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Celem podjetych badan bylo okreSlenie zalezno$ci miedzy wystepowaniem trzech réznych
mutacji punktowych (257C>T, 335A>G, 422 C>T) w regionie promotorowym genu kodujg-
cego tyreoglobuline (powodujacych jego polimorfizm) a cechami uzytkowoS$ci mlecznej by-
dia. Badaniami objeto stado kréw rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej. Ustalenie genotypow
prowadzono z wykorzystaniem metody PCR i jej modyfikacji ACRS. Okreslono frekwencje
czesSciej wystepujacych alleli dla analizowanych mutacji punktowych: C — 0,830 (257C>T),
A - 0,765 (335A>G) i C - 0,635 (422C>T). Analiza statystyczna pokazala, ze wszystkie trzy
analizowane mutacje punktowe w regonie promotorowym genu 7G istotnie (P<0,05; P<0,01)
wplywaja na analizowane cechy uzytkowos$ci mlecznej, tj. na dobowg wydajnos¢ mleka, za-
warto$¢ thuszezu i bialka w mleku oraz liczbe komérek somatycznych.

SLOWA KLUCZOWE: tyreoglobulina, bydto, SNP, uzytkowos$¢ mleczna

Tyreoglobulina (TG) to homodimer glikoproteinowy, ktory glownie wytwarzany jest
przez komorki pecherzykowe tarczycy. Przede wszystkim pehni rolg substratu w proce-
sie syntezy tyroksyny (T4) i trijodotyroniny (T3). Tyreoglobulina wydzielana jest z reti-
kulum endoplazmatycznego do miejsca, w ktorym ulega jodowaniu (wlaczaniu jodu do
reszt tyrozynowych tyreoglobuliny); w znacznej czgsci magazynowana jest we wngtrzu
pecherzykow tarczycowych, ale rowniez znajduje si¢ w obrgbie tzw. koloidu, czyli ptynu
wypehiajacego pecherzyki tarczycowe (van der Spek i in., 2017). Kiedy zajdzie stymula-
cja komorek tarczycy przez TSH (hormon tyreotropowy), to uwalniane sg z niej gotowe do
dziatania hormony tarczycy. Hormony tarczycowe wplywaja na wiele proces6w w orga-
nizmie, w tym na kontrolg proceséw metabolicznych, m.in. w watrobie stymulujg procesy
glukoneogenezy i lipogenezy, pobudzaja rowniez zachodzenie glikogenolizy. Tyroksyna
bierze udzial w r6znych przemianach metabolicznych, ale jej najwazniejsza rolg jest udziat
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w przemianie trojjodotyroniny. Ta natomiast ma ogromny wptyw na prace uktadu nerwo-
wego oraz rozwoj organizmu i procesy wzrostu (Mullur i in., 2014).

Gen kodujacy tyreoglobuling (7G) zlokalizowany jest w regionie centromerowym
chromosomu 14 (BTA14), liczy 37 eksondw rozdzielonych intronami i obejmuje co naj-
mniej 300 kpz genomowego DNA (Khatib i in., 2007). Gen 7G zlokalizowany zostal
w regionie bogatym w QTL, a poniewaz produkt tego genu jest prekursorem hormonu
posrednio wpltywajacego na metabolizm lipidow, to Thaller i in. (2003) uznali go za
gen kandydujacy, wlasnie ze wzgledu na funkcj¢ jego produktu. W réznych badaniach
wykazano, ze mutacje punktowe zlokalizowane w regionie promotora 5’ genu 7G s po-
wigzane z cechami uzytkowos$ci migsnej bydta, takimi jak zawarto$¢ thuszczu w migsniu
najdtuzszym grzbietowym (Anton i in., 2008, 2011) czy poziom marmurkowato$ci w migsie
(Shin i Chung, 2007; Gan i in., 2008). Ze wzgledu na stwierdzenie zalezno$ci pomig-
dzy cechami jakos$ci migsa, a gtdéwnie powiazanie z zawartoscia thuszczu oraz lokaliza-
cje genu 7G w regionie BTA14 bogatym w OQTL zwiazane z wydajno$cia i zawartoscia
thuszczu w mleku Khatkar i in. (2004) oraz Khatib i in. (2007) uznali, ze warto rOwniez
zbada¢ relacje migdzy mutacjami punktowymi w regionie promotorowym 5’ a cechami
uzytkowos$ci mlecznej.

Celem podjetych badan byto oszacowanie frekwencji genotypow i alleli trzech substytu-
cji — tranzycji (257C>T, 335 A>G, 422 C>T) zlokalizowanych w regionie promotorowym
5’ genu TG oraz ustalenie ewentualnego powigzania poszczegoélnych genotypow z wy-
branymi cechami uzytkowos$ci mlecznej bydta rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskie;j.

Material i metody

Badania prowadzono w stadzie liczacym100 krow rasy polskiej holsztynsko-fryzyj-
skiej, na fermie w wojewddztwie zachodniopomorskim. Krowy utrzymywane byly w sys-
temie wolnostanowiskowym i zywione TMR (Total Mixed Ration). Legowiska pokryte
byty stomg. Dawka pokarmowa byta sporzadzana przy pomocy samojezdnego wozu pa-
szowego Santrak 4.0 Selfline. Krowy dojono dwa razy dziennie przy uzyciu mechanicznej
dojarki. Wydajno$¢ mleczng stada oceniano metoda A4 — zgodng z zaleceniami Interna-
tional Committee for Animal Recording (ICAR). W przeprowadzonym badaniu analizo-
wano dobowa wydajnos¢ mleka, zawartos¢ thuszczu i biatka w mleku oraz liczbe komorek
somatycznych. Ze wzgledu na fakt, ze liczba komorek somatycznych charakteryzuje si¢
duza zmienno$cig i nie ma rozktadu normalnego, rzeczywistg liczb¢ komoérek somatycz-
nych przetransformowano na logarytm naturalny, co pozwolito na spetnienie warunkow
rozktadu normalnego.

Materiat biologiczny stanowila pelna krew obwodowa (5 ml) pobierana do probéwek
prozniowych zawierajgcych K,EDTA jako czynnik anykoagulujacy. Z pobranej krwi izo-
lowano DNA z wykorzystaniem zestawu do izolacji DNA MasterPure™ (Epicentre®),
zgodnie z protokotem izolacji dolagczonym do zestawu. Genotypy poszczegdlnych krow
okreslano przy zastosowaniu techniki PCR-RFLP. Analizowano trzy punktowe mutacje
genowe (SNV, ang. single nucleotide variant) w regionie promotorowym 5’ genu 7G
opisane w pracy Shin i Chung (2007). Wykorzystano trzy sekwencje starterowe (dwa
startery prowadzace oraz jeden starter odwrotny) w odpowiednich kombinacjach, w celu
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zamplifikowania wybranych fragmentow genu 7G. Sekwencje starterowe zastosowane w
celu okreslenia genotypow zaprojektowane zostaty z wykorzystaniem programu Primer
3 (Untergasser i in., 2012) i w oparciu o sekwencje genu dostepne w bazie Ensembl
(https://www.ensembl.org) oraz w dwdch przypadkach (obydwa startery prowadzace) wy-
korzystano metode ACRS (sztuczne wprowadzenie miejsca restrykcyjnego), celem wy-
kreowania miejsca ciecia dla enzymow. Szczegotowe informacje dotyczace analizowa-
nych SNP, tj. lokalizacje, sekwencje starterow, temperature wydtuzania tancucha, enzymy
restrykcyjne oraz wielkos¢ produktéw otrzymanych po PCR i wielko$¢ fragmentéw po
trawieniu enzymem podano w tabeli 1.

Tabela 1 — Table 1
Warunki PCR-RFLP dla analizowanych polimorfizmow w genie 7G
PCR-RFLP conditions for the analysed polymorphisms in the 7G gene

Sekwencja starterow (5’ —3”) AS RFLP
SNP Primer sequence (5’ — 3') AT (bp) RE (bp)
257 C>T F: GAGGGAGCATTGTGTTTGT 50°C 440 AIw26] C: 256, 158, 26
rs207642293 R: CTGTTTTCTCTGCTGGTCAC w T- 282,158
335A>G F: TGAAGATGAATTATGAAGCCGC 50°C 363 Hhal A:363
rs523209078 R: CTGTTTTCTCTGCTGGTCAC a G: 339,24
422C>T F: GAGGGAGCATTGTGTTTGT 50°C 440 Peul C: 256, 184
rs135751032 R: CTGTTTTCTCTGCTGGTCAC su T: 440

AT — temperatura annealingu; AS — wielko$¢ amplikonéw; RE — enzym restrykcyjny, nukleotydy sa podkreslone; RFLP —
wielko$¢ produktow po trawieniu

AT — annealing temperature; AS —amplicon size, RE — restriction enzyme, mismatched nucleotides are underlined; RFLP —
digestion product size

Reakcje PCR prowadzone byly w mieszaninach o koncowej objetosci 25 ul zawie-
rajacych: starter prowadzacy (1,0 pl), starter odwrotny (1,0 pl), standardowa i gotowa do
uzycia mieszaning 2xPCR Mix (12,5 ul), DNA (2 pul) oraz wode wolng od nukleaz (8,5 pl).
Poszczegodlne etapy PCR prowadzone byty w nastepujacych warunkach termicznych:
poczatkowa denaturacja w 94°C przez 5 minut, nastepnie denaturacja wtasciwa w 94°C
przez 45 sekund, hybrydyzacja w 50°C przez 45 sekund, wydtuzanie tancucha w 72°C
przez 45 sekund (powtorzone w 30 cyklach) oraz wydtuzanie koncowe w 72°C przez 5
minut.

Trawienie enzymem restrykcyjnym produktu otrzymanego po PCR prowadzone byto
w czasie 1 temperaturze zgodnej z zaleceniami producenta. Nastepnie otrzymane fragmen-
ty rozdzielane byly z wykorzystaniem elektroforezy poziomej na 2% zelach agarozowych
barwionych bromkiem etydyny i wizualizowane pod UV transiluminatorem.

Obliczano frekwencje genotypow i alleli, a wskaznik informacji o polimorfizmie
(ang. polymorphism information content, PIC) zostat oszacowany zgodnie z metoda Nei
i Roychoudhury (1974).

Nastepnie przeprowadzono analize statystyczng zaleznosci migdzy poszczegdlnymi
genotypami a wybranymi cechami uzytkowos$ci bydta mlecznego: dobowa wydajnoscia
mleka, zawartoscig thuszezu i biatka w mleku oraz liczbg komorek somatycznych. Anali-
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za statystyczna migdzy wariantami genetycznymi genu kodujacego tyreoglobuling a cechami
uzytkowosci prowadzona byta przy uzyciu programu STATISTICA®12.0 (Statsoft Inc., 2014).
Wykorzystano model jednoczynnikowej analizy wariancji:

Y, =utite,
gdzie:
1 — warto$¢ oczekiwana,

t,— analizowana zmienna,
e~ efekt btedu losowego.

Wyniki i dyskusja

W tabeli 2. przedstawiono frekwencj¢ genotypow oraz alleli dla poszczeg6lnych tran-
zycji w regionie 5’ genu 7G. Dla wszystkich trzech analizowanych punktowych mutacji
genowych zidentyfikowano obecno$¢ wszystkich trzech mozliwych genotypow. Analiza
otrzymanych wynikéw wskazuje, ze dla tranzycji 257C>T wykazano najwyzszg frekwen-
cj¢ dla genotypu CC oraz dla allelu C, dla tranzycji 335A>G najcze$ciej wystepujacym
genotypem byt genotyp homozygotyczny A4, a allelem o najwyzszej frekwencji allel 4.
W przypadku tranzycji 422C>T zaobserwowano najwyzsza frekwencje dla genotypu hete-
rozygotycznego, a najczgsciej wystepujacym allelem byt allel C.

Tabela 2 — Table 2
Frekwencja genotypow i alleli (n — liczba krow)

Genotype and allele frequencies (n — number of cows)

Polimorfizm N Frekwencje genotypow Frekwencje alleli PIC
Polymorphism Genotype frequencies Allele frequencies
70 cc 0,70
257C>T 26 CcT 0,26 ? 8?;8 0,242
4 T 0,04 ’
59 AA 0,59
335A>G 35 AG 035 a 070 0,295
6 GG 0,06 i
40 cc 0,40
422C>T 47 cr 0.47 < s 0,356
13 T 0,13 ’

Tranzycja 422C>T jest najcze$ciej badang punktowa mutacja genowa w genie koduja-
cym tyreoglobuling u bydta. Frekwencja allelu C stwierdzona przez innych autoréw jest
bardzo rézna: od 0,51 u bydta rasy angus do 0,98 u bydta rasy hereford (Pannier i in.,
2010), a najczgsciej waha si¢ w granicach od 0,65 do 0,87 (Khatib i in., 2007; Anton i in.,
2008, 2012). Natomiast tranzycje 257C>T oraz 335A>G zostaly do tej pory opisane tylko
w pracy Shin i Chung (2007), ale bez podania frekwenc;ji alleli czy tez genotypow dla tych
punktowych mutacji genowych.
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Ocena PIC zgodna z klasyfikacja Botstein i in. (1980) — wedtug ktorej o niskim poli-
morfizmie moéwimy, gdy wartos¢ PIC jest mniejsza od 0,25, o $rednim jesli wartos¢ PIC
zawiera si¢ w przedziale 0,25-0,5, a o wysokim, gdy warto§¢ PIC jest wieksza od 0,5 —
wykazata §redni polimorfizm dla wszystkich trzech miejsc polimorficznych.

W tabeli 3. przedstawiono wyniki analizy statystycznej poszczegodlnych genotypow
w odniesieniu do wybranych cech uzytkowos$ci mlecznej, takich jak: dobowa wydaj-
no$¢ mleka (kg), zawarto$¢ ttuszczu (%) i biatka (%) w mleku oraz liczba komorek
somatycznych.

Tabela 3 — Table 3
Wartoéci $rednie i odchylenie standardowe dla cech uzytkowos$ci mlecznej w odniesieniu do genotypow 7G

Mean values and standard deviations for milk production traits in relation to 7G genotypes

Genot Wydajnos¢ mleka Zawarto$¢ ttuszczu Zawarto$¢ biatka LoLKS"
Geno type Milk yield Fat content Protein content LaSCC*
P (kg) %) %)
257C>T
cc 18,68 £6,17* 3,95 £0,594 3,36 £0,39° 4,12 £0,794
Ccr 16,56 +6,08" 4,71 £0,68"% 3,75 +£0,46° 4,36 0,845
T 18,61 £5,62¢ 5,25 £0,82¢ 3,66 £0,30° 3,67 £0,7448
335A>G
AA 17,40 £6,054 4,46 +0,70* 3,57 £0,47%¢ 4,13 +£0,85°
AG 19,41 +6,17% 3,87 +0,60° 3,35 +£0,35%¢ 4,19 +0,77
GG 17,94 £6,45¢ 3,48 £0,59¢ 3,23 £0,398 4,37 +0,75°
422C>T
cc 19,59 £6,224 3,78 £0,57* 3,30 £0,36* 4,21 +0,78
cr 17,03 +£5,96" 4,33 £0,608 3,53 +0,43" 4,13 £0,82
T 17,64 £6,025¢ 4,98 +£0,82¢ 3,80 £0,47¢ 4,14 +0,91

*LnLKS — logarytm naturalny liczby komorek somatycznych

*LnSCC — natural logarithm of somatic cell count

a, b — wartosci oznaczone r6znymi matymi literami r6znig si¢ statystycznie istotnie (P<0,05)

A, B — warto$ci oznaczone roznymi wielkimi literami roznig si¢ statystycznie wysoce istotnie (P<0,01)
a, b — values in columns with different lowercase letters differ significantly (P<0.05)

A, B — values in columns with different capital letters differ highly significantly (P<0.01)

Analiza wynikéw dla tranzycji 257C>T pozwala na stwierdzenie, ze krowy o genotypie
heterozygotycznym charakteryzowatly si¢ najnizsza dobowa wydajnoscia mleka oraz naj-
wyzsza zawarto$cig biatka w mleku i najwyzsza liczba komorek somatycznych. Zwierzeta
o genotypie homozygotycznym CC cechowaly si¢ najnizsza zwartoscig bialka i thuszczu w
mleku, natomiast krowy o genotypie homozygotycznym 77 charakteryzowatly si¢ najwyz-
sza zawarto$cig thuszczu w mleku oraz najnizsza liczba komoérek somatycznych. Wszystkie
te zaleznosci zostaty potwierdzone statystycznie (P<0,05; P<0,01).

W przypadku tranzycji 335A>G rowniez stwierdzono statystycznie istotne zalezno$ci
(P<0,05; P<0,01) miedzy poszczegdlnymi genotypami a cechami uzytkowosci mleczne;.
Wykazano, ze mleko otrzymane od osobnikéw o genotypie homozygotycznym 44 ce-
chowato si¢ najwyzsza zawarto$cig thuszczu i biatka oraz najnizsza liczba komodrek
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somatycznych. Krowy o genotypach heterozygotycznych produkowaty najwigcej mle-
ka, a o genotypach homozygotycznych GG charakteryzowaty si¢ najnizsza zawarto$cia
thuszczu w mleku oraz najwyzsza liczba komorek somatycznych.

Dla tranzycji 422C>T zaobserwowano, ze krowy o genotypie homozygotycznym CC
cechowaly si¢ najwyzsza dobowa wydajnoscia mleka, najnizsza zawartoscia ttuszczu
i biatka w mleku oraz najwyzsza liczbg komorek somatycznych. Stwierdzono réwniez, ze
krowy o genotypie heterozygotycznym produkowaly najmniej mleka, a mleko otrzymane
od krow o genotypach homozygotycznych 77 cechowalo si¢ najwyzsza zawarto$cia thusz-
czu i biatka. Powyzsze zaleznosci zostaty potwierdzone statystycznie (P<0,05; P<0,01)
z wyjatkiem cechy jaka jest liczba komorek somatycznych.

Badan dotyczacych analizy zalezno$ci migdzy polimorfizmem w regionie promotorowym
5’ a cechami uzytkowosci mlecznej jest niewiele i dotycza one tylko tranzycji 422 C>T. Kha-
tib 1 in. (2007) w badaniach prowadzonych na bydle rasy holsztynskiej oraz Kowalewska-f.u-
czak i in. (2010) w badaniach bydta rasy jersey nie stwierdzili zaleznosci pomiedzy tranzycja
422C>T a cechami uzytkowosci mlecznej. Natomiast Anton i in. (2012) w badaniach prowa-
dzonych na trzech rasach bydta: holsztynsko-fryzyjskiej, jersey i wegierskiej simentalskiej
wykazali wptyw tej punktowej mutacji genowej na wydajnos$é mleka za laktacje 305-dniowa,
a w przypadku rasy jersey wykazano powiazanie z zawartoscia ttuszczu w mleku.

Znacznie wiecej badan naukowych dotyczy punktowych mutacji genowych w genie 7G
i cech uzytkowosci migsnej bydta. Prace te w znacznej wigkszosci skupialy si¢ na regionie
promotorowym 5°, a w szczegolnosci na tranzycji 422C>T. Autorzy wykazali wplyw ba-
danej punktowej mutacji genowej na poziom marmurkowatosci migsa (Casas i in., 2007;
Shin i Chung, 2007) oraz na zawarto$¢ ttuszczu w mig$niu najdhuzszym grzbietu (Thaller
iin., 2003; Anton i in., 2008). W obrgbie genu 7G badano rowniez region flankujacy 3’
(Gan i in., 2008; Hou i in., 2011) u r6znych ras bydta i wykazano istotny wptyw badanych
substytucji na poziom marmurkowatos$ci migsa.

Doskonalenie zwierzat gospodarskich skupia si¢ przede wszystkim na selektywnej ho-
dowli osobnikow o pozadanych fenotypach. Coraz wigcej dostepnych informacji na temat
organizacji i funkcjonowania genomu moze by¢ wykorzystanych w programach hodow-
lanych, ktore maja na celu poprawe szeregu cech. Okreslenie lokalizacji markerow ge-
netycznych QTL, ktére sa powigzane z genem odpowiedzialnym za dang ceche czgsto
znajduje zastosowanie w programach hodowlanych, jednak identyfikacja genow lezacych
u podstaw kontroli zmienno$ci zapewnia silniejsze markery (Williams, 2005). Gen koduja-
cy tyreoglobuling wydaje si¢ by¢ genem, ktory moze znalez¢ zastosowanie w programach
hodowlanych. Zostat on wytypowany przez Barendse (1999) jako pozycyjny gen kandydu-
jacy ze wzgledu na zmapowanie jego locus w obszarze chromosomu powigzanego z cecha-
mi uzytkowymi bydta oraz przez Thaller i in. (2003) jako funkcjonalny gen kandydujacy
z powodu wptywu produktu tego genu w metabolizmie lipidéw. Liczne badania dotyczace
gtéwnie cech uzytkowosci migsnej zdaja si¢ to potwierdzac.

Podsumowanie

Przeprowadzone badania wlasne wskazuja, ze wszystkie trzy analizowane tranzycje
w regonie promotorowym genu 7G wptywaja na poszczeg6lne analizowane cechy uzyt-
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kowosci mlecznej, tj. dobowa wydajnos¢ mleka, zawarto$¢ ttuszczu i biatka w mleku oraz
liczbe komorek somatycznych w mleku krow rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej i wy-
niki te zostaty potwierdzone statystycznie (P<0,05; P<0,01). Zaobserwowano, ze w przy-
padku tranzycji 237C>T mozna wskaza¢ genotypy o niekorzystnym wptywie na cechy
uzytkowos$ci mlecznej, tj. krowy o genotypie heterozygotycznym cechowaly si¢ najnizsza
dobowa wydajnoscig mleka, a mleko pozyskane od krow o genotypie CC charakteryzowa-
to si¢ najnizsza zawartos$cia tluszczu oraz biatka. Dla dwdch pozostatych tranzycji odno-
towano pozytywny wpltyw genotypow na takie cechy uzytkowosci mlecznej, jak dobowa
wydajnos¢ mleka (genotyp AG 335A>G oraz genotyp CC 422C>T) oraz zawarto$¢ biatka
w mleku (genotyp 44 335A>Q) i zawarto$¢ tluszczu w mleku (genotyp 77 422C>T).
Dlatego tez prowadzac selekcje bydta mlecznego powinno si¢ unikac¢ zwierzat o genotypie
CT (237 C>T) oraz preferowac osobniki o genotypach CC (422C>T) i AG (335A>Q).
Podsumowujac mozna stwierdzi¢, ze wyniki przeprowadzonych badan wtasnych moga by¢
wykorzystane w selekcji bydta mlecznego oraz przetozy¢ sie na korzysci ekonomiczne dla
producentéow mleka i hodowcow bydta mlecznego. Oczywiscie wyniki te nalezy potraktowac
jako wstepne ze wzgledu na niezbyt duza liczbg zwierzat objetych doswiadczeniem. Kolejnym
krokiem powinno by¢ poszerzenie badan o inne rasy bydta i bardziej liczne stada zwierzat.
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Ewa Czerniawska-Pigtkowska, Inga Kowalewska-L.uczak

Effect of polymorphism in the 5’ promoter region of the 7G gene
on the milk production traits of Polish Holstein-Friesian cattle

Summary

The aim of the study was to determine the relationship between the occurrence of three different point
mutations (257C>T, 335A>G and 422 C>T) in the promoter region of the gene encoding thyroglobulin
(causing polymorphism) and the milk production traits of cattle. The research was conducted on a herd
of Polish Holstein-Friesian cows. Genotypes were determined by PCR and its ACRS modification.
The frequency of more common alleles for the point mutations was determined: C — 0.830 (257C>T),
A —0.765 (335A>G), and C — 0.635 (422C>T). The statistical analysis showed that all three point
mutations in the promoter region of the 7G gene significantly (P < 0.05; P <0.01) affect the analysed
milk production traits, i.e. daily milk yield, content of milk fat and protein, and somatic cell count.

KEY WORDS: thyroglobulin, cattle, SNP, milk production
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