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ABSTRACT

The aim of this work was to identify the polymorphism of MC5R(BsaHI) gene in pigs. For our experiment we used
biological material from 28 pigs of hybrid combination Large White and Landrace. Genomic DNA was isolated from pig
blood. The polymorphism of MC5R gene was analyzed by PCR and PCR - RFLP method with using BsaHI restriction
enzyme and we identified A303G mutation. Fragments were separated by electrophoresis on 2% agarose gel with reagent
GelRed. We identified two genotypes AA(18), AG(10) in this pigs population. Genotype AA showed 238 bp fragment
and genotype AG 238 bp and 179 bp fragments. The highest frequency of genotype was found in the genotype AA (0.643).

We found a higher frequency of allele A (0.821) in comparison with allele G (0.179) in the set of pigs.
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UVOD

Srachtitel'ské programy chovatelov osipanych sa
zameriavajl na zvysenie ich  produkénych
areprodukénych  vlastnosti. S rozvojom  metod

molekularnej diagnostiky a modernych biotechnoldgii
vzrastol zaujem o identifikaciu a pouzitie kandidatskych
génov oSipanych. Melanokortinové receptory (MCR)
patria medzi transmembranové G-protein coupled
receptory, schopné viazat’ proteiny (napr. aguti a aguti-
pribuzné proteiny). Vizba MCR s Gs proteinmi indukuje
zvySenie koncentracie cAMP v intracelularnom prostredi
(Nijunhuis et al., 2003).

Doposial bolo identifikovanych pat
melanokortinovych receptorov, receptor
melanostimulacného  hormonu  (MC1R),  receptor

adrenokortikotropného horménu (MC2R), dva neutralne
receptory (MC3R, MC4R) a MC5R (Haegeman et al.,
2000).

Na zaklade uvedenych fyziologickych funkcii sa
predpokladd  vplyv melanokortinovych receptorov
na obezitu, preto sa gény MCR rodiny povazuji za
kandidatne gény pre misova uzitkovost’ (Haegeman et
al., 2000).

Gén MCB5R, patriaci do rodiny melanokortikotropnych
génov koduje syntézu receptora pre adrenokortikotropny
hormén (ACTH) a melanokortikotropny hormén (MSH).
Protein MC5R predstavujuci mediator  pre
termoregulaciu, sekréciu zliaz a sexualne spravanie (Kim
et al., 2000).

Kim et al. (2000) mapovanim lokalizovali MC5R gén
na 6. chromozéme osipane;.

Nukleotidova  substiticia ~ A303G  vedie k
aminokyselinovej zamene Ala za Thr v 109. pozicii.
Tento typ polymorfizmu pomocou restrikéného enzymu
BsaHI s nastiepenymi polymorfnymi fragmentmi A (238
bp) a G (179 bp a 59 bp) ako prvy detekovali Kim et al.
(2000).

Druhy typ polymorfizmu MC5R génu spdsobeny
substituciou C841T bol zisteny alelovo Specifickou PCR,
ktorou sa detekuji dve alely C a T. Pritomnost’ alely C
charakterizuje fragment vel'kosti 128 bp, alelu T 118 bp
fragment (Kim et al., 2000).

Cielom naSej prace bolo identifikovat polymorfizmus
génu MC5R(BsaH]I) na vybranej skupine osipanych pouzitim
molekularno genetickych metod PCR a PCR-RFLP.

MATERIAL A METODIKA

V nasej praci sme analyzovali 28 vzoriek hybridnych
kombinacii Biela uslachtila a Landrass. Ako biologicky
material sme pouzivali krv, z ktorej sme DNA izolovali
klasickou vysolovacou metédou. Naslednd PCR reakcia
prebiehala v termalnom cykleri C1000 (Bio-Rad).
Zlozenie PCR reakénej zmesi:
MC5R FOR: 5" -TCAGCC TCT TGG AGA ACATC -3’
MC5SR REV: 5" - GCC ACC AAG GAG ATG CAG - 37
Reakéna zmes bola v objeme 25 pl a obsahovala 1 ul DNA,
5 U/ul Taq polymerazy (Fermentas), 10 mM dNTP, 25 mM
MgCl,, 1 x Reaction buffer, 0.4 pl primeru MC5R FOR
a 0.4 pl primeru MC5R REV.

Tabul’ka 1 Teplotny a ¢asovy profil PCR reakcie

Kroky MC5R

Teplota Cas
Start 94 °C 3 min
Denaturacia 94 °C 10s
Annealing 55°C 20s
Polymerizacia 72°C 255
Elongacia 72°C 10 min
Ochladenie 15°C forever
Pocet cyklov 35

PCR  produkty  boli vizualizované  pod UV
Transiluminatorom na 1% agar6zovom géle s pridavkom
GelRed (Biotium). Nasledne sme PCR produkty Stiepili
restrikénym enzymom Fast digest BsaHI (Fermentas) pri
teplote 37 °C po dobu 5 minut. Stiepne produkty sme
vizualizovali pod UV  Transiluminatorom na 2%
agarozovom géle s pridavkom GelRed (Biotium). Pre
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overenie vel'kosti fragmentov sme pouzili marker Gene Tabulka 2 Geneticka Struktira - genotypy a frekvencia
Ruler 100 bp DNA Ladder (Fermentas). alel

Frekvencia Frekvencia

VYSLEDKY A DISKUSIA n genotypov alel

V sledovanej populacii 28 jedincov oSipanych sme
PCR-RFLP metodou, pouZitim restrikénej endonukleazy AA | AG | GG A G

BsaHI, identifikovali dva genotypy. Genotyp AA T om0 0 Tosa o9
svelkostou fragmentu 238 bp agenotyp AG osipane : . ] _

zastupenie mali jedince s genotypom AA (0.643). Nami zistené frekvencie genotypov koresponduju so
Jedince s genotypom GG sa Vnami skiimanej skupine zisteniami autorov Kim et al. (2000) a Emnett et al. (2001),
osipanych nevyskytovali. V testovanej skupine sme ktori potvrdili prevahu genotypu AA, ale nekoreSponduju so
zaznamenali jednoznaéne vysSiu frekvenciu alely A zisteniami Mindekovej et al. 2006, kde bol potvrdeny vyssi
(0.821) v porovnani s alelou G (0.179). vyskyt genotypu AG. VysSia frekvencia alely A, ktorti sme
zaznamenali koreSponduje so zisteniami autorov Kim et al.
(2000), Emnett et al. (2001) a Mindekovi et al. (2006).

ZAVER

Metédou PCR aPCR-RFLP pri pouziti restrikénej
endonuleazy BsaHI sme identifikovali muticiu A303G v
géne MC5R osipanych. V analyzovanej skupine prevazovali
genotypy AA. Alela G sa vyskytovala v heterozygotnej
kombinacii AG, pri¢om jej frekvencia bola 0.179. Na
zaklade distribucie alel je mozné analyzovat’ gén MC5R, ako
marker pre  zistovanie vplyvu melanokortinovych
receptorov na produkéné vlastnosti osipanych.
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