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POLIMORFIZM GENU IGF-1 U BYDLA RASY POLSKA
HOLSZTYNSKO-FRYZYJSKA
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Marek Kmie¢, Arkadiusz Terman

Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie

Streszczenie. Celem niniejszych badan byta charakterystyka genetyczna stada krow na podsta-
wie polimorfizmu w regionie promotorowym genu /GF-1 oraz ustalenie ewentualnych zalezno-
$ci pomigdzy wykrytym polimorfizmem a cechami uzytkowos$ci mlecznej. Badaniem objeto 185
krow rasy polska holsztynsko-fryzyjska odmiany czarno-biatej. Polimorfizm genu /GF-1 ozna-
czano metodg ACRS-PCR. W analizowanym stadzie stwierdzono nastgpujace czestosci alleli:
T-0,43, C—0,57. Porownujac obserwowane i oczekiwane czgstosci genotypéw odnotowano, iz
badana populacja nie znajdowata si¢ w stanie rOwnowagi genetycznej. Heterozygotyczno$¢ ana-
lizowanego stada wyniosta 0,64. Analizujac cechy uzytkowos$ci mlecznej w zaleznosci od po-
szczegodlnych genotypow stwierdzono, iz genotyp CC w wigkszosci przypadkow powigzany byt
z wyzszymi warto$ciami ocenianych cech, jednak roznice te nie zostaly potwierdzone statystycznie.

Stowa kluczowe: bydto, insulinipodobny czynnik wzrostu 1, polimorfizm, promotor,
uzytkowos¢ mleczna

WSTEP

Wzrost i réznicowanie si¢ gruczolu mlecznego oraz laktogeneza sa regulowane hor-
monalnie. Niewatpliwie sktadowymi tych procesow sa elementy osi somatotropowe;j, jed-
nak doktadny mechanizm ich dziatania nie jest jeszcze dobrze poznany [Zych i in. 2005].
Jednym z takich elementow jest insulinipodobny czynnik wzrostu 1 (/GF-1), ktory syn-
tetyzowany jest glownie w watrobie w odpowiedzi na wydzielanie hormonu wzrostu. Gen,
ktéry koduje IGF-1 u kréw, zostal zlokalizowany w chromosomie 5 (BTAS). Ekspresja
genu /GF-1 jest regulowana zar6wno na poziomie transkrypcji, jak i translacji. W pro-
motorze bydlecego genu /GF-1 wykryto dwa migjsca polimorficzne: powtdrzenie mikro-
satelitarne (CA)n [Kirkpatrick i in. 1992] i tranzycj¢ C/T (SNP) [Ge i in. 1997, 2001].

Poniewaz substytucja C/T zlokalizowana w pozycji 472 pz powigzana jest ze zrdzni-
cowaniem ekspresji genu /GF-1 [Maj i in. 2008], w niniejszej pracy podjeto probe okre-
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$lenia zaleznos$ci pomiedzy poszczegdlnymi genotypami tego genu a cechami produkeyj-
nymi mleka u krow rasy polska holsztynska-fryzyjska.

MATERIAL I METODY

Material badawczy

Badania przeprowadzono na stadzie kréw rasy polska holsztynsko-fryzyjska odmiany
czarno-bialej, liczacym 185 osobnikow. Zwierzeta utrzymywane byly na jednej z ferm
zlokalizowanych na terenie woj. zachodniopomorskiego. Warunki utrzymania i zywienia
byty ujednolicone dla wszystkich zwierzat.

U kréw oceniane byly nastepujace cechy uzytkowosci mlecznej (w I, 11, i IIT laktacji):

— wydajno$¢ mleka, kg,

— wydajnos$¢ thuszezu w mleku, kg,

— zawarto$¢ thuszczu w mleku, %,

— wydajnos$¢ biatka w mleku, kg,

— zawarto$¢ biatka w mleku, %,

— wydajnos$¢ biatka i thuszezu w mleku, kg.

Poniewaz dtugos¢ laktacji roznita si¢ u poszczegdlnych zwierzat, dane przeliczone
zostaly na 305-dniowg laktacje.

Dane o uzytkowosci mlecznej kréw pochodzily z dokumentacji hodowlanej prowa-
dzonej w ramach oceny uzytkowosci mleczne;.

Materiatem do izolacji DNA byta krew obwodowa uzyskana z zyty szyjnej. Krew po-
bierana byta w ilosci ok. 3 ml do probéwek prozniowych z czynnikiem antykoagulacyjnym
(K3EDTA). Izolacj¢ DNA przeprowadzono uzywajac zestawu MasterPure™ DNA Purifi-
cation Kit for Blood (Epicentre) w oparciu na metodzie opisanej prze producenta. Wyizo-
lowane DNA przechowywano w temperaturze 4°C do czasu analiz.

Analiza polimorfizmu DNA

Do analizy polimorfizmu genu /GF-1 wykorzystano metod¢ ACRS-PCR. PCR prze-
prowadzono w catkowitej objetosci 15 pl zawierajacej: ok. 80 ng DNA, 1xPCR bufor,
2.5 mM MgCl,, 0,2 mM mieszaniny dNTP, 12 pmol startera F i R, 1U polimerazy 7ag DNA
(Fermentas), barwnik obciazajacy, H,O destylowana (dodawana do uzyskania objgtosci
15 pl). W celu amplifikacji genu /GF-1 uzyto starteréw o nast¢pujacych sekwencjach:

F  5-ATT ACA AAG CTG CCT GCC CC -3’

R 5-ACCTTA CCC GTA TGA AAG GAA TATACG T -3’ [Ge i in. 2001].

Zastosowano nast¢pujacy profil termiczny:

1. 94° C przez 5 min,

2.94° C przez 1 min,

3.64° C przez 45 s,

4.72° C przez 1 min,

5.72° C przez 5 min.

Etapy 2.— 4. powtorzono 30 razy.
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W wyniku PCR amplifikowany byl fragment DNA o dlugosci 249 par zasad (pz), ktory
poddawany byt dziataniu 2—3U enzymu restrykcyjnego SnaBI w temperaturze 37°C przez
calg noc. Rozdziat elektroforetyczny przeprowadzany byt w 2,5-procentowym zelu aga-
rozowym w buforze TBE z dodatkiem bromku etydyny, w obecno$ci wzorca DNA
pUC19/Mspl (Fermentas) przy statym napieciu 100 V. Fragmenty restrykcyjne odczyty-
wano w swietle UV i archiwizowano uzywajac transiluminatora (Vilber Lourmat).

Analiza statystyczna
W celu ustalenia struktury genetycznej badanego stada krow na podstawie polimor-
fizmu genu /GF-1 oszacowano:
— czestos¢ wystepowania poszezegolnych alleli 1 genotypdw;
— oczekiwang (gene diversity) i obserwowana (heterozygosity) heterozygotycznosé;
— stan rOwnowagi genetycznej na podstawie prawa Hardy’ego-Weinberga (HWE).
Dla badanego genu okreslono rowniez parametr PIC (polymorphic information content).
Niniejsze obliczenia wykonano stosujac program PowerMarker v. 3.25 [Liu i Muse 2005].
W celu oszacowania zalezno$ci migdzy polimorfizmem /GF-1/SnaBl a wybranymi
cechami uzytkowos$ci mlecznej wykorzystano model wieloczynnikowy mieszany z pa-
kietu GLM (General Linear Model) programu Statistica®(ver. 8.0):

— dla laktacji I, II, I11:
Yijkim = 1+ a;+ by + ¢+ d + b(HF) + ¢

gdzie:
Yijkim — Wartos¢ analizowanej cechy,
p — $rednia wartos¢ cechy,
a; — efekt genotypu,
b; — efekt ojca,
¢y — efekt roku/sezonu urodzenia krowy,
d, — efekt roku/sezonu urodzenia krowy,
b(HF) — regresji udziatu gendéw rasy HF na warto$¢ cechy,
Cijkim — btad,

— dla wszystkich laktacji razem
Yijkim= M T a; + by + ¢+ dy + £, + b(HF) + ey,
gdzie:
Yijkim M 3; b; ¢ dy b(HF) ej1, — jak powyzej,
f,, — efekt laktacji.

WYNIKI I DYSKUSJA
W analizowanym stadzie stwierdzono obecnos¢ 3 genotypoéw genu /GF-1 o nastgpu-

jacych frekwencjach: CC — 0,25, CT - 0,64 i TT — 0,11 Wystgpowanie powyzszych ge-
notypéw uwarunkowane bylo obecnoscia dwoch alleli, ktorych dtugosci fragmentow

Zootechnica 9 (4) 2010



202 D. Polasik i in.

restrykcyjnych, obserwowanych na zelu agarozowym, wynosity odpowiednio: allel
C — 249 pz, allel T— 223 i 26 pz. Frekwencje alleli w analizowanym stadzie wraz z wy-
nikami otrzymanymi przez innych autoréw przedstawia tab. 1.

Tabela 1. Frekwencja alleli genu /GF-1 w poréwnaniu z wynikami innych autoréw
Table 1. The frequency of /GF-1 gene alleles in comparison with results of other authors

. Frekwencja alleli .
Rasa (populacja) Allele frequency Referencje
Breed (population) T C References

Polska holsztynsko-fryzyjska

(odmiana czarno-biata)

Polish Holstein-Fresian (Black- 0,43 0,57
and-White variety)

Angus 0,64 0,36 Ge iin. [2001]
Polska czerwona 0.55

(Polish Red) ’ 0,45 o

Polska czarno-biala 047 0,53 Klauziniska i in. [2004]
(Polish Black-and-White) ’

Nellore - 1,00

Coachim 0,35 0,65 ..

Simmental x nellore 0,20 0,80 Cori 1 1n. [2005]
Angus x nellore 0,32 0,68

Polska holsztynsko-fryzyjska . .

(Polish Holstein-Fresian) 0,48 0,52 Siadkowska i in. [2006]
Jersey 0,68 0,32 Grzelak i in. [2007]
Nellore 0,01 0,99 Massolini Laureano i in. [2009]
Charolais (Coahuila) 0,26 0,74

Charolais (Nuevo Leon) 0,46 0,54 Reyna i in. [2010]
Beefmaster (Tamaulipas) 0,03 0,97

Potudniowoantolijskie czerwone

(South Anatolian Red) 0,23 0,77 Akis i in. [2010]
Wschodnioantalijskie czerwone 038 0.62 ’

(East Anatolian Red) ’ ’

Iranskie holsztynsko-fryzyjskie
(Iranian Holstein-Fresian) 0,44 0,56
Polska holsztynsko-fryzyjska

(odmiana czerwono-biata) o
Polish Holstein-Fresian 0.49 0,51 Polasik i in. [2010]

(Red-and-White variety)

Mehmannavaz i in. [2010]

Poréwnujac uzyskana frekwencje alleli genu /GF-1 u poszczego6lnych ras, mozna
stwierdzi¢, iz jest ona najbardziej zblizona do obserwowanej u bydla rasy iranskiej hol-
sztynsko-fryzyjskiej [Mehmannavaz i in. 2010]. Jest ona rowniez podobna do odntoto-
wanej przez innych autoréw u polskich ras hf, jak i u bydta rasy charolais (populacja
Nuevo Leon) [Klauzinska i in. 2004, Siadkowska i in. 2006, Reyna i in. 2010]. Obydwa
allele wystgpowaty u wszystkich ras z wyjatkiem nellore, u ktorej zaobserwowano po-
czatkowo tylko 1 allel — C [Curi i in. 2005]. Dalsze badania na wigkszym stadzie
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(300 osobnikow) wykazaly istnienie allela 7w tej rasie, jednak wystepowat on tylko w ge-
notypie heterozygotycznym CT; nie stwierdzono wystepowania homozygot 77 [Massolini
Laureano i in. 2009].

Warto$¢ parametru PIC wyniosta 0,37, co pozwala na stwierdzenie od ktorego z rodzi-
coéw pochodzi dany allel z prawdopodobienstwem 37%. Markery, ktore posiadaja tylko
2 allele, nie nadajg si¢ wigc do oceny pochodzenia osobnikow. Nalezatoby, wigc uzy¢ wigk-
szej ilosci tego typu markerow w jednym tescie, badz tez zastosowac markery mikrosate-
litarne. Heterozygotycznos¢ analizowanej populacji wyniosta 0,64, co pozwala stwierdzié,
ze stado cechowata do§¢ duza zmiennos¢. Oczekiwana heterozygotycznos¢, okreslajaca
prawdopodobienstwo, iz dwa losowo wybrane allele z populacji sg rézne, wyniosta 0,49.

W analizowanym stadzie krow wykazano statystycznie istotne roznice pomigdzy obser-
wowang a oczekiwang frekwencja genotypow. Na poziomie istotnosci P < 0,01 wartos¢ testu
¥* wyniosta 18,06, co pozwala stwierdzi¢, iz stan rOwnowagi genetycznej zostat zachwiany.

Tabela 2 przedstawia ocenione wartosci $rednie cech uzytkowosci mlecznej w zalez-
nosci od genotypu /GF-1/SnaBl. Analizujac I laktacje stwierdzono, iz osobniki o genoty-
pie CC cechowaly si¢ najwyzsza wydajnoscia thuszczu i biatka (osobno, jak i oddzielnie)
oraz ich procentowg zawartoscia w stosunku do krow o genotypie 77. Zwierzeta hetero-
zygotyczne cechowala posrednia warto$¢ cech. W przypadku wydajno$ci mleka najwyz-
sze warto$ci osiagaty osobniki o genotypie C7, posrednie o genotypie CC, a najnizsze
homozygoty 7TT. Roznice te nie zostaly jednak potwierdzone statystycznie.

Badajac II laktacje zaobserwowano, ze genotyp 77 byl korzystny dla wydajnosci
mleka, wydajnosci thuszezu i wydajnosci biatka (osobno i razem). Z kolei dla wydajnosci
procentowej biatka i tluszczu korzystny byt genotyp CC. Analiza statystyczna nie po-
twierdzita tych roznic.

W przypadku III laktacji najwyzsza wydajnoscia i zawarto$cia procentowg thuszczu oraz
wydajnoscia thuszezu i biatka cechowaty si¢ osobniki o genotypie CC. Genotyp 77T byt po-
wigzany z nieco wigksza wydajnos$cig mleka oraz wydajnoscia biatka. Zaistniale réznice nie
zostaly potwierdzone statystycznie. Zawartos¢ biatka byta zblizona u wszystkich osobnikow.

Analizujac wszystkie laktacje razem zaobserwowano, iz genotyp CC byl korzystny
dla wszystkich badanych cech oprocz zawartosci biatka, dla ktorej nieznacznie wyzsze
warto$ci odnotowano u zwierzat o genotypie 77. Dla pozostatych cech osobniki o geno-
typie 7T osiagaly najnizsze, badz tez przejsciowe (pomig¢dzy genotypem CC a CT) war-
tosci cech. Zadna z zanotowanych réznic nie zostata jednak potwierdzona statystycznie.

Badajac polimorfizm /GF-1/SnaBI, Hines i in. [1998] oraz Grzelak i in. [2007] row-
niez nie odnotowali statystycznie istotnych zalezno$ci pomigdzy genotypami CC, CTiTT
a cechami produkcyjnymi mleka. Jednakze Siadkowska i in. [2006] w swych badaniach
potwierdzita, iz genotyp heterozygotyczny byl powigzany z wyzsza wydajnosciag mleka
(skorygowang na zawarto$¢ mleka oraz skorygowang na zawartos¢ thuszczu), jak réwniez
wyzsza zawartoscig bialka i thuszczu w mleku u krow rasy polska holsztynsko-fryzyjska.
Podobne wyniki w odniesieniu do genotypu CT zaobserwowali Mehmannavaz i in. [2010].
Oszacowana warto$¢ hodowlana (EBV) u bykéw rasy iranska holsztynsko-fryzyjska dla
wydajno$ci mleka i thuszczu byta wyzsza u osobnikow heterozygotycznych w stosunku do
homozygot CCi TT.
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Tabela 2. Wartos$ci srednie i odchylenia standardowe (SD) analizowanych cech uzytko-
wosci mlecznej w I, 11, i I1I laktacji oraz we wszystkich razem w zaleznosci
od genotypéw IGF-1

Table 2. Mean values of analyzed milk performance traits with standard deviations (SD)

in I, II, IIT lactation as well as all together in relation to /GF-1 genotypes

o ,, Wydajnosé
Wydajnosé Wydajnosé Zawartosoc Wydajnosé¢ Zi}wartonsc thuszczu
Genotyp mleka, kg thuszezu, kg tfusz}g::u, % biatka, kg b;’arzkti’inA) i bialka, kg
Genotype n  Milkyield, kg  Fatyield, kg kontent, % Milk yield, kg kontent, % Factoegicel rErcl)(t;m
$rednia SD $rednia D Srednia S $rednia SD Srednia SD $rednia SD
mean mean mean mean mean mean
I laktacja — I lactation
gg 25 5174,60 780,82 206,22 26,77 4,02 0,34 164,03 22,26 3,18 020 380,44 59,35

T 82 5210,47 766,18 202,39 31,21 3,89 034 163,74 2321 3,15 0,18 369,55 53,60
12 4958,43 709,32 187,11 31,24 3,78 0,32 157,88 20,68 3,24 0,27 348,52 44,15

%(?tz;m 119 5177,52 761,25 201,66 30,52 3,91 0,34 163,21 22,66 3,17 0,20 369,71 54,23

1T laktacja — II lactation

g? 29 5901,46 617,46 235,01 2994 3,97 042 191,66 21,04 3,23 021 446,25 65,48
T 65 5802,08 819,23 227,40 36,97 393 043 189,13 2521 327 0,18 438,53 7289

7 638898 643,22 250,12 27,39 392 0,24 201,76 19,05 3,16 0,07 47525 44,09

?gtzaelm 101 5871,29 763,71 231,16 34,78 394 0,41 190,73 23,73 325 0,19 443,29 69,33

11T laktacja — III lactation

gg 25 633570 791,92 251,94 44,13 395 0,39 203,88 27,02 323 0,17 45582 69,31
T 51 6165,19 822,92 238,80 39,57 3,88 0,39 198,80 26,85 3,22 0,16 437,60 63,90

7 6337.03 928,97 241,56 49.85 3,79 034 210,54 35,03 332 0,12 452,10 82,96

_ilg(a)ltzaelm 83 6231,04 816,47 24299 41,74 3,89 0,38 201,32 27,50 3,23 0,16 44431 66,88

trzy laktacje razem — three lactations together

gg 79 5808,86 859,37 231,26 38,53 398 0,38 186,82 28,36 3,21 020 42845 72,10
T 198 5650,50 887,71 219,98 3848 390 0,38 181,10 28,96 321 0,18 409,72 71,35

26 5714,74 1018,86 218,74 4591 3,82 0,30 183,87 3439 324 0,20 410,53 80,49

?gf:lm 303 5697,36 891,87 222,82 3936 391 038 182,82 2931 321 0,19 414,67 72,57

Polimorfizm /GF-1/SnaBI analizowany byt rowniez u bydta migsnego, gdzie wyka-
zano zaleznos$ci pomigdzy poszczegodlnymi genotypami a cechami wzrostu i tuszy. We
wszystkich przypadkach allel C korzystnie wptywat na niektore z analizowanych cech
[Geiin. 2001, Curi i in. 2005, Siadkowska i in. 2006, Reyna i in. 2010].

PODSUMOWANIE

Mimo ze gen /GF-1 jest uznawany jako potencjalny marker cech uzytkowosci mlecz-
nej bydta, w niniejszych badaniach nie stwierdzono statystycznie istotnych asocjacji po-
miedzy polimorfizmem /GF-1/SnaBl a cechami uzytkowos$ci mlecznej badanego stada.
Zauwazono jednak tendencje, iz najbardziej korzystny byt genotyp CC. Uzyskane wyniki
wskazujg na potrzebe dalszego badania polimorfizmu genu /GF-1 w kontekscie jego prak-
tycznego uzycia w hodowli bydta.
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POLYMORPHISM OF IGF-1 GENE IN HOLSTEIN-FRESIAN COWS

Abstract. The aim of this study was to estimate genetic characteristics of cows herd based on
polymorphism in the promoter region of /GF-1 gene as well as determine possible relationships
between detected polymorphism and milk performance traits. Investigations were carried out on
185 cows of Polish Holstein-Fresian breed, variety black-and-white. Polymorphism of /GF-1
gene was determined by use ACRS-PCR method. The comparison between the number of ob-
served genotypes and the theoretical number of genotypes showed loss of genetic equilibrium
in investigated population. Heterozygosity of analyzed herd was 0.64. Analyzing milk per-
formance traits in relation to individual genotypes it was affirmed that genotype CC in most
cases was associated with higher values of examined traits, however these differences were not
confirmed statistically.
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