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HRM analyza
beta-laktoglobulinového génu

krav slovenského pinzgauského plemena

Martina Miluchova, Anna Trakovicka , Radovan Kasarda,
Ondrej KadleCik, Eva Hazuchova

Katedra genetiky a plemenarskej biolégie
Fakulta agrobiologie a potravinovych zdrojov SPU Nitra



Cielom prace bolo zistit geneticku diverzitu v beta-laktoglobulinovom géne a
identifikovat’ geneticku Strukturu krav slovenského pinzgauského plemena

Material

« Slovenské pinzgauské plemeno ma 176 rocnu historiu chovu na Slovensku
a v sucCasnosti patri medzi ohrozené populacie.

« Zvieratam bola odoberana krv z krCnej zily — vena jugularis do skumavky
s antikoagulacnym roztokom ACD (0,48 % kyselina citronova, 1,32 % citrat
sodny, 1,47 % glukoza) v pomere 1 : 6 (ACD: krv). Vzorky boli az do
zahajenia analyz zmrazené.

Metody

- High Resolution Melting (HRM) s pouzitim HRM analyzatora ROTOR-
GENE 6000 ( pristroj bol zakupeny s finan¢nych zdrojov projektu €.
26220120015 ECOVA).



Vyhody High Resolution Melting :

* jednoduchSi sp6sob hfadania novych SNP

* rychlejsie genotypovanie jedincov

e screening mutacii

 identifikacia novych mutacii

« analyzy metylacie DNA

« detekcia SNP polymorfizmov

« detekcia heterozygotov

« eetekcia pomeru ziskanych somatickych mutacii

» ekonomicky vyhodnejSia v porovnani s klasickymi metodami
(PCR-RFLP, PCR-SSCP)



Rotor-Gene ™ 6000

* Metéda HRM (High resolution melting) je
novSia modifikacia Real-time PCR,

» dokaze prostrednictvom 3. generacie
dsDNA interkalujucich Cinidiel (Syto9, LC
Green a EvaGreen) merat intenzitu
fluorescenéného signalu, ktory je zavisly od
mnozstva uvolnenej interkalaénej farby

z dvojzavitnice DNA,

* vyuziva prvotnu PCR amplifikaciu a jej
kvantifikaciu pomocou Real-time PCR
metody a zvysenia teploty.




Princip HRM

* Normalizovana krivka HRM

* Po PCR dochadza ku analyze krivky topenia PCR produktu, ktory
je zviditelneny interkalaCnym fluroescencnym cCinidlom

 po vzniku ss DNA intenzita flureoscencie klesa

1004~

-
4

dsDNA '
B0+ ------------=-mmmmoo-

eIouUaI9Salon|H

N
)

76




« Priebeh fluorescencie krivky je zavisly od genotypu vzorky,

* Vieme identifikovat heterozgotnu aj mutovanu homozygotnu
vzorky ak porovname s referencCnou vzorkou

o6vodna DNA mutovana DNA

e.g. agctacgetacgegatgetagetacgctacg
agctacgetacgetatgtagctacgetacg
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Vysledky

HRM Report Experiment Information

Run Name HRM LGB

Run Start 4/15/2010 2:42:12 PM
Run Finish 4/15/2010 5:39:19 PM
Operator Miluchova Martina
Notes HRM LGB 15.04.2010

samples 8,9,10,11,14

Run On Software Version

Rotor-Gene 1.7.87

Run Signature

The Run Signature is valid.

Gain Green

2,67

Gain HRM

v




HRM Analysis Information

1Confidence Threshold 90 %
Normalisation Region 1 86.31 - 87.21
3SNormalisation Region 2 94 - 95
Sample Page Page 1

1 Prahova hodnota zhody
23 Normalizovana oblast’ tepl6t
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. Colour Name Genotype

89 90 91 92 93 94

Conhdence %

1 [ AB 100,00
3 | E BB g7 ,03
5 10 AL 1,82
6 B 11 AL 100,00
7 | A BB 100,00

deg.

Genotypové zhody —

Genotyp AA bol urCeny so zhodou 91,82 % u

vzorky €.10 a 100 % u vzorky €. 11

Genotyp BB bol uréeny so zhodou 97,03 % u

vzorky €. 9 a 100% u vzorky C.14

Genotyp AB bol urCeny u vzorky €.8 so 100 %
presnostou.



Diferenciacny graf
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No. Colour Name Genotype Confidence % Pre lepSie znazornenie boli vzorky
1 2 AB 100,00 prevedené do diferenciacného grafu
3 z BB 97,03 a z neho vidiet porovnanie medzi
5 10 AA 31 2z jednotlivymi genotypmi, priCom za vzor
c 11 AA 100,00 bol pouzity heterozygotny genotyp AB
' (Cervena Ciara).
7 14 BB 100,00




Zaver

V populacii slovenského pinzgauskeho plemena bol
potvrdeny geneticky polymorfizmus BLG génu.

V populacii sa vyskytuju genetické varianty BLG” a BLGE.

Vyhodnotenim diferenciacného grafu po HRM analyze

boli definované geneticke rozdiely jednotlivymi genotypmi
BLGAA, BLG”E a BLGBB.

Vysledky HRM analyzy beta- laktoglobulinoveho géenu
budu opublikované vo vedeckom Casopise Acta
Fytotechnica et Zootechnica
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