$0 M P .
S 4»

s
SACTAZE Acta Sci. Pol., Zootechnica 9 (4) 2010, 129-134

POLIMORFIZM W GENIE TYREOGLOBULINY U BYDLA
RASY JERSEY
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Streszczenie. Celem prowadzonych badan byto oszacowanie ewentualnych zaleznosci pomie-
dzy genotypami 7G/Psul a wybranymi cechami uzytkowosci mlecznej (wydajnos¢ mleka, biatka,
i thuszczu oraz zawartos$¢ biatka i thuszczu). Badaniami objeto 180 kroéw rasy jersey. Genotypy
poszczegdlnych osobnikéw oznaczano za pomocg metody PCR-RFLP. Frekwencja genotypow
i alleli byta nastepujaca: CC — 053, CT—-0,44, CC—-0,03 oraz C—-0,7517-0,25. W prowa-
dzonych badaniach nie wykazano statystycznie istotnych zaleznosci pomigdzy genotypami 7G
a analizowanymi cechami, jednakze zaobserwowano tendencje do utrzymywania si¢ powigza-
nia genotypow z analizowanymi cechami uzytkowosci mleczne;.

Stowa kluczowe: bydto mleczne, cechy uzytkowosci mlecznej, gen tyreoglobuliny

WSTEP

Tyreoglobulina (TG) jest gtdéwnym biatkiem tarczycy — stanowi ona 75% calkowitego
biatka gruczotu i jest produkowana w komarkach pecherzykowych tarczycy. Ta gliko-
proteina jest substratem do produkcji hormonéw tarczycy oraz nosnikiem trijodotyroniny
(T3) i tyroksyny (tetrajodotyroniny, T4). Hormony tarczycy odgrywaja wazna rol¢ w re-
gulacji metabolizmu oraz wywieraja ogromny wplyw na wzrost, roznicowanie i homeo-
statyczny sktad komorek thuszczowych [Ailhaud i in. 1992]. W ten sposdb hormony T3
i T4 reguluja rozwdj komorek thuszezu [Darimont i in. 1993, Smas i Sul 1995].

Gen kodujacy tyreoglobuling u bydta zlokalizowany jest na centromerycznym koncu
chromosomu 14. Pomimo iz poczatkowo analizowano zalezno$¢ pomigdzy metaboliz-
mem kwasoéw thuszczowych u bydta o migsnym kierunku uzytkowania stwierdzono, ze
warto rowniez zbada¢ wpltyw tego genu na cechy uzytkowos$ci mlecznej bydta, poniewaz
w chromosomie 14. bydta w poblizu rejonu, w ktorym jest locus TG, wykazano obecnos¢
kilku QTL, ktére wplywaja na produkcj¢ mleka wlacznie z wydajnoscia oraz zawartoscia
thuszczu w mleku [Khatkar i in. 2004].
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Bazujac na powyzszych przestankach oraz na jedynej do tej pory pracy [Khatib
i1in. 2007], dotyczacej oszacowani zwigzku pomi¢dzy genem 7G a cechami uzytkowosci
mlecznej bydta, podj¢to badania majace na celu okreslenie czgsto$ci wystepowania alleli
i genotypoéw w odniesieniu do polimorfizmu w genie tyreoglobuliny w stadzie krow rasy
jersey oraz ustalenie ewentualnych zalezno$ci migdzy genotypami 7G a cechami uzytko-
wosci mlecznej badanego stada krow.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na 180 krowach rasy jersey pochodzacych ze stada utrzy-
manego na terenie Wielkopolski. Zwierzgta byly zywione znormalizowanymi dawkami zy-
wieniowymi, z mozliwosciag korzystania z pastwiska w okresie wiosenno-letnim.
Wszystkie badane osobniki ukonczyty I laktacjg; sposrod nich 151 krow ukonczyto 11 11
laktacje, a 96 krow ukonczyto I, I1 1 IIT laktacj¢. Prowadzono dokumentacj¢ uzytkowosci
mlecznej kazdego z osobnikdw, w ktdrej notowano wydajnos¢ mleczng, zawartos$¢ thusz-
czu i biatka oraz ich procentowy udziat.

Do izolacji wykorzystano krew obwodowa pobrang od kazdego osobnika z zyty szyj-
nej do probowek prozniowych zawierajacych czynnik antykoagulujacy K3EDTA. 1zola-
cja DNA zostata przeprowadzona zgodnie z protokotem dotgczonym do zestawu do
izolacji DNA z petnej krwi — MasterPureTM (Epicenter Technologies).

Oznaczenie genotypow poszczegdlnych osobnikow dokonano metodg PCR-RFLP.
W genie tyreoglobuliny analizowano miejsce polimorficzne w regionie 5’ UTR-SNP (C/T)
(GenBank AY615525). Za pomoca odpowiednio zaprojektowanych starterow amplifiko-
wano fragment genu 7G. Wykorzystano sekwencje starterowe:

TG F: 5~ CAAGTTGTTAACTTT GGC CTG TA-3’

TG R: 5°- GTG AAAATC TTG TGG AGG CTG TA — 3 [Khatib i in. 2007].

Reakcja amplifikacji badanego fragmentu 7G miata nastgpujacy profil termiczny: de-
naturacja wstgpna 94°C/5 min, a nastepnie w 30 cyklach: denaturacja 94°C/30 s, przyta-
czanie starterow 51°C/30 s, wydtuzanie tancucha DNA 72°C/30s i synteza koncowa
72°C/5 min.

Kolejnym etapem przeprowadzonej analizy byto trawienie otrzymanych produktow
amplifikacji enzymem restrykcyjnym Psul w temperaturze 37°C.

Otrzymane wyniki genotypowania poddano analizie statystycznej. Dokonano obliczen
czgstos$ci wystepowania genotypow 7G/Psul oraz frekwencji poszczeg6lnych alleli.

Nastepnie analizowano zaleznosci migdzy poszczegdlnymi genotypami a cechami
uzytkowos$ci mlecznej w trzech kolejnych laktacjach. Analizie poddano takie cechy jak:
wydajnos$¢ mleka, biatka i thuszczu (kg) oraz zawarto$¢ biatka i thuszczu w mleku (%).

Analizy statystycznej zaleznosci pomiedzy polimorfizmem 7G/Psul a cechami uzytkowo-
$ci mlecznej dokonano za pomoca pakietu obliczeniowego STATISTICA®S (Statsoft 2008).
Do badan uzyto nastepujacy model liniowy z pakietu GLM (General Linear Model)

Vi = Bt a; byt o+ dit ey
gdzie:
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Yiikimn — Warto$¢ obserwowanej cechy u osobnika; p1 — Srednia warto$¢ cechy dla stada;
a; — efekt staty genotypu 7G/Psul (i= 1, 2, 3), L, I1 i III laktacja; b; — efekt staty roku wy-
cielenia (1=1, 2, 3, ...., 7) I, IT i III laktacja; ¢, — efekt staty miesigca wycielenia (m = 1,
2,3, ..., 12) 1, 111 I laktacja; d; — efekt losowy ojca (n=1, 2, 3, ...., 35) I, I i III lakta-
cja; ey — blad losowy.

Réznice migdzy $rednimi wartosciami cech przeanalizowano za pomocg testu wielo-
krotnego rozstgpu Duncana.

WYNIKI I DYSKUSJA

Analiza restrykcyjna fragmentu o dtugosci 311 par zasad, po zastosowaniu enzymu
restrykeyjnego Psul, pozwolita na zidentyfikowanie trzech genotypow: CC (178 pz oraz
133 pz), CT (178 pz, 133 pz, 311pz) i TT (311 pz). Obecnos¢ tych genotypdéw warunko-
waty dwa allele — allel C oraz allel 7.

W analizowanym stadzie krow rasy jersey najczesciej wystepowat genotyp CC (0,53),
najrzadziej natomiast genotyp 77 (0,03). W badanym stadzie kréw allel C wystgpowat
z czgstoscig 0,75. W pracach prowadzonych z wykorzystaniem réznych ras bydta odno-
towano zblizong frekwencj¢ allelu C — niemiecka holsztynska 0,75 [Thaller i in. 2003],
brahman 0,96 [Casas i in. 2005], limousian 0,83, charolais 0,74, simmental 0,67 i hereford
0,98 [Pannier i in. 2010].

Analizowano wplyw polimorfizmu w regionie 5’ UTR genu tyreoglobuliny na cechy
uzytkowos$ci mlecznej takie jak: wydajnos¢ mleka, wydajnosé thuszezu i biatka (kg) oraz
zawartos$¢ thuszczu i biatka (%) w mleku. Zestawienie wartosci $rednich i odchylen stan-
dardowych powyzszych cech uzytkowosci mlecznej w odniesieniu do genotypdéw 7G/Psul
przedstawiono w tab. 1.

W trzech kolejnych analizowanych laktacjach osobniki o genotypie 77 cechowaty si¢
najnizsza wydajno$cig mleka, natomiast najwyzsza wydajno$¢ mleka stwierdzono gtow-
nie u krow o genotypie CC (I i III laktacja).

Analiza wydajnos$ci biatka wykazata najwyzsza wartos¢ tej cechy u zwierzat o geno-
typie homozygotycznym CC (laktacja I i II). Najnizsza wydajno$cia biatka charakteryzo-
waty si¢ osobniki o genotypie 77.

Najwyzsza srednig zawartoscia biatka wykazata w mleku w I, II i III laktacji charak-
teryzowaly si¢ krowy o genotypie 77, natomiast osobniki o genotypie CT we wszystkich
trzech laktacjach odznaczaty si¢ najnizsza zawarto$ciag biatka w mleku.

W przypadku wydajnosci thuszczu mleka stwierdzono, ze najwigkszg $rednia wydaj-
noscia charakteryzowaly si¢ krowy o genotypie CC (I i III laktacja), natomiast najnizsza
wydajnoscig thuszczu w mleku charakteryzowaty si¢ krowy o genotypie 77 (11 II laktacja).

Zootechnica 9 (4) 2010



132 I Kowalewska-Luczak i in.

Rozpatrujac zawarto$¢ thuszczu w mleku stwierdzono, ze najwyzsza Srednig wartosé
tej cechy przewaznie osiggaty osobniki o genotypie 77 (I i II laktacja), natomiast najniz-
sza warto$cia tej cechy charakteryzowaly si¢ krowy o genotypie C7.

Tabela 1. Wartosci $rednie i odchylenie standardowe dla cech uzytkowosci mlecznej w od-
niesieniu do genotypow TG/Psul
Table 1. The mean value and standard deviation for milk performance traits in relation to
genotype 7G/Psul

Wydajnos¢ Biatko Thuszez
Laktacja Genotyp mleka, kg Protein Fat
Lactation Genotype Mllkkgeld, ke o kg o

CC 96 3946£605 152,7420,0 3,92+0,36 223,0431,0 5,69+0,56
CT 79 4098+690 157,1423,8 3,84+0,20 226,1435,6 5,56+0,50

I T 5 36894601 14724193 4012020 2142+17.0 5.87+0,52
O%g’t*aelm 180 4006+647 15454217 3.89+030 224.1+32.8 5.64+0,54

cc 84 4528+671 178,7£26,9 3,99+0,24 256,3+36,8 5,71+0,58
CcT 63 4484+655 180,3+24,4 3,98+0,27 255,5+41,3 5,71+0,56

I T 4 4293+446 171,0£11,0 4,0040,26 250,5+3,4 5,88+0,62
O%St*glm 151 4504+657 179,4+25,2 3,99+0,25 255,8+38,2 5,71+0,57

CC 50 48744664 195,9+26,1 4,02+020 282,2+35,1 5,82+0,56
CT 43 4873+749 19334249 3,97+0,26 272,3+40,9 5,62+0,60

11 T 3 4833£1450 197,0+51,1 4,11+0,17 276,3£59,0 5,81+0,51
O%gtiglm 96 48724721 201,6£30,3 4,07+0,19 277,6+38.4 5,73+0,58

Analizujac warto$ci $rednie i odchylenie standardowe cech uzytkowosci mlecznej
w I, IT i III laktacji krow rasy jersey w odniesieniu do genotypoéw 7G/Psul nie stwier-
dzono statystycznie istotnych réznic, natomiast wykazano jedynie pewne tendencje wy-
stepujace migdzy danym genotypem a poszczegolnymi analizowanymi cechami.
Stwierdzono, ze w I laktacji krowy o genotypie CT cechowaly si¢ najwyzszymi §rednimi
warto$ciami trzech badanych cech: wydajnosci mleka, wydajnosci biatka oraz wydajno-
$ci thuszczu, natomiast w przypadku laktacji 1T i III byty to osobniki o genotypie CC.
Najnizszymi $rednimi warto§ciami badanych cech w laktacji I i IT odznaczaty si¢ osob-
niki o genotypie 77, natomiast w III laktacji krowy heterozygotyczne. Analizujac pro-
centowa zawartos¢ biatka i tluszczu w mleku we wszystkich trzech laktacjach
najwyzszymi srednimi warto§ciami charakteryzowaty si¢ krowy o genotypie 77, nato-
miast najnizszymi osobniki heterozygotyczne.

Pojedyncze podstawienie nukleotydowe w regionie 5’UTR genu tyreoglobuliny w od-
niesieniu do réznych cech uzytkowosci bydta byto badane w pracach wielu autoréw [Casas
i in. 2007, Khatib i in. 2007, Gan i in. 2008]. W pracach tych wykazano wystepowanie
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pewnych zalezno$ci pomigdzy analizowanymi wariantami genetycznymi a cechami uzyt-
kowosci, glownie migsnej oraz mlecznej badanych ras bydta.

W pracy Casas i in. [2007] prowadzonej na Bos indicus wykazano, ze gen tyreoglobuliny
wplywa na grubos¢ thuszczu, a w niewielkim stopniu powigzany jest z marmurkowato$cia
miesa. Badania dotyczace polimorfizmu w genie kodujacym TG w regionie 5’ UTR w od-
niesieniu do cech jako$ci migsa prowadzone byly rowniez przez innych autordéw i na roznych
rasach bydta. W pracach tych [Thaller i in. 2003, Shin i Chung 2007, Pannier i in. 2010] wy-
kazano istnienie korelacji miedzy poszczegdlnymi genotypami analizowanych polimor-
fizmdéw zlokalizowanych w tym rejonie a marmurkowatoscig migsa.

Gan i in. [2008] badali potencjalne relacje pomigdzy polimorfizmami zlokalizowa-
nymi w regionie 3’ UTR genu kodujacego tyreoglobuling a jako$cia migsa bydta i wyka-
zali rébwniez powigzanie badanych miejsc polimorficznych z marmurkowato$cig migsa.

W pracy Kathib i in. [2007] analizowano powiagzanie SNP, zlokalizowanego w regio-
nie 5 UTR, genu 7G z cechami uzytkowosci mlecznej i wykazano negatywna korelacje
alleu T z cechami, takimi jak wydajnos$¢ i zawartos¢ thuszczu w mleku.

W przeprowadzonych badaniach nie wykazano statystycznie istotnych réznic pomig-
dzy poszczegdlnymi genotypami bydta rasy jersey w odniesieniu do wymienionych cech,
ale dzigki tej analizie mozliwe byto wykazanie pewnych tendencji do osiggania nizszych
lub wyzszych wartosci danej cechy przez osobnika o okreslonym genotypie. W przyszio-
$ci konieczna bedzie dalsza analiza miejsc polimorficznych w genie 7G w celu oszaco-
wania ewentualnych zalezno$ci miedzy poszczegdlnymi wariantami genetycznymi
a wybranymi cechami uzytkowo$ci mlecznej. Badania prowadzone na duzych stadach
krow oraz na stadach réznych ras bydta moglyby pomdc zweryfikowaé otrzymane wyniki
analiz. Przy zastosowaniu takiego rozwigzania mogltyby powstac¢ populacje bardziej wy-
dajnego bydta mlecznego, co w konsekwencji zmniejszytoby koszty utrzymania przy jed-
noczesnym zwigkszeniu produkcji.
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THYROGLOBULIN GENE POLYMORPHISM IN CATTLE BREEDS JERSEY

Abstract. The aim of this experiment was to estimate possible associations between 7G/Psul
genotypes and some milk performance traits (yields of milk, protein and fat and protein and fat
content). The study included 180 Polish Jersey cows. The PCR-RFLP method was used to iden-
tification genotypes. The 7G/Psul frequencies were as follow: CC —0.53, CT—-0.44, CC—-0.03
and C —0.75, T— 0.25. In this study, no statistically significant correlation between 7G geno-
types and analyzed the traits, however, shown a tendency to maintain a relationship of genotypes
with milk production traits.

Key words: dairy cattle, milk production traits, thyroglobulin gene
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