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Dobrze znana jest korelacja miedzy polimorfizmami wystepujacymi w genie /GF-1 a cechami
produkcyjnymi u bydla migsnego. Wplyw insulinopodobnego czynnika wzrostu na wartosé
cech mlecznych nie zostala jeszcze wystarczajaco dobrze poznana. Celem przeprowadzonych
badan byla préba opisania wplywu substytucji /GF-1/SnaBI na wybrane parametry mlecz-
nos$ci kréw rasy holsztynsko-fryzyjskiej odmiany czarno-bialej. Zidentyfikowano wystepo-
wanie trzech genotypow: CC, CT, TT. Uzyskane wyniki wykazaly istnienie korelacji miedzy
genotypami IGF-1/SnaBl i wydajno$cia mleczna (najwyzsza dla homozygot CC, najnizsza
dla heterozygot CT). Nie udalo si¢ stwierdzi¢ istnienia zwiazku miedzy badanym genotypem
a cechami jakoSciowymi mleka.

SEOWA KLUCZOWE: krowy, wydajno$¢ mleczna, IGF-1

Jednym z czynnikéw molekularnych o potencjalnym wplywie na mlecznos$¢ krow jest
gen IGF-1 (ang. Insulin-like Growth Factor), kodujacy insulinopodobny czynnik wzrostu 1.
Gen ten, zlokalizowany u bydta w piatym chromosomie autosomalnym (BTAS, 73,5 cM),
zbudowany jest z sze$ciu eksonow i pieciu intronéw [5]. Wraz z hormonem wzrostu (ang.
Growth Hormone — GH), IGF-1 nalezy do osi somatotropowej. Do osi tej, oprocz IGF-
1, IGF-2 i GH, zaliczane sa rowniez inne czynniki wydzielane przez komorki réznych
tkanek, migdzy innymi przez watrobg, w tym receptor hormonu wzrostu (GHR), biatka
wiazace hormon wzrostu (GHBP), biatka wiazace insulinopodobne czynniki wzrostu
(IGFBP) oraz ich receptory [12]. O$ somatotropowa pelni funkcj¢ plejotropowa i odgrywa
kluczowa role dla regulacji wielu procesdéw metabolicznych i fizjologicznych, w tym
wzrostu i rozwoju narzadéw, a jej aktywnos¢ kontrolowana jest przez podwzgorze [10].
Elementy osi somatotropowej wptywaja na rozwoj tkanki gruczolu mlecznego krow. Eks-
presja genu /GF-1 jest najwyzsza w czasie poznej ciazy, a najnizsza podczas mammoge-
nezy, laktogenezy, galaktopoezy i inwolucji [17]. Potaczenie GH z jego receptorem akty-
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wuje transkrypcje wielu gendw, w tym /GF-1 [16]. Ekspresja genu /GF-1 zachodzi przede
wszystkim w watrobie, ktorej komorki syntetyzuja niewielkie biatko (o dlugosci 70 amino-
kwaséw) — somatomedyne C, zwana inaczej insulinopodobnym czynnikiem wzrostu [1].
IGF-1 wykazuje dziatanie endokrynne, wydzielany jest przez watrobe do krwiobiegu, skad
trafia do innych tkanek [15]. W okresie prenatalnym IGF-1 oraz IGF-2 odgrywaja wazna
role w procesie ksztaltowania narzadéw wewnetrznych oraz wplywaja na wzrost ptodu
[6]. IGF-2 jest niewielka, bo zaledwie 67-aminokwasowa czasteczka o masie 7471Da i tak
samo jak IGF-1 zaliczany jest do somatomedyn [14]. Oba czynniki petnig kluczowa role
dla wzrostu i rozwoju narzadéw, cho¢ IGF-2 aktywny jest gldéwnie w zyciu ptodowym,
a pozniej jego rola stopniowo przejmowana jest przez IGF-1. Wraz z hormonem wzrostu,
IGF-1 odpowiada za regulacje¢ procesow metabolicznych oraz wzrost i rozwdj organizmu
w okresie postnatalnym. W zwigzku z powyzszym, wymienione biatka odgrywaja kluczo-
wa role podczas ksztattowania si¢ gruczotu mlecznego, w procesie laktogenezy i wplywaja
takze na ptodno$¢ [9].

Warto blizej przyjrze¢ si¢ genowi /GF-1 i jego wpltywowi na wydajnos¢ mleczna, ze
wzgledu na fakt, ze znajduje si¢ on w tym samym regionie chromosomu pigtego, co przy-
najmniej 73 /oci innych gendéw zwigzanych z iloSciowymi cechami mlecznymi i migsnymi
[3]. Celem przeprowadzonych badan byta proba opisania wptywu substytucji /IGF-1/SnaBI
na wybrane parametry mlecznos$ci (wydajno$¢ mleczna, zawartos¢ biatka i ttuszczu w mle-
ku) kréw rasy holsztynsko-fryzyjskiej odmiany czarno-biale;.

Material i metody

Badaniami objeto tacznie 735 krow rasy holsztynsko-fryzyjskiej odmiany czarno-bia-
lej, utrzymywanych w stadzie w wojewodztwie opolskim. Krew od zwierzat zostata pobra-
na z zyly szyjnej zewnetrznej podczas rutynowych zabiegoéw weterynaryjnych, nastepnie
umieszczona w probéwkach zawierajacych EDTA. Z pobranych prob wyizolowano mate-
riat DNA przy uzyciu zestawu MasterPure Genomic DNA Purification Kit firmy Epicenter
Technologies, zgodnie z metodyka dostarczong przez producenta.

Sekwencje starterow wykorzystanych do amplifikowania zostaly zaczerpnigte z pracy
Ge 1 wsp. [4]. Ich sekwencje przedstawiaja si¢ nastgpujaco: F 5’-ATTACAAAGCTGC-
CTGCCCC-3’, R 3°’-ACCTTACCCGTATGAAAGGAATATACGT-5".

Do przeprowadzenia PCR wykorzystano mieszaning reakcyjna, w sklad ktérej wcho-
dzito okoto 50 ng matrycy DNA, 0,06 pl polimerazy DreamTaq (ThermoScientific™)
o stezeniu 5 U/ul, 1,5 pl 10xDreamTaq Buffer (ThermoScientific™), po 300 ul kazdego
z nukleotydoéw o stezeniu 10 pM, po 0,15 pl kazdego ze starterow o stgzeniu 100 uM. Re-
akcje przeprowadzono w termocyklerze ABi Gene 2700. Profil termiczny PCR zamiesz-
czono w tabeli 1.

Efektywnos$¢ zajscia reakceji oceniono przeprowadzajac rozdzial elektroforetyczny 4 pl
produktu w 1,5% zZelu agarozowym (Syngen) z dodatkiem bromku etydyny, w srodowisku
1x TBE przez 20 minut pod napigciem 130 V. Otrzymany produkt miat dlugosc 249 pz.

Pozostate 11 ul proby poddano trawieniu enzymem restrykcyjnym SraBI (Thermo-
Scientific™), ktory rozpoznawat region TAC | GTA. W sklad mieszaniny reakcyjnej wcho-
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Tabela 1 — Table 1

Profil termiczny PCR

PCR temperature profile

Etap Temperatura Czas
Stage Temperature Time
Denaturacja wstgpna o .
Initial denaturation e 5 min
Denaturacja wiasciwa 940C 60's
Denaturation

Pr;yla,czame starterow |31 cykli 62°C 35
Primer annealment 31 cycles

Wydhlz?nle 72°C 60 s
Elongation

Wydiuzame k_oncowe 7200 5 min
Final elongation

dzito 0,2 pl enzymu, 2 pl 10x buforu TANGO. Proby inkubowano w temperaturze 37°C
przez 4 godziny. Po zakonczeniu inkubacji przeprowadzono rozdziat elektroforetyczny,
w celu obrazowania otrzymanych genotypdw. Rozdziat przeprowadzono w 3% zelu aga-
rozowym (Syngen) z dodatkiem bromku etydyny, w srodowisku 1x TBE przez 40 minut
pod napigciem 130 V. Oceny otrzymanych na zelu genotypow dokonano pod lampg UV.
Otrzymano nastgpujgce uktady: dla heterozygot CT—249, 233 126 pz; dla homozygot 77—233
126 pz, dla genotypu CC — 249 pz.

Analize statystyczng wykonano z wykorzystaniem odpowiednich pakietow jezyka R
[11]. Macierz wzajemnych relacji addytywnych zbudowano bazujac na trzypokoleniowym
rodowodzie przy uzyciu pakietu kinship2 R. Ponizszy model liniowy stworzono z wyko-
rzystaniem funkcji Imekin dostepnej w pakiecie coxme R:

Y=u+G+H+YS+pA+BL+a+te

gdzie:

Y — fenotypowa warto$¢ danej cechy,

u — wartos¢ srednia,

G — efekt staty zwigzany z genotypem danego fenotypu,

H — efekt staly dla stada,

YS — efekt staty pory roku, w ktorej wystapito wycielenie,

B,A — wspolczynnik regresji dla wieku krowy,

B,L — wspolczynnik regresji dla dtugosci trwania laktacji,

o — losowy poligenowy element odpowiadajacy za wszystkie znane powigzania w ro-
dowodzie,

e — sktadnik resztowy.

Dla analiz wykonanych rownoczesnie dla wszystkich trzech laktacji uwzgledniono
réwniez warto$¢ efektu statego laktacji. Dla wielokrotnych poréwnan zastosowano po-
prawke Bonferroniego.
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Wyniki i dyskusja

W badanym stadzie zwierzat, przy wykorzystaniu rozdziatu elektroforetycznego na
zelu agarozowym, zidentyfikowano trzy genotypy: CT, TT, CC. W tabeli 2. przedstawiono
frekwencje genotypow i alleli w catej populacji.

Tabela 2 — Table 2
Frekwencja wystepowania alleli i genotypow IGF-1/SnaBI w badanym stadzie

Frequency of /GF-1/SnaBlI alleles and genotypes in the test herd

Genotypy — Genotype Allele
cr T cc C T
Frekwencja 0,4832 0,2594 0,2574 0,499 0,501
Frequency

Z danych przedstawionych w tabeli 2. wynika, Zze w populacji najczeséciej wystepuja
osobniki heterozygotyczne CT (0,4832). Frekwencje wystepowania pozostatych dwoch
genotypow (77 1 CC) sa do siebie bardzo zblizone i wynosza odpowiednio 0,2594 oraz
0,2574. Czgstos¢ wystepowania poszczegolnych alleli jest odzwierciedleniem frekwencji
genotypow. Otrzymane wartosci sg zblizone dla obu alleli 1 wynosza 0,499 dla allelu C
oraz 0,501 dla allelu T.

Wyniki wydajno$ci mlecznej w czasie 305-dniowej laktacji przedstawiono w tabeli 3.
W czasie pierwszej laktacji srednia wydajnos¢ mleczna wynosita 9341,87 kg. Roznica
miedzy wydajnoscia najwyzsza (genotyp CC) a najnizsza (genotyp CT) wynosita 1,72%,
co stanowilo 159,45 kg mleka. Osobniki o genotypie 77 charakteryzowaty si¢ $rednia
wydajnosciag mleczng.

W tabeli 3. przedstawiono tez wyniki zawartosci thuszczu i biatka w mleku w zaleznos$ci
od genotypu /GF-1/SnaBI. Bez wzglgdu na genotyp, zarowno w przypadku zawartosci
biatka, jak i thuszczu, otrzymane wartosci byty zblizone.

Tabela 3 — Table 3

Wydajno$¢ cech mlecznosci oraz procentowa zawartos¢ ttuszczu i biatka w mleku w zaleznosci od genoty-
pu IGF-1/SnaBI

Milk yield and percentage content of fat and protein in milk depending on /GF-1/SnaBI genotype

Wydajnos¢ mleka za 305 dni laktacji Zawarto$¢ tluszczu Zawarto$¢ biatka
Milk yield during 305-day lactation Fat content Protein content
Genotyp (kg) (%) (%)
Genotype
$rednia $rednia $rednia
n n n
mean mean mean
cr 353 9284,51 £82,67 353 4,11 +£0,02 353 3,38 +0,01
T 192 9347,43 +105,57 192 4,14 £0,04 192 3,34 +0,02
ccC 190 9443,96 +112,67 190 4,13 +0,04 190 3,34+ 0,02
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Dotychczas niewielu badaczy podj¢to si¢ proby oceny wplywu polimorfizméw wyste-
pujacych w genie IGF-1/SnaBI na cechy zwigzane z produkcjg mleczng. Zdecydowana
wickszo$¢ naukowcow skupita swoja uwage na cechach migsnych, wzroscie i rozwoju
krow. Udowodniono istnienie zwigzku migdzy polimorfizmami genu /GF-1 a takimi ce-
chami, jak wielko$¢ 1 masa tuszy, zawarto$¢ thuszczu w tuszy, grubos¢ tkanki thuszczowe;j,
dzienne przyrosty masy, zdatno$¢ migsa do obrobki spozywczej czy rozktad tkanki thusz-
czowej [8]. Insulinopodobny czynnik wzrostu wptywa na rozrost migsni, a takze gruczotu
mlekowego, co daje podstawy do przypuszczenia, ze moze mie¢ on wplyw na produkcje
mleka.

Wystepujaca w regionie regulatorowym tranzycja T>C wplywa na cechy produkcyjne
zardwno w sposob posredni, jak i bezposredni [2]. Wykazano, ze heterozygoty (7C) cha-
rakteryzujg si¢ wyzszg wydajnoscig mleczng niz homozygoty (77, CC), czego nie potwier-
dzono w badaniach przedstawionych w niniejszej pracy. Ponadto wykazano pozytywna
korelacje miedzy badanym genotypem a cechami jakosciowymi mleka: mleko produ-
kowane przez heterozygoty zawierato wigcej ttuszczu i biatka niz produkowane przez
homozygoty. W niniejszym badaniu nie udato si¢ potwierdzi¢ zwigzku polimorfizmu
IGF-1/SnaBI z zawartoscig thuszczu 1 biatka.

W irlandzkiej populacji krow rasy holsztynsko-fryzyjskiej nie stwierdzono zwigzku
miedzy zadnym z pigciu badanych polimorfizméw I/GF-1 a wydajnoscig mleczng ani
zawartoscig biatka w mleku. Potwierdzono jednak wptyw badanych polimorfizméw na
zawarto$¢ thuszczu w mleku [16]. Badania na buhajach, polegajace na ocenie przeka-
zywanego potencjalu produkcyjnego oszacowanego na podstawie wynikéw wydajnosci
mlecznej corek, wykazaly, ze na dziesi¢¢ przebadanych polimorfizméw wystepujacych
w genie /GF-1 jeden zwigzany byt ze wzrostem wydajnosci mlecznej, dwa — ze wzrostem
zawartosci biatka i jeden — ze wzrostem zawarto$ci thuszczu w produkowanym mleku [9].
Wykazano réwniez istnienie zwigzku migdzy polimorfizmami wystgpujacymi w intronach
znajdujacych si¢ w genie /GF-1 a wydajnoscig mleczna, a takze zawartoscig biatka i thusz-
czu w mleku [8]. Trzy ze zbadanych mutacji wykazywaly negatywny wplyw na wydaj-
no$¢ mleczng. W intronie 3 i 6 wystgpowaty substytucje A>G, ktore wptywaty na spadek
zawartosci thuszczu w mleku. Dodatkowo osobniki, u ktorych zidentyfikowano mutacje
wystepujaca w intronie 3 charakteryzowaly si¢ nizszg wydajno$cig mleczng. Wspomniane
polimorfizmy wystepowaty tylko u 0,4% populacji, co moze sugerowac, ze zostaty one
wyeliminowane na drodze selekcji ukierunkowanej na uzyskanie mozliwie najwyzszej
mlecznosci.

Oprocz zawartosci biatka i thuszezu, polimorfizmy wystepujace w genie /GF-1 zwigza-
ne sg z proporcjami kwasow thuszczowych znajdujacych si¢ w mleku [7]. Mleko produko-
wane przez osobniki o genotypie 77 zawiera wiccej nasyconych kwasow thuszczowych,
natomiast mleko produkowane przez osobniki o genotypie heterozygotycznym C7T — wig-
cej nienasyconych kwasow tluszczowych.

Wyniki uzyskane w prezentowanych badaniach wtasnych jednoznacznie wskazuja, ze
istnieje zwigzek pomiedzy polimorfizmami wystgpujagcymi w regionie regulatorowym
genu /GF-1 a wydajnoscia mleczng kréw. Nie udato si¢ natomiast wykazac¢ istnienia
zwigzku miedzy genotypami /GF-1/SnaBl a cechami jakoSciowymi mleka (zawartos$¢
thuszczu i biatka). Niemniej jednak warto podkresli¢, ze warianty polimorficzne pojedyn-
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czych genow moga wykazywac nieznaczny wplyw na mleczno$é, ale w sprzezeniu z in-
nymi genami powyzsze zalezno$ci moga rozktadac si¢ korzystniej [13]. W dobie selekcji
genomowej, ktorej podstawa jest stosowanie tzw. réwnan predykcyjnych umozliwiajacych
przypisanie SNP okre$lonej warto$ci, warto rozpatrzy¢ wariant /GF-1/SnaBI jako majacy
potencjalne znaczenie.
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Matgorzata Wasielewska, Iwona Szatkowska

Possible relationship between IGF-1/SnaBI genotypes
and milk yield of Holstein-Friesian cows

Summary

The correlation between polymorphisms in the /GF-/ gene and production traits in beef

cattle is well known. The effect of insulin-like growth factor on the value of milk traits is not yet
adequately understood. The aim of the study was to attempt to describe the effect of IGF-1/SnaBI
substitution on selected milk performance parameters of the Black-and-White variety of Holstein-
-Friesian cows. Three genotypes were identified: CC, CT and TT. The results showed a correlation
between /GF-1/SnaBI genotypes and milk yield (highest for CC homozygotes and lowest for
CT heterozygotes). No relationship could be established between the genotype and the quality
characteristics of milk.

KEY WORDS: cows, milk yield, /IGF-1
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