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VPLYV POLYMORFIZMU GENOV LEPR, MC5R A H-FABP NA PRODUKCNE
VLASTNOSTI OSIPANYCH

THE EFFECT OF LEPR, MC5R AND H-FABP GENE POLYMORPHISM ON PIG
PRODUCTION TRAITS

Anton Kovdik, Anna Trakovicka, Jozef Bulla, Alica Rafayovazana Lieskovska

ABSTRAKT

The aim of this work was to analyze the productregs of pigs in relation to polymorphism
of LEPRHpall), MC5RHsm®2I) and H-FABP(Hinfl) genes. We used 102 young boars (50)
and sows (52) from hybrid combination of Large Whaind Landrass breeds. Genotyping of
pigs was performed by the PCR — RFLP method. Watiitked three genotypes AA(14),
AB(32), BB(56) of theLEPR HH(56), Hh(28), hh(18) of théd- FABP, but only two
genotypes oMMC5R (AA=88, AG=14). The effect oLEPR (Hpdl) gene was statistically
significant for average daily gain (AB=604.2924.23 g vs. AA=596.30 + 28.16), and for
back fat thickness (AA=10.7% 0.43 mm). The effect oH-FABP (Hinl) gene was
statistically non-significant for average daily aihh=604.62 + 14.94 vs. HH=597.72 *
13.41), as well as for back fat thickness and le@at. The effect oMC5R (Hs®92l) gene
was statistically significant for back fat thickse@AA=10.52+ 0.13 vs. AG=8.84t 0.23).
Significant effect of sex on average daily gain vmeved. We recommend to use these
results for comparison with other hybrid combinasio
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UvoD

Ulohou $achtenia osipanych je produkcia kvalitného chud#hgového méasa a zvysovanie
genetického potencialu dialSich ekonomicky vyznamnych znakoch oSipanychd6Meatiku
dopytu spotrebi®ov po chudom maése s#iaghtitd’ské programy zameriavaju na redukciu
tuku, ktora sa prejavuje Ubytkom hrubky chrbtovigingy a zvySovanim podielu cennych
masovychtasti v jatédnom tele. Z uvedeného dévodu sme sa rozhodli zanmer&andidatne
gény s efektom na obsah intramuskularneho tuku,zimiddré patria.LEPR, MC5Ra H-
FABP.

Pri Stadiu kandidatskych génov, u ktorych sa pré&tjma mozny vplyv na proddké
vlastnosti, bol odhaleny vyraznyiok génu pre leptinovy receptdctEPR na obsah tuku
brawového masa oSipanych. Vincent et al. (1999mocou vazbového mapovania
mikrosatelitmiidentifikovali LEPR gén oSipanej na Siestom chromozdéme. V prigdeleR
génu oSipanej boli identifikované Styri typy polyrfimmov. Ako prvy bol popisany
polymorfizmus detekovany restéikym enzymomHinfl (Vincent et al., 1997)DalSie dva
predstavuju intrébnové substitlcie detekované ig$tyimi enzymamHpall a Rsd (Stratil et
al., 1998) a napokon polymorfizmus identifikovangtddou DGGE (Kop@y et al., 1997).
Analyzou plemien Berkshire, Duroc, Hampshire a lrandEmnett et al. (2001) potvrdili
polymorfizmusLEPR (Mbd) s prevahou alely 2. Vyhodnotenimtahu LEPR (Mbol) génu

k ukazovatéom kvality mésa autori zistili preukazny vplyv nagmerné denné prirastky, na
obsah IMF pri plemene Hampshire a na hrubku chdytehaniny plemena Landras (Emnett et
al., 2001).

GénMCb5Rje kandidatny gén s efektom na obsah tuku vdmaym mase. Kim et al. (2000)
mapovanim lokalizovalMC5R gén na Siestom chromozéme oSipanej, patri doirskup
melanokortikotropnych. Nukleotidova substitu&803G vedie k aminokyselinovej zamene
Ala zaThr v 109. pozicii. Uvedeny typ polymorfizmu pomocestrikkného enzymuBsaH| s
nastiepenymi polymorfnymi fragmentmi A (238 bp) 4139 bp a 59 bp) ako prvy detekovali
Kim et al. (2000). Polymorfizmus génu bol potvrdengraci Emnett et al. (2001pruhy typ
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polymorfizmu MC5R génu, spésobeny substitici@Q841T, bol zisteny alelovo Specifickou
PCR, ktorou sa detekuju dve alely C a T. Pritomiralely C charakterizuje fragment
vel'kosti 128 bp, alelu T 118 bp fragment (Kim et 2000).

Gén H-FABP bol lokalizovany na Siestom chromozome oSipanemdtou metody PCR-
RFLP Haelll, Hinfl, Mspl) boli odhalené tri polymorfizmy (Gerbens et aB97Y). Skupinu
FABP tvoria malé vnutrobunkové proteiny zabezpace transport mastnych kyselin (MK)
z cytoplazmatickej membrany k miestfiroxidacie a syntézy fosfolipidov (Veerkamp,
Maatman, 1995).

Uplatnenie spominanych kandidatnych génov prianselekinych programoch predstavuje
moznu cestu dosiahnutia znizenia hrabky chrbtolamirsy bez redukcie vnutrosvalového
tuku. Cidom prace bolo analyzova genetickl variabilitu vybranych prodidkych
ukazovatéov oSipanych na zaklade genotypbl*FABP(Hinfl), LEPR (Hpall) a MC5R
(Hsp2l) pomocou metddy PCR-RFLP.

MATERIAL A METODIKA

V experimente bol pouzity biologicky material od2lj@dincov, 50 kancov a 52 pra&ek
hybridnej kombinéacie Biela lidchtila a Landras. Zvierata bolirkené Standardnoutrknou
zmesou. Ako biologicky material bola pozivana kWNA sme izolovali pomocou
komekného kitu NucleoSpin blood od firmy Macherey-Nageh amplifikaciu ciéovych
usekov sme pouzili Specifické oligonukleotidovepery:

LEPR

FOR: 5 GGA AGG CATTTG TTT CAG CAG TAA 3

REV:5 CAAGTC CTC TTT CAT CCA GCA CTG 3" (Stragt al., 1998):
MC5R

FOR: 5"TGA GCC TCT TGG AGAACATC 3

REV: 5 GCC ACC AAG GAG ATG CAG 3' (Kim, 2000)

H-FABP

FOR: 5" GGA CCC AAG ATG CCTACGCCG ¥

REV: 5" CTG CAT CTT TGA CCA AGA GG 3’ (Gerbens ¢t E97)

Genotypovanie oSipanych bolo uskiitované pomocou metdédy PCR — RFLP. Redkzmes
obsahovala:

LEPR 5 pmol primeru FOR a REV, 1.5 mM Mg{l0.2 mM dNTP, 1.0 Oag DNA
polymerazy (Promega, Netherland - NL), PCR segkmédium (200 mM Tris-HCI pH 8.4,
500 mM KCI) a 50 ng DNA.

H-FABP. 10 pmol primeru FOR a REV, 1.7 mM MgCD.2 mM dNTP, 1.25 Oag DNA
polymerazy (Promega, NL), PCR re¢ak médium (10mM Tris-HCI, 50mM KCI and 0.1%
Triton X-100) a 50 ng DNA.

MC5R 10 pmol primeru FOR a REV, 1.25ThqDNA polymerazy (Promega, NL), 2.0 mM
MgCl,, 200 mM dNTP mix a 50 ng DNA.

roénik 4 461 mimoriadneéislo, februar/2010



potravinarstvo

TabuPka 1 Teplotny atasovy profil PCR reakcie

Teplotny a LEPR H-FABP MC5R
casovy profil | teplota cas teplota cas teplota cas
Start 95°C 2 min 94°C 3 min 94°C 2 min
denaturacia 9fC 1 min 94°C 1 min 94°C 0,5 min
annealing 55C 1 min 57°C 1 min 56°C 1 min
polymerizacial 72°C 2 min 72°C 1 min 72°C 0,5 min
elongacia 72C 10 min 72C 10 min 72C 10 min
ochladenie AC 4°C 4°C
pocet cyklov 30 33 30

Na restrikna analyzu sme pouZili Specifické endonukledzypfiee PCR produkty. Pri
LEPRgéne sme pouzilpall (Promega, NL), prH-FABP Hinfl (Promega, NL) a piMC5R
Hs2I (Promega, NL).

Identifikacia a analyzy izolovanej DNA, PCR prodokta produktov Stiepenia sme
realizovali elektroforetickou separaciou v agard@mavgéle. Koncentracia agar6zového gélu
bola zvolena pdth aiakavanej vikosti fragmentovKl-FABP 3%,LEPR1,5% aMC5R 3%).
Gél obsahoval interkataé cinidlo ethidium bromide (0.;ug/ml). Elektroforeticka separécia
prebiehala v 1 x TBE roztoku pri 80-120 V po dolu9® minut. Ako markery sme pouZzili
DNA Ladder 100-1000 bp a DNA Ladder 50-500 bp,(Regemy NL). NaStiepené PCR
produkty sme detekovali pod UV transiluminatorom.

Priemerny denny prirastok (ADG, g) bol merany pmdtnosti od 30kg do 90-100 kg.
Meranie hrubky chrbtovej slaniny (BFT, mm) a podiethudého méasa (LM, %) bolo
vykonané poth Standardnej metodiky STN 466164.

Statistické analyzy jednotlivych génov boli uskirtené linearnym modelom GLM s fixnymi
a variabilnymi efektmi pomocou programu SAS (2000).

Yik =p + Sex+ LEPR + MC5R + H-FABR + @y

Yhijkl - hodnoteny ukazovaldgpriemerny denny prirastok, hrdbka chrbtovej
slaniny, cenné masitasti)

T - priemer populacie

LEPR - efekt genotypuUEPRgeén (i = AA, AB, BB)

MC5R, - efekt genotyptMC5Rgén (j = AA, AG)

H-FABP - efekt genotypti-FABP gén (k = HH, Hh, hh)

Sex, - efekt pohlavia

Enijki - nahodna chyba

VYSLEDKY A DISKUSIA

V skupine 102 oSipanych sme identifikovali tri ggmy AA(14), AB(32) a BB(56) pre
LEPR HH(56), Hh(28) a hh(18) pre- FABP gén, ale len dve genotypové kombinacie pre
génMC5R (AA-88, AG-14). Génové a genotypové frekvencie sédené v tahblike 2. Boli
potvrdené rozdiely vo frekvencii alel oboch lokus®re gén LEPR bola potvrdena vyssSia
frekvencia vyskytu alely B (0.7058) oproti alele (8.2942). NiZSie rozdiely frekvencii
vyskytu boli zistené tH-FABP (H = 0.6862, h =0.3137). V hodnotenej populaciakmstena
nizka Grové polymorfnosti (PIC = 0.0320) v lokusBIC5R z dbévodu malého ptu
heterozygotov AG (13.75%).
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Taburka 2 Genotypy a frekvencie alel kandidatnych génov wybégii oSipanych (N=102)
Gén Genotyp Alela v°- test He PIC
LEPR Alﬁ A382 8586 o_Azg4z_ 57058 6.0948" | 0.4153|  0.3249
MCBR e 2 ] 05537 | 01303  0.0320
H-FABP B 0134034 | 04392 0.3323

P>0.05, P>0.01", P>0.001™""

Hodnotenie v#ahov individualnych genotypov markerovych génoersotypovymi prejavmi
produkcie masa su uvedené vitdtm 3, 4. Na zaklade vybranych prodaoich
ukazovatéoch, bol zisteny najvySSi priemerny denny prirasfalG) pre génLEPR pri
heterozygotoch AB (604.2024.23). Pre tento gén bol zisteny v ukazovatedirperny denny
prirastok signifikantny rozdiel medzi heterozygamygenotypom AB (604.29 24.23) oproti
genotypu AA (596.30 + 28.16). Pri homozygotnom dgpe AA (LEPR), bola Statisticky
vyznamne potvrdena najvysSia hrubka chrbtovej siafiBFT = 10.77+ 0.43) a najnizSi
podiel cennych masityatasti (LM = 57.64 + 1.18). Pre BFT genotyp BB vykealonajnizsiu
hodnotu oproti genotypom AB a AA (AA > AB > BB). ¥kazovateli cenné masité@sti
(LM) oSipané s genotypom BBREPR vykazuju vysSi podiel (BB > AB > AA).

Na zakladeH-FABP génu, maju rozdiely medzi jednotlivymi genotypnaidpbnu tendenciu
pre ukazovatele hrdbka chrbtovej BFT a podiel cehmpasitycheasti LM (HH > Hh > hh),
ako pri génd_.EPR Priemerny denny prirastok ADG bol najvyssi pmagype hh (604.62 +
14.94).

Na zaklade génWMC5R bol zisteny signifikantny rozdiel medzi jednotlivirgenotypmi

v ukazovateli BFT (AA=10.52 0.13, AG=8.84t 0.23).

Hodnotena populacia nevykazovala rovnovazny stinglo sa o selektovanu populaciu. Na
ukazovaté priemerny denny prirastok (ADG) bol zisteny Statksy vyznamny vplyv
pohlavia. Na hrubku chrbtovej slaniny sme vplyv lpeta nezistili. Pri vSetkych hodnotenych
génoch sme zistili efekt genotypu, hiEPR aH-FABP na najniz3ej Urovni preukaznosti. Pri
MC5R bola signifikantno$ vysSia, ale tento vysledok moéZze thbyvplyvneny malou
variabilitou v lokuse.

Emnett et al. (2001) zistili vplyLEPR (Mbol) génu na priemerny denny prirastok (ADG).
Vysledky naSej analyzy potvrdili vpIyW.EPR génu ku prirastkom. V pripade hrabky
chrbtovej slaniny (BFT) zistili preukazny vplyv génEPR Toto zistenie koreSponduje
s vysledkami autorov Ovilo et al. (2002), ale nel&monduje s vysledkami Mindekova a
Trakovicka (2006). Emnett et al. (2001) pri plemémadras potvrdili vply\.EPR (Mbol)
génu na hribku chrbtovej slaniny. Autori Ovilo &t @000), Urban a Mikolasova (2002a)
nezistili preukazny vply\H-FABP génu na ukazovadtehribka chrbtovej slaniny. Gerbens et
al. (1999) predpokladaju ovplgm@vanie hriubky chrbtovej slaniny génmi, ktoré suwaabe
sH-FABP. NasSe vysledky koreSponduju s vysledkami Mindekavalrakovicka (2006),
Emnett et al. (2001). Na zéklade zistenych vysledkozrejmé, Ze Zze BFT index je spojeny
tiez s inymi kandidatnymi génmi oSipanych, naRi¥R1, MYC, LEP, GH{Urban et al.,
2002b) aVIC4R (Kov&ik et al., 2009).
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Tabulka 3 Determingny koeficient a hladiny preukéznosti kandidatnyénay

Meat parameters* R Sex LEPR MC5R H-FABP
ADG (9) 0.68 0.001" 0.087 0.931 0.072
BFT (mm) 0.49 0.276 | 0.014 | 0.00T" 0.045
LM (%) 0.41 0.542 0.052 0.207 0.092

*ADG = priemerny denny prirastok (g), BFT = hrubdarbtovej slaniny (mm), LM = cenné

masitécasti (%)

P>0.05," P<0.05,"" P<0.01,""" P<0.001
R’ determinany koeficient

Tabulka 4 Vplyv kandidatskych génov na prodiné ukazovatele oSipanych

Gén Genotypy

LEPR (Hpall) AA (14) AB (32) BB (56)
ADG (g) 596.30 + 28.16 604.29+ 24.23 600.0% 30.97
BFT (mm) 10.77+0.43 10.02°+ 0.53 8.98+ 0.53
LM (%) 57.64° +1.18 58.91+ 1.75 59.98+ 2.25
MC5R (Hsp92!) AA (88) AG (14) GG
ADG (g) 600.20 + 52.46 601.25 + 75.58 -

BFT (mm) 10.52 +0.13 8.84 + 0.23 -

LM (%) 58.15 + 2.91 59.65 + 4.32 -
H-FABP(Hinfl) HH (56) Hh (28) hh (18)
ADG (g) 597.72 + 13.41 598.46 + 29.25 604.62 + 14.94
BFT (mm) 9.28 +0.22 9.27 +0.36 8.77 £ 0.98
LM (%) 59.17 + 2.38 59.47 + 1.98 60.54 + 0.56

*ADG = priemerny denny prirastok (g), BFT = hrab#abtovej slaniny (mm), LM = cenné
masitécasti (%)
** 2= P<0.05," P=<0.01," =P <0.001

ZAVER

Na zaklade uskutmenych analyz genotypolEPR, MC5RaH-FABP sme pozorovali
asociacie k vybranym kvalitativnym a kvantitativnyrkazovatéom oSipanych (BFT, LM,
ADG). Ukazovaté BFT index (hrubka chrbtovej slaniny) bol pozoroyara dolnej hranici
preukaznosti pre geryEPRaH-FABP, pricom priMC5Rbol tento vZah silnejSi. Testovana
populacia nebola rovnovazna (PIC 0,0320-0,3328)moze by z dévodu nizSieho ptu
zvierat v experimente. Tieto vysledky odp&ame pouzi pre porovnanie &alSimi
hybridnymi kombinaciami oSipanych.
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