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VPLIV SNP ZNOTRA]J FTO IN LEP GENA NA PRIRAST

TELESNE MASE PRI GOVEDU

Iva CERNOSA ', Zan PIRC "2, Andrej RENCEL] *

Vpliv SNP znotraj FTO in LEP gena na prirast telesne mase
pri govedu

Prirast telesne mase v dolo¢enem ¢asovnem obdobju je
eden pomembnejsih parametrov v prireji govejega mesa. Zna-
nih je nekaj kandidatnih genov, ki imajo velik vpliv na lastno-
sti rastnosti, med njimi zavzemata pomembno mesto lokusa
FTO (povezan z maso mascevja in debelostjo) in LEP (leptin).
V poskusu smo ocenili frekvence alelov na dveh lokusih znotraj
gena FTO (FTO6 in FTO10) in na enem lokusu znotraj leptin-
skega gena na vzorcu goveda pasme aberdeen angus (AA) in
¢rno-bele (CB) pasme. Povezavo teh lokusov s prirasti v 200
dnevnem obdobju (med 165. in 365. dnem starosti) smo pre-
verjali na vzorcu mesane populacije mle¢nih in mesnih pasem.
Vezave med obema polimorfizmoma znotraj FTO gena nismo
mogli potrditi, ker se med eksonom 5 in intronom 5 v FTO
genu nahaja mesto z visoko frekvenco rekombinacij. Na prei-
skovani populaciji smo dokazali znacilen vpliv telesne mase ob
rojstvu, pasme in polimorfizmov v FTO genu na prirast. Vpliva
polimorfizma v genu LEP nismo mogli potrditi.

Klju¢ne besede: govedo; SNP; prirast telesne mase; leptin;
genetika; kandidatni geni; FTO; LEP

1 UVOD

V raziskavah debelosti pri ¢loveku je bilo doka-
zano, da polimorfizmi v FTO (fat mass and obesity as-
sociated, povezan z maso mascevja in debelostjo) genu
vplivajo na indeks telesne mase in pojav prekomernega
razvoja masc¢obnega tkiva (Dina in sod., 2007; Frayling
in sod., 2007; Loos in Bouchard, 2008; Scuteri in sod.,
2007; Wahlen, 2008). FTO je kljuc¢en pri uravnavanju
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Influence of SNP mutations in FTO and LEP genes on body
mass in bovine populations

Body mass gain in a certain time period is one of the most
important parameters in beef production. Some candidate
genes, which have major impact on growth traits, are known
from the literature, notably among them the FTO (fat mass and
obesity-associated) and LEP (leptin) locus. In our experiment,
we assessed the frequency of alleles at two polymorphic sites
within the FTO gene (FTO6 and FTO10) and at polymorphic
site in the LEP gene in a sample of Aberdeen Angus (AA) and
Holstein Friesian (HF) breeds. In a larger sample, containing
dairy and beef cattle breeds we tested the association of these
three SNPs with the body mass gain in a 200-day period (be-
tween 165" and 365" day of age). In our material we could not
confirm the linkage between two SNPs within the FTO locus,
due to the existence of the region with high recombination
rate between exon 5 and intron 5 in the FTO gene. We dem-
onstrated significant impact of birth weight, breed and SNPs in
the FTO gene on the growth. The effect of the polymorphic site
within the LEP gene could not be confirmed.

Key words: cattle; SNP; body mass gain; leptin; genetics;
candidate genes; FTO; LEP

homeostaze in vpliva na povis$ano lipoliti¢no aktivnost
v adipoznem tkivu (Wahlen, 2008; Fredriksson, 2008),
kar nakazuje, da je dober kandidat za uravnavanje tele-
sne mase in vnosa hranil. Ker so te lastnosti pomembne
tudi pri prireji mesa, so bile v literaturi opisane poveza-
ve med polimorfizmi v FTO genu z lastnostmi, kot so
razporeditev ma$¢obe v misicah, kon¢na telesna masa
in povprecen dnevni prirast pri razli¢nih vrstah doma-
¢ih zivali, predvsem pri prasic¢ih (Fontanesi, 2010; Fan.,
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I. CERNOSA in sod.

Preglednica 1: Pregled uporabljenih zacetnih oligonukleotidov in restrikcijskih encimov
Table 1: Primer sequences and restriction enzymes used for PCR-RFLP

Lokacija Restrikcijski
Ime Zacetni oligonukleotid na genu encim Literatura
FTO6 GAGCTGACTCGTTGGGAAAG/ Intron 4 Alul D. Jevsinek Skok in sod., 2015
ACTTTCCGTGTTTTCATGGC
FTO10 AAGTGGAGAGGTCCAGCAGA/ Intron 5 Asel/ Vspl D. Jevsinek Skok in sod., 2015
TACACGCTATGGTCTGTGGG
LEP TGGAGTGGCTTGTTATTTTCTTCT / Intron 2 Bsp1431 (Sau3Al) Morav¢ikova in sod., 2012,

GTCCCCGCTTCTGGCTACCTAACT

Othman in sod., 2011

2009; Huang in sod., 2011; Szydlowski in sod., 2012) in
govedu (Jevsinek Skok in sod., 2016; Rempel in sod.,
2012; Zhang in sod., 2011, Wei in sod., 2011). Pri gove-
du se FTO gen nahaja na 18. kromosomu v blizini QTL
regije, ki vpliva na kakovost mesa in vkljucuje devet ek-
sonov, ki kodirajo 505 aminokislin (Chung, 2014). Nasa
raziskava je obsegala dva polimorfizma posameznih
nukleotidov (SNP) znotraj gena FTO, ki sta bila pred-
hodno povezana z lastnostmi mesnatosti (Jevsinek Skok
in sod., 2015) in polimorfizem posameznega nukleotida
(SNP) znotraj gena LEP, ki kodira hormon leptin, enega
glavnih regulatorjev aktivnosti adipoznega tkiva. Gen
LEP obsega ve¢ kot 15.000 baznih parov, tri eksone, ki
so lo¢eni z dvema intronoma, in je pri govedu lociran na
4. kromosomu (Stone in sod., 1996). Vpleten je v urav-
navanje vnosa hranil, porabe energije, reproduktivnih

funkcij in imunskega odziva (Zhang in sod., 1994), zato
je eden izmed pomembnejsih lokusov, ki so pri govedu
povezani s telesno maso in kakovostjo mesa (Buchanan
in sod., 2002; Fitzsimmons in sod., 1998; Lagonigro in
sod., 2003). Leptin proizvaja belo adipozno tkivo (Ji in
sod., 1998; Zhang, 1994), izrazanje leptina pa uravna-
vajo mas¢obno tkivo, inzulin, rastni hormon in gluko-
kortikoidi (Houseknecht in Portocarrero, 1998; Leurey
in sod., 2003). Polimorfizmi v kodirajocih regijah gena
LEP so povezani s koli¢ino proizvedenega mleka (Bu-
chanan in sod., 2003; Liefers in sod., 2003), odstotkom
telesne mas$cobe (Buchanan in sod., 2002; Nkrumabh,
2004) in vnosom hranil (Liefers in sod., 2002; Opraza-
dek, 2003). V tej raziskavi smo proucevali vpliv SNP v
leptinskem genu na prirast v obdobju med 165. in 365.
dnem starosti pri govedu.

Preglednica 2: Frekvence genotipov in izracunane frekvence alelov za lokuse FTO6, FTO10 in LEP s pripadajoco x2 vrednostjo pri

pasmi AA

Table 2: Genotype frequencies and calculated allele frequencies for FTO6, FTO10 and LEP loci with corresponding y2 values for Aber-

deen angus breed

FTO6 X
n=34 Genotip Alel

GG GT TT G T
Stevilo 14 13 8 2,50
Frekvenca 0,412 0,353 0,235 0,588 0,412
FTO10 e
n=34 Genotip Alel

AA GA GG A G
Stevilo 4 24 6 5,90
Frekvenca 0,118 0,706 0,176 0,471 0,529
LEP X
n=34 Genotip Alel

AA AB BB A B
Stevilo 2 22 10 4,65
Frekvenca 0,059 0,647 0,294 0,382 0,618
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Preglednica 3: Frekvence genotipov in izracunane frekvence alelov za lokuse FTO6, FTO10 in LEP s pripadajoco x2 vrednostjo pri CB
pasmi

Table 3: Genotype frequencies and calculated allele frequencies for FTO6, FTO10 and LEP loci with corresponding x2 values for Holstein
Friesian breed

FTO6 X
n=22 Genotip Alel

GG GT TT G T
Stevilo 6 11 5 0,000094
Frekvenca 0,273 0,500 0,227 0,523 0,477
FTO10 X
n=22 Genotip Alel

AA GA GG A G
Stevilo 15 5 5 2,00
Frekvenca 0,682 0,227 0,909 0,795 0,205
LEP X
n=22 Genotip Alel

AA AB BB A B
Stevilo 5 17 0 0,36
Frekvenca 0,227 0,773 0 0,114 0,886
2 MATERAL IN METODE tistopasemske AA in CB zivali, za preverjanje povezav

SNP-jev s prirasti pa me$an vzorec zivali mle¢nih in

2.1 PRIPRAVA VZORCEV mesnih pasem.

DNA smo izolirali iz vzorcev tkiva goveda (delci
usesa, odvzeti pri oznacevanju) s proteinazo K po kla- 2.2 PCRPODVOJEVANJE
sicnem postopku (Ghatak, 2013). Na koncu izolacije
smo pelete posusili do voskaste konsistence, jim dodali PCR reakcija za FTO6 in FTO10 s kon¢nim vo-
30 ul dH,O in jih nadalje red¢ili do kon¢ne koncentra-  lumnom 20 pl je vsebovala: 2 ul PCR pufra, 2 ul ANTP
cije 25 ng/ml. Za oceno frekvenc alelov smo uporabili ~ (2,5mM), 0,5pul vsakega zaCetnega oligonukleotida

Preglednica 4: Pregled Stevila Zivali za genotipske kombinacije na lokusih FTO6 in FTO10 v vzorcu HE AA in vzorcu ve¢ pasem s
pripadajocimi 2 vrednostmi za dolocanje vezave

Table 4: Number of animals for different genotype combinations at loci FTO6 and FTO10 in the samples of HF, AA and in a larger multi
breed sample with corresponding x2 values for gene linkage

Stevilo zivali (CB) Stevilo Zivali (AA) Skupno $tevilo Zivali

FTO6 FTO10 Number of animals (HF) Number of animals (AA) Number of all animals
GG AA 2 10 33

GG GA 2 1 13

GG GG 2 3 23

GT AA 9 1 19

GT GA 2 10 27

GT GG 0 1 4

TT AA 4 2 12

TT GA 1 4 9

TT GG 0 2 7

X2 4,452488 5,061041 0,300399

Acta agriculturae Slovenica, 108/1 - 2016 | 19
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(25 mM), 1,2 ul MgCl,, 0,1 ul KAPA Taq DNK polimera-
ze (5 U/ul), 11,7 ul dH,0 in 2 pl izolirane DNK. Postopek
podvojevanja je potekal po naslednjem temperaturnem
profilu: zaetna denaturacija 5 minut pri 94 °C, 32 ciklov
30 sekund pri 94 °C, 30 sekund pri 50 °C za FTO6 in
53 °C za FTO10, 35 sekund pri 72 °C ter zaklju¢no po-
daljsevanje verig 7 minut pri 72 °C.

PCR reakcija za LEP s kon¢nim volumnom 20 pl je
vsebovala: 2 pl PCR pufra, 2 pl ANTP (2,5 mM), 0,5 pl
vsakega zaletnega oligonukleotida (25 mM), 1,2 pl
MgClL, 0,2 pl Tag DNA polimeraze (5 U/ ul, Fermentas),
11,6 ul dH,0 in 2 pl izolirane DNK. Postopek podvojeva-
nja je potekal po naslednjem temperaturnem profilu: za-
¢etna denaturacija 5 minut pri 95 °C, 30 ciklov 30 sekund
pri 95 °C, 10 sekund pri 58 °C, 30 sekund pri 72 °C ter
zaklju¢no podalj$evanje verig 7 minut pri 72 °C.

2.3 RESTRIKCIJA

V restrikcijsko reakcijo s kon¢nim volumnom 20 pl
smo 10 ul PCR pridelka dodali 7,7 ul dH,O, 2 pl pufra
in 0,3 pl restrikcijskega encima. Uporabili smo naslednje
restrikcijske encime in pufre (vsi proizvajalca THER-
MO): Alul s pufrom tango za FTO6, Asel s pufrom O
za FTO10 in Bsp1431 (Sau3Al) s pripadajo¢im pufrom
Bsp1431 (Sau3Al) za LEP. Restrikcijske reakcije za vse lo-
kuse smo inkubirali ¢ez no¢ pri 37 °C.

2.4 STATISTICNE METODE

Za izracun vpliva genotipa na prirast telesne mase
smo izvedli enosmerno in dvosmerno analizo variance
(ANOVA) s programom R. Frekvence alelov smo izracu-
nali ro¢no. Opazovane ter pri¢akovane frekvence geno-
tipov smo testirali s x2 testom, da bi preverili, ¢e so po-
pulacije v H-W ravnotezju. Vezavo genov smo preverili s
programom EH (Xie in Ott, 1993).

3 REZULTATIIN RAZPRAVA

Za izratun frekvence alelov je bilo pri pasmi AA
dolocenih 34 genotipov za lokuse FTO6, FTO10 in LEP.
Rezultati genotipizacije in frekvence alelov so podani v
preglednici 1.

Za izracun frekvence alelov za lokuse FTO6, FTO10
in LEP pri CB pasmi smo imeli na voljo 22 vzorcev.
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3.1 FREKVENCE ALELOV

Vzorec CB pasme je bil na vseh proucevanih loku-
sih v H-W ravnovesju (x> vrednosti manjse od tabelaric-
ne vrednosti 3,841) (pregl. 3), medtem ko je bil vzorec
goveda pasme AA v H-W ravnovesju le na lokusu FTO6
(pregl. 2), kar je verjetno posledica manjsSega $tevila ge-
notipiziranih osebkov, lahko pa bi to bila tudi posledica

selekcije na ve¢jo mesnatost.

3.2 VEZAVA LOKUSOV

Zbrani podatki so potrdili naso hipotezo, da lokusa
FTO6 in FTO10 nista vezana, kar je pricakovan rezultat,
saj so tudi predhodne raziskave pokazale, da se med ek-
sonom 5 in intronom 5 gena FTO nahaja pomembno re-
kombinacijsko mesto (Jevsinek Skok in sod., 2016; Zhang
in sod., 2011). Lokus FTO6 se nahaja v intronu 4, lokus
FTO10 pa v intronu 5 in tako oklepata rekombinacij-
sko mesto. Ker lokusa nista kazala vezave pri nobeni od
proucevanih populacij, smo preverili vezavo $e v ve¢jem
vzorcu, kjer smo obema Cistopasemskim skupinama do-
dali $e skupino razli¢nih mesnih in kombiniranih pasem
ter na skupnem vzorcu potrdili, da vezave med lokusoma
FTO6 in FTO10 ni moc¢ zaznati.
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Slika 1: Prirast telesne mase med 165. in 365. dnem glede na
genotip na lokusu FTO6

Figure 1: Body mass gain between 165" and 365" day of age re-
garding the genotype at FTOG6 locus
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Slika 2: Intervali zaupanja za FTO6
Figure 2: Confidence intervals for FTO6 locus

3.3 VPLIV GENOTIPA NA PRIRAST TELESNE
MASE

Z enosmerno ANOVO smo pokazali, da obstaja
statisticno mejno znacilna razlika med Zivalmi razli¢-
nih pasem (n = 53) z razli¢nimi genotipi na SNP FTO6
(p = 0,0628). Primerjava povprecij po parih je pokazala,
da so zivali z genotipom GG (138,9 kg + 35,9 kg) v 200
dneh, od 165. do 365. dneva starosti priras¢ale nekoli-
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Slika 3: Prirast telesne mase med 165. in 365. dnem glede na
genotip na lokusu FTOI10
Figure 3: Body mass gain between 156th and 365th day of age
regarding the FTOI10 locus
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Slika 4: Intervali zaupanja za FTO10
Figure 4: Confidence intervals for FTO10 locus

ko ve¢ kot tiste z genotipom TT (115,7 kg + 23,4 kg,
p=0,0813) (slika 1 in 2).

Z enosmerno ANOVO smo lahko pokazali statisti¢-
no znacilno razliko na skupnem vzorcu zivali nelo¢lji-
vih pasem (n = 53) z razli¢nimi genotipi na SNP FTO10
(p = 0,0463). Primerjava povpredji po parih je pokazala,
da so bikci z genotipom GG (146,4 kg + 44,6 kg) v 200
dneh, od 165. do 365. dneva prirasli znacilno ve¢ kot tisti
z genotipom AA (119,4 kg +18,1 kg, p = 0,0366) in ma-
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Slika 5: Prirast telesne mase med 165. in 365. dnem glede na
genotip na lokusu LEP

Figure 5: Body mass gain between 156th and 365th day of age re-
garding the LEP locus
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Slika 6: Prirast telesne mase med 165. in 365. dnem glede na pa-
smo (BS: rjava; CHA: Sarole; HF: ¢rno-bela; LIM: limuzin)
Figure 6: Body mass gain between 156th and 365th day of age re-
garding the breed (BS: Brown cattle; CHA: charolais; HF: Holstein
Frisian; LIM: Limousin)

lenkostno ve¢ od tistih z genotipom GA (123,9 kg + 26,3,
p =0,0965) (slika 3 in 4).

Z enosmerno ANOVO smo pokazali tudi, da podat-
ki niso statisti¢no znacilni (p = 0,633) za vpliv genotipa
na lokusu LEP za priraste v 200 dnevnem obdobju od
165. do 365. dneva starosti (slika 5).

V dvosmerni analizi ANOVA smo poleg genotipov
upostevali tudi pasemsko pripadnost Zivali in telesno
maso Zivali ob rojstvu ter ugotovili, da ima najvedji sta-
tisticno znacilen vpliv telesna masa ob rojstvu (p < 0,01),
nato pasma (p < 0,05) in SNP oznacevalca na lokusih
FTO6 (p <0,05) in FTO10 (p < 0,05). Podobno kot v
enosmerni ANOVA analizi u¢inek genotipa na lokusu
LEP ni bil statisticno znacilen. Vpliv pasme na prirast
telesne mase v obdobju med 165. in 365. dnevom je pri-
kazano na sliki 6.
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