CVM, and two (5.4 %) carriers of red
gene, while all bulls were non-carriers of BLAD.

uvoD

Vse vecja globalizacija v govedoreji prinasa tudi
povecevanje stopnje sorodnosti v populaciji, s ¢imer
se poveCuje nevarnost pojava genetskih napak. Z
osemenjevanjemnamrec¢ v populacijo lahko hitro vnesemo
okvarjen gen, ki nam v kasnejSih generacijah povzroca
veliko gospodarsko Skodo. Temu se povsem seveda ni
moc¢ izogniti, lahko pa Skodo zmanjSamo s pravocasno
identifikacijo in izloCanjem prenaSalcev okvarjenih
genov. Genetske napake odkrivamo na dva nacina. Prvi je
spremljanje dogajanj na nivoju fenotipa, drugi na¢in pa je
odkrivanje s pomocjo analize DNK. Kadar gre za napake,
ki so posledica recesivnih mutacij, so na fenotipskem
nivoju opazne samo pri recesivnih homozigotih (nn).
Medtem ko jih na nivoju DNK, lahko detektiramo tudi pri
heterozigotih (Nn); torej pri moznih prenasSalcih mutacij
v naslednje generacije. Njihova detekcija je Se posebej
pomembna, kadar gre za mutacije povezane z boleznimi,
ki so letalne za recesivne homozigote. Pri ¢rno-beli pasmi
sta to predvsem CVM in BLAD sindrom. Pri bikih, ki
SO namenjeni za osemenjevanje, je zaradi moznega
prenosa na veliko Stevilo potomcev, diagnostika teh
mutacij Se posebej zaZelena. S tem, da prepoznamo bike,
ki so mozni prenasalci, se lahko izognemo prenasanju v
naslednje generacije oz. lahko ucinkovito eliminiramo
doloc¢eno mutacijo iz populacije. Na nivoju DNK lahko
detektiramo tudi mutacije, ki sicer niso povezane z
boleznimi, a je njihovo poznavanje ravno tako zazeleno.
Taka je na primer mutacija, ki vpliva na rdece-belo barvo
dlake pri pasmi holstajn. Nekateri rejci Zelijo potomce z
rdece-belo barvo dlake.

Obe zgoraj omenjeni bolezni in barvo dlake so v
preteklosti Ze uspesno povezali z dolocenimi mutacijami.
Obicajno gre za tockovne mutacije, ki vplivajo na
spremembo  aminokislinskega  zaporedja.  Zaradi
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zamenjave ene aminokisline z drugo, novo nastali protein
ni ve¢ funkcionalen oz. ima drugaéne lastnosti. Razvite
so tudi metode, ki omogocajo hitro detekcijo mutacij
in s tem odkrivanje prenasalcev. Ve¢ina metod temelji
na restrikcijski analizi (PCR-RFLP). Ker so znana
nukleotidna zaporedja za fragmente genov, v katerih
se nahajajo omenjene mutacije, je mozna uporaba tudi
drugih metod za detekcijo mutacij, kot sta npr. sekvenéna
analiza ali alelna diskriminacija. Slednja je Se posebej
primerna za tipizacijo vecjega Stevila vzorcev, kadar je
na voljo sistem za PCR v realnem casu.

V tem delu smo analizirali vzorce izbranih bikov ¢rno-
bele pasme in vzorce bikov, ki so bili priporoceni za
osemenjevanje v Sloveniji v letih 2007 in 2008. Za
detekcijo mutacij, ki povzrocajo CVM, BLAD ali vplivajo
na rdeco barvo dlake (Red factor) smo uporabili ze znane
metode 0z. smo na podlagi znanih nukleotidnih zaporedij
fragmentov genov v katerih se nahajajo mutacije, uvedli
nove, rahlo modificirane metode.

CVM

CVM je okrajsava za »Complex Vertebral Malformation«,
kar pomeni prirojeno kompleksno vretenéno anomalijo,
ki se odraza pri novorojenih teletih. Ta so nenormalno
razvita, prednje in zadnje okoncine so nezadostno
razvite z nezmoznostjo raztezanja doloCenih sklepov
kot posledica fibroze kit ter fascij. Anomalije hrbtenice,
ki je izmalicena, se kazejo v degeneraciji hrbteni¢nega
kanala v vratnem in prsnem delu. Zgodi se celo, da pride
do anomalije srca. Taka teleta so pogosto mrtvorojena,
poginejo na dan telitve, lahko so predcasno rojena ali
pa so izvrzeni fetusi (plodovi) v katerem koli obdobju
brejosti [1].

CVM povzroca tockovna mutacija: transverzija G—T
na nukleotidni poziciji 559 (G559T) v genu SLC35A3
(solute carrier family 35 (UDP-N-acetylglucosamine
(UDP-GIcNAc) transporter). Mutacija vpliva na
spremembo  aminokislinskega zaporedja  (valin—
fenilalanin) na kodonu 180 (VI180F) [11]. Izvor te
mutacije vodi do enega skupnega prednika, bika z
imenom Carlin-M Ivanhoe Bell, ki se je zaradi izjemno
dobre mlec¢nosti hcera veliko uporabljal v reji mlecnih
krav po vsem svetu [11]. V slovenski aktivni populaciji
nastopa ta bik v poreklu ve¢ kot 40.000 Zenskih Zzivali.
Obicajno so se tockovne mutacije, vsaj v preteklosti,
dolocale z restrikcijsko analizo. Ker za to mutacije ni na
voljo restrikcijskih mest, sta bili razviti dve drugi metodi:
AS-PCR (alelno specificna verizna reakcija s pomocjo
polimeraze), ki je predmet patenta (International patent
WO 02/40709 A2, 2002, Ministeriet for Fodervarer,
Landburg og Fiskeri Danmarks Jordbrugsforskining)
in PCR-PIRA (verizna reakcija s pomocjo polimeraze
z uvedbo umetnih restrikcijskih mest z zacetnimi
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oligonukleotidi) [2]. Za slednjo so avtorji izdelali dva
seta zacetnih oligonukleotidov, pri ¢emer so v vsakem
setu enega od zacetnih oligonukleotidov spremenili tako,
da uvedejo v PCR produkte restrikcijsko mesto za encim
EcoT22I oz. za encim Pstl.

BLAD

BLAD je okrajsava za »Bovine Leukocyte Adhesion
Deficiency« in pomeni odsotnost sposobnosti obrambe
levkocitov, ki jo poznamo pri normalnih zivalih.
Posledica tega je smrt zivali, najveckrat ze v prvem letu
starosti. PrenaSalci okvarjenega gena ne kazejo znakov
obolenj [7].

Sindrom BLAD je povezan s tockovno mutacijo:
tranzicija G—A na nukleotidni poziciji 383 (G383A)
v genu CDIS8, ki kodira adhezijsko molekulo na
povrsini nevtrofilov, B2 integrin [10]. Mutacija vpliva
na spremembo aminokislinskega zaporedja (aspartat —
glicin) na kodonu 128 (D128G). Njen izvor vodi do enega
bika, katerega seme se je v petdesetih in Sestdesetih letih
prejsnjega stoletja veliko uporabljalo za osemenjevanje.
Za detekcijo nosilcev D128G mutacije sta opisani dve
metodi, ki temeljita na restrikcijski analizi. S prvo
metodo [10] pomnozimo 58 bp dolg odsek, z drugo [4]
nekoliko daljsi odsek (343 bp). Pri obeh metodah sledi
restrikcija ali z encimom Tagql (reze DNK, ki ne vsebuje
mutacije povezane z BLAD sindromom) ali z encimom
Haelll (reze DNK, ki vsebuje mutacijo povezano z
BLAD sindromom).

ALEL ZA RDECO BARVO DLAKE

Tretja recesivna mutacija, ki nas tudi pogosto zanima pri
¢rno-beli pasmi, je povezana z barvo dlake. Glavno vlogo
v regulaciji sinteze ¢rnega (evmelanina) ali rdeCerjavega
pigmenta (pheomelanina) v melanocitah ima gen za
MCI-R (melanocyte-stimulating hormone receptor) na
lokusu extension (E-lokus) [2]. Na tem lokusu so nasli ve¢
razli¢nih alelov, med drugimi tudi dominanten alel za ¢rno
barvo (EP) in recesiven alel za rde¢o barvo () [5, 9]. Crna
barva dlake je posledica tockovne mutacije: tranzicije T—
C na nukleotidni poziciji 296 v genu MC1-R. Mutacija
vpliva na spremembo aminokislinskega zaporedja (levein
— prolin). Rdeca barva dlake je znacilna za recesivne
homozigotne zivali (ee), pri cemer ima alel e delecijo
gvanina na nukleotidni poziciji 310, zaradi Cesar pride
do prekinitve ¢italnega okvirja in posledi¢no do sinteze
krajSega proteina [9]. Poleg omenjenega (klasi¢nega)
prenosa rdece barve (povezanega z E-lokusom) obstajajo
pri érno-belem govedu $e drugi mehanizmi prenosa rdece
barve. Eden izmed njih je povezan z genom VR (Variant
Red) [6].

MATERIAL IN METODE
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MATERIAL

V analizo smo skupaj vkljucilivzorce 57 plemenskih bikov
¢rno-bele pasme, ki so se uporabljali za osemenjevanje
v Sloveniji. Sestnajst bikov je bilo izbranih namensko.
Podlaga za izbor je bilo predvidevanje o prisotnosti
posamezne mutacije na podlagi opazanj pri potomcih
ali z DNK analizo Ze potrjena prisotnost posamezne
mutacije. V nadaljevanju smo analizirali §e vzorce 41
plemenskih bikov ¢rno-bele pasme, ki so bili priporo¢eni
za osemenjevanje v letih 2007 in 2008.

DETEKCIJA MUTACIJ

DNK smo izolirali iz krvi, dlake oziroma semena bikov
po standardnih postopkih za izolacijo iz tkiv Zivalskega
izvora in jo uporabili kot matrico za verizno reakcijo
s pomoc¢jo polimeraze (PCR). Vse PCR reakcije smo
izvedli v ciklicnem termostatu GeneAmp PCR System
9700 (PE Applied Biosystems) pod naslednjimi pogoji:
denaturacija: 95°C / 3 min., 35 ciklov: 94°C / 1 min.,
60°C/ 1 min., 72°C/ 1 min. in sinteza: 72°C /7 min. 20 pl
PCR reakcije so vsebovale 1x PCR pufer (Biotools), 200
uM dNTP, 2,5 mM MgCl,, 0,5U Taq DNA Polymerase
(Biotools), 5 pmol zacetnih oligonukleotidov in priblizno
50 ng DNA.

CVM

Transverzijo G559T v genu SLC35A3 smo detektirali s
PIRA-PCR metodo oz. s sekvencno analizo. PIRA-PCR
smo izvedli z Ze objavljenimi zacetnimi oligonukleotidi,
ki vnesejo v PCR produkte restrikcijsko mesto za encim
Pstl [2]. Po restrikciji s tem encimom smo fragmente
lo¢ili z elektroforezo na 2 % agaroznem gelu (Slika 1).

Za sekvencno analizo smo s programom Primer3

CVM

BLAD

[8] dolocili dva zaCetna oligonukleotida: 5°-
TGTAATCCCCAGGAATGGAA in 5’-
AAGCCACTGGAAAAACATGC, in ju uporabili za
pomnozevanje 219 bp dolgega odseka DNK in za izvedbo
sekven¢nih reakcij.

BLAD

Tranzicijo G383A na nukleotidni poziciji 383 v genu
CD18 [10] smo detektirali s PCR-RFLP metodo oz. s
sekvencno analizo (Slika 2). Za obe metodi smo uporabili
podobne zacetne oligonukleotide kot Kriegesmann
et al. [4]: 5-CCTGCATCATATCCACCAG in 5’-
GTTTCAGGGGAAGATGGAG. Po restrikciji  z
encimom Haelll smo fragmente lo¢ilina 3,5 % agaroznem
gelu (Slika 1).

Alel za rdeco barvo dlake

Pri analizi mutacij, ki vplivajo na barvo dlake, smo
se omejili na detekcijo mutacije znacilne za alel EP
(T296C v genu MCI1-R). Na podlagi znanih sekvenc
smo s programom Primer3 [8] dolocili zacetna
oligonukleotida: 5’-TGTCTGACTTGCTGGTGAGC in
5’-ATGGAGATGTAGCGGTCCAC, in ju uporabili za
pomnozevanje 193 bp dolgega odseka DNK. Detekcijo
smo izvedli s sekven¢no analizo oz. s PCR-RFLP metodo.
Pri slednji smo po restrikciji z encimom Ssil (Acil)
fragmente locili na 3,5 % agaroznem gelu (Slika 1).

REZULTATI IN RAZPRAVA

Na mutacije, ki povzroc¢ajo CVM, BLAD ali rdeco barvo
dlake, je bilo najprej analiziranih Sestnajst namensko
izbranih plemenskih bikov ¢rno-bele pasme. Analize so
potrdile prisotnost posamezne mutacije, tako v primerih,

Red factor

Slika 1: Detekeija recesivnih mutacij s PIRA-PCR metodo (CVM) in z restrikcijsko analizo (BLAD in Red factor).
CV — nosilec mutacije, ki povzro¢a CVM; TV — nima mutacije, ki povzro¢a CVM; BL - nosilec mutacije, ki
povzroca BLAD; TL — nima mutacije, ki povzroca BLAD; RF - nosilec alela za rdeco barvo; M100 — oznacevalec
velikosti (100 bp DNA Ladder (Fermentas))

Figure 1: Detection of genetic recessives using PIRA-PCR method (CVM) and restriction analysis (BLAD and Red
factor). CV — carrier of CVM; TV — non-carrier of CVM; BL — carrier of BLAD; TL — non-carrier of BLAD; RF
— carrier of red gene; M100 — marker (100 bp DNA Ladder (Fermentas))
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Slika 2: Detekcija mutacije, ki povzroc¢a BLAD s sekvenéno analizo. TL —nima mutacije, ki povzro¢a BLAD; BL
— nosilec mutacije, ki povzro¢a BLAD
Figure 2: Detection of mutation that causes BLAD. TL — non-carrier of BLAD; BL — carrier of BLAD

ko so bili vzorci predhodno Ze analizirani, kot tudi pri
vzorcih, kjer z DNK analizo mutacija $e ni bila potrjena in
smo o njej sklepali le na podlagi opazanj na potomcih.
V nadaljevanju smo analizirali Se vzorce 41 plemenskih
bikov ¢rno-bele pasme, ki so bili priporoceni za
osemenjevanje v letih 2007 in 2008. Na mutacijo
povezano s CVM smo tipizirali vseh 41 vzorcev, na
mutacijo povezano z BLAD sindromom 39 vzorcev (za
dva bika so bili podatki DNK analize Ze na voljo) in na
mutacijo povezano z rdeco-belo barve dlake 37 vzorcev
(izkljuceni so bili vzorci za katere je prisotnost e alela
razvidna Ze na osnovi fenotipa — barve dlake). Rezultati
analize so bili naslednji: $tirje biki so nosilci mutacije, ki
povzroca CVM, vsi biki so prosti mutacije, ki povzroca
BLAD, in dva bika sta nosilca alela za rde¢o barvo.

Na podlagi informacije o nosilstvu recesivne genetske
posebnosti pri plemenjaku se lahko izognemo defektu
kot je na primer CVM pri teletih ali po drugi strani
z nacrtnim parjenjem starSev nosilcev alela za rdeco
barvo dobimo rdece-bele potomce. Uvedene DNA
analize omogocajo sistemati¢no spremljanje genetskih
posebnosti plemenskih zivali. Tako lahko bika, nosilca
nezazelene genetske posebnosti, izlo¢imo ze kot teleta,
vsekakor pa preden je vkljuéen v osemenjevanje.

SKLEPI

Zaradi velikega gospodarskega pomena, ki ga ima
preprecevanje genetskih bolezni in poznavanje genetskih
posebnosti, je potrebno s sistemati¢nim spremljanjem
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plemenskih bikov v populaciji nadaljevati in spremljanje
prenesti tudi na druge nivoje vzreje plemenskih Zivali.
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