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Polymorphism of chosen candidate genes and their relation to reproductive traits in sows

Summary

The aim of the current study was to examine the relation between the polymorphism of RBP4 (Retinol-
-binding protein 4) genes and reproductive traits. The experimental material consisted of 367 sows of com-
mercial line 990. The following traits were included in the study: total number born, number born alive,
number of piglets at 21 days of age, number of weaned piglets, litter weight at 21 days of age, litter weight at
weaning. The relation between the genotypes and the reproductive traits was estimated with the least squares
method. The RBP4 locus genotype was found to have a significant effect on: total number born, number born
alive and litter weight at weaning, based on an analysis of records from the first parity of each sow. In all cases
the highest value of the traits was observed in animals having 2/2 homozygote. No significant effect of these
genotypes was noted in relation to litter size after analyzing records from the 1 to 5 parities of each sow. The
only trait significantly associated with this genotype was litter weight at the 21* day of age.
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Nowoczesne metody molekularne pozwalajqna ba-
danie polimorfizmu specyﬁcznych re_] onow DNA (ge-
néw), a co za tym idzie — zmiennos$ci istniejacej po-
miedzy zwierzgtami w badanej populacji. Ten polimor-
fizm moze byc uzyty do budowania map genetycznych,
jak rowniez wyznaczania rdznic pomi¢dzy markerami
w ekspresji istotnych cech. W wielu przypadkach
stwierdzenie wptywu danego genu na cechg i znale-
zienie mutacji lezacej u podstaw zmienno$ci jest iden-
tyfikowane metoda poszukiwan gené6w kandydujacych
(candidate gene approach) (3) Strategia poszukiwa-
nia genow kandydujacych wiaze si¢ Scisle z wykorzys-
taniem informacji o biologii oraz funkeji ich produk-
tow w organizmie. Gen taki jest badany pod katem
znalezienia w nim polimorfizmu i jesli rezultat jest
pozytywny, ten polimorfizm dalej analizuje sig
w zwiazku z cecha. Jezeli zostaje znaleziony zwiazek
istotny, sugeruje si¢ zastosowanie tego genu kandyda-
ta jako genu gtownego (lub markera blisko sprzezo-
nego z genem glownym).

Z ekonomicznego punktu widzenia interesujace sa
przede wszystkim cechy zwiazane z reprodukcja trzo-

*) Badania finansowane w ramach grantu zamawianego PBZ-KBN-084/P06/
2002 w latach 2002-2005.

dy chlewnej. Najwazniejsza z nich jest liczebno$¢ mio-
tu, bedaca typowa cecha ilosciowa, kontrolowana przez
dwa czynniki: podtoze genetyczne i srodowisko. Efek-
tywne zwigkszenie liczebnosci miotu swin (lub liczby
zwierzat odchowanych w miocie) prowadzi do pod-
niesienia optacalnosci produkeji wieprzowiny.

Zastosowanie selekcji wspomaganej markerami
(MAS-Marker Assisted Selection) stwarza nowe moz-
liwo$ci w tym zakresie. Na przestrzeni ostatnich lat
podjeto wiele prob poszukiwania markerow genetycz-
nych majacych powiazania z cechami reprodukcyjny-
mi i indywidualnych genéw z pozadanym wplywem
na dang cechg (4). Markery genetyczne pozwalaja na
identyfikacje¢ pozqdanych alleli u obu ptci we wczes-
nym okresie zy01a a przez to redukcje przerwy mig-
dzypokoleniowej 1 uzyskanie szybkiego wzrostu po-
ziomu danej cechy.

Wsréd wielu proponowanych genow, mogqcych sta¢
si¢ markerami cech reprodukcyj nych, wyrdznia sig
kilka, m.in. gen biatka wigzacego retinol (Retinol bin-
ding protein) RBP4, ktorego ekspresja nastgpuje pod-
czas ciazy (10). Jednym z czynnikéw wpltywajacych
na reprodukcje (m.in. na rozwdj pecherzyka jajniko-
wego, dojrzewanie oocytow, wczesny rozwoj embrio-
nu), jest obecnos¢ witaminy A — retinolu. Pochodzi on
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z endogennego retinolu, ktory jest dostar-
czany do komodrek docelowych przez
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Tab. 1. Wplyw genotypow RBP4/Mspl na poziom cech reprodukeyjnych ba-
danych loch na podstawie wynikow z pierwszego miotu (LSM = SE)

RBP. Dostgpnos$¢ retinolu do zarodka jest
limitowana do tego, ktory moze by¢ trans-

portowany z matczynych naczyn wtoso-
watych poprzez epithelium do $wiatla
macicy. Brief1 Chew (1) wykazali, iz do-
danie do paszy ci¢zarnych macior wita-
miny A spowodowalo wzrost liczebnosci
miotu. Biorac pod uwagg, ze embrion da]e
sygnat do sekrecji RBP z macicy i najwyz-

Cecha/genotyp e 216 L S
Liczba prosiat urodzonych w miocie | 8,977 + 0,24 9,292+ 0,26 | 10,458 + 0,56
Liczba prosiat zywo urodzonych 8,132 £ 0,24 8,44 + 0,26 9,29 + 0,56
Liczebno$¢ miotu w 21. dniu 7,84 £ 0,25 7,91 0,27 8,87 £ 0,58
Liczba odsadzonych prosiat 7,79 £ 0,25 7,97 £ 0,27 8,87 £ 0,58
Masa miotu w 21. dniu (kg) 41,57 1,37 41,08 + 1,48 47,08 = 3,17
Masa miotu przy odsadzeniu (kg) 53,742 + 1,81 53,95 £ 1,95 62,320 + 4,18

szy poziom tego biatka wystegpuje okoto
12. dnia ciazy, sugeruje to istotna rolg re-
tinolu i RBP w tym wtasnie okresie. Trans-
port i buforowe zdolnosci RBP w tym kry-
tycznym okresie ciazy powoduja, iz jest
on powaznym genem kandydatem, od-
dzialujacym na liczebno$¢ miotu u §win.

p<0,05, A, Bprzy p < 0,01

Objasnienia: LSM — $rednie najmniejszych kwadratow; SE — blad standardowy;
a, b, A, B — wartosci oznaczone r6znymi literami r6znia si¢ istotnie: a, b przy

Tab. 2. Wplyw genotypow RBP4/Mspl na poziom cech reprodukeyjnych ba-
danych loch na podstawie wszystkich miotéw razem (LSM = SE)

Gen RBP4 $wini zostat zmapowany
w chromosomie 14, gdzie jest stosunko-

wo mato zmapowanych markerow, nie
zostat tez w tym rejonie stwierdzony za-
den QTL dla cech reprodukcyjnych.
Celem badan byto znalezienie markera
cech reprodukcyjnych u §win nalezacych
do linii syntetycznej 990 poprzez wyka-
zanie wptywu polimorfizmu genu RBP4
na cechy wiazane z liczebnoscia 1 masa

Cecha/genolyp na 615 e e
Liczba prosiat urodzonych w miocie 9,75 + 0,25 10,11 £ 0,23 10,30 £ 0,44
Liczba prosiat zywo urodzonych 8,75 + 0,24 9,10 + 0,22 9,28 + 0,43
Liczebno$¢ miotu w 21. dniu 8,18+ 0,24 8,68 + 0,23 9,00 = 0,47
Liczba odsadzonych prosiat 8,21 £ 0,27 8,74 £ 0,25 8,86 + 0,60
Masa miotu w 21. dniu (kg) 4487A +1,36 | 46,582 1,26 | 52,2180 + 2,60
Masa miotu przy odsadzeniu (kg) 58,56 + 1,94 60,43 + 1,80 65,18 + 4,33

miotu loch.

Material i metody

Material stanowita grupa 367 loch linii 990, pochodza-
cych z Zaktadu Dos$wiadczalnego Instytutu Zootechniki,
zlokalizowanego w Pawtowicach. Zebrano dane dotycza-
ce do 5 miotéw kazdej lochy.

Genomowy DNA izolowano z leukocytow krwi wg Ka-
wasaki (7) Metoda PCR-RFLP w badanym materiale okres-
lono polimorfizm genu RBP4. Sekwencje starteréw i wa-
runki reakcji PCR ustalano wedtug metodyki opisanej przez
Rothschild (10). Niektore warunki zostaly zmodyfikowa-
ne. Opracowane startery sa zlokalizowane w eksonach 2 i 4.
Dodatkowo wszystkie osobniki zostaty przebadane pod
wzgledem genotypu genu RYRI, ktéry jako gen z duzym
efektem zostat uwzgledniony w analizie statystycznej. Wy-
korzystano tu znana metodyke wg Kaminskiego i wsp. (6).

Wykonano analizg statystyczna zalezno$ci pomigdzy
genotypami gendw RBP4 a niektorymi cechami rozrodu,
wykorzystujac dane dotyczace pierwszego miotu (pierw-
sza analiza) i wszystkich miotow razem — od pierwszego
do piatego (druga analiza). Analize przeprowadzono za
pomoca metody najmniejszych kwadratow z uzyciem pro-
cedury GLM w programie SAS. Cechy, ktore okreslano:
liczba prosiat urodzonych w miocie, liczba prosiat zywo
urodzonych, liczebno$¢ miotu w 21. dniu, liczba odsadzo-
nych prosiat, masa miotu w 21. dniu, masa miotu przy od-
sadzeniu, analizowano przy uzyciu modelu statystycznego
z uwzglednieniem wptywu genotypu lochy (1/1, 1/2, 2/2),
kolejnego miotu (1...5), roku (2003, 2004) i sezonu wy-
proszenia (1, 2, 3, 4) oraz losowego wplywu ojca. We

Objasnienia: jak w tab. 1.

wszystkich przypadkach zastosowana zostata regresja na
warto$¢ addycji i dominacji genotypu RYR1 (HALA,
HALP).

Wyniki i omowienie

Wsrdd przebadanych osobnikdéw, w wyniku trawie-
nia fragmentu genu RBP4 (produkt PCR o dlugosci
550 pz ) enzymem Mspl, otrzymano allel ,,1” (190,
154 1 136 par zasad) z czgstoscia 0,76, natomiast allel
,»27 (190, 1361 125 par zasad) z czgstoscia 0,23. Czgs-
tosci te sa podobne jak we wczesniejszych opracowa-
niach (2, 8-10).

W analizie wykonanej na podstawie danych uzyska-
nych z pierwszego miotu kazdej lochy istotne rdznice
(p = 0,01) uzyskano dla cechy ,,liczba prosiat urodzo-
nych w miocie” pomigdzy genotypami 2/2 1 1/1 oraz
(p < 0,05) pomiedzy 2/2 i 1/2, natomiast dla cechy
,liczba prosiat zywo urodzonych” pomigdzy genoty-
pami 1/1 1 2/2 (p < 0,05). W obydwu przypadkach
zwierzgta o genotypie 2/2 miaty liczniejsze mioty.
W cechach ,,liczebno$¢ miotu w 21. dniu” 1 ,,liczba
odsadzonych prosiat” wyniki znajdowaty si¢ na grani-
cy istotnosci (odpowiednio: p <0,0872 i p <0,0729),
przy czym tendencje byly podobne(2/2 — najwyzsza
wartos¢). Przy cechach zwiazanych z masa miotu —
,»masy miotu w 21 dniu” zaleznosci te znajdowaiy sig
na gramcy istotnosci (p <0,0979), natomiast juz w mo-
mencie odsadzenia — ,,masa miotu przy odsadzeniu”
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réznica pomigdzy 2/2 a 1/1 byta istotna (p <0,05) i byla
korzystniejsza (wyzsza masa miotu) dla tego pierw-
szego genotypu (tab. 1).

Inaczej natomiast wygladaty wyniki analizy prze-
prowadzonej na wszystkich miotach wzigtych razem.
Nie uzyskano istotnych zalezno$ci pomig¢dzy wartos-
cia cech zwiazanych z liczebno$cia miotu a genoty-
pem RBP4. Jedyne istotne réznice stwierdzono dla
cechy »masa miotu w 21. dniu” pomigdzy 2/2 1 1/1
(p = 0,01) 1 pomigdzy 2/2 1 1/2 (p < 0,05) (tab. 2).
Wyniki powyzszych badan roznig sig nieco od uzys-
kanych przez innych autoréw. Juz pierwsze rezultaty
zwiazane z RBP4 jako genem kandydatem (9) wyka-
zuja wplyw korzystnego allelu na liczebno$¢ miotu,
dajac okoto 0,53 prosigcia wigcej na jeden miot w ra-
sie wielkiej biatej w populacji francuskiej. Badania
Rothschilda (10) na komercyjnych liniach §win (2500
miotéw), wykazuja réznice pomigdzy allelami ,,1”
1,,2” oraz genotypami 1/1 1 2/2. Jednak w tym przy-
padku to osobniki o genotypie 1/1 wykazywaiy ko-
rzystniejsze wyniki, tzn. miaty o 0,5 prosigcia wigee]
w miocie w cesze TNB (ogdlna liczba zwierzat uro-
dzonych), 0,26 w cesze NBA (liczba zwierzat zywo
urodzonych). Interesujacym faktem jest to, iz allel ko-
rzystniejszy w kazdej populacji wystepowat z wyzsza
frekwencja. W badaniach Drogemuller i wsp. (2) frek-
wencja allelu,,1” byta rowniez wyzsza, ale locus RBP4
nie wykazuje istotnego wptywu na liczebno$¢ miotu
w badanej linii syntetycznej. Podobne rezultaty otrzy-
mat Linville 1 wsp. (8). Podsumowujac nalezy stwier-
dzi¢, ze istnieja rozbieznosci w wynikach pomigdzy
r6znymi populacjami, jednak otrzymane rezultaty po-
twierdzaja, ze moga istnie¢ istotne zaleznosci pomig-
dzy genotypem genu RBP4 a rozrodem. Niestety, na
podstawie tych badan trudno stwierdzi¢ czy RBP4 jest
genem gltoéwnym, czy tylko sprz¢zonym z genem ma-
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jacym wptyw na cechg. Polimorfizm badany w tym
opracowaniu zostat zlokalizowany w obrgbie intronu
tego genu, a wigc nie musi by¢ mutacja przyczynowa.
Z drugiej jednak strony niektore introny odgrywaja rolg
w regulacji ekspresji genow, a wigec wystepujace tam
SNPs moga bezposrednio wplywa¢ na zmiennos¢ funk-
cjonalna (5). Reasumujac, otrzymane wyniki wyma-
gaja dalszych badan na wigkszej populacji zwierzat.
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