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WYKAZ SKROTOW ORAZ ZWIAZKOW CHEMICZNYCH

3’UTR — niepodlegajaca translacji czgs¢ mRNA potozona w kierunku 3’ od sekwencji
kodujacej (ang. 3' untranslated region)

5’UTR - niepodlegajaca translacji cze§¢ mRNA potozona w kierunku 5" od sekwencji
kodujacej (ang. 5’ untranslated region)

BC —rak piersi (ang. breast cancer)

BCR-185R — materiat referencyjny (ang. Bovine liver Certified Reference Material)
BLAST — narzedzie bioinformatyczne (algorytm) (ang. Basic Local Alignment Search Tool)
BMI — wskaznik masy ciata (ang. body mass index)

CHsSeH — metyloselenol

CMS — choroba morwowego serca

CRC - rak jelita grubego (ang. colorectal cancer)

DIO — dejodynaza jodotyroninowa

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)

dNTP — deoksynukleotydy (ang. deoxynucleotide)

eEF 1A — eukariotyczny czynnik elongacyjny 1-alpha (ang. eukaryotic elongation factors 1-
alpha)

eEFSec — eukariotyczny czynnik elongacyjny specyficzny dla Sec oraz tRNASec (ang.
eukaryotic elongation factor selenocysteine-tRNA specific)

F — starter F (forward) tworzy ni¢ komplementarng do nici 3' — 5'
GLM — uogolniony model liniowy (ang. general linear model)
GS-SeSG - selenodiglutation

GPx — peroksydaza glutationowa

GSH — glutation

GSSG - disiarczek glutationu

H* — jon wodorowy (proton)

H20 — wzor sumaryczny wody

H20, — wzor sumaryczny nadtlenku wodoru

HCIO4 — kwas nadchlorowy

Hg — rtec

His — histydyna

HNO3 — kwas azotowy (V)



HWE — réwnowaga Hardy'ego-Weinberga

ICD-10 — Miedzynarodowa Klasyfikacja Chorob (ang. International Classification of
Diseases)

IMF — thuszcz $§rodmieéniowy (ang. intramuscular fat)

kDa — kilodalton, jednostka masy atomowe;j

KMS — kwas metyloselenowy

MRNA — informacyjny, matrycowy, przekaznikowy RNA (ang. messenger RNA)

MgCl,— chlorek magnezu

NADPH - zredukowana forma fosforanu dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego

NCBI — bioinformatyczna baza danych (ang. National Center for Biotechnology Information)
pbz — $winia rasy polska biata zwistoucha

PCa — rak prostaty (ang. prostate cancer)

PCR — reakcja tancuchowa polimerazy (ang. Polymerase Chain Reaction)

PCR-ACRS — modyfikacja metody PCR polegajaca na tworzeniu sztucznych miejsc
restrykcyjnych (ang. Amplification-Created Restriction Site)

PCR-HRM - denaturacja DNA z wysoka rozdzielczoscig (ang. Polymerase Chain Reaction-
High Resolution Melting)

PCR-RFLP — polimorfizm dlugosci fragmentoéw restrykcyjnych (ang. Restriction Fragments
Length Polymorphism)

PDI — biatkowa izomeraza dwusiarczkowa (ang. protein disulfide isomerase)
PDM — pokarmowa dystrofia migsni

pH — ilosciowa skala zasadowoS$ci oraz kwasowosci roztworu wodnego (ang. potential of
hydrogen)

PIB — Panstwowy Instytut Badawczy

PSE — wada migsa, ktore jest jasne, migkkie i wodniste (ang. pale, soft, exudative)
PUFA — wielonienasycone kwasy tluszczowe (ang. polyunsaturated fatty acids)
pz — para zasad

PZW — pokarmowe zwyrodnienie watroby

R — starter R (reverse) do nici biegngcej od 5' do 3'

RDA — zalecana dobowa dawka (ang. Recommended Dietary Allowances)

ROOH - organiczny hydroksynadtlenek

ROH - ogo6lny wzoér alkoholi



RYR1 — gen kodujacy receptor ryanodyny

SBP2 — biatko wigzace SECIS (ang. SECIS binding protein 2)

Se —selen

SEPP1 — gen kodujacy selenoproteing P

Sec, SeCys — selenocysteina

SECIS — element inercyjny (ang. selenocysteine insertion sequence)

SeMet — selenometionina

SeMSeCys — selenometyloselenocysteina

SeP — selenoproteina (selenobiatko) P

SFA — nasycone kwasy tluszczowe (ang. saturated fatty acid)

SKURTCh — Stacji Kontroli Uzytkowosci Rzeznej Trzody Chlewnej

SNP — polimorfizm pojedynczego nukleotydu (ang. Single Nucleotide Polymorphism)
T, — dijodotyronina

T3 — trijodotyronina

T4 —tyroksyna

tRNA — transportujacy (transferowy) RNA (ang. transfer RNA)

Trx — tioredoksyna

TrxR — reduktaza tioredoksyny

UGA — kodon terminacyjny, kodon stop, kodon nonsensowny, kodon konczacy

USDA — Departament Rolnictwa Stanow Zjednoczonych (ang. United States Department of
Agriculture)

whbp — $§winia rasy wielka biata polska



1.WSTEP

Prawidtowe funkcjonowanie organizmu ludzkiego uwarunkowane jest przez szereg
czynnikow. Podstawowym jest prawidlowo dobrana i zbilansowana dieta. Szczegolne
znaczenie przypisuje si¢ zwlaszcza zawarto$ci witamin i pierwiastkow §ladowych. Jednym
Z nich jest selen (Se). Wielorakie funkcje, ktore spetnia wewnatrz ustroju, wigza si¢ przede
wszystkim z wystepowaniem selenoprotein, czyli bialek zawierajgcych Se w postaci
aminokwasu — selenocysteiny (Sec). Niedobdr selenu w organizmie moze przejawiaé si¢
zaburzeniami na réznych poziomach funkcjonowania organizmu. Zawarto$¢ selenu
W naturalnej zywosci jest §ci§le zwigzana z polozeniem geograficznym. Na terenie Polski gleba
jest uboga w selen, co przektada si¢ rowniez na niedobory tego pierwiastka w organizmach
Polakow. Wobec powszechnie wystepujacych deficytow selenu problemem staje si¢
zapewnienie odpowiedniej jego podazy w diecie. Migso od najdawniejszych czasow stanowi
podstawowy sktadnik pozywienia czlowicka. NajczeSciej spozywanym przez polskiego
konsumenta rodzajem jest wieprzowina. Obecnie mig¢so wieprzowe jest analizowane pod katem
polimorfizméw gendw, ktérych produkty biatlkowe maja istotne znaczenie dla jego jakosci,
w tym wiasciwosci prozdrowotnych. Jednym z istotnych bialek jest selenoproteina P (SeP).
Bialko to uczestniczy w magazynowaniu i transporcie selenu. W odniesieniu do tych danych
celowe wydaje si¢ poszukiwanie funkcjonalnych polimorfizméw w genie kodujacym
selenoproteing P §wini domowe;j. Uzyskane wyniki moga umozliwi¢ w przysztosci selekcje

zwierzat, ktérych migso charakteryzowac si¢ bedzie zwigkszong naturalng zawartoscia selenu.



2. PRZEGLAD LITERATURY

2.1. Walory prozdrowotne selenu oraz jego rola w fizjologii i niektérych stanach
patologicznych

Selen (Se) zostal odkryty w 1817 roku w Szwecji przez chemika J.J. Berzeliusa
W szlamie powstajagcym podczas produkcji kwasu siarkowego. Wsréd poznanych
mikroelementéw prawdopodobnie zaden nie budzit tyle kontrowersji. Przez te ponad 200 lat,
ktore uptynety od odkrycia selenu uwazany byt on poczatkowo za catkowicie obojetny, pozniej
zatrucizng, a obecnie zyskat status ,,eliksiru zycia” (Wierzbicka i in. 2007). Niezbedno$¢ selenu
dla zwierzat i cztowieka wykazano juz w latach 50-tych ubiegtego wieku, kiedy Schwarz i Foltz
udowodnili, ze jego niedobor w diecie powoduje martwicg watroby u szczurdow (Schwarz
i Foltz 1957). Rola Se w organizmie jest przedmiotem badan naukowych prowadzonych od
wielu lat. Selen to jeden z pierwiastkow zaliczanych do grupy tzw. mikroelementow, czyli
substancji, ktorych §ladowe ilosci sg niezbedne do prawidlowej pracy organizmu. Wielorakie
funkcje, ktore spelnia wewnatrz ustroju, wigza si¢ przede wszystkim z wystgpowaniem
selenoprotein, czyli biatek zawierajacych Se w postaci aminokwasu — selenocysteiny (Sec).
Enzymy te wystgpuja w wielu typach komorek i wpltywaja m.in. na wychwytywanie,
degradacj¢ oraz hamowanie powstawania wolnych rodnikow, przez co chronig komorki przed
uszkodzeniami, zaburzeniami metabolizmu, czy przedwczesnym starzeniem. Jako
antyoksydant dziata synergistycznie z witaming E, chronigc komorki, btony komorkowe,
mitochondrialne 1 DNA przed dzialaniem wolnych rodnikéw. Zwigzki tego pierwiastka
odgrywaja wazna rol¢ w neutralizowaniu i usuwaniu z organizmoéw roéznych substancji
toksycznych, a takze regulacje procesu apoptozy (Brown i Arthur 2001, Fairweather-Tait i in.
2011). Niedobor selenu w diecie sprawia, ze enzymy wymagajace jego wbudowywania nie
moga zosta¢ wyprodukowane lub tez sg wytwarzane, ale ich funkcja jest uposledzona. Stad tez
niedobor selenu moze przejawiaé si¢ zaburzeniami na roéznych poziomach funkcjonowania
organizmu (Brenneisen i in. 2005). Stwierdzono, ze pobranie niewystarczajacych ilosci selenu
z pozywieniem moze przyczyniac si¢ do etiologii réznych procesoOw chorobotworczych lub
intensyfikacji juz istniejacych chorob (Ratajczak i Gietka-Czernel 2016).

Ostre stany niedoboru selenu wystepuja endemicznie na obszarach, w ktorych zawartos¢
pierwiastka w glebie, a w nastgpstwie takze w pokarmie, jest znaczaco niska. Zjawisko to jest
przyczyna powaznych problemow ze zdrowiem wielu milionéw ludzi zamieszkujacych te

tereny. Skutki niedoboru selenu charakteryzowane sa przez dwie jednostki chorobowe: choroba
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Keshan i Kashin-Beck. Pierwsza z nich zwigzana jest z patologia mig$nia sercowego, ktora
charakteryzuje si¢ m.in.: niewydolno$cig krazenia, arytmig i powigkszeniem migs$nia
sercowego. Natomiast druga to osteoartropatia degeneracyjna prowadzaca do uszkodzenia
dalszych stawdéw konczyn gornych i dolnych oraz kregostupa, co prowadzi do uposledzenia
I zahamowania wzrostu. Ponadto, liczne przeprowadzone badania epidemiologiczne wskazuja
na zwigzek pomig¢dzy niskg zawarto$cig selenu w diecie a rozwojem chorob cywilizacyjnych,
wsrdd ktorych wyrdzni¢é mozna: choroby sercowo naczyniowe, cukrzyca, udar moézgu czy
choroby nowotworowe. Niedobdr selenu stwierdza si¢ takze w przypadku retinopatii
u niemowlat, zespole samoistnych zaburzen oddechowych, reumatoidalnym zapaleniu stawow,
przewlekltej niewydolnosci nerek, mukowiscydozie, zespole Downa, chorobach wirusowych
(HIV, AIDS i inne) oraz przyspieszonym procesie starzenia si¢ organizmu (Rayman 2000,
Wierzbicka i in. 2007).

Selen obok jodu odgrywa takze istotng rolg w metabolizmie hormondéw tarczycy.
Pierwiastek ten jest sktadnikiem 5°- dejodynazy jodotyroninowej, enzymu odpowiedzialnego
za przeksztalcenie nieaktywnej tyroksyny (Ts4) w trijodotyroning (T3) bedaca gtownym,
aktywnym biologicznie hormonem tarczycy (Zwolak i Zaporowska 2005). Niekorzystny
wplyw niedoboru Se stwierdzono réwniez w odniesieniu do zaburzen reprodukcyjnych.
U kobiet istotnie nizsze st¢zenie Se powigzano z przebytymi poronieniami samoistnymi, W tym
nawykowymi. Odrebnym aspektem jest wptyw selenu na ptodno$¢ mezczyzn, poprzez jego rolg
w syntezie testosteronu i rozwoju plemnikow. Niski jego poziom istotnie koreluje ze
zmniejszong ruchliwoscig plemnikow oraz zwickszong iloécig zaburzen w obrebie witki (Nicoll
i in. 1999, Ursini i in. 1999). Ponadto, istnieje szereg doniesien odnoszacych si¢ do
niekorzystnego wplywu niedoboru Se na funkcje moézgu poprzez zaburzenia czynnosci
niektorych neurotransmiteréw. Niski poziom selenu wigzal si¢ z istotnie czgstszym
wystepowaniem depresji i innych zaburzen afektywnych oraz Igku, dezorientacji i wrogo$ci
(Ramaekers i in. 1994). Co réwniez niezwykle istotne w dobie pandemii COVID-19
zauwazono, ze istnieje korelacja migedzy geograficznymi poziomami selenu a wskaznikami
wyleczen z COVID-19 w roznych prowincjach Chin (Zhang i in. 2020). Witamina E i selen
dziataja poprzez szlaki antyoksydacyjne, zwigkszajac liczbe limfocytéw T, wzmagajac
mitogenng odpowiedz limfocytéw, zwigkszajac wydzielanie cytokin IL-2, wzmagajac
aktywnos¢ komorek NK i zmniejszajac ryzyko infekcji. Wykazano réwniez, ze suplementacja
selenem 1 witaming E zwigksza odpornos¢ na infekcje drog oddechowych (Kieliszek 1 Lipinski
2020).
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2.2. Selen w diecie czlowieka

Zalecana dobowa dawka (ang. RDA, Recommended Dietary Allowances) selenu, ktora
uznaje si¢ jako niezbedng do zachowania zdrowia wynosi: 50-70 ug, czyli srednio 1 ug tego
pierwiastka na 1 kg masy ciata (Zwolak i Zaporowska 2005). Na uwage zasluguje rowniez
warto$¢ bezpiecznego, catkowitego (facznie z pozywieniem i suplementacja), dziennego
poboru tego mikroelementu, ktéra wynosi 250 pg. Jest to ilo$¢ selenu, ktora nie niesie ze sobg
negatywnych skutkow zdrowotnych i moze by¢ dostarczona dziennie organizmowi. Selenoza,
czyli zatrucie Se, moze wystgpi¢ w przypadku dtugotrwatego spozywania tego pierwiastka
w ilo$ci 400 pg na dobe. Objawy, ktore moga si¢ wowczas pojawic to m.in. wypadanie wlosow,
czosnkowy zapach z ust, dekoloryzacja ptytki paznokciowej, biegunka czy zaburzenia
neurologiczne. Zatrucie selenem prowadzi takze do marskos$ci watroby, obrzeku ptuc, a nawet
zgonu. Ponadto, niekorzystnym skutkiem dlugotrwatej suplementacji Se moze by¢ cukrzyca
(Stranges i in. 2007). Jednakze na $wiecie obserwuje si¢ przede wszystkim przypadki niedoboru
selenu zwigzane z jego niska zawartoscig w glebach, bardzo rzadko wystepuja objawy zwigzane
z jego nadmiernym spozyciem. RDA moze by¢ tatwo dostarczana z dietg tylko w rejonach
geograficznych i krajach, ktore charakteryzuja si¢ wzglednie wysoka zawartoscig selenu
w glebie (Zwolak i Zaporowska 2005, Wierzbicka i in. 2007). Niestety, stgzenie selenu
w glebach uprawnych Polski jest niskie i miesci si¢ w zakresie 0,04 mg/kg + 0,64 mg/kg ze
$rednig warto$cig na poziomie 0,28 mg/kg (Piotrowska 1984). Z kolei badania przeprowadzone
w wojewodztwie wielkopolskim, wykazaty st¢zenie selenu w glebach w przedziale ponizej
granicy wykrywalnos$ci do 0,57 mg/Kg ze $rednig wartoscig rowng 0,19 + 0,11mg/kg (Tomza-
Marciniak i in. 2010).

Selen wystepuje w ilosciach §ladowych w glebie i stad wprowadzany jest do tancucha
pokarmowego. Pierwiastek ten w formie nieorganicznej, czyli selenianow (IV) i (VI) jest
wchtaniany przez rosliny z gleby, nastepnie przeksztatlcany do form organicznych, gtoéwnie do
selenometioniny oraz selenocysteiny. Ta druga forma dominuje w produktach pochodzenia
zwierzgcego. W tej postaci selen jest pobierany przez ludzi. W organizmie czlowieka ulega on
przemianom, w trakcie ktorych jest przytaczany do biatek i aminokwasow (Gissel-Nielsen i in.
1984). Ze wzgledu na fakt, iz zawarto$¢ selenu w artykulach spozywczych, produkowanych
w danym regionie jest Sci$le skorelowana do jego zawartosci w glebie — podawane w literaturze
zawartosci tego pierwiastka w zywnosci r6znig si¢ czgsto znacznie dla podobnych produktow
z poszczegllnych regionéw $wiata. Réznice takie mogg takze wystgpowaé w obrebie kraju.

Konsekwencja powyzszego, a takze znaczenia tego pierwiastka dla zdrowia czlowieka, jest
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duze zainteresowanie oceng iloSci selenu pobieranego przez ludzi z catodziennym
pozywieniem. W Polsce podaz selenu w diecie stanowi niewiele ponad potowe¢ dziennego
zapotrzebowania, a trend ten jest stabilny na przestrzeni ostatnich kilkunastu lat (Wasowicz
i in. 2003, Pilarczyk i in. 2010). Udziat poszczegolnych produktow spozywcezych w dziennej
dawce selenu jest zroznicowany i determinowany gtéwnie przez nawyki zywieniowe, np.
W Hiszpanii to ryby stanowig przewazajaca cz¢$¢ dziennej racji zywno$ciowej i to one sg
najbogatszym zroédtem selenu w pozywieniu. Natomiast w Polsce najwigcej selenu w diecie
dostarcza migso (33%), a wsrdd niego migso wieprzowe. Duza ilo$¢ tego pierwiastka
dostarczamy takze z rybami i nabialem. Z przeprowadzonych badan wynika, Ze przyjmowane
z dietg produkty pochodzenia zwierzgcego stanowig prawie 70% catego pobranego selenu.
Dodatkowym zZrédlem Se, zwlaszcza dla osob niespozywajacych pokarmow migsnych, sa
orzechy (przede wszystkim orzechy brazylijskie) oraz grzyby (Szurlej i Zachara 1994,
Ratajczak i Gietka-Czernel 2016). Co istotne, na bioprzyswajalno$¢ selenu ma wptyw obecnos¢
innych sktadnikow pokarmowych, wywotujac efekt synergistyczny, np. witaminy: E (glownie),
A i C lub antagonistyczny — obecno$¢ niektorych metali cigzkich, wysoka zawarto$¢ siarki,
niedobor biatek, metioniny czy witamin: Bz i Bs. Na bioprzyswajalnos¢ Se i jego dalsze losy
wplywa takze obecny status selenu oraz fizjologiczny stan organizmu (Kuzmicka i in. 2012).
Deficyty selenu, wystepujace w organizmach wigkszosci Polakdw mozna niwelowac,
poprzez zapewnienie odpowiedniej jego podazy w diecie. Jak wskazano powyzej
podstawowym zrddlem Se staja si¢ produkty zwierzgce, ze wzgledu na akumulacje
pierwiastkow §ladowych w tkankach. Migso wieprzowe jest bardzo cennym zrodlem substancji
odzywczych dla cztowieka. R6znorodnos¢ tego surowca umozliwia ksztaltowanie jego jakosci
1 oferowanie szerokiego wachlarza produktoéw z niego wytwarzanych. Wymaga to jednak
przeprowadzenia kontroli i analizy wplywu wielu czynnikow, ktore obejmuja oddziatywania
genetyczne, srodowiskowe 1 przetworcze. Ich interakcja ma bowiem bardzo duzy wplyw na
koncowg jakos¢ surowca. Wiedzac, ktore czynniki wpltywaja na jako$¢ migsa wieprzowego
I majac mozliwos¢ ich identyfikacji (np. ocena polimorfizméw), czy sterowania, mozna
oczekiwac, ze coraz czgsciej jakos¢ tego surowca bedzie odpowiadata wymaganiom stawianym
przez konsumenta w zakresie podnoszenia wilasciwosci zdrowotnych i1 odzywczych

wieprzowiny.
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2.3. Skutki niedoboru selenu u §win

Niedobér selenu oraz witaminy E u $win prowadzi do powstania nast¢pujacych
schorzen: pokarmowego zwyrodnienia watroby (PZW), choroby morwowego serca (CMS),
a takze pokarmowej dystrofii migsni (PDM). Pierwsze ze wskazanych powyzej schorzen,
zwane rowniez toksycznym zwyrodnieniem watroby moze przebiega¢ w dwdch formach: ostrej
i podostrej. W pierwszym wariancie, u wydawaloby si¢ zdrowych, szybko rosnacych
osobnikow pojawiajg si¢ zamroczenie 1 drgawki, a w kilka godzin potem u znacznej czegsci
znich $mier¢. U padlych prosigt obserwuje si¢ martwicowe zwyrodnienie watroby.
W przebiegu podostrym natomiast stwierdza si¢ zahamowanie taknienia, biegunki, zazétcenie
bton sluzowych oraz niejednokrotnie wodobrzusze. Do $mierci prosiat dochodzi przewaznie po
odsadzeniu od lochy, co taczy si¢ nie tylko ze zmiang pokarmu, ale takze stresem
spowodowanym zmiang $rodowiska. W anatomopatologicznym obrazie watroby mozna
zaobserwowaé zmiany o charakterze zwyrodnienia martwicowego oraz zwtdknienia. Ponadto,
relatywnie czesto stwierdza si¢ podskérne obrzeki, a takze wylewy krwi oraz wysieki
w weztach chtonnych i1 przewodzie pokarmowym. Jako przyczyne tego stanu wskazuje si¢
zaburzenia procesu Krzepnigcia krwi, ktore obserwuje si¢ przy niedoborach selenu. Jezeli
chodzi o chorobe morwowego serca (zwang roéwniez pokarmowa mikroangiopatig) to rowniez
schorzenie, ktore najczes$ciej wystepuje U pozornie zdrowych osobnikow, ktore padaja nagle tj.
w kilka godzin po wystgpieniu pierwszych objawow niewydolnosci mig$nia sercowego.
W przebiegu podostrym obserwuje si¢: ostabienie, apati¢ oraz dusznos$ci. Dodatkowo, podczas
sesji stwierdza si¢ zwyrodnienie mig$nia sercowego, ktore nadaja sercu wyglad
przypominajacy owoc morwy. Te zmiany zwyrodnieniowe mogg rowniez obejmowac czes$¢
migsni szkieletowych. W przypadku pokarmowej dystrofii migsni jej przebieg zazwyczaj ma
forme subkliniczng. U chorych zwierza obserwuj¢ si¢ zahamowanie wzrostu oraz taknienia,
ostabienie, apatie, a takze niech¢¢ do poruszania si¢. Natomiast w badaniu histopatologicznym
— zwyrodnienie wtokien migsniowych. Ostry przebieg tego schorzenia charakteryzowany jest
przez wystepujace: kulawizny, sztywnos¢ konczyn i tggowatos¢ grzbietu. Charakterystyczna
cechg jest symetryczne wystgpowanie zmian zwyrodnieniowych, ktorym czesto
wspottowarzysza zwapnienia migsni w obrebie ledzwi 1 grzbietu. Niejednokrotnie zmiany
zwyrodnieniowe dotycza rowniez migsnia sercowego. Opisane wyzej jednostki chorobowe
zazwyczaj wystepuja jednoczesnie. Odsetek smiertelnosci powigzany jest przede wszystkim ze
stopniem niedoboru selenu, jednakze statystycznie nie przekracza 20% populacji stada (De¢bski

1988).
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W badaniach przeprowadzonych w okolicach Bydgoszczy na terenach uznawanych za
ubogie w selen odnotowano liczne padnigcia prosiat i warchlakow przy aktywnos$ci ruchowe;j
(przepedzanie). Zawarto$¢ selenu w paszy wynosita srednio 26 ug/kg s.m., natomiast w paszy
zwierzat kontrolnych z okolic Warszawy 186 pg/kg s.m. Znalazto to odzwierciedlenie
w stwierdzonym stezeniu selenu w surowicy — odpowiednio 8,5 oraz 26 ug/kg s.m. Podczas
sekcji obserwowano zmiany zwyrodnieniowe w watrobie oraz przeponie, ktora czesto pekala,
co powodowato przemieszczenie watroby 1 jelit do klatki piersiowej, co stanowito przyczyne
smierci. Co ciekawe, zmiany chorobowe ulegaly zahamowaniu, a nawet cofni¢ciu po podaniu
do paszy preparatu Evetsel, zawierajacego 1,14 mg selenu i 188 mg witaminy E (Jakubowski
I in. 2002).

2.4. Metabolizm selenu w organizmie ssakow

Selen pobierany jest z pozywienia w postaci zwigzkow nieorganicznych: seleniany (1V),
seleniany (VI); badz organicznych: selenocysteiny oraz selenometioniny. Nieorganiczne formy
selenu przyswajane sa poprzez transport bierny, czyli dyfuzje. W przypadku form organicznych
zachodzi za$ aktywny transport jelitowy (Klecha i Bukowska 2016). Wchioniety do organizmu
selen poczatkowo wigzany jest przez krwinki czerwone oraz albuminy i globuliny osocza,
a nastepnie transportowany jest do tkanek (Barski i Spodniewska 2014). W organizmie ssakow
przemiany organicznych i nieorganicznych form selenu przebiegaja odmiennie, jednakze w obu
tych przypadkach gtéwnym koncowym produktem przemian sg selenowodorki, ktore sg
donorem selenu w czasie syntezy selenobiatek (Medina i in. 2001, Zwolak i Zaporowska 2005)
(Rycina 1). Z egzogennej selenocysteiny (SeCys) selen bezposrednio uwalniany jest w postaci
selenowodorkéw, natomiast pochodzaca gtéwnie z produktow pochodzenia roslinnego
selenometionia (SeMet) musi najpierw ulec przemianie do selenocysteiny, a ta staje si¢
nastepnie zrodlem selenkow wodoru. W przypadku nieorganicznych form selenu, na ogét selen
redukowany jest do selenowodorkow przez formy posrednie: selenodiglutation
i selenoglutation. Selenodiglutation (GS-SeSG) moze inhibowa¢ syntezg¢ biatek i nasilajac
proces apoptozy — wykazuje dzialanie antynowotworowe. Selenowoddr powstaty po redukcji
zwigzkow organicznych i nieorganicznych moze zostac¢ przeksztalcony w selenofosforan, ktory
jest donorem selenu dla aktywnej formy selenocysteiny, badz ulec metylacji. Powstaty
w wyniku metylacji jon trimetyloselenoniowy jest wydalany z organizmu z moczem, za$

dimetyloselenol wraz z wydychanym powietrzem (Medina i in. 2001).
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Biosynteza selenocysteiny poprzedza jego specyficzne wbudowywanie si¢ w strukture
danej selenoproteiny przy udziale specjalnego tRNA, ktoéry laczy si¢ z seryna, do ktorej
dobudowywany jest selen pochodzacy z selenowodoréw (wigcej na ten temat w podrozdziale
pn. Biosynteza selenoprotein). Koncowe, metylowane produkty metabolizmu selenu wykazuja
silne wlasciwosci antymutagenne (Combs i Gray 1998, Whanger 2004). Mimo, ze podawane
zwiazki selenu wywieraja rozniacy si¢ przede wszystkim sita wptyw dziatania ochronnego, to
mozna stwierdzi¢, ze te, ktore sg tatwo przeksztalcane w jeden z koncowych metabolitow
- metyloselenol (CH3SeH) - wykazuja najsilniejsze dziatanie antyrakowe (Ip i Ganther 1990).
Selenometyloselenocysteina (SeMSeCys) 1 kwas metyloselenowy (KMS) maja, w porownaniu
z selenometioning (SeMet) znacznie silniejsze dziatanie antykancerogenne, wynika to wtasnie
z racji tatwej przemiany do metyloselenolu, ktory jak stwierdzono jest najaktywniejszym
sposrod metabolitow selenu (Medina i in. 2001). Nastepny produkt metylacji, czyli
dimetyloselenol ma juz stabsze wlasciwosci antynowotworowe, a koncowy — jon
trimetyloselenoniowy, ktory jest wydalany z moczem jest wlasciwie pozbawiony takiego

dziatania (Whanger 2004).

Spozywanie bialka
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Rycina 1. Metabolizm selenu w organizmie ssakow. Pogrubione zwigzki majg silne dziatanie
antyrakowe (wg Medina i in. 2001)
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2.5. Selenoproteiny

2.5.1. Biosynteza selenoprotein

Biologiczna funkcja selenu zwigzana jest z wbudowywaniem go poprzez selenocysteing
(Sec) w strukture waznych dla metabolizmu komorek biatek. Grupa biatek, ktora zawiera
przynajmniej jedna reszte Sec nazywana jest selenoproteinami lub zamiennie selenobiatkami.
Do tej pory rozpoznanych zostalo blisko trzydziesci pig¢ selenobiatek, wystepujacych
W organizmach zywych, natomiast tylko w genomie cztowieka odkryto dwadziescia pigc
selenozaleznych biatek (Kuczynska i Biziuk 2007, Lu i Holmgren 2009). Selenocysteina do
selenoprotein wilgczana jest kotranslacyjnie W czasie syntezy w odpowiedzi na kodon UGA,
ktory funkcjonuje zwykle jako kodon terminacji, czyli zakonczenia translacji (Kryukov i in.
2003). Odczytanie UGA jako kodonu wbudowywania selenocysteiny (Sec) do tancucha
polipeptydowego wymaga specyficznej struktury drugorzedowej mRNA selenoprotein.
Stanowi go element inercyjny SECIS (selenocysteine insertion sequence), ktory u organizméw
wyzszych znajduje si¢ poza obszarem kodujacym dane biatko, na fragmentach niekodujacych
MRNA — 3’UTR (untranslated region) oraz kilka czynnikow trans i specjalny tRNA
z antykodonem komplementarnym do UGA. tRNA jest najpierw aminoacylowany seryna,
ktora dostarcza weglowego szkieletu dla selenocysteiny. Ten specjalny transportujacy RNA nie
jest jednak rozpoznawany przez standardowy czynnik elongacyjny eEF 1A, ale przez specjalne
biatko eEFSec, wykazujace specyficzno$¢ zarowno wobec struktury tRNA, jak 1 aminokwasu.
Struktura SECIS stanowi petle zawierajaca okreslong sekwencje nukleotydoéw, ktora
rozpoznawana jest przez biatko wigzace SBP2 (SECIS binding protein 2). Dzigki interakcji
z tym biatkiem mozliwa jest rekrutacja kompleksu Sec-tRNA-EFSec do rybosomu (Driscoll
i Copeland 2003, Lu i Holmgren, 2009).

2.5.2. Selenoproteiny ssakow

Najwigksza grupa selenobiatek wlaczana jest w procesy ochrony komorek przed
skutkami dziatania reaktywnych form tlenu. Naleza do nich m.in.: peroksydazy glutationowe,
reduktazy tioredoksyny, dejodynazy jodotyroninowe, czy selenobiatko P. Badanie obecnosci
kodonu UGA w genomie ssakow pozwolito zidentyfikowac kolejne selenobiatka m.in.: W, R,
T, N, X, czy selenobiatko 15kDa (Brown i Arthur 2001, Wierzbicka i in. 2007). Doktadne

funkcje wielu selenoprotein sa wciaz nieznane. Trzy najlepiej scharakteryzowane rodziny
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selenoprotein to: peroksydazy glutationowe (GPxs), reduktazy tioredoksyny (TrxRs) oraz
dejodynazy jodotyroninowe (DI10s) (Lu i Holmgren 2009).

Peroksydazy glutationowe (GPxs)

Peroksydazy glutationowe to enzymy zawierajace selen pod postacig selenocysteiny
(SeCys) wystepujacej w miejscu aktywnym. Uwazane sg za jedne z najwazniejszych enzymow
antyoksydacyjnych, ktére w obecnosci zredukowanego glutationu (GSH) katalizuja redukcje
nadtlenku wodoru (H202) do wody Iub nadtlenkow organicznych (ROOH) do odpowiednich
alkoholi (ROH), dzigki czemu ograniczajg ich szkodliwy wptyw na komorki. Reakcje te mozna

przedstawi¢ w nastepujacy sposob (Zwolak i Zaporowska 2005):

H 202 + ZGSH peroksydaa glutationowa N 2 H 20 + ZGSSG

ROOH + 2GSH —Rerekydaagliationona_, p 4 H,0 + GSSG

Peroksydazy glutationowe sg bardziej skuteczne niz katalaza w usuwaniu nadtlenku
wodoru, wynika to z faktu, ze do pelnej aktywacji enzymu wystarczaja nizsze stezenia HoO»
(Gromadzinska i in. 2000).

Do chwili obecnej odkrytych zostato osiem roznych biatek o aktywnosci GPxs (Jiao i in. 2017).
Najlepiej poznanymi i opisanymi biatkami o aktywnosci peroksydaz sa:

+ cytozolowa inaczej klasyczna (GPx1);

»  zoladkowo-jelitowa (GPx2);

* 0soczowa, pozakomodrkowa (GPx3);

» fosfolipidowa (GPx4);

*  jader plemnikow (GPx5) (Arthur 2000) (Tabela 1).
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Tabela 1. Peroksydazy glutationowe i ich funkcje w organizmie ssakow (Zwolak i Zaporowska
2005, Kuczynska i Biziuk 2007, Wierzbicka i in. 2007, Labunskyy i in. 2014)

Typ peroksydazy Funkcja

e neutralizuje H2O; oraz nadtlenki organiczne w wigkszo$ci komorek;

GPx1 e ochrona hemoglobiny przed utlenianiem;
e magazyn selenu;
GPx2 e redukcja nadtlenkow lipidowych w przewodzie lipidowym

powstajacych podczas trawienia pokarmu;

e poziom aktywnoSci tej peroksydazy jest wskaznikiem ogdlnej
GPx3 zawartoS$ci selenu w organizmie;
e jest antyoksydantem osocza;

e nasila przeciwutleniajace dziatanie witaminy E;

e pelni funkcje¢ ochronng przed peroksydacja lipidow, ktore wchodza
GPx4 w sktad bton biologicznych, a takze lipoprotein;

e niezbedna w procesie prawidtowego rozwoju plemnikow;
e bierze udzial w syntezie prostaglandyn oraz amin katecholowych;

e ochrona blon komorkowych przed uszkodzeniami oksydacyjnymi;

GPx5 ® przypuszcza si¢, ze bierze udziat w kontrolowaniu i regulowaniu
metabolizmu nadtlenkow lipidowych;

e zapobiega przedwczesnej reakcji akrosomalnej.

Reduktazy tioredoksyny (TrxRs)

Reduktaza tioredoksyny (TrxR) to selenobiatko, ktore wraz z tioredoksyna (Trx) oraz
NADPH tworzy uktad okre§lany mianem TrxR/Trx. Enzym ten bezposrednio lub posrednio
przy udziale biatka Trx katalizuje redukcje biatkowych mostkow dwusiarczkowych. Reakcja

przebiega wedlug schematu:

TrxR
1) NADPH + H* + Trx-S, «—— NADP* + Trx-(SH),

reakcja spontaniczna

2) Trx-(SH), + biatko-S, Trx-S, + bialko-(SH)2

Do biatek redukowanych przez uktad TrxR/Trx nalezg m.in. peroksydaza glutationowa
oraz biatkowa izomeraza dwusiarczkowa (PDI, katalizuje proces faldowania biatek). Inng
funkcja reduktazy tioredoksyny jest redukcja niektorych zwigzkow niskoczasteczkowych np.:

utlenionego glutationu (GSSG), kwasu dehydroaskorbinowego, witaminy K, nadtlenkoéw

18



lipidowych oraz nadtlenku wodoru (H202) (Zwolak i Zaporowska, 2005). Ekspresje TrxR i Trx
obserwowano w roznych komorkach ssakéw, m.in.: keratynocytach skory, watrobie, tozysku,
leukocytach czy komorkach wydzielniczych. Stwierdzono, ze ekspresje tych biatek stymuluje
szereg czynnikow, zarowno egzo-, jak i endogennych, takich jak: cytokininy, promieniowanie
UV, lipo polisacharydy, nadtlenek wodoru, r6znego rodzaju mutageny (Dreher i in. 1997).
Sugeruje to, ze system TrXR/Trx pelni wazng role w obronie komorek przed stresem
oksydacyjnym. Ponadto, szeroka specyficzno$¢ substratowa powoduje, ze reduktaza
tioredoksyny bierze udziat w wielu istotnych dla komoérki procesach biologicznych typu wzrost,
ekspresja genow i apoptoza (Zwolak i Zaporowska 2005).

U ssakow zidentyfikowano trzy TrxR: TrxR1 w cytoplazmie, TrxR2 w mitochondriach
i specyficzna dla jader izoforma — TrxR3 (Chen i in. 2018). Rodzina TrxR wplywa
bezposrednio na wzrost komorek, w taki sposob, ze TrxR limituje syntez¢ DNA — uktad
Trx/TrxR aktywuje reduktaze rybonuklotydowa, kluczowy enzym w syntezie DNA, ktory jest
odpowiedzialny za powstawanie deoksyrybozy. TrxR reguluje rowniez ekspresje gendw
poprzez aktywacje wielu czynnikow transkrypcyjnych, wigzacych si¢ z DNA (McKenzie i in.
2002).

Dejodynazy jodotyroninowe (D10Os)

Kolejna duza grupa selenoprotein to dejodynazy jodotyroninowe. Selenobiatka te
odgrywaja kluczowg role¢ zar6wno w aktywacji, jak 1 inaktywacji hormonoéw tarczycy. Grupa
ta sklada si¢ z trzech enzymow, ktore rdznig si¢ rolg w procesach usuwania jodu z tyroksyny
I jej metabolitow. O ich podziale decyduje takze rézne rozmieszczenie w tkankach (Behne

i Kyriakopoulos 2001).

o Dejodynaza typu |

Enzym ten katalizuje usuwanie atomu jodu w pozycji 5’ z pierscienia fenolowego
jodotyronin Iub w pozycji 5 pierScienia tyrozynowego. W nastepstwie usuniecia jodu z pozycji
5’ tyroksyny (Ts) powstaje 3,3°,5-trijodotyronina (Ts), czyli aktywna posta¢ hormonu tarczycy.
Natomiast usunig¢cie jodu w pozycji 5 skutkuje powstaniem nieaktywnego izomeru 3,3’,5’-
trijodotyroniny (odwrotna Ts). Biologiczna funkcja tej dejodynazy polega na dostarczaniu
aktywnej T3 w osoczu, inaktywacji Ts i T4 i eliminacji z krazenia odwrotnej Ts. Najwyzsza
aktywno$¢ dejodynazy typu I stwierdza si¢ w: nerkach, watrobie, przysadce mozgowej, btonach
tozyska, migs$niach, ptucach, $ledzionie, tarczycy, jelicie, skorze, a takze komorkach

osrodkowego uktadu nerwowego. Niewielka aktywnos¢ dejodynazy typu I wykazujg roéwniez
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jadrzaste komorki krwi i1 adipocyty (Kohrle 1994). Co istotne, Dejodynaza typu | jest bardzo
wrazliwa na niedobor selenu. Niedobdr tego pierwiastka prowadzi do obnizenia jej iloSci,

zmniejszenia stezenia aktywnej T3, dziata wiec ograniczajgco na termogeneze (Wilodarczyk

i Birkle 2010).

o Dejodynaza typu Il

Jest bialkiem syntetyzowanym gléwnie w: przysadce, modzgu, tkance thuszczowej
i fozysku. Funkcja tego enzymu zwigzana jest z katalizowaniem odjodowania T4 do T3, a takze
odwrotnej Tz do T.. Ponadto, biologiczna rola tego selenobiatka to wewnatrzkomorkowe,
przede wszystkim lokalne wytwarzanie T3, czyli podstawowego hormonu spehniajacego rolg

w regulacji metabolizmu tkanek (Behne i Kyriakopoulos 2001).

o Dejodynaza typu 11

Enzym ten zlokalizowany jest w gloéwnej mierze w: lozysku, skorze, komoérkach
osrodkowego uktadu nerwowego. Katalizuje on odjodowanie pier$cienia tyrozylowego, a takze
moze katalizowa¢ odjodowanie T4 W pozycji 5, w tym przypadku powstaje odwrotna T3 oraz
T3 do T2 (Mortimer i in. 1996).

2.6. Selenoproteina P

Przez dlugi okres czasu GPx3 byta uwazana ze jedyne selenobiatko obecne w osoczu.
W roku 1973 Raymond Burk poinformowatl o istnieniu innego niz GPx3 selenobiatka w osoczu
szczura, ktore ma silne powinowactwo do heparyny. Dziesi¢¢ lat po6zniej Motsenbocker
I Tappel stwierdzili obecnos$¢ tego biatka w osoczu malp i nazwali je selenoproteing P (SeP)
(Saito i Takahashi 2000). To wtasnie to biatko sposrod szeregu odkrytych selenoprotein,
wydaje si¢ by¢ najlepiej poznanym oraz ilo$ciowo najwazniejszym pod katem metabolizmu
selenu. Enzym ten produkowany jest gtéwnie w hepatocytach. Aktywnos¢ enzymu odnotowano
w roznych tkankach organizmu m.in. we wspomnianym wyzej 0s0czu. To wiasnie poziom SeP
w surowicy pozyskanej z osocza u ludzi uwazany jest za biomarker statusu selenu w caltym
organizmie (Xia i in. 2005). Zbudowana jest z dwoch domen: wigkszej N-terminalnej, ktora
odpowiada za utrzymanie potencjalu redox w komoérce oraz mniejszej C-terminalnej, ktora
posredniczy w transporcie I magazynowaniu selenu. Wykazano rowniez, ze selenoproteina
P chroni lipoproteiny przed utlenieniem (Fairweather-Tait i in. 2011, Steinbrenner i in. 2016).
Bialko to zawiera w swojej strukturze selen. Wbudowuje si¢ on w aminokwas selenocysteing

(Sec). W odroznieniu od innych selenoprotein, SeP zawiera jednak nie jedno, ale kilkanascie
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centréw selenocysteinowych. U ludzi dziewig¢ reszt Sec zlokalizowane jest w C-koncu
czasteczki (pomigdzy 281 a 358 resztg aminokwasowa), a ostatnia — dziesigta — w pozycji 40
(Moschos 2000). Natomiast u $wini domowej (fac. Sus Scrofa domestica) trzynascie reszt
zlokalizowanych jest w C-koncu czasteczki (pomigdzy 267 a 387 resztg aminokwasows),
natomiast jedna w pozycji 59 (Rycina 2) (baza UniProt:
https://www.uniprot.org/uniprot/A1E951).  Selenoproteina P jest biatkiem bogatym
w histydyne (His) — 30 reszt u §wini domowej, ktorej obecnos¢ warunkuje zdolno$¢ wigzania
z heparyna, wlasciwos¢ ta wykorzystywana jest w czasie izolowania tego selenobiatka (Saito

I Takahashi 2000).

Region bogaty w Region bogaty w
histydyne (His) selenocysteine (Sec)

¢

=i
S

Ochrona komorek Wi . Transport oraz
srodbtonka przed h 1azanie magazynowanie
utlenianiem eparyny selenu

Rycina 2. Struktura domen selenoproteiny P $wini domowej i ich funkcja. Pionowe linie
prezentujg polozenie selenocysteiny (Sec) natomiast zacienione obszary przedstawiajg regiony

bogate w histydyne (His) (Rysunek wiasny)

Selenoproteina P to gtdéwne selenobiatko osocza, zawierajace 60-65% selenu, pozostata
ilo§¢ Se przypada na peroksydazg¢ glutationowa i inne aktywne formy matoczasteczkowe
(Persson-Moschos i in. 1995). Bialko to, razem z peroksydaza osoczows, jest jedyna
zidentyfikowang selenoproteing osocza. Oprocz krwi, selenoproteina P byla izolowana
Z watroby, nerek, serca i jader. Badania wykazaty, Ze odgrywa ona gtéwna rol¢ w metabolizmie
selenu (Brown i Arthur 2001). Jego niedobor powodowat obnizenie zawarto$ci selenoproteiny
P nawet do 10% (Burk i in. 2011).

W badaniach na zwierzgtach stwierdzono, ze po podaniu Se najpierw wzrastalo stezenie
selenoproteiny P, a dopiero pdzniej innych selenozaleznych biatek (Burk i Hill 2005). Gtowna
funkcja przypisywang selenoproteinie P jest transport oraz magazynowanie selenu, obrona
przed utleniaczami poprzez rozktad, a takze zapobieganie powstawaniu nadtlenoazotynu
w wyniku reakcji zapalnych (Rycina 2). W wyniku tego dziatania zapobiega nitracji biatek
I peroksydacji lipidow w pozakomorkowych uktadach (Mostert 2000, Saito i Takahashi, 2000).
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W 2003 roku, Burk i wspotpracownicy doniesli, ze selenoproteina P wykazuje dziatanie
ochronne wobec komorek watroby przed martwica indukowang przez pestycydy. Iniekcja
selenianu (IV) poprzedzajaca narazenie szczurOw na dikwat, czyli herbicyd uzywany
zwyczajowo do zwalczania chwastow przed wschodem ro$lin uprawnych, obnizata tempo
peroksydacji lipidéw i w znacznym stopniu ograniczata zmiany martwicze. W przypadku
oddziatywania tego pestycydu na zwierzeta karmione dieta uboga w selen dochodzito do
martwicy watroby prowadzacej w krotkim czasie (2 — 4 godzin) do $mierci. Analizy wykazaty,
ze to ochronne dziatanie selenu wigzalo si¢ ze wzrostem stezenia SeP, przy dotychczasowej,
niezmienionej aktywnosci GPx1 (Burk i in. 2003).

Lokalizacja SeP na powierzchni komorek srodbtonka naczyn pozwala sadzié, ze biatko
to chroni komorki nie tylko przed réznego rodzaju produktami reakcji wolnorodnikowych, ale
takze pelni role bariery zabezpieczajacej przed wnikaniem do wngtrza komorek metali ciezkich.
Zaangazowane w ten proces sg selenocysteina i cysteina licznie wystepujace w czasteczce tego
biatka (Suzuki i in. 1998, Mostert 2000). Przeprowadzone w 1997 roku badania in vitro
potwierdzaja, ze selen w iloSciach rownomolowych ma zdolno$§¢ wigzania rteci (Hg).
Wykazano, ze powstaly kompleks: Hg-Se wystepuje w polaczeniu wtasnie z selenobiatkiem P
(Yoneda i Suzuki 1997). Role SeP w procesach detoksykacji metali cigzkich potwierdza
obnizenie stezenia tego selenobiatka w osoczu palaczy oraz oso6b narazonych na kadm

w srodowisku pracy (Moschos, 2000).

2.7. Gen SEPP1

Gen kodujacy selenoproteing P (SEPP1; SELENOP) zlokalizowany jest u $wini
domowej w chromosomie 16 i zbudowany jest z 5 eksonow (NCBI: Gene ID: 100037964) lub
6 cksonéw (Ensembl, ENSSSCG00050059812). Gen ten posiada jeden wariant splicingowy.

Chromosome 16 - NC_010458.4

[ 27049724 [ 27665354
LOCL0650 5556 cchelsz LoCiio2s7241
GHR LOC10eS0647T
>

LOC102159225

Rycina 3. Lokalizacja genu SEPP1 u Sus Scrofa w chromosomie 16 (NCBI: Gene ID:
100037964)
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Proces transkrypcji selenoproteiny P jest przedmiotem zainteresowania, poniewaz
pozawatrobowa ekspresja tego genu wykazata ekspresje zalezng od roéznicowania zaro6wno
W rozwoju, jak 1 w roznych stanach chorobowych. SEPP1 wykazuje wzorcowg ekspresje
w wielu tkankach podczas rozwoju, a utrate jego ekspresji zaobserwowano np. w nowotworach
zto§liwych. Ponadto, czynniki wplywajace na procesy zapalne, takie jak cytokiny i ich
regulatory, biorg udzial w kontroli transkrypcji selenoproteiny P (Rock i Moos 2009).

2.8. Badania genu SEPP1

SEPP1 odgrywa wazng role zarowno w dostarczaniu selenu do tkanek, jak i wywieraniu
obrony antyoksydacyjnej. Funkcja antyoksydacyjna SEPP1 sugeruje, ze ma on dziatanie
zapobiegajace nowotworom, zwlaszcza nowotworom zapalnym, ktore charakteryzuja sig
zwigkszonym stresem oksydacyjnym (Barrett i in. 2017). Dysfunkcja SEPP1 moze przyczynic¢
si¢ do wystagpienia i progresji nowotworu. Liczne przeprowadzone do tej pory badania odnoszg
si¢ do ludzkiego genu SEPP1, zlokalizowanego w chromosomie 5. Zawiera on dwa
funkcjonalne polimorfizmy: 1rs3877899 i 157579, ktore wplywaja na aktywnosc¢
selenoproteinowg osocza i limfocytow (Meplan i in. 2009). Doniesiono, ze oba polimorfizmy
SEPP1 sg zwigzane z ryzykiem wystgpienia raka prostaty (PCa) (Steinbrecher i in. 2010) i jelita
grubego (CRC) (Meplan i in. 2010). Ponadto, w badaniu przeprowadzonym przez Meplanaii in.
(2013) stwierdzono rowniez zwiazek migdzy mutacja rs3877899 a ryzykiem wystapienia raka
piersi (BC). Wyniki innych badan takze potwierdzaja zwigzek zmienno$ci genetycznej
selenoproteiny P z ryzykiem PCa. Badany polimorfizm typu SNP (ang. Single Nucleotide
Polymorphism), rs11959466, byt zwigzany ze zwigkszonym ryzykiem w sposob addytywny,
podczas gdy rzadka homozygota innej mutacji — rs13168440, byta zwigzana ze zmniejszonym
ryzykiem. W Dbadaniach tych zaobserwowano rowniez istotng interakcje miedzy
polimorfizmem rs13168440 a poziomami selenu w osoczu. Odkrycia te sugeruja, ze gen ten
moze by¢ zaangazowany w wystgpowanie PCa, prawdopodobnie poprzez swoja funkcje
transportu selenu (Penney i in. 2012). Dodatkowo, wymienione powyzej funkcjonalne
polimorfizmy (rs3877899 i rs7579) modulowaty wplyw suplementacji orzechami brazylijskimi
na stezenie glukozy w osoczu i catkowity cholesterol. Przedstawione badanie byto pierwszym,
w ktoérym zaobserwowano zwigzek migdzy poziomem cholesterolu i glukozy w osoczu oraz
polimorfizmami SEPP1 po suplementacji orzechami brazylijskimi (Donadio i in. 2018).
Ponadto, doswiadczenia Mao i in. sugerujg, ze genotyp rs3877899 wptywa na utrzymanie

statusu selenu podczas cigzy oraz wrazliwos¢ na suplementacje selenem (Mao i in. 2016).
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3. CEL PRACY

Celem niniejszych badan jest detekcja polimorfizméw w genie kodujacym
selenoproteing P (SEPP1) u $wini domowej (fac. Sus Scrofa domestica) oraz ustalenie
ewentualnych zaleznosci pomigdzy genotypami analizowanych fragmentéw genu a cechami
uzytkowymi $win (tucznymi i rzeznymi), wybranymi parametrami jako$ci migsa oraz

zawarto$cig selenu w mig¢éniu najdhuzszym grzbietu (tfac. musculus longissimus dorsi).
Tak postawiony cel pozwoli zweryfikowa¢ nastepujaca hipoteze badawcza:

Wystegpowanie zmienno$ci genetycznej w obrebie genu SEPP1 moze wywiera¢ wplyw na

cechy produkcyjne $§win oraz zawartos¢ selenu w mig¢$niu najdtuzszym grzbietu.
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4. MATERIAL I METODY

4.1. Material doSwiadczalny

Materiat do badan stanowity fragmenty migs$nia najdtuzszego grzbietu (tac. musculus
longissimus dorsi) pozyskane od 722 osobnikéw nalezacych do 3 ras §win: wielka biata polska
(wbp), polska biata zwistoucha (pbz) i putawska (Tabela 2). Rasy $win objete badaniami r6znig
si¢ znacznie pod wzgledem S$rednich wynikdw uzytkowo$ci tucznej, rzeznej
i rozplodowej, a takze cech jakosci migsa. Loszki ras wbp oraz pbz charakteryzuja sie¢
zadawalajagcymi warto$ciami cech tucznych i rzeznych oraz bardzo dobra uzytkowos$cia
rozptodowa, dlatego tez wykorzystywane sa do krzyzowania towarowego jako komponent
mateczny. Natomiast zachowawcza rasa putawska mimo jej nizszych parametréw uzytkowosci
w stosunku do pozostatych ras, cechuje si¢ migsem bardzo dobrej jakosci
o najwigkszej zawarto$ci thuszczu sroédmigsniowego (IMF) — ok. 2% (Rozycki i Tyra 2013,
Blicharski in. 2018).

Tabela 2. Liczba osobnikow poszczegodlnych ras wykorzystanych w badaniu

Liczebnos¢
Lp. Rasa
i [n]
1 wielka biata polska (wbp) 197
2 polska biata zwistoucha (pbz) 303
3 putawska 222

Wszystkie zwierze¢ta pochodzily ze Stacji Kontroli Uzytkowosci RzeZznej Trzody
Chlewnej (SKURTCh) Instytutu Zootechniki PIB w Balicach zlokalizowanej w Zaktadzie
Doswiadczalnym w Chorzelowie. Swinie utrzymywane byly zgodnie z metodyka stacyjna,
w jednakowych warunkach §rodowiskowych — warunkach utrzymania oraz zywienia (Tabela 3
i 4), co pozwalalo na eliminacj¢ wptywu efektu hodowlanego na otrzymane wyniki

uzytkowosci tucznej, rzeznej oraz parametry jakosci migsa.
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Tabela 3. Sktad mieszanek

Sklad mieszanki I*

Sklad mieszanki IT*

Jeczmien, pszenica, otr¢gby pszenne, Sruta
poekstrakcyjna sojowa, wywar gorzelniany
zbozowy, weglan wapnia, Sruta
poekstrakcyjna stonecznikowa (bez tuski),
oleje 1 tluszcze roslinne, tluszcz zwierzecy
(drob, swinie), chlorek sodu.

Jeczmien, pszenica, otrgby  pszenne,
kukurydza, $ruta poekstrakcyjna sojowa,
makuch z nasion rzepaku, makuch z nasion
stonecznika, weglan wapnia, tluszcz
zwierzecy (drob, $winie), chlorek sodu,
dwuweglan sodu.

*Mieszanki pochodza z firmy paszowej komercyjnej, wigc sktad procentowy komponentow jest tajemnicg firmy

Tabela 4. Parametry pokarmowe paszy

Mieszanka | Mieszanka
Skladniki I 1

30-80kg | 80-100 kg
Energia metaboliczna min. kcal/kg 3223,28 3104,02
Energia metaboliczna min. MJ/kg 13,50 13,00
Biatko ogolne min — max % 17-19 1618
Biatko strawne min. % 13,90 12,80
Ttuszcz surowy orient. % 3-7 2—6
Kwas Linolowy min. % 1,50 1,00
Laktoza min. % 0,00 0,00
Wiokno surowe min — max % 25-45 3,0-5,0
Aminokwasy:
Lizyna orient. % 1,04 0,85
Lizyna przyswajalna min. % 0,82 0,68
Metionina orient. % 0,32 0,26
Metionina przyswajalna min. % 0,29 0,23
Metionina + Cystyna orient. % 0,64 0,52
Metionina + Cystyna przyswajalna min. % 0,53 0,45
Tryptofan orient. % 0,21 0,17
Tryptofan przyswajalny min. % 0,16 0,14
Treonina orient. % 0,67 0,53
Treonina przyswajalna min. % 0,55 0,48
Makroelementy:
Wapn min - max % 0,7-0,9 0,8-1,0
Fosfor catkowity orient. % 0,60 0,65
Fosfor dostepny min. % 0,35 0,35
Sod min — max % 0,15-0,20 | 0,15-0,20
Sol max % 0,35 0,35
Mikroelementy:
Mangan mg/kg 25
Cynk mg/kg 70
Zelazo mag/kg 60

26



Miedz mg/kg 20
Jod mg/kg 0,4
Selen mg/kg 0,15
Kobalt mg/kg 0,100
Witaminy:

Witamina A j. m. 6000
Witamina D3 j. m. 1500
Witamina E mg/kg 25
Witamina K mg/kg 1
Witamina Bl mg/kg 1
Witamina B2 mag/kg 3
Witamina B6 mg/kg 3
Witamina B12 mag/kg 0,015
Kwas Pantotenowy (Wit. B5) mg/kg 10
Niacyna (Wit. B3) mg/kg 15
Kwas Foliowy mg/kg 0,5
Biotyna mg/kg 0,05
Cholina mg/kg 3

Tucz wilasciwy rozpoczynat sie, gdy zwierzgta osiagnety masg ciata okoto 30 kg.
Wydajny przyrost masy mi¢sniowej w tym etapie chowu uwarunkowany byt karmieniem pasza
o wysokiej warto$ci energetycznej oraz znacznej zawarto$ci aminokwasoéw egzogennych. Po
przekroczeniu masy 80 kg, rozpoczgto tucz koncowy, w ktorym $winie karmiono pasza
0 zmniejszonej zawarto$ci bialka iaminokwaséw egzogennych, a takze nizszej wartosci
energetycznej. Zapobiega to nadmiernemu otluszczaniu zwierzat, ktory cechuje ten etap chowu.
W momencie osiagnigcia przez zwierzg¢ta masy ciata 94 kg, wyznaczana byta data uboju.
W okreslonym dniu (tj. przy masie ciata 100+0.5kg), przeznaczone do uboju osobniki wazono
po raz ostatni w celu okreslenia doktadnej masy koncowe;.

Uboj przeprowadzony zostat poprzez oszolomienie pradem elektrycznym, a nastepnie
poprzez wykrwawienie zwierzat w wyniku przecigcia tgtnic szyjnych i1 zyly jarzmowej. Po
wychtodzeniu (24h w 4°C) poéttusze poddano szczegdtowej dysekcji z uwzglednieniem
parametréw umig$nienia, otluszczenia oraz podstawowych cech jakos$ci migsa zgodnie
procedura z metodyki stacyjnej (Tyra i Zak 2012). Do analizy asocjacji zidentyfikowanych
polimorfizméw w genie SEPP1 z cechami produkcyjnymi $win wykorzystano nastepujace

cechy otrzymane z oceny stacyjnej:

27



1) Uzytkowos$¢ tuczna:

zuzycie paszy na kilogram przyrostu [kg/kg],

przyrost dzienny w okresie tuczu [g/dzien],

liczba dni tuczu wtasciwego (od masy 30kg do 100 kg) [dni],
masa ciala przed ubojem [kg],

dzienne pobranie paszy [kg],

wiek w dniu uboju [dni].

2) Uzytkowo$¢ rzezna:

wydajnos¢ rzezna [%],

procentowa zawarto$¢ mig¢sa w tuszy [%],

procentowa zawarto$¢ migsa w wyrgbach podstawowych [%],
masa poledwicy [kg],

masa poledwicy bez stoniny i skory [kg],

masa szynki bez stoniny i skory [kg],

powierzchnia oka poledwicy [cm?],

srednia grubo$¢ stoniny z 5 pomiardéw [cm].

3) Podstawowe cechy jakoSci migsa:

zawarto$¢ thuszczu §rodmiegsniowego (IMF) [%],

wodochtonno$¢ migsa,

parametry barwy w systemie CIE L*a*b* (intensywno$¢ barwy migsa):

a — wysycenie barwy migsa w odcieniu czerwient,
b — wysycenie barwy migsa w odcieniu zottym,

L —jasnos¢,

pH45pol (pomiar pH 45 min. po uboju w migéniu longissimus dorsi),
pH24pol (pomiar pH 24 godz. po uboju w mig$niu longissimus dorsi),
pH45sz (pomiar pH 45 min. po uboju w mig$niu Semimebranosus),

pH24sz (pomiar pH 24 godz. po uboju w mig¢éniu Semimebranosus).

Zwierzeta objete badaniami byly wolne od mutacji C1843T w genie receptora

ryanodyny (RYR1).

Liczebno$ci zwierzat dla badan asocjacyjnych wplywu polimorfizmu na cechy

produkcyjne moga by¢ rozne dla wybranych grup cech. Wynika to z braku niektérych danych

z oceny stacyjnej dla poszczegodlnych osobnikow.
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4.2. 1zolacja genomowego DNA

DNA wyizolowano z fragmentu tkanki mig$nia najdtuzszego grzbietu przy uzyciu
zestawu Genomic Mini (A&A Biotechnology) oraz Sherlock AX (A&A Biotechnology),
postepujac zgodnie z zatgczonymi instrukcjami.

Stezenie oraz czysto$¢ wyizolowanego DNA okreslono spektrofotometrycznie przy
uzyciu aparatu NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, USA). Absorbancja mierzona przy
dhugosciach fali 260 oraz 280 nm umozliwila oznaczenie wartoSci wspotczynnika
0OD260/0D280. Dla wszystkich badanych probek warto$ci te zawieraly si¢ w przedziale 1,6
— 2, dlatego stwierdzono, ze ich jakos$¢ jest wystarczajaca do przeprowadzanych dos§wiadczen.
Probki rozcienczono w buforze TE (Genomic Mini, A&A Biotechnology) tak, aby stezenie
DNA w probkach wynosito 100-200 ng/ul. Do czasu wykonywania dalszych analiz materiat

przechowywano w temperaturze -20°C.

4.3. Metoda PCR-HRM (ang. Polymerase Chain Reaction-High Resolution Melting)

PCR-HRM (ang. Polymerase Chain Reaction-High Resolution Melting) jest
nowoczesng technika przesiewowa, umozliwiajaca wykrywanie zmian genetycznych
w amplikonie na podstawie roznic we wzorach krzywych topnienia. Reakcja ta przebiega
dwuetapowo. W pierwszym badang probe poddaje si¢ amplifikacji w reakcji PCR (ang.
Polymerase Chain Reaction) w obecnosci fluorescencyjnego barwnika interkalujacego, ktory
wbudowuje si¢ w dwuniciowa czasteczke DNA 1 powoduje jej swiecenie. W drugim etapie
mieszanina zostaje poddana precyzyjnej denaturacji. Podczas powolnego schiadzania
poszczeg6lne nici DNA hybrydyzuja losowo. Hybrydyzacja niekomplementarnych nici
prowadzi do utworzenia heterodupleksu. Niesparowane odcinki DNA posiadaja nizsza
stabilno$¢ konformacyjng 1 tym samym denaturujg w nizszych temperaturach. Identyfikacja
fragmentow DNA polega, podobnie jak w przypadku standardowej denaturacji DNA, na
analizie krzywych topnienia (Reed i in. 2007). Probki, ktérych wzory topnienia odbiegaja od
pozostatych prawdopodobnie posiadaja zmiany polimorficzne i w zwigzku z tym zostaja
wybrane do sekwencjonowania metoda Sangera.

W przeprowadzonych badaniach analizowano 7 fragmentow genu SEPP1
obejmujgcych wszystkie pie¢ eksonéw kodujacych biatka (ekson 1, 2, 3, 4 oraz 5) i region
3’UTR. Dla eksonu 5 i fragmentu 3’UTR ze wzgledu na jego dlugo$¢ zaprojektowano 3 pary

starterOw, poniewaz optymalna dtugos$¢ produktu PCR w reakcji HRM powinna wynosi¢ do
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350 pz. Startery do reakcji zostaly zaprojektowane w programie Primer3 na podstawie
sekwencji genu SEPP1 znajdujacej si¢ w bazie NCBI (NCBI Reference Sequence:
NC_010458.3). Sekwencje nukleotydowe uzytych starterow, temperatury ich annealingu oraz
dhugosci otrzymanych produktéw PCR zamieszczono w Tabeli 7. Wszystkie startery uzyte
w badaniach zostaty zsyntetyzowane przez firm¢ Genomed (Polska).

Na poczatku doswiadczenia startery przeznaczone do przeprowadzenia reakcji HRM
zostaly poddane analizie pod katem specyficznosci uzyskiwanego produktu PCR z uzyciem
polimerazy AmpliTag® 360 DNA Polymerase (Applied Biosystems, Polska). Reakcja
przeprowadzono w termocyklerze firmy Eppendorf (Niemcy). Sktad mieszaniny reakcyjnej
podano w Tabeli 5.

Tabela 5. Sktad mieszaniny reakcyjnej PCR z uzyciem polimerazy AmpliTaq® 360

Odczynnik Oll:i Qi?lépéllp:ezgl?caj??i ?]c a Stezenie koncowe
Woda dejonizowana 5,052 -
Bufor 360 AmpliTag 10x 1 1x
360 GC Enhancer 0,5 N/A
Polimeraza 360 AmpliTaq 5 U/pl 0,048 0,24 U/pl
dNTP 10 mM 0,8 0,8 mM
MgCl225 mM 0,8 2 mM
Mieszanina starteréw 10 mM 0,3 0,3 mM
DNA 100-200 ng/ul 15 15-30 ng/ul

Profil termiczny reakcji PCR z uzyciem polimerazy 360 AmpliTaq:

e denaturacja wstgpna: 94 °C — 10 min
e 35 cykili:

a) denaturacja: 95°C-30s

b) hybrydyzacja starterow:  55°C —45s

c) elongacja produktu: 72°C—-45s
e wydluzanie koncowe: 72 °C — 7 min

e przechowywanie probek: 4 °C — do wyjecia probek z termocyklera.
Dhugo$¢ otrzymanych amplikonow oceniono w rozdziale elektroforetycznym w 3%
zelu agarozowym (Agarose Biotechnology Grade, BioShop, Kanada) z dodatkiem bromku
etydyny (Sigma, USA) przy udziale markera DNA pUC/Mspl (A&A Biotechnology, Polska).
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Na Zel naktadano po 5 pl produktu PCR z dodatkiem 1 pl buforu obcigzajacego. Do wizualizacji
wynikdw rozdzialu wykorzystano Transilluminator Essential V4 firmy Uvitec Cambridge
(Wielka Brytania). Dla kazdej pary starterow zobrazowano charakterystyczne prazki, ktérych
wysokosci $wiadczyly o otrzymaniu pozadanych produktow reakcji.
Kolejnym etapem doswiadczenia bylo przeprowadzenie reakcji PCR-HRM. Do jej
przeprowadzenia postuzono si¢ zestawem KAPA™ HRM FAST PCR Kit (Kapa Biosystems,
USA).
Sktadniki reakcji PCR-HRM:

o 5 ul2x KAPA HRM FAST Master Mix;

e 1 ulMgCly;

e 0,6 ul genomowego DNA,;

e 0,5 pl mixu starterow F+R (10 uM).

Mieszaning dopetniono sterylng, dejonizowang woda do objetosci 10 pl.

Analizie poddano DNA pochodzace od wszystkich badanych ras, tacznie 48 probek DNA (po
16 osobnikow z rasy) dla kazdej pary starterow. Doswiadczenie wykonano za pomocg aparatu
QuantStudio 7 Flex (Applied Biosystems, USA). Profil termiczny reakcji PCR-HRM opisuje
Tabela 6.

Tabela 6. Profil termiczny reakcji PCR-HRM

Proces Etap Tem?o%’?tu e Czas [s] I_(:I;|Z(l|)|a
[')A(‘)liitm?g?/ Denaturacja wstgpna 95 600 1
PCR Denaturacja 95 15 40
(amplifikacja) Hybrydyzacja 55 60
Denaturacja 95 10
HRM Hybrydyzacja 55 60
el I N
Hybrydyzacja 55 15
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Tabela 7. Sekwencje starterowe wykorzystywane do reakcji PCR-HRM, temperatury ich
annealingu oraz dtugosci uzyskanych produktow PCR

Fragment genu Sekwencje starteréw wykorzystywanych do Temp | PCR
SEPP1 HRM [°C] [pz]

F1: AGCGGGCACTGAACTTTG
ekson 1 60 187
R1: CCAAACTCTCAAGGAATCAATCA

F2: TGATGTCATCCATGAAAATACAGA
ekson 2 60 285
R2: TCCTAGGCCACAAGAAAACTG

F3: AGATTGGAAGACCTGCGAGT
ekson 3 60 260
R3: CAGGCGTCCTTTAATCTGGA

F4: CCAGGTATATAGTGCCAGGAAACT

ekson 4 60 335
R4: CCTCTTTACTCCCAGCCAAA
a F5a: CAGATGCTTGAGGAGTCTGGT 50 e
ekson 5 R5a: TGTCTTTGGTGACCCTTGTG
i3’UTR F5b: AAAAGCTCTGACGAAGGGGA 60 465+
b R5b: AGTAGATTTCTCCATGTTTGCAC
F5c: CTGGCAGAGGAGAACGTCAT 50 7%
C R5c: TCCAACAGAAACCCCTAGGTC

*produkty wykorzystane do reakcji HRM byly dluzsze niz zalecane ze wzgledu na obecno$¢ w sekwencji

referencyjnej sekwencji powtorkowych i trudnosci w otrzymaniu krétszych, specyficznych amplikonow

4.4. Sekwencjonowanie fragmentéw genu SEPP1 oraz komputerowa analiza uzyskanych
wynikow

W wyniku analizy uzyskanych w metodzie HRM wykresoéw topnien matrycy po reakcji
PCR wytypowano do sekwencjonowania probki, charakteryzujace si¢ réznicami we wzorach
krzywych topnienia, ktére potencjalnie moga si¢ rozni¢ sekwencja nukleotydowa. Dla
fragmentow genu SEPP1, w ktorych przy wykorzystaniu metody HRM wykazano réznice we
wzorach krzywych topnienia, wybrano po 8 probek do sekwencjonowania. Do amplifikacji

poszczegbdlnych fragmentéw genu uzyto startery flankujagce wykorzystane wczesniej
w metodzie HRM (Tabela 7).
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Otrzymanie produktow PCR do przeprowadzenia reakcji sekwencjonowania:

1. Amplifikacja wybranych na podstawie metody HRM fragmentow genu z uzyciem

polimerazy AmpliTag® 360 DNA Polymerase (Applied Biosystems, Polska). Sktad

mieszaniny reakcyjnej przedstawiono w Tabeli 5.

Reakcje przeprowadzono w termocyklerze firmy Eppendorf w nast¢pujacych warunkach

termicznych:

e denaturacja wstgpna: 94 °C — 10 min
e 35 cykKili:

a) denaturacja: 95°C-30s

b) hybrydyzacja starterow: 55 °C —45s

c) elongacja produktu: 72°C—-45s
e wydluzanie koncowe: 72 °C — 7 min

e przechowywanie probek: 4 °C —

do wyjecia probek z termocyklera.

2. Oczyszczenie produktéw PCR przy wykorzystaniu mieszaniny enzymatycznej EPPiC

(Enzymatic Post-PCR immediate Cleanup). W tym celu do 5 ul produktu PCR dodano

1,5 pl EPPiC. Okres inkubacji w 37 °C wyniost 15 min. W kolejnym etapie enzymy

poddano catkowitej dezaktywacji w temperaturze 70°C w ciggu 15 min.

3. Przeprowadzenie PCR do reakcji sekwencjonowania (BigDye Terminator v3.1 Cycle

Sequencing Kit). Sktad mieszaniny reakcyjnej PCR do sekwencjonowania metoda

Sangera przedstawiono w Tabeli 8.

Tabela 8. Sktad mieszaniny reakcyjnej PCR do sekwencjonowania metodg Sangera

Odczynnik Objetos¢ przypadajaca na 10 pl reakcji [pl]
Master Mix 0,125
Bufor Big Dye 0,937
BDX 2,0
Starter F lub R (10 pmol) 2,0
Woda dejonizowana 3,438
Produkt PCR po oczyszczaniu EPPIC 1,5
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Warunki reakcji PCR sekwencyjnego:

e denaturacja wstepna: 95 °C —10 min
o 25cykli:

a) denaturacja: 96 °C—-10s

b) hybrydyzacja starterow:  55°C—-5s

c) elongacja produktu: 60 °C — 4 min.
e wydluzanie koncowe: brak

e przechowywanie probek: 4 °C — do wyjecia probek z termocyklera.

4. Oczyszczanie prob po PCR sekwencyjnym przy uzyciu zestawu BigDye®
XTerminator™ Purification Kit (Applied Biosystems, Polska). W tym celu do 10 pl
produktu po PCR sekwencyjnym dodano 45 ul SAM™ Solution i 10 pl XTerminator™
Solution. Tak przygotowang mieszaning wytrzasano przez 30 min, a nast¢pnie

wirowano przez 2 min w celu uzyskania czystego produktu PCR.

Sekwencjonowanie probek zostalo przeprowadzone w sekwenatorze kapilarnym
Genetic Analyzer 3500xI (Applied Biosystems). Oczyszczone probki po PCR sekwencyjnym
umieszczano na ptytce 96-dotkowej. Uzyskane wyniki poddano analizie w programie Genetic

Analyzer Software (Applied Biosystem) oraz w programie FinchTV (Geospiza).

4.5. Okreslenie frekwencji zidentyfikowanych mutacji - metoda PCR-ACRS, PCR-
RFLP oraz analiza wielkos$ci fragmentéw z wykorzystaniem sekwenatora kapilarnego
CEQ8000 (Beckman Coulter)

Dla czterech zidentyfikowanych polimorfizmow, zmian typu SNP majacych charakter
funkcjonalny, znajdujacych si¢ w 5 eksonie : c.632A>G, ¢.638G>A, ¢.718 A>G oraz w regionie
3’UTR w obrebie elementu SECIS (Selenocysteine Insertion Sequence) - ¢.*655T>C dobrano
metode genotypowania PCR-ACRS, ktoéra pozwolita na oznaczenie frekwencji mutacji na
wiekszej grupie zwierzat. W tym przypadku jeden ze starterow zaprojektowanych do reake;ji
nie byl w petni komplementarny do sekwencji DNA, dzigki czemu amplikon powstaly
w wyniku reakcji PCR zawieral nowe miejsce cigcia dla enzymu restrykcyjnego. W przypadku
mutacji 0 charakterze insercyjno — delecyjnym
(NM_001134823.1:¢9.29023337_29023338insATGGTG) zlokalizowanej w eksonie 5 w celu

oznaczenia jej frekwencji w badanej grupie zwierzat wykorzystano sekwenator kapilarny
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CEQ8000 (Beckman Coulter), ktérego dziatanie wymaga zastosowania starterow

wyznakowanych fluorescencyjnie — analiza dtugosci fragmentéw DNA.
Metoda PCR-ACRS oraz PCR-RFLP

Amplifikacj¢ badanych fragmentéw genu SEPP1 przeprowadzono w termocyklerze
firmy Eppendorf przy wykorzystaniu polimerazy AmpliTaq® 360 DNA Polymerase (Applied
Biosystems, Polska) wedtug metodyki opisanej w punkcie 4.3 oraz KAPA HiFi™ HotStart
ReadyMix (2X)(Kapa Biosystems, USA).

Tabela 9. Sktad mieszaniny reakcyjnej PCR z uzyciem KAPA HiFi™ HotStart ReadyMix (2X)

. Objetosé
Odczynnik [J:l]
Woda dejonizowana 4,5
2X KAPA HiFiTlf4 HotStart 5
ReadyMix
Mieszanina starterow 10 mM 0,5

+1 ul DNA (100-200 ng/ul)
Profil termiczny reakcji PCR z wykorzystaniem KAPA HiFi™ HotStart ReadyMix (2X)
przedstawiat si¢ nast¢pujaco (Touchdown PCR):

e denaturacja wstgpna: 95 °C -3 min
e 30 cykili:
a) denaturacja: 98°C—-20s

b) hybrydyzacja starterow: 60 - 65 °C — 15 s (po 2 cykle w temp. od 60 - 64°C
120 cykli w temp. 65°C)
c) elongacja produktu: 72°C-30s
e wydluzanie koncowe: 72 °C —5 min

e przechowywanie probek: 4 °C — do wyjecia probek z termocyklera.

Tabela 10. Sekwencje starterow wykorzystanych do powielenia badanych fragmentow genu

Mutacja Sekwencje starterow

€.632A>G F:GCCTCATCACCATCATGATCACCGTC
R:TCTGGCGCTTCTGGTTTCGGATGC

€.638G>A F: ACCATCATGATCACCATCACCGTC
R: GATGGTGATGAAGACCTGAAGGAG
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C.718A>G F: ACCATCATGATCACCATCACCGTC
R: GATGGTGATGAAGACCTGAAGGAG
C.*655T>C F: CTCTTTAAAATTTGAGATTGCCGGT

R: GGACTTAGTTTACCTAATGAACC

NM_001134823.1:9.29023337_29023338insATGGTG

F:[D4-PA]JCAAAGCCAGTTAAATCCCAAG
R:TTTCACTTCCTGCTGGCATA

Otrzymane produkty PCR poddano trawieniu restrykcyjnemu. Sktad mieszaniny reakcyjne;j:

e 10 pl produktu PCR,
e 0,2 ul enzymu,

e 2.2 ul buforu,

e 7,6 ul sterylnej wody.

Nastepnie analizowano dtugosci fragmentdéw restrykcyjnych poprzez rozdzielenie ich

w zelu agarozowym. Endonukleazy (firmy Thermo Fisher Scientific oraz New England

BioLabs) dla wytypowanych mutacji dobrano za pomocg programu Nebcutter v.2.0. Enzymy

restrykcyjne, wielko$ci fragmentow powstate po trawieniu oraz sekwencje rozpoznawane przez

poszczegdlny enzym przedstawiono ponizej: Tabela 11, Ryciny 4-6.

Tabela 11. Charakterystyka reakcji trawienia restrykcyjnego dla zidentyfikowanych

polimorfizmoéw
Temperatura
Fragment Zmi oraz czas Wielkos¢ fragmentow po
miana o . .
genu olimorficzna Enzym trawienia trawieniu restrykcyjnym
SEPP1 P restrykcyjnego [pz]
[°C; godz.]
AA: 88, 23
ekson 5 €.632A>G Tsp45l 37;16 AG: 111, 88, 23
GG:111
GG: 144
ekson 5 €.638G>A Tsp45l 37;16 GA: 144, 123,21
AA: 123,21
AA: 144
ekson 5 C.718A>G Mwol 60;0,5 AG: 144,102, 42
GG:102, 42
TT: 123
3’UTR C.*655T>C BsiEl 37;16 TC: 123, 98, 25
CC:98, 25
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Rycina 5. Sekwencja rozpoznawana przez enzym Mwol

Rycina 6. Sekwencja rozpoznawana przez enzym BsiEl

Produkty PCR po trawieniu enzymami restrykcyjnymi rozdzielano elektroforetycznie
w 4,5 % (trawienie Mwol, BsiEl oraz Tsp45I dla ¢.638G>A) oraz 5 % (trawienie Tsp45I dla
€.632A>G) zelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny (Sigma, USA), w obecnosci
markera DNA ®X174 DNA/Hinfl (Fermentas, Litwa). Do wizualizacji zelu postuzono si¢

transiluminatorem Essential V4 firmy Uvitec Cambridge (Wielka Brytania).
Metoda analizy dlugosci fragmentéw DNA na sekwenatorze kapilarnym

W celu identyfikacji zmiany polimorficznej — 6 nukleotydowej insercji/delecji
analizowany fragment genu SEPP1 powielono przy uzyciu starterow, gdzie starter F byt
znakowany fluorescencyjnie (Tabela 10) przy uzyciu polimerazy AmpliTaq® 360 DNA
Polymerase (Applied Biosystems, Polska) w temperaturze przylaczania starteréw 60°C.
Nastepnie produkt PCR potaczono z markerem dtugosci Size Standard Kit, DNA, 600 pz
(Beckman Coulter) zawieszonym w buforze SLS (Beckman Coulter) zapewniajagcym warunki
denaturujace w ilosci: 0,25ul standardu dtugosci oraz 10 ul buforu SLS (ang. Sample Lysis
Solution). Tak przygotowane probki umieszczone w ptytce 96- dotkowej przykryto kropelka
olejku mineralnego 1 wlozono do sekwatora kapilarnego Beckman Coulter CEQ-8000
Analyzer. Otrzymane wyniki przeanalizowano przy uzyciu oprogramowania ,,Beckman-

Coulter Fragment analysis software”.
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4.6. Oznaczenie selenu w badanych tkankach mi¢$nia najdluzszego grzbietu

Zawarto$¢ selenu oznaczono metoda spektrofluorymetryczng z wykorzystaniem 2,3-
diaminonaftalenu (Grzebuta i Witkowski 1977). 163 wybrane proby poddano mineralizacji na
mokro w mieszaninie stezonych kwasow HNO3 (230 °C, 180 min.) i HCIO4 (310 °C, 20 min.).
Pomiar wykonano przy dtugosci fali emisji 518 nm i fali wzbudzenia 378 nm. Doktadno$¢
metody analitycznej okreSlono w oparciu o materiat referencyjny BCR-185R Bovine liver

Certified Reference Material. Oznaczone st¢zenie Se stanowito 89% wartos$ci referencyjne;.

4.7. Analiza statystyczna

Wybrane warto$ci liczbowe dotyczace cech migsa, ktore uzyskano z kontroli stacyjnej
swin powigzano ze zidentyfikowanymi wariantami polimorficznymi genu SEPP1
odpowiadajagcym danemu zwierze¢ciu. Analize statystyczng wynikow wykonano za pomocag
programu SAS v. 8. 02, z zastosowaniem procedury GLM (ang. General Linear Model). Model

w najbardziej rozbudowanej formie miat postac:
Yijk = p + gj + fj + hk +(fh)jk + a(xijk) + €ijki
gdzie:

Yijki — mierzona cecha produkcyjna;

p — Srednia danej cechy;

gj — staty efekt i — tego roku uboju;

fj — staty efekt j-tej grupy genotypowej genu SEPP1;
hk — staty efekt k-tej rasy;

(fh)jk — interakcja pomiedzy fk genotypowa grupa i rasa uwzgledniana w modelu (gdy byta
istotna);

a(Xijk) — kowariancja na mas¢ pottuszy uwzgledniana dla wszystkich cech rzeznych;
eijkl — blad losowy.

W zwigzku z tym, ze nie uzyskano wszystkich danych z kontroli stacyjnej, liczba
osobnikow w testach dla poszczegoélnych ras byta ograniczona. Zostato to odpowiednio
oznaczone w opracowaniu wynikow.

Stan rownowagi pomigdzy genotypami obliczono przy wykorzystaniu oprogramowania

Court Lab — HW calculator.
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5. WYNIKI

5.1. Analiza zmian polimorficznych wykrytych za pomocga metody PCR-HRM

Wykryte polimorfizmy rozpoznano na podstawie wystepowania roznicy temperatur
krzywych topnienia pomiedzy badanymi probkami. Zidentyfikowano 11 potencjalnych zmian
mutacyjnych w obrebie badanych fragmentéw genu SEPP1. Ponizsze ryciny, obrazujg wyniki
poszukiwania polimorfizméw w poszczegdlnych regionach genu SEPP1 z wykorzystaniem
metody PCR-HRM (Rycina 7 — Rycina 11).

A
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Rycina 7 A-C. Wyniki analizy PCR-HRM dla eksonu 1 genu SEPP1. Na kolorowo zaznaczono

krzywe, ktore potencjalnie $wiadczg o wystepowaniu mutacji
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Rycina 8 A-B. Wyniki analizy PCR-HRM dla eksonu 2 genu SEPP1. Na kolorowo zaznaczono
krzywe, ktére potencjalnie $wiadcza o wystepowaniu mutacji. Probki te poddano reakcji

sekwencjonowania
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Rycina 9. Wyniki analizy PCR-HRM dla eksonu 3 genu SEPP1l. W ksztalcie krzywych
topnienia nie zaobserwowano roznicy — na tej podstawie mozna stwierdzi¢, ze w rejonach tych

nie wystgpuja zadne zmiany polimorficzne
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Rycina 10 A-B. Wyniki analizy PCR-HRM dla eksonu 4 genu SEPP1. Na kolorowo

zaznaczono krzywe, ktére potencjalnie §wiadcza o wystepowaniu mutacji. Probki te poddano

reakcji sekwencjonowania
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Rycina 11 A-E. Wyniki analizy PCR-HRM dla eksonu 5 i 3’UTR genu SEPP1. Na kolorowo
zaznaczono krzywe, ktore potencjalnie §wiadcza o wystepowaniu mutacji. Probki te poddano

reakcji sekwencjonowania

W przypadku eksonu: 1, 2, 4, 5 oraz regionu 3’UTR zaobserwowano przesunigcie
krzywych wzgledem osi temperatury topnienia, co moze $wiadczy¢ o potencjalnym
wystepowaniu mutacji w rejonie genomu, w ktorym zostato przeprowadzone badanie (Rycina
7, 8, 10 i 11). Sposrod tych probek wybrano kilka, ktore nastgpnie zostaly poddane reakcji
sekwencjonowania metodg Sangera w celu potwierdzenia wynikéw rekcji HRM oraz

zidentyfikowania mutacji. Nie zdecydowano o zsekwencjonowaniu eksonu 1, poniewaz
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stanowitl on jednoczes$nie region 5’UTR, czyli cze$¢ niepodlegajaca translacji, a tym samym

najmniej istotng z punktu widzenia funkcji biatka.

5.2. ldentyfikacja wykrytych mutacji w genie SEPP1

Fragmenty sekwencji nukleotydowych wytypowanych za pomoca metody PCR-HRM
probek poddano poréwnaniu pomiedzy sobg oraz z sekwencja referencyjng z wykorzystaniem

programow BLAST (ang. Basic Local Alignment Search Tool) oraz FinchTV (Geospiza).

e Ekson 2c.37C>T

CC_GGGGC_GGCCC_GGC_C_C_G_[TCC_C_C__GGGGAGGAACAGAGAGC
70 20 50 100 110 120

Rycina 12. Chromatogram uzyskany po sekwencjonowaniu 2 eksonu genu SEPPIL.

Zacienionym paskiem zaznaczono miejsce wystgpienia zidentyfikowanej mutacji

e |Intron3

a) 9.27542457dup

_AAG_AGAA__A_GA_AGAAE“AA_G__G_CA_GACA__
120 130 140 150
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\TAAGTAGAATTATGATAGAACCAAATGTTGT CATGACATI
120 130 140 130

Rycina 13. Chromatogramy uzyskane po sekwencjonowaniu 4 eksonu (wraz z fragmentem 3
intronu) genu SEPP1. Zacienionym paskiem zaznaczono miejsce Wwystgpienia

zidentyfikowanej mutacji

b) 9.27542484_27542487del

GGTTGGOGWAWTAAGGTGAAWT TWK R‘.«'-.l";'-.l'GAAP.‘IAA TGTTGTC.

110 120 130 140 150
delATCT
! fi ‘ ! | i o l
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Rycina 14. Chromatogram uzyskany po sekwencjonowaniu 4 eksonu (wraz z fragmentem 3
intronu) genu SEPP1

e Ekson5
a) c.632A>G i c.638G>A

ATCAE CATCJGECATCACCATC ACCATCACCATCAC
| 1t 120 130 140

AL
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ATQREC CATCRECATCACCATCACCATCAC

c. 63RA>G c. 638G>A

Rycina 15. Chromatogramy uzyskane po sekwencjonowaniu 5 eksonu genu SEPP1. Ramkami

zaznaczono miejsca wystgpienia zidentyfikowanych mutacji

b) c.718A>G

GCcGCc CcAGACR|cT Cc CTGAGC AG
170 180

Rycina 16. Chromatogramy uzyskane po sekwencjonowaniu 5 eksonu genu SEPPI.

Zacienionymi paskami zaznaczono miejsca wystapienia zidentyfikowanej mutacji

c) NM_001134823.1:9.29023337_29023338inSATGGTG (ss 2137541473)

CCAT CATGATCAC CATCRC CATCRCCATCACCAT CACCAT CAC GGGC AY
20 100 110 120 130

ﬂWNMMMMMMWMWMMW\AMMMM
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KCCTCATCAYCAT CATSATCACCATCGCCATCACCATCACCATCACCAT CACGGGCE AT
S0 100 110 120 130 140

Rycina 17. Chromatogramy uzyskane po sekwencjonowaniu 5 eksonu genu SEPP1. Na

chromatogramie zaznaczono miejsce wstawienia 6-nukleotydowej insercji

e 3’UTRC.*655T>C

TCCTA C__CCHC.HC_GGCHH CTCAaAAT
1110 120 130

AN WWAMMWM

* Sekwencjonowanie z nici reverse

TCCTATCTTCCACRIAC TG GCAATCTCAAA
10 120 130

T

* Sekwencjonowanie z nici reverse

TCCTATCTTCCACARCTGGCAATCTCAAA
110 120 130

I /\N\ﬂﬂﬂf\ﬂaﬂﬂflﬂmﬂnﬂ/\f\ﬂm

* Sekwencjonowanie z nici reverse

Rycina 18. Chromatogramy uzyskane po sekwencjonowaniu fragmentu regionu 3’UTR genu

SEPP1. Na chromatogramach zaznaczono miejsce wystapienia zidentyfikowanej mutacji
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W wyniku tej analizy w obrgbie genu selenoproteiny P zidentyfikowano obecnos$¢ 11
mutacji (Rycina 19):

a) mutacje w regionach kodujacych
» ekson 2 —¢.37C>T; mutacja missensowna: p.Leul3Phe
* ekson 5 - ¢.564C>T; mutacja synonimiczna: p.Asn188=
» ekson 5 - ¢.632A>G; mutacja missensowna: p.His211Arg
* ekson 5 -c.638G>A; mutacja missensowna: p.Arg213His
* ekson 5 - ¢.651C>T; mutacja synonimiczna: p.His217=
» ekson 5-c.663C>T; mutacja synonimiczna: p.His221=
» ekson 5 - ¢.718A>G; mutacja missensowna: p.Thr240Ala (ss1966661155)
* ekson5—-NM_001134823.1:9.29023337_29023338insATGGTG

b) mutacje w regionach intronowych:
* intron 3 —9.27542457dup
* intron 3 —Q.27542484 27542487del

c¢) mutacje w regionie 3’UTR:

*  C.*655T>C (s51966661147)

Pig¢ zmian zidentyfikowanych podczas analizy strukturalnej genu SEPP1 zostato
wytypowane do dalszych badan ze wzgledu na ich potencjalng funkcje. Zlokalizowane s one
w obrebie eksonu 5 oraz regionu 3’UTR. Cztery z nich to SNPs. Co istotne, kazda z tych zmian
jest mutacja missensowna, w zwigzku z tym prowadzi do zmiany aminokwasu w powstajagcym
biatku. Ponadto, ze wzgledu na charakter i potencjalny znaczny wptyw na proces transkrypcji
i tym samym ekspresje genu SEPP1 zdecydowano si¢ przeanalizowaé¢ zmiang 0 charakterze

insercyjno — delecyjnym zlokalizowang w eksonie 5.
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c.*655T>C |
JUTR
c.718A>G
c.663C>T
c.651C>T
c.638G>A

» NM_001134823.1:g.29023337 2
9023338insATGGTG

c.632A>G
amplikony do PCR-HRM . c.564C>T
amplikony do sekwencjonowania

—1?—- &
5UTR

Y
.27542484_27542487del |

|
c.37C>T

\ |

\ J
9.27542457dup

Rycina 19. Graficzny schemat przedstawiajacy lokalizacj¢ zidentyfikowanych polimorfizmow
w genie SEPP1

5.3. Czestotliwo$S¢ wystepowania poszczegélnych genotypéw i alleli genu SEPP1
w odniesieniu do badanych ras

Poprzez zastosowanie metody PCR-ACRS, PCR-RFLP oraz przy wykorzystaniu
sekwenatora kapilarnego CEQ8000 (Beckman Coulter) okreslono czesto$é wystepowania
pieciu zmian polimorficznych sposrod wszystkich zidentyfikowanych:

a) w obrebie eksonu 5:

e .632A>G (Rycina 20)

e .638G>A (Rycina 21)

e C.718A>G (Rycina 22)

e NM_001134823.1:9.29023337_29023338insSATGGTG (Rycina 23)

b) w obrebie 3’UTR:
e C.*655T>C (Rycina 24)
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A —88, 23 pz

G-1l11pz

PCR-ACRS Tsp45l

Rycina 20. Obraz elektroforetyczny polimorfizmu c.632A>G. Wynik otrzymany po rozdziale

elektroforetycznym amplikonéw PCR w 5% zelu agarozowym, z dodatkiem bromku etydyny

1 poddane wizualizacji w §wietle UV po wczesniejszym zastosowaniu enzymu restrykcyjnego

Tsp45l

G- 144 pz

A-123,21 pz

PCR-ACRS Tsp45l
Rycina 21. Obraz elektroforetyczny polimorfizmu c.638G>A. Wynik otrzymany po rozdziale

elektroforetycznym amplikoné6w PCR w 4,5% zZelu agarozowym, z dodatkiem bromku etydyny

1 poddane wizualizacji w §wietle UV po wczesniejszym zastosowaniu enzymu restrykcyjnego

Tspdsl
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G- 102, 42 pz

A- 144 pz

PCR-RFLP Mwol
Rycina 22. Obraz elektroforetyczny polimorfizmu ¢.718A>G. Wynik otrzymany po rozdziale
elektroforetycznym amplikonéw PCR w 4,5% zZelu agarozowym, z dodatkiem bromku etydyny
i poddane wizualizacji w §wietle UV po wczesniejszym zastosowaniu enzymu restrykcyjnego

Mwol
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Rycina 23. Obraz z sekwenatora kapilarnego CEQ8000 (Beckman Coulter), przy zastosowaniu
starterow wyznakowanych fluorescencyjnie — analiza dtugosci fragmentow DNA. Rozdziat
poszczegbdlnych amplikondow zaprezentowano w obecno$ci standardu wielkosci — 600 DNA
size standard kit for CEQ 8000 (Beckman Coulter): A. Genotyp 406/406; B. Genotyp 412/412;
C. Genotyp 406/412
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T-123pz

A-98125pz
PCR-ACRS BsiEl
Rycina 24. Obraz elektroforetyczny polimorfizmu ¢.*655T>C. Wynik otrzymany po rozdziale

elektroforetycznym amplikonéw PCR w 4,5% zZelu agarozowym, z dodatkiem bromku etydyny

1 poddane wizualizacji w §wietle UV po wczesniejszym zastosowaniu enzymu restrykcyjnego

BsiEl

5.3.1. Polimorfizm c. 632A>G

W obrebie polimorfizmu c¢. 632A>G zidentyfikowano tylko dwa genotypy:
homozygotyczny AA oraz heterozygotyczny AG. Bioragc pod uwage wszystkie poddane
badaniu rasy tacznie (wbp, pbz, putawska) najczgsciej wystepujacym genotypem, byt genotyp
homozygotyczny AA (85%). Heterozygoty AG stanowily 15% catej badanej populacji.
Podobng frekwencje zaobserwowano w przypadku rasy wbp (genotyp AA — 88%, genotyp AG
— 12%). Najwigkszy odsetek homozygot stwierdzono wsrod osobnikow rasy pbz (95%),
natomiast relatywnie najmniejszy zidentyfikowano u swin rasy putawskiej (70%). Wykazano
rébwniez, ze rasy Wbp oraz pbz znajdowatly si¢ w stanie rownowagi Hardy'ego-Weinberga

(HWE). Najczesciej wystepujacy allel to allel A (Tabela 12).
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Tabela 12. Frekwencje genotypow i alleli uzyskane u 3 badanych ras dla mutacji c. 632A>G

c. 632A>G
Genotypy Allele
AA AG GG| A G | HWE (p-value)
whbp (169) 0,88 (149) | 0,12 (20) | - [0,94 | 0,06 0,41
pbz (276) 0,95 (261) | 0,05(15) | - [0,98 0,02 0,64
putawska (208) | 0,70 (145) | 0,30 (63) | - |0,85|0,15 0,01
suma (653) 0,85 (555) | 0,15(98) | - |[0,93]| 0,07

W nawiasach przedstawiono liczebno$¢ osobnikdéw w poszczeg6élnych grupach
HWE — réwnowaga Hardy'ego-Weinberga

5.3.2. Polimorfizm c.638G>A

Polimorfizm sprzezony z polimorfizmem c. 632A>G, w zwiazku z tym otrzymane
frekwencje i zalezno$ci sg analogiczne jak w przypadku zmiany c. 632A>G.

Tabela 13. Frekwencje genotypow i alleli uzyskane u 3 badanych ras dla mutacji c. 638G>A

C. 638G>A
Genotypy Allele
AA GA GG | A G | HWE (p-value)
whbp (169) 0,88 (149) | 0,12 (20) | - [0,94 | 0,06 0,41
pbz (276) 0,95 (261) | 0,05(15) | - [0,98 0,02 0,64
putawska (208) | 0,70 (145) | 0,30 (63) | - |0,85|0,15 0,01
suma (653) 0,85 (555) | 0,15(98) | - |[0,93]| 0,07

W nawiasach przedstawiono liczebnos¢ osobnikow w poszczegolnych grupach
HWE — réwnowaga Hardy'ego-Weinberga

5.3.3. Polimorfizm c.718A>G

Zaprojektowany test pozwolit na identyfikacje poszczegdlnych wariantow
polimorfizmu ¢.718A>G. Zdecydowanie najczgsciej obserwowanym genotypem byt genotyp
homozygotyczny GG — frekwencja 0,78 u wszystkich ras tgcznie. Czestos¢ wystepowania
poszczegdlnych genotypow w przypadku ras wbp i pbz byly bardzo zblizone. Co ciekawe,
w przypadku rasy wbp nie stwierdzono wystepowania genotypu homozygotycznego AA, a dla
rasy pbz tylko jeden osobnik reprezentowal ten genotyp. Najczgstsze wystepowanie genotypu
homozygotycznego AA zaobserwowano u rasy putawskiej (8%), rozktad pozostatych
genotypow AG 1 GG byt identyczny i wynosit odpowiednio 46%. W przebadanej populacji

$win, u wszystkich ras tacznie allel G (frekwencja: 0,88) byt znacznie czgstszy niz allel
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A (frekwencja: 0,12). Ponadto, wykazano, ze wszystkie rasy znajdowaly si¢ w stanie

rownowagi Hardy’ego-Weinberga (Tabela 14).

Tabela 14. Frekwencje genotypow i alleli uzyskane u 3 badanych ras dla mutacji c. 718A>G

c.718A>G
Genotypy Allele
AA AG GG A G | HWE (p-value)
whp (178) i 0,05 (9) | 0,95 (169) | 0,02 | 0,98 0,73
obz (270) 0,003 (1) | 0,077 (21 | 0,92 (248) | 0,04 | 0,96 0,45
?;i%;“ka 0,08 (17) | 046 (97) | 0,46 (96) | 0,31 | 0,69 0,27
suma (658) | 0,027 (18) | 0,19 (127) | 0,78 (513) | 0,12 | 0,88

W nawiasach przedstawiono liczebnos¢ osobnikow w poszczegolnych grupach
HWE — réwnowaga Hardy'ego-Weinberga

5.3.4. Polimorfizm g.29023337_29023338insATGGTG

W obrgbie polimorfizmu o charakterze insercyjno — delecyjnym zidentyfikowano

poszczegolne jego warianty. Biorgc pod uwage wszystkie poddane badaniu rasy tacznie (wbp,

pbz, putawska) najczeSciej wystepujacym genotypem, byl genotyp homozygotyczny pod

wzgledem braku 6 — nukleotydowej insercji (64%). Heterozygoty stanowity 33% catej badanej

populacji. Podobng frekwencje zaobserwowano w przypadku rasy putawskiej (genotyp

homozygotyczny bez insercji — 61%, heterozygoty — 36%). Najrzadziej obserwowanym

uktadem genotypéw byly homozygoty posiadajace 6 — nukleotydowa wstawke, wsrod

osobnikow rasy whp stanowity one 7%, u putawskiej — 5%, za$ u pbz nie zidentyfikowano ich

wystepowania. Wykazano roéwniez, ze rasy pbz oraz pulawska znajdowaty si¢ w stanie

roéwnowagi Hardy'ego-Weinberga pod wzgledem badanej zmiany mutacyjnej (Tabela 15).
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Tabela 15. Frekwencje genotypow 1 alleli uzyskane u 3 badanych ras dla mutacji
9.29023337_29023338insATGGTG.

Polimorfizm g.29023337_29023338insATGGTG
Genotypy Allele
406 406/412 412 406 | 412 | HWE (p-value)
whp (85) 0,38(32) | 055(47) | 007(6) | 0,66 | 0,34 0,04
pbz (103) 0,90 (93) | 0,10 (10) - 0,95 | 0,05 0,60
I(’fjg“ka 0,61(87) | 0,36(51) | 0,03() | 0,79 | 0,21 0,45
suma (331) 0,64 (212) | 0,33(108) | 0,033 (11) | 0,81 | 0,19

W nawiasach przedstawiono liczebnos$¢ osobnikéw w poszczegdlnych grupach
HWE — réwnowaga Hardy'ego-Weinberga

5.3.5. Polimorfizm ¢.*655T>C

Zaprojektowany test pozwolil na identyfikacje poszczegdlnych wariantow
polimorfizmu ¢.*655T>C. Najczgsciej obserwowanym genotypem byly heterozygoty,
w przypadku ktorych frekwencja wystepowania wynosita — 0,42, biorgc pod uwage wszystkie
rasy tacznie. Czgstos¢ wystepowania tego genotypu w przypadku ras wbp i pbz byla zblizona.
Co ciekawe, stosunkowo najrzadziej obserwowany u wyzej wymienionych ras, genotyp
homozygotyczny — CC, byt najczesciej identyfikowanym u rasy putawskiej i jego frekwencja
wynosita — 0,56. W przebadanej populacji §win, u wszystkich ras tacznie, wystgpowanie allelu
C byto praktycznie tozsame do T. T¢ rdwna proporcje zaobserwowano rowniez u rasy wbp.
Wykazano takze, ze rasy wbp i pbz znajdowaly si¢ w stanie rownowagi Hardy’ego-Weinberga

(Tabela 16).

Tabela 16. Frekwencje genotypow uzyskane u 3 badanych ras dla mutacji ¢.*655T>C

C*655T>C
Genotypy Allele
CcC TC TT C T | HWE (p-value)
whp (126) 026 (33) | 048(61) | 025(32) | 051 | 0,49 0,72
obz (255) 0,12 (31) | 045(116) | 042 (108) | 0.35 | 0,65 0,99
?;éjv)“ka 0,56 (115) | 033(68) | 010(21) | 0,73 | 0,27 0,03
suma (585) 0,31 (179) | 0,42 (245) | 028 (161) | 051 | 0,49

W nawiasach przedstawiono liczebnos¢ osobnikéw w poszczegdlnych grupach
HWE — réwnowaga Hardy'ego-Weinberga
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5.4. Analiza zwigzku badanych polimorfizméw genu SEPP1 z wybranymi cechami
uzytkowymi $win oraz parametrami jakosci mig¢sa wieprzowego

5.4.1. Polimorfizm c.632A>G

W obrgbie polimorfizmu zidentyfikowano dwa genotypy: homozygotyczny AA oraz
heterozygotyczny AG.

a) cechy jakosci migsa

U osobnikéw rasy pbz zaobserwowano istotny (p<0,01) wptyw badanego polimorfizmu
na pH poledwicy mierzone 24 godz. po uboju, a takze na pH szynki mierzone po 45 min. oraz
24 godz. po uboju (p<0,05). Ponadto, u rasy pbz i wbp stwierdzono zwigzek badanego
polimorfizmu z wodochtonno$cia, ktora byta istotnie statystycznie (p<0,05) wyzsza w migsie
osobnikéw homozygotycznych AA. Dodatkowo, zaobserwowano wptyw tego polimorfizmu na

wysycenie barwy migsa w odcieniu czerwieni U rasy pbz (p<0,05) (Tabela 17).
b) cechy tuczne

Analizowany polimorfizm istotnie (p<0,05) oddzialywatl na zuzycie paszy na kilogram
przyrostu u wszystkich badanych zwierzat. Korzystne parametry dla tej cechy wykazywat
genotyp heterozygotyczny AG (Tabela 18).

¢) cechy rzezne

Analiza asocjacji pomigdzy ta zmiang polimorficzng w genie SEPP1 a cechami
rzeznymi $win kilku ras wykazata wpltyw badanego wariantu na wydajno$¢ rzezng (p<0,01)
oraz masg¢ poledwicy (p<0,05) u osobnikow rasy pbz oraz na mase szynki zadniej bez stoniny
1 skory, $rednig grubos¢ stoniny z 5 pomiardw, procent migsa w tuszy, a takze procentowa
zawarto$¢ migsa w wyrgbach podstawowych (p<0,05) u rasy putawskiej. Zwiagzek badanego
polimorfizmu z cechami rzeznymi, takimi jak: $rednia grubos¢ stoniny z 5 pomiarow, procent
migsa w tuszy, a takze procentowa zawarto$¢ migsa w wyrebach podstawowych zostat rowniez

potwierdzony u wszystkich badanych zwierzat.

Zwierzeta homozygotyczne AA rasy pbz wykazywaly wyzsza wydajno$¢ rzezng niz
heterozygoty. Odwrotnie bylo w przypadku masy poledwicy, ktora byla wyzsza u $win
heterozygotycznych. U osobnikow rasy putawskiej, najwiekszymi warto§ciami cech migsnos$ci
1 jednocze$nie najnizszym ottuszczeniem charakteryzowaty si¢ osobniki o genotypie AA,

znalazto to rowniez odzwierciedlenie przy analizie catej populacji (Tabela 19).
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5.4.2. Polimorfizm c.638G>A

W obrgbie polimorfizmu ¢.638G>A zidentyfikowano dwa genotypy: homozygotyczny AA
oraz heterozygotyczny GA. Polimorfizm sprz¢zony z polimorfizmem c. 632A>G, w zwigzku
z tym otrzymane zaleznosci sa analogiczne jak w przypadku zmiany c. 632A>G (Suplement
Tabela 1, 21 3).

5.4.3. Polimorfizm c.718A>G

a) cechy jakoS$ci migsa

U osobnikow rasy pbz zaobserwowano istotny (p<0,01) wplyw badanego polimorfizmu
na pH szynki mierzone po 24 godz. po uboju. Osobniki homozygotyczne GG oraz
heterozygotyczne AG posiadaty o ok. 0,4 jednostki wyzsza warto$¢ pH niz §winie o genotypie
AA. Podobny rozktad warto$ci dla tej rasy otrzymano réwniez dla pH polgdwicy mierzonej po
24 godz. po uboju (p<0,05). Odwrotng zalezno$¢ zaobserwowano w przypadku wplywu
badanego polimorfizmu na pH szynki mierzone po 45 min. od uboju, w tym przypadku to
osobniki homozygotyczne AA posiadaty o ok. 0,3 jednostki wyzsza warto$¢ niz homozygoty
GG i heterozygoty AG (Tabela 20).

Ponadto, sposréd badanych cech jakosci migsa odnotowano zwigzek badanego
polimorfizmu z wodochtonno$cia 1 intensywnos$cig barwy zottej u rasy wbp. U tej rasy, nie
zidentyfikowano obecnosci homozygot AA, dlatego poréwnywano wartosci dla $win
homozygotycznych GG oraz heterozygot. Homozygoty GG charakteryzowaly si¢ obnizeniem
parametru wodochtonnosci w poréwnaniu do heterozygot AG. Natomiast w odniesieniu do
intensywno$ci barwy zolte] zaobserwowano odwrotng zalezno$¢ — migsa osobnikow
homozygotycznych GG charakteryzowato si¢ wyzszg wartoscig tej cechy w poréwnaniu do
migsa pochodzacego od swin AG (Tabela 20).

b) cechy tuczne

W przypadku analizowanych cech tucznych nie wykazano istotnego zwigzku badanego

polimorfizmu z tg grupg cech (Suplement Tabela 4).
¢) cechy rzezne

W badaniach uzyskano istotny (p<0,05) wplyw zmiany polimorficznej] na mase
poledwicy oraz mase poledwicy bez skory i stoniny u dwdch badanych ras: wbp 1 pbz. Jednakze

przeprowadzona analiza wykazata odwrotne zalezno$ci u tych ras. U osobnikdéw rasy pbz to
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homozygoty AA charakteryzowaly si¢ wigksza masa poledwicy, natomiast u osobnikdw rasy
wbp pomimo niezidentyfikowania obecno$ci osobnikow homozygotycznych AA stwierdzono
wickszg mase¢ polgdwicy u homozygot GG w poréwnaniu do heterozygot AG, co wskazuje u tej

rasy na korzystny wptyw allelu G na te cechy (Tabela 21).

5.4.4. Polimorfizm g.29023337_29023338insATGGTG

a) cechy jakoS$ci migsa

W badaniach uzyskano istotny (p<0,01) wplyw polimorfizmu na jasnos$¢ i intensywnos¢
barwy mig¢sa u osobnikéw rasy wbp. Najwyzszg warto$¢ cechy wykazano dla osobnikow
homozygotycznych pod wzgledem braku 6 nukleotydowej insercji. U tej rasy zaobserwowano
réwniez zwigzek badanej zmiany z intensywnoS$cig barwy czerwonej, ktora byta najwyzsza
U osobnikow heterozygotycznych, natomiast najnizsza u homozygot bez insercji (p<0,05),
podobny rozktad uzyskano dla catej populacji. Ponadto, stwierdzono wplyw badanego
polimorfizmu na pH polgdwicy mierzone po 24 godz. po uboju - osobniki homozygotyczne
(406/406) charakteryzowaly si¢ istotnie wyzsza wartoscig pH (p<0,05). U rasy pbz nie
zaobserwowano wptywu polimorfizmu na cechy jakos$ci migsa. Natomiast u rasy putawskiej
odnotowano zwigzek badanego polimorfizmu z wodochtonno$cig — homozygoty posiadajace
insercje 6 nukleotydow charakteryzowaly si¢ podwyzszeniem warto$ci dla wodochtonnosci
W poréwnaniu do heterozygot oraz homozygot bez wstawki, co znalazto rdéwniez

odzwierciedlenie dla wszystkich badanych zwierzat (Tabela 22).
b) cechy tuczne

W przypadku analizowanych cech tucznych nie wykazano istotnego zwigzku badanego

polimorfizmu z tg grupa cech (Suplement Tabela 5).
¢) cechy rzezne

U osobnikéw rasy wbp odnotowano zwigzek badanego polimorfizmu ze $rednig
gruboscig stoniny. Osobniki heterozygotyczne charakteryzowaly si¢ istotnie najwyzszym

otluszczeniem (p<0,05) (Tabela 23).
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5.4.5. Polimorfizm c.*655T>C

a) cechy jakoS$ci migsa

U osobnikéw rasy pbz zaobserwowano istotny (p<0,01) wptyw badanego polimorfizmu
na pH poledwicy mierzone po 24 godz. po uboju. Homozygoty TT oraz heterozygoty CT
posiadaty wyzsza warto$¢ tej cechy niz osobniki homozygotyczne CC. Podobny rozktad
wartosci dla tej rasy otrzymano rowniez dla pH szynki mierzonej 24 godz. po uboju (p<0,05).
Natomiast odwrotny trend zaobserwowano dla pH szynki mierzonego 45 min. po uboju
(p<0,05) — w tym przypadku to homozygoty CC reprezentowaly wyzszg warto$§¢ w porownaniu
do heterozygot i homozygot TT. U rasy putawskiej zaobserwowano wplyw badanego
polimorfizmu na wodochtonno$¢ i intensywnos¢ barwy czerwonej (p<0,01). Homozygoty CC
charakteryzowaly si¢ podwyzszeniem warto$ci dla wodochtonno$ci w poréwnaniu do
heterozygot i homozygot TT. W odniesieniu do intensywnos$ci barwy Czerwonej
zaobserwowano podobng zalezno$¢ — osobniki homozygotyczne CC reprezentowaty najwyzsza

warto$¢ cechy, co miato rowniez odzwierciedlenie dla catej populacji (Tabela 24).
b) cechy tuczne

Analiza statystyczna dla tego polimorfizmu ukazata jego istotny (p<0,05) zwigzek
z przyrostem dziennym w okresie tuczu u rasy wbp i putawskiej. Pod tym wzgledem z punktu
widzenia hodowli najlepsze wyniki osiggaja osobniki heterozygotyczne pod wzgledem mutacji
w analizowanym locus. Zwierzgta te posiadaja, przy relatywnie malym zuzyciu paszy na
kilogram przyrostu, najwigkszy przyrost dzienny w okresie tuczu, czego konsekwencja jest

najkrotszy okres tuczu wlasciwego (Tabela 25).

¢) cechy rzezne

U osobnikéw rasy wbp uzyskano istotny (p<0,05) wplyw zmiany polimorficznej na
mase poledwicy bez skory 1 stoniny oraz mase szynki zadniej bez stoniny 1 skory. Dla pierwszej
cechy to homozygoty TT charakteryzowaly si¢ najwicksza masa poledwicy, natomiast
heterozygoty najmniejszg. Dla drugiej cechy stwierdzono odwrotng zalezno$¢, osobniki
heterozygotyczne posiadaty najwyzsza mas¢ szynki, natomiast homozygoty TT — najmniejsza.

W obu przypadkach homozygoty CC posiadaty posrednig warto§¢ badanych cech.

W przypadku rasy putawskiej wykazano zwiazek badanego polimorfizmu (p<0,05)
Z cechami takimi jak: wydajno$¢ rzeZzna, masa poledwicy bez skory i stoniny, procent migsa

W tuszy oraz procentowa zawarto$¢ migsa w wyrobach podstawowych. W przypadku
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wszystkich tych parametrow stwierdzono korzystny wplyw allelu T. Homozygoty TT
charakteryzowaly si¢ najlepszymi parametrami migsnosci, natomiast homozygoty CC

najnizszymi warto$ciami badanych cech (Tabela 26).
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Tabela 17. Wptyw polimorfizmu ¢.632A>G na cechy jako$ci migsa §win réznych ras

. . CALA Istotno$¢ GLM
Cechy jakoSci Genotyp WBP PBZ PULAWSKA POPULACIA RASA | ROKST | c.632A5G

Zawarto$¢ tluszczu §rodmigsniowego (%) AA 1,22£0,17 1,18+0,24 1,39+0,44 1,2720,32 - -
AG 1,19+0,12 1,09+0,20 1,43+0,42 1,33+0,39

Wodochlonnodé micsa AA 35,60+8,50 35,01£6,70 | a | 29,99+6,54 34,09+7,29 ok
AG 31,23+5,92 31,3249,48 | b | 31,59+7,75 33,08+7,73

Warto$¢ pomiaru barwy migsa — parametr L — jasno$¢ AA >4,7122,78 35,23%2,53 54,58+2,99 34,6122,79 - -
AG 54,06+2,55 54,30+3,25 55,384+2,99 54,50+2,95

Warto$¢ pomiaru barwy miesa — parametr A — wysycenie AA 16,35+1,51 16,30£1,29 | b | 16,23£1,14 16,39+1,33 * Fkk
barwy migsa w odcieniu czerwieni AG 16,60+1,31 16,94+1,52 | a | 16,07+1,03 16,56+1,18

Warto$¢ pomiaru barwy migsa — parametr B — wysycenie AA 2,58+1,03 2,81+1,23 2,79+1,05 2,83+1,14 el
barwy miesa w odcieniu zottym AG 2,67+1,23 3,25+0,86 2,93+1,16 3,06+1,10

Pomiar odczynu poledwicy 45 min. po uboju AA 6,28+0,19 6,29x0,18 6,28+0,15 6,24+0,18 -
AG 6,28+0,19 6,29+0,20 6,28+0,15 6,22+0,16

. . . AA 5,58+0,12 5,60+0,09 | A | 5,59+0,09 5,60+0,10 falal
Pomiar odczynu poledwicy 24 godz. po uboju AG 5,5540,08 5,48+0,17 | B | 5,59+0,07 5,58+0,10

Pomiar odczynu szynki 45 min. po uboju AA 6,29+0,17 6,24+0,15 | B | 6,24+0,13 6,22+0,16 ek
AG 6,25+0,16 6,37+028 | A | 6,25+0,12 6,22+0,17

Pomiar odczynu szynki 24 godz. po uboju AA 3,580,12 3,390,101 a 3,57%0,09 3,5920,10 o
AG 5,58+0,11 5,53£0,11 | b | 5,58+0,08 5,59+0,09

Warto$ci oznaczone rdéznymi literami r6znig si¢ istotnie pomigdzy sobg (A, B =p<0,01; a, b = p<0,05). Dane przedstawiono w postaci $rednich LSM=S.E. (** *p<0,001;

**p<0,01; *p<0,05)
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Tabela 18. Wplyw polimorfizmu ¢.632A>G na cechy tuczne $win roznych ras

o kodc Istotnosé¢ GLM
Cechy jakosci Genotyp WBP PBZ PULAWSKA | CALA POPULACJA RASA | ROKST | c.632A5G
Przyrost dzienny w teécie AA 912,06+92,39 920,84+144,65 825,75+92,29 888,48+128,23 *xk ok
AG 911,34491,80 920,47+115,45 842,86+125,69 856,144+124,28
Masa ciata przed ubojem (kg) AA 623,35+54,83 618,41+85,85 575,89+59,93 604,48+77,35 Fhx il
AG 614,86+82,40 628,06+61,83 582,02+54,47 581,23+68,70
Zuzycie paszy na kg przyrostu (kg/kg) AA 2,68+0,18 2,77+0,22 2,86+0,28 2,80+0,25 a falale Fhx *
AG 2,70+0,17 2,71+0,28 2,79+0,18 2,75+0,19 b
Dzienne pobranie paszy (kg) AA 2,44+0,23 2,54+0,34 2,35+0,21 2,44+0,29 ek kel
AG 2,45+0,23 2,49+0,21 2,35+0,33 2,374+0,32
Liczba dni od urodzenia do uboju AA 162,47+16,51 162,06+21,65 174,33+18,69 168,63+20,85 xxx kol
AG 164,96+20,46 161,66+17,09 172,15+16,61 175,06+18,83
Liczba dni tuczu whasciwego AA 77,95+9,27 77,69+11,68 84,58+9,75 80,92+11,14 o ok
AG 77 43+8,66 79,70£12,27 83,2649,13 83,70+10,01

Wartosci oznaczone réznymi literami r6znig si¢ istotnie pomigdzy sobg (a, b = p<0,05). Dane przedstawiono w postaci srednich LSM+S.E.

Tabela 19. Wplyw polimorfizmu ¢.632A>G na cechy rzezne $win roznych ras

(***p=<0,001; *p<0,05)

PR CALA Istotnos¢ GLM
Cechy jakosci Genotyp WBP PBZ PULAWSKA POPULACIA RASA | ROKST | .632ASG
Wydajnosé rzesna (%) AA 76,83+2,81 76,2942.29 | A | 75,34+2,40 76,17+2,52 falaial
AG 76,80+1,96 75,45+1,47 | B | 75,38+2,70 75,78+2,40
Masa poledwicy (kg) AA 7,46+0,97 7,31£0,77 | b | 6,93+0,86 7,28+0,90 falaial
AG 7,41+0,78 7,55+0,82 | a | 6,88+0,75 7,13+0,81
Masa poledwicy bez skéry i stoniny (kg) AA 5,91+0,72 5,79+0,60 5,30+0,66 5,72+0,70 Fkk falel
AG 5,82+0,58 5,8340,56 5,19+0,54 5,49+0,60
Masa szynki zadniej bez stoniny i skory (kg) AA 9,34£0,58 9,20£0,57 8,79£0,67 | 2 9,16+0,63 -
AG 9,42+0,53 9,12+0,91 8,57+0,69 | b 8,92+0,75
Srednia grubos¢ stoniny z 5 pomiaréw (cm) AA 1,33£0,33 1,30+0,32 1,630,441 b 1,38+0,39 B - . -
AG 1,40+0,33 1,38+0,34 1,79+£0,43 | a 1,64+0,44 A
Powierzchnia oka poledwicy po planimetrowaniu obrysu AA 53,34+5,34 53,73+5,25 51,80+6,02 53,09+5,51 *x Fxx
(cm?) AG 53,05+4,70 52,97+5,96 50,34+5,31 51,78+5,32
Procent miesa w tuszy (%) AA 61,52+3,36 61,70+2,99 59,36+2,87 | a 61,26+3,16 a Fkk *
AG 61,7142,94 61,36+4,67 57,7843,56 | b 59,71+3,96 b
Procentowa zawarto$¢ migsa w wyrgbach AA 24,01+1,27 23,74+1,33 22,45+1,64 | a 23,55+1,51 a bkl *
podstawowych (%) AG 24,07+0,85 23,60+1,81 21,89+1,75 | b 22.86+1,76 b

Wartos$ci oznaczone réznymi literami r6znig si¢ istotnie pomigdzy soba (A, B =p<0,01; a, b = p<0,05). Dane przedstawiono w postaci §rednich LSM+S.E. (***p<0,001;

**p=0,01; *p=<0,05)
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Tabela 20. Wptyw polimorfizmu ¢.718 A>G na cechy jako$ci migsa §win réznych ras

. . CALA Istotno$¢ GLM
Cechy jakoSci Genotyp WBP PBz PULAWSKA POPULACIA RASA | ROKST | c.718ASG
AA -- 1.20+ 1,39+0,52 1,49+0.5 Fkx faleie
Zawarto$¢ thuszczu srodmigsniowego (%) AG 1,26+0,17 1.20+0,13 1,43+£0,44 1,41+0,42
GG 1,27+0,18 1.17+0,26 1,41+0,42 1,24+0,29
AA - - 29,43+6,43 31,50+6,43 Fkx
Wodochtonno$¢ migsa AG 40,90+8,34 32.93+8,71 29,71+7,62 33,03+8,04
GG 34,.81+8,11 34.82+6,70 30,89+6,41 34,27+7,15
AA -- 52.78+ 55,14+£3,29 54,62+3,25 Fkk faleie
Warto$¢ pomiaru barwy migsa — parametr L — jasnos$¢ AG 55,14+1,67 55.474+2 .45 54,4242 .66 54,204+2,59
GG 54,58+2,79 55.10+2,44 55,07+3,20 54,59+2,77
Warto$¢ pomiaru barwy migsa — parametr A — wysycenie AA N 18.12+ 15,92:£0,88 16,13£1,01 - -
barwy micsa w odcieniu czerwieni AG 16,44+1,33 16.25+1,46 16,40+1,11 16,54+1,18
GG 16,36=1,50 16.36+1,23 16,15+1,13 16,37+1,32
L, . . . AA - 4.96+ 2,73+1,46 3,14+1,48 faleal
Wartos¢ ponﬁ:&;’ﬁifjéﬁ;g&fg‘ﬁgi’ wysycenie | A 1,97+0,79 2.9140,65 2,691,04 2.84:1,00
GG 2,62+1,00 2.79+1,15 2,82+1,05 2,85+1,09
AA - 6.62+ 6,32+0,11 6,25+0,14 ok
Pomiar odczynu poledwicy 45 min. po uboju AG 6,30+0,17 6.26+0,21 6,26+0,14 6,21+0,16
GG 6,29+0,19 6.30+0,17 6,2940,16 6,24+0,18
AA - 533+ b | 5,63+0,09 5,60+0,11 ok
Pomiar odczynu poledwicy 24 godz. po uboju AG 5,60+0,09 5.56+0,16 a 5,59+0,08 5,58+0,10
GG 5,57+0,12 5.52+0,09 | ab 5,59+0,09 5,60+0,10
AA - 6.59+ a 6,25+0,11 6,18+0,15 Fkk
Pomiar odczynu szynki 45 min. po uboju AG 6,26+0,15 6.29+0,19 | ab 6,25+0,12 6,20+0,15
GG 6,28+0,17 6.24£0,16 | b | 6,26+0,14 6,23+0,16
AA -- 521+ B | 5,60+0,08 5,57+0,11 Frx
Pomiar odczynu szynki 24 godz. po uboju AG 5,58+0,05 5,56+0,11 | A | 5,58+0,08 5,58+0,09
GG 5,58+0,12 5,59+0,10 | A | 5,58+0,14 5,60+0,11

Warto$ci oznaczone roéznymi literami r6znig si¢ istotnie pomigdzy sobg (A, B =p<0,01; a, b = p<0,05). Dane przedstawiono w postaci $rednich LSM=£S.E. (***p<0,001;

#%p<0,01)
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Tabela 21. Wplyw polimorfizmu ¢.718 A>G na cechy rzezne $win réznych ras

. &g CALA Istotnos¢ GLM
Cechy jakoSci Genotyp WBP PBZ PULAWSKA POPULACIA RASA | ROKST | c.718ASG
AA - 75,63+ 75,4142,44 75,1342,41 ok
Wydajnos¢ rzezna (%) AG 77,49+2,94 76,09+2,89 75,234£2,39 75,60+2,55
GG 76,70£2,71 76,15+2.18 75,35+£2,62 76,2112 47
AA - 8,45+ a 6,88+0,80 6,80+0,96 faleal
Masa poledwicy (kg) AG 7,05+0,50 7,42+1,04 | ab 6,90+0,90 6,99+0,92
GG 7,45+0,97 727£0,74 | b | 6,94+0,78 7,3120,86
AA - 6,83+ a | 533+0,59 5,30+0,74 ok ok
Masa poledwicy bez skory i stoniny (kg) AG 5,57+0,36 5,96£0,81 | ab 5,25+0,67 5,42+0,71
GG 5,90+0,72 5,74+0,56 | b 5,31+0,61 5,75+0,66
AA - 8,20+ 8,79+0,78 8,75+0,76 Fkk
Masa szynki zadniej bez stoniny i skory (kg) AG 9,48+0,66 8,93+0,71 8,77+0,67 8,88+0,69
GG 9,36+0,56 9,24+0,58 8,75+0,67 9,19+0,62
AA - 1,23+ 1,69+0,58 1,64+0,57 ok ok
Srednia grubo$¢ stoniny z 5 pomiaréw (cm) AG 1,184+0,36 1,31+0,36 1,68+0,46 1,57+0,47
GG 1,34+0,32 1,30+0,32 1,71+0,39 1,37+0,37
* *kk
Powierzchnia oka polgdwicy [2)0 planimetrowaniu ﬁé 52384339 5 15,2(’)10;3 3 g}:g?ﬁg:gz g?:;;i:gé
obrysu (cm’) GG | 53,60+5.48 53,8245,39 51,7445,22 53,3245,41
AA -- 59,70+ 59,44+2,28 59,95+2,23 Fxk
Procent migsa w tuszy (%) AG 61,33+4,43 60,90+4,16 58,91+3,50 59,81+3,72
GG 61,73+3,26 61,89+3,04 59,16+2.,93 61414321
Procentowa zawarto$¢ migsa w wyrgbach AA N 22,94+ 22,50+1.87 22,48+1.83 -
dstawowych (%) AG 23,89+1,50 23,38+1,63 22,31£1,73 22,72+1,74
po wyen (7 GG | 24,04+1.21 23,77+133 22,38+1,58 23,65+1,43

Wartosci oznaczone roéznymi literami r6znig sie istotnie pomiedzy sobg (a, b = p<0,05). Dane przedstawiono w postaci srednich LSM*S.E. (***p<0,001; *p<0,05)
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Tabela 22. Wplyw polimorfizmu g.29023337 29023338insATGGTG na cechy jako$ci migsa §win roznych ras

CALA Istotnosé¢ GLM
Cechy jakosci Genotyp WBP PBZ PULAWSKA POPULACIA RASA ROKST I_Dollmorflzm
INSATGGTG
Jawartosé thuszez 406 1,29+0,24 1,14+0,26 1,60+0,52 1,36+0,49 o
e ) 406/412 | 1,25+0,18 1,10£0,11 1,53+0,51 1,30+0,41
$rodmigsniowego (%) 412 1,1740,13 - 1,262£0,30 1,12+0,23
406 36,73+8,06 33,72+5,79 28,294+6,11 | b 32,11+6,25 ab | *** Frx
Wodochtonno$¢ migsa 406/412 32,77+8,47 36,59+7,46 29,534+6,92 | b 31,84+7,77 b
412 37,10+13,72 -- 36,96+5,18 | a | 36,93+10,79 a
Wartodé pomiaru barwy 406 56,04£3,20 | A | 54,81£231 54284339 54,73+2,95 * o
migsa — parametr L — jasnosé 406/412 54,03+£2,91 B | 54,7242,66 54,75+3,32 54,27+3,12
412 54,03£2,61 | AB - 55,7543,17 54,59+3,17
Warto$¢ pomiaru barwy 406 15,84+1,50 b 16,25+1,15 16,19+1,14 16,37+1,21 b | *** Fkk *
migsa — parametr A — 406/412 16,66+1,63 a 16,97+0,95 16,26+1,07 16,81+1,33 a
wysycenie barwy migsa w 412 16,40£1,26 | ab -- 16,37+0,60 16,75+£1,07 ab
odcieniu czerwieni
Warto$¢ pomiaru barwy 406 2,78+1,07 3,09+0,92 2,87+1,15 2,88+1,04 ** *
migsa — parametr B — 406/412 2,68+1,10 3,17+0,79 2,97+1,12 2,92+1,12
wysycenie barwy mi¢sa w 412 1,81+0,45 -- 2,86+1,39 2,48+1,06
odcieniu zottym
Pomiar odczynu poledwicy 406 6,31+£0,16 6,25+0,15 6,29+0,11 6,29+0,14 Fxx
45 min. po uboju 406/412 | 6,28+0,19 6,24+0,10 6,31£0,12 6,2940,16
: 412 6,25+0,21 -- 6,27+0,05 6,25+0,16
Pomiar odezynu poledwicy 406 5,62+0,11 a 5,57+0,08 5,57+0,10 5,56+0,10 *x
24 godz, po uboju 406/412 | 5,53+£0,14 | b | 5,56+0,06 5,58+0,08 5,54+0,11
: 412 5,56+0,13 | ab - 5,53+0,05 5,52+0,10
Pomiar odczynu szynki 45 406 6,27+0,18 6,22+0,13 6,22+0,12 6,25+0,15 ab ok *
min. po uboju 406/412 6,29+0,19 6,22+0,09 6,25+0,14 6,27+0,17 a
) 412 6,15+0,29 - 6,18+0,08 6,17+0,22 b
Pomiar odczynu szynki 24 406 5,60+0,10 5,54+0,09 5,57+0,09 5,56+0,09 ok
4odz. po uboju 406/412 | 5,54+0,14 5,53+0,10 5,58+0,08 5,54+0,11
: 412 5,56+0,24 - 5,54+0,06 5,53+0,17

Wartosci oznaczone roéznymi literami réznia si¢ istotnie pomiedzy soba (A, B =p<0,01; a, b = p<0,05). Dane przedstawiono w postaci srednich LSM+S.E. (***p=<0,001;

##p<0,01; *p<0,05)
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Tabela 23. Wplyw polimorfizmu g.29023337 29023338insATGGTG na cechy rzezne $§win réznych ras

- » CALA Istotnos¢ GLM '
Cechy jakosci Genotyp WBP PBZ PULAWSKA POPULACIA RASA | ROKST .Pollmorflzm
iINSATGGTG
406 76,75+2,78 75,83+2,19 74,52+1,88 75,64+2,23 *
Wydajnos$¢ rzezna (%) 406/412 | 76,28+1,97 75,90+1,87 74,51+1,75 75,50+1,95
412 76,19+3,09 74,78+1,76 75,64+2,53
406 7,28+0,82 7,08+0,72 6,61+0,77 7,07+0,78 Fxx
Masa poledwicy (kg) 406/412 | 7.,4240,98 7,04+0,75 6,60+0,74 7,11+0,92
412 7,06+0,92 6,53+0,51 6,92+0,79
Masa poledwicy bez skéry i stoniny 406 5,83+0,63 5,56+0,54 5,00+0,58 5,60+0,62 Fhk falalad
kg) 406/412 5,80+0,66 5,55+0,74 4,94+0,42 5,57+0,65
(kg 412 | 5,70+0,71 4,.87+0,55 5,48+0,70
Masa szynki zadniej bez sloniny i skéry 406 9,35+0,53 9,11+0,66 8,55+0,68 9,04+0,68 Fhk falalad
(kg) 406/412 | 9,29+0,62 9,27+0,79 8,37+0,64 8,94+0,71
412 9,55+0,71 8,49+0,26 9,04+0,57
Srednia grubosé stoniny z 5 pomiarow 406 1,23£0,33 | b | 1,32+0,34 1,72+0,47 1,34+0,44 Fkx
(cm) 406/412 1,40+0,33 a 1,20+0,32 1,84+0,44 1,44+0,44
412 1,23+0,22 | ab 1,75+0,55 1,33+0,45
Powierzchnia oka poledwicy po 406 53,94+4,78 54,42+5,75 50,09+6,08 52,48+5,91 * *
lanimetrowaniu obrysu (cm?) 406/412 | 52,66+5,61 53,14+6,52 49,49+4 82 51,56+5,36
planime y 412 | 53214481 52.40+6.,71 53.13+5.61
406 61,83+3,12 61,52+3,24 57,91+3,09 61,24+3,25 fialad
Procent migsa w tuszy (%) 406/412 | 61,55+3,41 62,07+3,63 56,66+3,69 6,54+3,78
412 2,62+1,88 57,1242.20 60,87+2,02
Procentowa zawartosé miesa w 406 23,94+1,17 23,42+1,50 21,61+1,68 23,22+1,64 fialad
bach podstawowych (%) 406/412 | 23,82+1,15 23,67+2,13 21,18+1,55 22,98+1,68
Wwyrebach p wych (% 412 | 2428+148 21.29+0,57 23.09+131

Wartosci oznaczone roéznymi literami roznig si¢ istotnie pomiedzy sobg (a, b = p<0,05). Dane przedstawiono w postaci srednich LSM*S.E. (***p<0,001; *p<0,05)
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Tabela 24. Wptyw polimorfizmu ¢.*655T>C na cechy jakos$ci migsa Swin réznych ras

. 2G CALA Istotnos¢ GLM
Cechy jakosci Genotyp WBP PBZ PULAWSKA POPULACIA RASA | ROKST | c.*655T5C
cc 1,22+0,22 1,15+0,19 1,37+0,45 1,28+0,41 o ok
Zawarto$¢ thuszczu §rodmigsniowego (%) CT 1,26+0,18 1,15+0,18 1,47+0,44 1,32+0,32
TT 1,26+0,22 1,22+0,34 1,31+0,45 1,31+0,34
cC 34,85+8,77 34,16+8,86 31,89+7,32 | A 34,76+7,87 Fkk *x
Wodochtonno$¢ migsa CT 35,49+6,77 34,74+6,83 28,08+6,12 | B 33,52+6,98
TT 36,29+6,55 34,66+6,36 29,86+4,19 | AB 34,15+6,30
cc 54,15+3,10 55,15+3,52 55,0442,85 54,76+3,02 *x o
Warto$¢ pomiaru barwy migsa — parametr L — jasnos¢ CT 54,64+2 .43 55,34+2,33 54,14+2,70 54,64+2,54
TT 55,58+2,89 55,17+2,51 55,07+4,42 54,9442 88
Wartodé pomiaru barwy miesa _ parametr A cc 16,561,21 16,58+1,41 16,29+1,07 | A 16,54+1,15 a *xk *
. . . .. CT 16,35+1,41 16,30+1,33 16,59+1,11 A 16,46+1,30 a
wysycenie barwy migsa w odcieniu czerwieni TT 15,80+1,45 16,29+1,29 15,6140,94 | B 16,13+1,29 b
Warto$¢ pomiaru barwy migsa — parametr B — cc 2,45£1,00 3,12+0,96 2,88£1,15 2,7941,13 - -
. .  peralty cT 2,47+0,80 2,84+1,41 2,81+1,04 2,67+1,20
wysycenie barwy mig¢sa w odcieniu zottym T 2.8740.98 2.84+1.07 2.7240.95 2.7141.03
CcC 6,35+0,19 6,30+0,22 6,28+0,14 6,32+0,17 Fkk
Pomiar odczynu poledwicy 45 min. po uboju CT 6,29+0,16 6,28+0,18 6,27+0,15 6,29+0,17
TT 6,33+0,20 6,29+0,17 6,28+0,17 6,31+0,18
cc 5,58+0,09 554£0,15 | B | 5,59+0,08 5,58+0,10 ok
Pomiar odczynu poledwicy 24 godz. po uboju CT 5,57+0,10 5,59+0,09 | A | 5,59+0,10 5,58+0,10
TT 5,58+0,08 5,61£0,09 | A | 5,59+0,08 5,60+0,09
CcC 6,30+0,15 6,31+0,23 a | 6,23+0,11 6,27+0,16 Fkk
Pomiar odczynu szynki 45 min. po uboju CT 6,25+0,15 6,24+0,16 | b | 6,25+0,14 6,25+0,15
TT 6,29+0,16 6,23+0,14 b | 6,28+0,14 6,25+0,15
CcC 5,57+0,08 5,55+0,12 b 5,60+0,12 5,59+0,12 Fxx
Pomiar odczynu szynki 24 godz. Po uboju CT 5,56+0,10 5,59+0,09 | a | 5,56+0,10 5,58+0,10
TT 5,5840,07 5,60£0,11 | a | 5,56+0,10 5,59+0,10

Warto$ci oznaczone roéznymi literami r6znig si¢ istotnie pomigdzy sobg (A, B =p<0,01; a, b = p<0,05). Dane przedstawiono w postaci $rednich LSM=£S.E. (***p<0,001;

**p<0,01; *p<0,05)
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Tabela 25. Wplyw polimorfizmu ¢.*655T>C na cechy tuczne §win réznych ras

. - Istotnos¢ GLM
Cechy jakoSci Genotyp WBP PBZ PULAWSKA CALA POPULACJA RASA | ROKST | ¢ *655T>C
AA 897,79+65,90 | ab | 886,12+127,56 837,01+83,22 | a 886,12+105,04 il Fkx
Przyrost dzienny w tescie GA 928,01+£92,28 | a | 882,29+124,19 841,37+105,01 | a 882,29+12,21
GG 875,06+79,16 | b | 862,74+115,31 804,25+7838 | b 862,74+113,00
AA 606,54+41,74 600,81+78,46 583,45+53,64 600,81+66,56 Fkk faleal
Masa ciata przed ubojem (kg) GA 631,05+32,28 594,59+80,37 580,25+68,42 579,59+77,55
GG 607,24+61,37 592,04+73,29 563,17+46,37 592,04+74,24
AA 2,68+0,15 2,77+0,25 2,79+0,24 b 2,77+0,24 Fxk faleil
Zuzycie paszy na kg przyrostu (kg/kg) GA 2,66+0,16 2,81+0,20 2,82+0,25 ab 2,81+0,23
GG 2,73+0,17 2,83+0,24 2,94+0,33 a 2,83+0,26
AA 2,42+0,18 2,45+0,38 2,3420,27 2,45+0,29 ok ok
Dzienne pobranie paszy (kg) GA 2,46+0,20 2,46+0,35 2,37+0,25 2,46+0,30
GG 2,38+0,18 2,424+0,36 2,354+0,17 2,42+0,31
AA 165,59+11,21 168,21+18,93 172,15£16,19 168,21+17,84 Fxk Fkx
Liczba dni od urodzenia do uboju GA 161,70+11,90 169,91+20,34 173,17+18,41 169,91£19,13
GG 166,75+19,69 170,24+15,04 177,19+£16,12 170,24+17,62
AA 78,12+5,86 ab 81,17+10,84 83,97+7,54 81,17+8,83 Fkk falal
Liczba dni tuczu wtasciwego GA 76,93+7,79 b 81,21+9,25 83,12+10,60 81,21+£9,90
GG 80,84+7,30 a 82,10+9,03 86,22+8,03 82,104£9,06

Wartosci oznaczone roznymi literami roznig si¢ istotnie pomiedzy sobg (a, b = p<0,05). Dane przedstawiono w postaci srednich LSM+S.E. (***p<0,001)
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Tabela 26. Wplyw polimorfizmu ¢.*655T>C na cechy rzezne $win réznych ras

. 2G CALA Istotnos¢ GLM
Cechy jakoSci Genotyp WBP PBZ PULAWSKA POPULACIA RASA | ROKST | c*655TSC
CcC 76,59+2,86 76,01£1,87 75,074£2,23 | b 75,89+2,31 Fkx
Wydajnos¢ rzezna (%) CT 76,40+2,56 76,36+2,46 75,11£2,16 | ab 76,04+2.48
TT 76,7343,10 76,144+2,16 75,68+3,34 | a 76,09+2,54
CcC 7,39+0,90 7,35+0,99 6,86+0,79 7,20+0,87 faleal
Masa poledwicy (kg) CT 7,31+0,83 7,28+0,78 6,85+0,88 7,17+0,86
T 7,56+0,97 7,30+0,70 7,03+0,83 7,25+0,79
CcC 5,89+0,72 | ab | 5,80+0,68 5,18£0,10 | b 5,63+0,66 Fxk Hkx
Masa poledwicy bez skory i stoniny (kg) CT 5,77+0,68 | b | 5,78+0,61 5,18t0,40 | b 5,62+0,70
TT 6,07£0,64 | a | 5,75+0,55 5,45+0,12 | a 5,72+0,60
CcC 9,384+0,53 | ab | 9,11+0,70 8,60+0,64 9,09+0,67 Fkk
Masa szynki zadniej bez stoniny i skory (kg) CT 9,49+0,50 a 9,24+0,56 8,78+0,60 9,20+0,61
TT 9,22+048 | b | 9,18+0,60 8,84+0,97 9,12+0,64
CcC 1,30+0,32 1,32+0,28 1,75+0,45 1,47+0,46 Fxk Hkx
Srednia grubo$¢ stoniny z 5 pomiaréw (cm) CT 1,32+0,32 1,29+0,34 1,65+0,42 1,41+0,39
TT 1,28+0,31 1,32+0,33 1,53+0,37 1,39+0,34
Powierzchnia oka poledwicy po planimetrowaniu cc 53,49:4,88 52,705,22 51,185,58 32,55%5,37 - -
obrysu (cm?) CT 53,294+5,41 53,34+5,57 50,49+6,14 52,34+5,77
TT 54,4245,76 53,9945,17 52,50+5,49 53,4245,33
CcC 62,18+3,07 61,33+3,77 58,20£3,17 | b 60,95+3,51 Fxk
Procent migsa w tuszy (%) CT 62,42+3,09 61,84+3,03 59,1242.,86 | ab 61,44+3,14
TT 61,87+3,24 61,58+3,06 60,30+3,62 | a 61,32+3,17
Procentowa zawarto$¢ migsa w wyrebach CcC 24,04+1,05 23,57+1,47 21,98+1,57 | b 23,32+1,60 Fkx
podstawowych (%) CT 24,15+1,19 23,78+1,37 22,30+1,53 | ab 23,50+1,54
TT 23,94+1,06 53,68+1,34 22,67+2,20 | a 23,46+1,46

Warto$ci oznaczone rdéznymi literami r6znig si¢ istotnie pomigdzy sobg (a, b = p<0,05). Dane przedstawiono w postaci $rednich LSM=S.E. (***p<0,001; *p<0,05)
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5.5. Analiza zwigzku badanych polimorfizméw genu SEPP1 z zawartoscia selenu
w badanych tkankach mie¢$nia najdhuzszego grzbietu

Tabela 27. Wpltyw badanych polimorfizmow na zawarto$¢ selenu w tkankach migénia
najdtuzszego grzbietu

Polimorfizm Genotyp N LSmean St.dev
406 88 0.0953 0.0030
g.29023337_29023338insATGGTG | 406/412 8 0.1073 0.0045
412 47 0.0968 0.0039

AA 8 0.0915 B 0.0107

C.718A>G AG 47 0.0869 B 0.0028
GG 108 0.1010 A 0.0027

C638G>A AA 127 0.0962 0.0024
GA 33 0.0938 0.0042

C632A5G AA 127 0.0962 0.0024
AG 33 0.0938 0.0042

CC 74 0.0940 0.0027

c.*655T>C CT 55 0.0983 0.0037
TT 34 0.0990 0.0055

Wartosci oznaczone réznymi literami r6znig si¢ istotnie pomiedzy soba (A, B = p<0,01)
N — liczba osobnikow

LSmean — $rednia najmniejszych kwadratow

St.dev — odchylenie standardowe

W badaniach uzyskano istotny (p<0,01) wptyw polimorfizmu ¢.718 A>G na zawarto$¢ selenu
w analizowanych tkankach mig$nia najdtuzszego grzbietu (tac. musculus longissimus dorsi).
Najwyzszym udzialem selenu w badanym migéniu charakteryzowaty si¢ osobniki

homozygotyczne GG (Tabela 27).
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6. DYSKUSJA

Selen jest pierwiastkiem o bardzo duzym znaczeniu dla prawidlowego funkcjonowania
ludzi i zwierzat. Pierwiastek ten wbudowywany jest przez te organizmy w selenoproteiny
0 zroéznicowanych funkcjach metabolicznych. Odpowiednia dawka przyjmowanego selenu
w codziennej diecie jest zatem istotna dla utrzymania homeostazy, wptywajac na prawidtowy
przebieg wielu procesow fizjologicznych (Wierzbicka i in., 2007). O roli biologicznej Se,
swiadczy jego obecnos¢ w centrum aktywnym wielu enzyméw, a takze fakt uznania
selenocysteiny jako 21 aminokwasu biatkowego, ktory wbudowywany jest w tancuch
polipeptydowy za pomocg kodonu stop — UGA, gdy w obrebie tancucha mRNA znajduje si¢
specyficzna struktura — SECIS (selenocysteine insertion sequence) (Driscoll i Copeland 2003,
Zhang i in. 2007). Niemalze caty selen identyfikowany w organizmach ssakow wystepuje
W postaci zwigzanej z biatkami, a wszystkie dotychczas poznane selenoproteiny o aktywnosci
biologicznej zawieraja wlasnie selenocysteing (Holben i Smith 1999). Bardzo dobrze poznang
forma, w jakiej wystepuje selen w organizmach ssakoéw jest slenoproteina P, do ktdrej moze
by¢ wbudowywane nawet do 70% selenu obecnego w osoczu krwi (Tujebajeva i in. 2000).
Zawarto$¢ selenu, wystepujacego w zywnosci 1 paszach dla zwierzat hodowlanych zalezy od
warunkow glebowych, utrzymywanych na danym terenie gatunkow i ras zwierzat. Naturalne
powigzanie w lancuchu pokarmowym, w ukladzie rosliny-zwierzgta-czlowiek, jest
konsekwencja geograficznego zroznicowania zasobnosci gleb w Se. Niestety, w wielu krajach,
w tym takze w Polsce, ilo$¢ selenu dostarczana codziennie z pozywieniem jest dalece
niewystarczajgca, co niesie ze sobg negatywne konsekwencje zdrowotne (Jurkowska 1996).

W ocenie przydatnosci selenu bardzo duze znaczenie ma jego bioprzyswajalnos¢ przez
zywe organizmy. Pod poje¢ciem tym kryje si¢ calo$¢ zjawisk obejmujacych m.in. procesy
trawienia pokarméw, szybko$¢ ich wchtaniania oraz transportu przez barier¢ jelitowa, czy
przebieg metabolizmu oraz syntezy nowych zwigzkow na poziomie komérkowym (Yoshida
i in. 1999). Wplyw zawartosci selenu i przebieg jego metabolizmu w organizmach zywych jest
procesem bardzo ztozonym, podobnie jak aktywnos$¢ i funkcja biologiczna selenoprotein.
Dlatego tez identyfikacja i przesledzenie poszczegdlnych czynnikow chociazby genetycznych
pozwoli na wyjasnienie 1 okreslenie znaczenia wptywu tych czynnikow na organizmy zywe.

Migso jest niezbednym sktadnikiem diety cztowieka ze wzgledu na niepowtarzalny
sktad chemiczny, warto§¢ odzywcza, a takze zawarto$¢ pelnowartosciowego biatka
0 korzystnych proporcjach aminokwasow. U zwierzat rzeznych biatka sg gtdwnym sktadnikiem

tkanki mig$niowej 1 stanowig ok. 15 — 24% masy tej tkanki. Biatko mig¢sa zawiera wszystkie
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aminokwasy egzogenne, niezb¢dne do syntezy biatek ustrojowych (fenyloalaning, izoleucyng,
leucyne, lizyne, metioning, treoning, tryptofan, waling). Zawarte w migsie biatko umozliwia
wzrost, rozw0j organizmu, odbudowe komorek, a takze wplywa korzystnie na odpornosé
gojenie ran, czy tez stymuluje procesy myslowe zachodzace w moézgu (Blicharski i in. 2015).
Niedobor biatka w diecie prowadzi¢c moze do choroby — kwashiorkor. Wedle aktualnej
klasyfikacji ICD-10, choroba kwashiorkor to zespdt objawow spowodowanych
niedozywieniem. Do najwazniejszych jej objawow zalicza si¢ zahamowanie wzrostu, zmiany
w pigmentacji skory i wlosow, obrzeki oraz patologie watroby (najczgsciej sttuszczenie,
zwloknienie oraz martwica). Co cieckawe, nazwa wziglta si¢ od afrykanskiego slowa,
oznaczajacego ,,0dstawione dziecko” (Pham i in. 2021). Niedobory biatkowe sg szczegdlnie
niebezpieczne dla dzieci oraz kobiet w cigzy — dlatego dla tych osob niewskazana jest dieta
wegetarianska. W zyciu ptodowym, ale takze u niemowlat niedozywienie biatkowe hamuje
rozw0j psychofizyczny oraz powoduje obnizenie odpornosci, zwigkszajac podatnos¢ na
choroby oraz wiele r6znych zaburzen (Blicharski i in. 2015). Aktualne zalecenia zZywieniowe
ograniczaja ilo§¢ migsa w diecie, zwlaszcza tlustego. Uwzgledniaja to, producenci
wieprzowiny, dostosowujac si¢ do potrzeb rynkowych 1 oczekiwan konsumentow. Dazg oni nie
tylko do obnizenia zawarto$ci thuszczu, ale rowniez poprawy wlasciwosci zdrowotnych migsa
(Czarniecka-Skubina i in. 2007). Warto$¢ energetyczna wieprzowiny zmniejszyla si¢ znaczgco
w efekcie poprawy umigénienia $win oraz ich lepszego zywienia i utrzymania zgodnie
z wymogami dobrostanu. Wieprzowina jest takze cennym zrodtem witaminy E (jest jej dwa
razy wiecej niz wezesniej sadzono) oraz B6 oraz B1l. Migso wieprzowe jest zrodlem wielu
sktadnikow mineralnych, w tym dobrze przyswajalnego zelaza. Wyniki badan wskazuja, ze
zelazo z migsa wchiania si¢ w 20 — 50%, natomiast z produktéw roslinnych tylko w 1 — 8%.

W poréwnaniu z migsem wotowym wieprzowina charakteryzuje si¢ lepszym profilem kwasow
thuszczowych tj. nizsza zawarto$cia kwasow nasyconych — SFA, czyli tzw. ,,ztego” tluszczu
| znacznie wyzszg zawarto$cig wielonienasyconych kwasow PUFA (tzw. ,,dobrego” thuszczu),
a w konsekwencji korzystniejsza proporcja kwasow PUFA/SFA. Ponadto, w poréwnaniu
zZmigsem drobiowym wieprzowina, pomimo nizszej calkowitej zawartosci PUFA,
charakteryzuje si¢ znacznie korzystniejsza proporcja kwaséw omega-6 i omega-3. Co ciekawe,
poziom cholesterolu jest zblizony we wszystkich elementach tuszy wieprzowej, ale jego
zawartos¢ jest mniejsza niz dotychczas podawano w literaturze. W pordéwnaniu
z amerykanskimi normami USDA (United States Department of Agriculture) polski boczek

zawiera mniej cholesterolu o 41%, zeberka o 57% a lopatka, szynka i schab o 31 — 35%.
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Poréwnujac nawet do migsa drobiowego, to wieprzowina zawiera mniej cholesterolu (0,54
wobec 0,58 — 0,74 g/kg) (Blicharski i in. 2015).

Ze wzgledu na coraz wigksza §wiadomos¢ chorob bedacych nastepstwem nieprawidto-
wej diety poszukiwana jest zywno$¢ funkcjonalna i charakteryzujgca si¢ pozytywnym
wpltywem na zdrowie czlowieka. Migso wieprzowe rowniez analizowane jest pod katem
polimorfizméw gendéw, ktdrych produkty biatkowe maja istotne znaczenie dla jego wtasciwosci
prozdrowotnych. W odniesieniu do powyzej przedstawionych danych dotyczacych wplywu
selenu na organizmy ludzi i zwierzat, waloréw prozdrowotnych migsa w diecie, a takze faktu
geograficznego potozenia Polski na obszarach ubogich w Se, celowym jest poszukiwanie
funkcjonalnych polimorfizméw w genie kodujacym selenoproteing P $wini domowe;.
Uzyskane wyniki umozliwig selekcje zwierzat, ktorych migso charakteryzowaé si¢ bedzie
zwigkszong naturalng zawartoscig selenu, podnoszac tym samym warto$¢ zdrowotng takiego
migsa. Dodatkowo, okreslenie wptywu badanych mutacji na inne cechy produkcyjne, takie jak
cechy tuczne, rzeznie i jako$¢ migsa, mialo na celu sprawdzenie: Czy selekcja pod katem
zawarto$¢ selenu w migsie nie bedzie selekcja negatywng w stosunku do cech wypracowanych
przez lata pracy hodowlanej?

Podjeta problematyka badawcza ma charakter nowatorski. Po raz pierwszy podj¢to si¢
proby identyfikacji polimorfizméw w genie kodujacym $winska selenoproteing P — SEPP1,
korelujac je z cechami uzytkowymi $§win (tucznymi i rzeZnymi), wybranymi parametrami
jako$ci migsa oraz zawarto$cig selenu w migéniu najdtuzszym grzbietu (tac. musculus
longissimus dorsi). Takie kompleksowe podejscie dato catkowity obraz wplywu danego
polimorfizmu na poszczegdlne, wymienione wyzej parametry.

W prezentowanej pracy wykazano istotny statystycznie (p<0,01) zwiazek migdzy
polimorfizmem ¢.718A>G a zawarto$cig selenu w migéniu najdtuzszym grzbietu (fac. musculus
longissimus dorsi). Osobniki homozygotyczne GG miaty najwyzszy udziat selenu w badanym
mies$niu. Dodatkowe korelacje wykazaty, ze swinie o tym genotypie nie r6znily si¢ istotnie od
pozostatych osobnikow w badanej populacji pod katem parametrow tucznych. Natomiast
w badaniach dotyczacych parametrow rzeznych uzyskano istotny (p<0,05) wplyw zmiany
polimorficznej na mas¢ poledwicy oraz mase poledwicy bez skory i stoniny u dwoch badanych
ras: wbp 1 pbz. Jednakze przeprowadzona analiza wykazata odwrotne zaleznos$ci u tych ras.
U osobnikéw rasy pbz to homozygoty AA charakteryzowaly si¢ wigksza masa poledwicy,
natomiast u osobnikow rasy wbp pomimo niezidentyfikowania obecnosci osobnikow
homozygotycznych AA stwierdzono wigksza mase poledwicy u homozygot GG w poréwnaniu

do heterozygot AG, co wskazuje u tej rasy na korzystny wptyw allelu G na te cechy. Odnoszac
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si¢ do cech jako$ci migsa u osobnikow rasy pbz zaobserwowano istotny (p<0,01) wptyw
badanego polimorfizmu na pH szynki mierzone po 24 godz. po uboju. Osobniki
homozygotyczne GG oraz heterozygotyczne AG posiadaty o ok. 0,4 jednostki wyzszg warto$¢
pH niz $winie o genotypie AA. Podobny rozktad wartosci dla tej rasy otrzymano rowniez dla
pH poledwicy mierzonej po 24 godz. po uboju (p<0,05). Odwrotng zalezno$¢ zaobserwowano
w przypadku wptywu badanego polimorfizmu na pH szynki mierzone po 45 min. od uboju,
w tym przypadku to osobniki homozygotyczne AA posiadaly o ok. 0,3 jednostki wyzszg
warto$¢ niz homozygoty GG i heterozygoty AG. Innymi cechami jako$ci migsa, na ktére wplyw
mial badany polimorfizm byta wodochtonnos$¢ i intensywno$¢é barwy zottej (p<0,05) u rasy
wbp. Jak stwierdzono powyzej, U tej rasy, nie zidentyfikowano obecnosci homozygot AA,
dlatego poréwnywano wartosci dla $win homozygotycznych GG oraz heterozygot.
Homozygoty GG charakteryzowaly si¢ obnizeniem parametru wodochtonno$ci w pordwnaniu
do heterozygot AG. Natomiast w odniesieniu do intensywnos$ci barwy zottej zaobserwowano
odwrotng zalezno$¢ — migsa osobnikéw homozygotycznych GG charakteryzowato si¢ wyzsza
warto$cig tej cechy w porownaniu do migsa pochodzacego od $win AG. Analiza powyzszych
korelacji wskazuje, ze potencjalna selekcja w oparciu o wykryty polimorfizm w kierunku
wzrostu liczebnosci osobnikéw o zwigkszonej zawarto$ci selenu w badanym migéniu
(homozygoty GG), nie jest kosztem optacalnosci produkcji, ze wzgledu na fakt, ze badany
polimorfizm nie wptywa na zaden z parametrow tucznych. Z kolei, zidentyfikowany wptyw na
parametry cech rzeznych i jako$ci migsa nie dal jednoznacznych wynikow 1 w duzej mierze
zalezat od analizowanej rasy.

U ludzi rowniez potwierdzono asocjacje polimorfizmow w genie SEPP1 a zawarto$cia
selenu w roznych tkankach. W badaniach dotyczacych wpltywu dwoéch funkcjonalnych
polimorfizméw tego genu: rs3877899 i rs7579, wykazano zwigzek pierwszego z nich
z poziomem selenu w tkance migénia piersiowego. Wyzsze zawartosci byly zwigzane
z genotypem homozygotycznym AA (Ekoue i in. 2017). Ponadto, stwierdzono wystgpowanie
polimorfizmu rs3877899 powiazano z zmniejszonym ryzykiem wystapienia raka piersi
I podwyzszona ekspresja antyoksydacyjnych selenoprotein (Meplan i in. 2013). Wyniki innego
badania ujawnily istotne interakcje miedzy zawarto$cig selenu w osoczu a polimorfizmem
rs7579 w kontekscie zmiany poziomu lipidéw. Wykazano, ze wyzszy poziom selenu w osoczu
byt zwigzany z niekorzystnymi zmianami w poziomach lipidow wsrod nosicieli genotypu CC
(Zhou i in. 2021). Jednakze rownoczes$nie zasugerowano, ze zarowno ekspresja mRNA, jak
I poziom selenoproteiny P w osoczu byly znacznie nizsze wsrod osob o tym genotypie, niz

u nosicieli allelu T. Dodatkowo, obnizony poziom SeP w osoczu byt zwigzany ze zwigkszonym
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ryzykiem wystapienia kilku chordb zwigzanych z dyslipidemia (zaburzenia gospodarki
lipidowej), w tym zespot metaboliczny, zdarzenia mozgowo-naczyniowe i choroby sercowo-
naczyniowe (Koyama i in. 2009, Gharipour i in. 2017). Zwigzek pomiedzy polimorfizmem
w ludzkim genie SEPP1 a zawarto$cig selenu w osoczu wykazaty do$wiadczenia dotyczace
mutacji: rs230820. Nosiciele genotypu heterozygotycznego AC oraz homozygoty AA mieli
wyzszy poziom selenu w osoczu niz 0soby o genotypie — CC (122,0 vs. 118,7 pg/L) (Xie i in.
2016). Wyniki innych badan, ktérych celem byta ocena, czy m.in. funkcjonalny polimorfizm
w obrebie genu SEPP1 — rs3877899 (AlaxsThr) modyfikuje odpowiedz na selen, pozwalaja
stwierdzi¢, ze ten SNP wplywa na stezenie Se w osoczu. Obserwowane jest to zaré6wno na
poziomie wyjsciowym — nizszy poziom Selenu u osobnikoéw posiadajacych w badanej pozycji
Thr, jak i efekt ten zaobserwowano rowniez podczas proby suplementacji (Jabtonska i in. 2016).
Co ciekawe, Meplan i in. zaobserwowali, ze polimorfizm SEPP1 modyfikuje poziom Se
w osoczu w odpowiedzi na suplementacje w sposob zalezny od BMI, co sugeruje, ze SEPP1
moze wptywac na odpowiedz na Se szczegodlnie u 0s6b z wyzszym BMI (powyzej 30) (Meplan
i in. 2013).

To, co jemy, ma ogromny wplyw na nasze zdrowie. Migso stanowi pozywienie
cztowieka od najdawniejszych czaséw i jest jednym z najwarto$ciowszych artykutow
zywnosciowych. Jest wysokogatunkowym i tatwostrawnym zroédtem réznych substancji
odzywczych, uznanym za najlepsze zrédto biatek, thuszczéw, witamin z grupy B i niektorych
sktadnikow mineralnych. Od wielu lat prowadzone sg badania nad zwickszeniem walorow
prozdrowotnych zywnosci pochodzenia zwierzecego. Do osiggniecia tego celu
wykorzystywane jest gtdéwnie zywienie zwierzat, chociaz wazng role odgrywaja tez czynniki
genetyczne (Kotodziej-Skalska i in. 2016).

Identyfikacja polimorfizméw w genomie §wini, ktore sa skorelowane z iloécia selenu,
pozwolitaby w procesie selekcji podnies¢ warto$¢ prozdrowotng migsa wieprzowego.
Znaczenie selenu zaznacza si¢ szczegOlnie wyraznie w koncowych ogniwach tancucha
pokarmowego. Powigzanie chordb zwigzanych z niedoborem selenu w organizmach ludzi
| zwierzat, szczegolnie z terenow o niskiej zawartosci tego pierwiastka, rozwingto obszar badan
zwigzanych z poszukiwaniem funkcjonalnych polimorfizméw gendéw, ktoérych wpltyw
manifestuje si¢ w zawarto$ci selenu (Kabata-Pendias 1998). Ustalenie ewentualnych zalezno$ci
pomiedzy genotypami analizowanych fragmentow genu, kodujacego selenoproteing
P a zawarto$cig selenu w miegsniu najdluzszym grzbietu $wini stato si¢ celem tej pracy.
Dodatkowo, okreslenie wptywu badanych SNPs na inne cechy produkcyjne: tuczne, rzezne

oraz jako$¢ migsa miato na celu sprawdzenie, czy selekcja pod katem zawartos$ci selenu
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W migsie nie wplynie negatywnie na cechy wypracowane przez lata prac hodowlanych.
W przeprowadzonych badaniach stwierdzono istotny statystycznie (p<0,01) wplyw jednego
z polimorfizméw na zawarto$¢ selenu. Wykazano rowniez, ze ta korzystna korelacja, nie
wptywa negatywnie na inne cechy produkcyjne. Wyniki te moga w przysziosci by¢ cenne pod
wzgledem prac selekcyjnych i predysponowaé ten polimorfizm w kategoriach markera
genetycznego.

W prezentowanej pracy wykazano wptyw badanych polimorfizméw na poszczegolne
cechy produkcyjne oraz parametry jakosci migsa, gtownie wskazniki pH po uboju. Rozwdj
metod genetyki molekularnej umozliwia szybka identyfikacj¢ wariantow allelicznych. Jednym
z najlepiej poznanych jest mutacja w genie RYR1, warunkujaca wystgpowanie hipertermii
ztosliwe;j. Jej obecnos¢ warunkuje zmniejszenie odpornosci zwierzat na czynniki stresowe, cO
skutkuje obnizeniem produkcyjno$ci $win, a nawet $miercig zwierzgcia. Ponadto, uzyskiwane
od takich $win migso jest obcigzone wada typu PSE (mi¢so blade, migkkie i wodniste),
spowodowane zwickszonym spadkiem pH w tkance mig$niowej post mortem, a tym samym
obnizong warto$cig technologiczng (Kapelanski i in. 1999, Ropka-Molik i in. 2017).

Podsumowujac otrzymane wyniki badan, mozna stwierdzi¢, ze poszczeg6lne
polimorfizmy w genie SEPP1 majg potencjal stania si¢ markerem zaréwno pod katem
standardowych cech produkcyjnych u $§win jak i nowatorskiego podejscia zwickszenia ilosci

selenu w migsie wieprzowym.
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7.

STWIERDZENIA | WNIOSKI

W oparciu o przeprowadzone badania mozna sformutowac nastepujgce wnioski:

Przy wykorzystaniu metody PCR-HRM i sekwencjonowaniu z uzyciem metody
Sangera wykazano wystepowanie licznych zmiennosci w obrgbie genu SEPP1.
Polimorfizm ¢c.718A>G jest istotnie skorclowany =z zawarto$cig selenu
w migsniu najdtuzszym grzbietu (tac. musculus longissimus dorsi). Podniesienie
poziomu selenu w mie$niu ze wzgledu na obecnos¢ polimorfizmu ¢.718A>G nie
wplywa negatywnie na pozostate badane cechy produkcyjne.

Obecnos¢ polimorfizmow ¢.632A>G 1 ¢.638G>A (polimorfizmy sprzezone) jest
istotnie statystycznie skorelowana z pH poledwicy mierzonym 24 godz. po uboju,
a takze pH szynki mierzonym po 45 min. oraz 24 godz. po uboju oraz wydajnoscia
rzezng 1 masg poledwicy u rasy pbz. Ponadto, u rasy pbz 1 wbp stwierdzono zwigzek
badanego polimorfizmu z wodochtonnoscia.

Polimorfizmy ¢.632A>G oraz c.638G>A istotnie oddzialujg na zuzycie paszy na
kilogram przyrostu.

Polimorfizmy ¢.632A>G oraz c.638G>A istotnie statystycznie wplywaja na wybrane
cechy rzezne u badanych ras §win.

Wykazano istotny zwigzek migdzy polimorfizmem c.718 A>G a wybranymi cechami
jako$ci migsa oraz parametrami rzeznymi: pH szynki 1 poledwicy mierzonym po 24
godz. po uboju oraz pH szynki mierzonym po 45 min.; wodochtonnoscig
1 intensywnoscig barwy zoltej; masa polgdwicy oraz masg polgdwicy bez skdry i stoniny
u dwoch badanych ras — wybrane cechy u osobnikow rasy wbp lub pbz.

Zmiana o charakterze insercyjno — delecyjnym - g.29023337_29023338insATGGTG -
wplywa na jasno$¢ i intensywno$¢ barwy migsa (czerwonej) oraz grubo$¢ stoniny
u osobnikow rasy wbp. Ponadto, stwierdzono jej zwiazek z pH poledwicy mierzonym
po 24 godz. po uboju. U rasy putawskiej i wszystkich badanych zwierzat odnotowano
zwiazek badanego polimorfizmu z wodochtonnoscia.

Zmiana polimorficzna w obrebie regionu 3’UTR (c.*655T>C) wptywa na wybrane
cechy jakos$ci migsa wieprzowego analizowane w poszczegdlnych rasach oraz dla cale;j
badanej populacji lacznie (intensywnos$¢ barwy czerwonej). Wykazano zwigzek
¢.*655T>C réwniez z wybranymi cechami tucznymi i rzeZnymi.

Poszczegodlne polimorfizmy w genie SEPP1 maja potencjal wykorzystania jako marker

selekcyjny pod katem standardowych cech produkcyjnych, a jeden z nich
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predysponowany jest dla nowatorskiego podejscia w celu zwigkszenia ilosci selenu

W migsie wieprzowym.
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8. STRESZCZENIE

W dzisiejszych czasach wiasciwie dobrana i zbilansowana dieta uznawana jest za jeden
Z najwazniejszych czynnikow warunkujacych ludzkie zdrowie. Szczegdlne znaczenie
przypisuje si¢ zwlaszcza zawarto$ci w diecie witamin i1 pierwiastkow $ladowych. Jednym z nich
jest selen (Se). Wielorakie funkcje, ktore spelnia wewnatrz ustroju, wigza si¢ przede wszystkim
z wystepowaniem selenoprotein. Niedobor selenu w diecie sprawia, ze enzymy wymagajace
jego wbudowywania nie mogg zosta¢ wyprodukowane lub tez s3 wytwarzane, ale ich funkcja
jest uposledzona. Stad tez niedobdr selenu moze przejawiaé si¢ zaburzeniami na réznych
poziomach funkcjonowania organizmu. Zawarto$¢ Se w naturalnej zywosci jest Scisle zwigzana
z potozeniem geograficznym. Niestety, na terenie Polski gleba jest uboga w selen, co przektada
si¢ rowniez na niedobory tego pierwiastka w organizmach Polakow. Wobec powszechnie
wystepujacych deficytow selenu problemem staje si¢ zapewnienie odpowiedniej jego podazy
w diecie. Podstawowym zréodlem Se sg produkty zwierzgce. Obecnie migso wieprzowe
analizowane jest pod katem polimorfizméw gendéw, ktoérych produkty biatkowe majg istotne
znaczenie dla jego jako$ci, w tym wlasciwosci prozdrowotnych. Jednym z istotnych biatek jest

selenoproteina P (SeP). Biatko to uczestniczy w magazynowaniu i transporcie selenu.

Cel pracy. Celem prowadzonych badan jest detekcja polimorfizméw w genie kodujacym
selenoproteing P (SEPP1) u $wini domowej (fac. Sus Scrofa domestica) oraz ustalenie
ewentualnych zalezno$ci pomiedzy genotypami analizowanych fragmentéw genu a cechami
uzytkowymi $win (tucznymi 1 rzeznymi), wybranymi parametrami jakos$ci migsa oraz

zawartoscig selenu w migéniu najdtuzszym grzbietu (fac. musculus longissimus dorsi).

Hipoteza badawcza. Wystepowanie zmienno$ci genetycznej w obrebie genu SEPP1 moze
wywiera¢ wptyw na cechy produkcyjne §win oraz zawarto$¢ selenu w migsniu najdluzszym

grzbietu.

Materialy i metody. Badaniami objeto 722 osobnikow nalezacych do 3 ras swin: wielka biata
polska, polska biata zwistoucha i putawska. Do izolacji genomowego DNA z fragmentu tkanki
mies$nia najdluzszego grzbietu uzyto zestawu Genomic Mini (A&A Biotechnology) oraz
Sherlock AX (A&A Biotechnology). W celu wykrywania zmiennos$ci, a nastgpnie
genotypowania wybranych fragmentow genu SEPP1 zastosowano metody: PCR-HRM,
sekwencjonowanie Sangera, PCR-ACRS, PCR-RFLP oraz analiza wielko$ci fragmentow
z wykorzystaniem sekwenatora kapilarnego CEQ8000 (Beckman Coulter). Zawartos¢ selenu

u 163 wybranych prob oznaczono metodg spektrofluorymetryczng z wykorzystaniem 2,3-
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diaminonaftalenu. Analiz¢ statystyczng wynikow wykonano za pomoca programu SAS v. 8.
02, z zastosowaniem procedury GLM (ang. General Linear Model).

Wyniki. W wyniku przeprowadzonych analiz w obrebie genu selenoproteiny P
zidentyfikowano obecno$¢ 11 mutacji. Okreslono czestos¢ wystepowania pigciu zmian
polimorficznych oraz ich wptyw na cechy produkcyjne §win i zawartos¢ selenu w badanych
tkankach mig¢$nia najdtuzszego grzbietu. Zidentyfikowane polimorfizmy wplywaly istotnie na
cechy tuczne (zuzycie paszy na kilogram przyrostu, przyrost dzienny), rzezne (m.in. wydajno$¢
rzezna, masa poledwicy, procent migsa w tuszy) i jako$¢ migsa wieprzowego (m.in.

wodochtonno$¢ migsa, pH polgdwicy i szynki).

Whnioski. Powigzanie wartosci liczbowych dotyczacych cech migsa ze zidentyfikowanymi
wariantami polimorficznymi genu SEPP1 pozwolito pozna¢ ich wpltyw. Poszczegdlne
polimorfizmy w genie SEPP1 maja potencjat wykorzystania jako marker selekcyjny pod katem
standardowych cech produkcyjnych, a jeden z nich predysponowany jest dla nowatorskiego

podejscia w celu zwigkszenia ilo$ci selenu w migsie wieprzowym.
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9. ABSTRACT

Nowadays, an adequately selected and balanced diet is considered one of the most
critical factors determining human health. Particular importance is attached in particular to the
content of vitamins and trace elements in the diet. One of them is selenium (Se). The multiple
functions it performs inside the body are primarily related to the presence of selenoproteins.
A deficiency of selenium in the diet means that enzymes that require its incorporation cannot
be produced or are produced, but their function is impaired. Hence, selenium deficiency may
manifest in disorders at various levels of the body's functioning. The Se content in natural food
is closely related to its geographical location. Unfortunately, the soil in Poland is poor in
selenium, which also translates into deficiencies of this element in the organisms of Poles.
Considering the commonly occurring selenium deficiencies, ensuring an adequate supply of
selenium in the diet becomes a problem. Animal products are the primary source of Se.
Currently, pork is analyzed in terms of gene polymorphisms, the protein products of which are
essential for its quality, including health-promoting properties. One of the essential proteins is

selenoprotein P (SeP). This protein is involved in the storage and transport of selenium.

Objective of the work. The research aims to detect polymorphisms in the gene coding for
selenoprotein P (SEPP1) in the domestic pig (Sus Scrofa domestica) and to establish possible
relationships between the genotypes of the analyzed gene fragments and the performance
characteristics of pigs (fattening and slaughter), selected parameters of meat quality and

selenium content in the musculus longissimus dorsi.

Research hypothesis. Genetic variation within the SEPP1 gene may affect the production

characteristics of pigs and the selenium content in the musculus longissimus dorsi.

Materials and methods. The study included 722 pigs belonging to 3 breeds: Polish Large
White, Polish White Landrace, and Pulawska. The Genomic Mini (A&A Biotechnology) and
Sherlock AX (A&A Biotechnology) kits were used to isolate genomic DNA from a fragment
of the musculus longissimus dorsi tissue. The following methods were used to detect the
variability and then genotype-selected fragments of the SEPP1 gene: PCR-HRM, Sanger
sequencing, PCR-ACRS, PCR-RFLP, and fragment size analysis using the CEQ8000 capillary
sequencer (Beckman Coulter). Selenium content in 163 selected samples was determined by
the spectrofluorimetric method using 2,3-diaminonaphthalene. The statistical analysis of the
results was performed with the SAS ver. 8.02 program, using the GLM (General Linear Model)

procedure.
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Results. As a result of the analyses carried out within the selenoprotein P gene, the presence of
11 mutations was identified. The frequency of five polymorphic changes and their influence on
pigs' production characteristics and the selenium content in the examined tissues of the
musculus longissimus dorsi were determined. The identified polymorphisms significantly
influenced fattening characteristics (feed consumption per kilogram of gain, daily gain),
slaughter traits (e.g., slaughter yield, loin weight, percentage of meat in the carcass), and pork

quality (e.g., water absorption of meat, pH of loin and ham).

Conclusions. Combining the numerical values for meat characteristics with the identified
polymorphic variants of the SEPP1 gene revealed their influence. Individual polymorphisms in
the SEPP1 gene have the potential to be used as a selectable marker for standard production

traits, one of which is predisposed to a novel approach to increase selenium levels in pork.
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10. SUPLEMENT

Tabela 1. Wptyw polimorfizmu ¢.638G>A na cechy jakos$ci migsa §win roznych ras

. 2 CALA Istotnos¢ GLM
Cechy jakosci Genotyp WBP PBZ PULAWSKA POPULACIA RASA | ROKST | c.632A5G
Zawarto$¢ thuszczu srodmigsniowego (%) AA 1,22£0,17 1,1820,24 1,39+0,44 1,27£0,32 - -
GA 1,19+0,12 1,09+0,20 1,43+0,42 1,33+0,39
Wodochtonnos¢ migsa AA 35,60+8,50 35,01+6,70 | a | 29,99+6,54 34,09+7,29 *x
GA 31,2345,92 31,3249,48 | b | 31,59+7,75 33,08+7,73
o . . . s AA 54,71+2,78 55,23+2,53 54,58+2,99 54,61+2,79 Fkk falal
Warto$¢ pomiaru barwy migsa — parametr L — jasnos$¢ GA 54.0642.55 54.30+3.25 55.3842.99 54.5042.95
Warto$¢ pomiaru barwy migsa — parametr A — wysycenie AA 16,35+1,51 16,30+£1,29 | b | 16,23+1,14 16,39+1,33 * faleial
barwy miesa w odcieniu czerwieni GA 16,60+1,31 16,94+1,52 | a 16,07+1,03 16,56+1,18
Warto$¢ pomiaru barwy migsa — parametr B — wysycenie AA 2,58+1,03 2,81+1,23 2,79+1,05 2,83+1,14 ekl
barwy migsa w odcieniu zéttym GA 2,67+1,23 3,25+0,86 2,93+1,16 3,06+1,10
Pomiar odczynu poledwicy 45 min. po uboju AA 6,28x0,19 6,29£0,18 6,28£0,15 6,24+0,18 -
GA 6,28+0,19 6,29+0,20 6,28+0,15 6,22+0,16
Pomiar odczynu poledwicy 24 godz. po uboju AA 3,580,12 3,60£0,09 1 A | 5,5920,09 3,60£0,10 -
GA 5,55+0,08 5,48+0,17 | B 5,59+0,07 5,58+0,10
Pomiar odczynu szynki 45 min. po uboju AA 6,29+0,17 6,24+0,15 | B 6,24+0,13 6,22+0,16 falaial
GA 6,25+0,16 6,370,228 | A | 6,25+0,12 6,22+0,17
Pomiar odczynu szynki 24 godz. Po uboju AA 5,58+0,12 5,5940,10 | a 5,57+£0,09 5,59+0,10 falel
GA 5,58+0,11 5,53+0,11 | b 5,58+0,08 5,59+0,09

Warto$ci oznaczone réznymi literami r6znig si¢ istotnie pomigdzy sobg (A, B =p<0,01; a, b = p<0,05). Dane przedstawiono w postaci $rednich LSM=£S.E. (***p<0,001;

*#p=0,01; *p=<0,05)
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Tabela 2. Wptyw polimorfizmu €.638G>A na cechy tuczne $win réznych ras

., Istotnosé¢ GLM
Cechy jakosci Genotyp WBP PBZ PULAWSKA | CALA POPULACJA RASA | ROKST | ¢.632ASG
Przyrost dzienny w tescie AA 912,06+92,39 920,84+144,65 825,75+92,29 888,48+128,23 Frx ekt
GA 911,34491,80 920,47+115,45 842,86+125,69 856,14+124,28
Masa ciata przed ubojem (kg) AA 623,35+54,83 618,41+85,85 575,89+59,93 604,48+77,35 Fhx Fxk
GA 614,86+82,40 628,06+61,83 582,02+54,47 581,23+68,70
Zuzycie paszy na kg przyrostu (kg/kg) AA 2,68+0,18 2,77+0,22 2,86+0,28 2,8040,25 Fx FrK *
GA 2,70+0,17 2,71+0,28 2,79+0,18 2,75+0,19
Dzienne pobranie paszy (kg) AA 2,44+0,23 2,54+0,34 2,35+0,21 2,44+0,29 Fkk faleed
GA 2,45+0,23 2,49+0,21 2,35+0,33 2,37+0,32
Liczba dni od urodzenia do uboju AA 162,47+16,51 162,06+21,65 174,33+18,69 168,63+£20,85 faleiel Fxk
GA 164,96+20,46 161,66+17,09 172,15£16,61 175,06+18,83
Liczba dni tuczu wlasciwego AA 77,95+9,27 77,69+11,68 84,58+9,75 80,92+11,14 falaied Fhx
GA 77,43+8,66 79,70£12,27 83,26+9,13 83,70+10,01

Warto$ci oznaczone réoznymi literami roéznia si¢ istotnie pomigdzy sobg (a, b = p<0,05). Dane przedstawiono w postaci srednich LSM+£S.E. (***p<0,001; *p<0,05)
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Tabela 3. Wptyw polimorfizmu ¢.638G>A na cechy rzezne $win réznych ras

s . CALA Istotno$¢ GLM
Cechy jakosci Genotyp WBP PBZ PULAWSKA POPULACJA RASA | ROKST | c.632A5G
Wydajnosé rzezna (%) AA 76,83+2,81 76,2942.29 | A | 75,34+2,40 76,17+2,52 Fkk
GA 76,80+1,96 75,45+1,47 | B | 75,3842,70 75,78+2.,40
Masa poledwicy (kg) AA 7,46+0,97 7,31+0,77 | b | 6,93+0,86 7,28+0,90 Fkx
GA 7,41+0,78 7,55+0,82 | a | 6,88+0,75 7,13+0,81
Masa poledwicy bez skéry i stoniny (kg) AA 5,91+0,72 5,79+0,60 5,30+0,66 5,72+0,70 Fxk faleial
GA 5,82+0,58 5,83+0,56 5,19+0,54 5,49+0,60
. .. L AA 9,34+0,58 9,20+0,57 8,79+0,67 | a 9,16£0,63 ikl
Masa szynki zadniej bez sloniny i skory (kg) GA 9.42+0,53 9,12+0,91 8,57+40,69 | b 8,02+0,75
Srednia grubos¢ stoniny z 5 pomiaréw (cm) AA 1,330,33 1,30+0,32 163044 | b 1,38+0,39 B - - -
GA 1,40+0,33 1,38+0,34 1,79£043 | a 1,64+0,44 A
Powierzchnia oka polgdwicy po planimetrowaniu obrysu AA 53,34+5,34 53,73+5,25 51,80+6,02 53,09+5,51 *x xR
(cm?) GA 53,05+4,70 52,97+5,96 50,34+5,31 51,78+5,32
Procent migsa w tuszy (%) AA 61,52+3,36 61,70+2,99 59,36+2,87 | a 61,2643,16 a Fkk *
GA 61,71+2,94 61,36+4,67 57,78+3,56 | b 59,714£3,96 b
Procentowa zawarto$¢ migsa w wyrgbach AA 24,01+1,27 23,74+1,33 22,45+1,64 | a 23,55+1,51 a el *
podstawowych (%) GA 24,07+0,85 23,60+1,81 21,89+1,75 | b 22.86+1,76 b

Warto$ci oznaczone réznymi literami r6znig si¢ istotnie pomigdzy sobg (A, B =p<0,01; a, b = p<0,05). Dane przedstawiono w postaci $rednich LSM=£S.E. (***p<0,001;

**p<0,01; *p<0,05)
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Tabela 4. Wptyw polimorfizmu c.718A>G na cechy tuczne $win réznych ras

Cechy jakosci Genot WBP PBZ PULAWSKA | CALA POPULACJA IstotnoS¢ CLM
echy jakosal enotyp RASA | ROKST [ c.718A>G
AA -- 993,23+ 818,16+98,10 806,00£101,64 Frx ekt
Przyrost dzienny w tescie AG 917,65+26,69 894,78+114,56 852,85£119,53 843,94+117,70
GG 911,56+93,47 923,35+146,29 827,62+83,72 895,72+128,25
AA -- 721,69+ 575,01+59,53 564,39+65,60 faleel falekel
Masa ciata przed ubojem (kg) AG 639,78+25,09 634,09+62,34 581,87+61,94 573,78+65,35
GG 620,41+59,10 616,24+86,68 577,27+54,69 608,72+77,41
AA -- 2,41+ 2,95+0,40 2,96+0,41 faleiel Fxk
Zuzycie paszy na kg przyrostu (kg/kg) AG 2,77+0,21 2,77+0,18 2,85+0,25 2,8540,25
GG 2,6840,17 2,77+0,22 2,84+023 2,73+0,22
AA -- 2,39+ 2,38+0,19 2,36+0,19 faleel falekel
Dzienne pobranie paszy (kg) AG 2,54+0,15 2,47+0,30 2,42+0,30 2,39+0,29
GG 2,44+023 2,54+035 2,34+0,20 2,43+0,30
AA -- 138,43+ 173,98+17,65 177,94+18,40 faleiel Fxk
Liczba dni od urodzenia do uboju AG 155,59+6,50 160,46+19,36 172,74+19,74 176,38+20,34
GG 163,30+17,12 162,27+21,58 173,96+16,71 167,64+20,41
AA -- 73,43+ 85,0149,21 87,06+9,22 Fxx Fkk
Liczba dni tuczu wtasciwego AG 75,59+3,48 80,25+12,47 82,26+10,80 84,25+11,00
GG 77,98+9.28 77,50+11,70 84,47+8.,09 80,41+10,88

Dane przedstawiono w postaci $rednich LSM=£S.E. (***p<0,001)
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Tabela 5. Wptyw polimorfizmu g.29023337 29023338insATGGTG na cechy tuczne §win roznych ras

Istotnos¢ GLM
Cechy jakosci Genotyp WBP PBZ PULAWSKA | CALA POPULACJA RASA ROKST .Pollmorflzm
INSATGGTG
406 898,91+64,64 886,92+122,61 860,28+98,90 886,92+119,09 Fkk
Przyrost dzienny w tescie 406/412 909,45+84,86 876,46+99,14 844,02+91,29 876,46+98,15
412 892,97+102,92 862,98+ 829,19+20,72 862,98+89,53
406 620,89+47,15 599,97+76,68 590,54+62,66 599,97+79,24 ekl *x
Masa ciata przed ubojem (kg) 406/412 614,63+73,37 592,06+60,00 581,15+53,60 592,06+70,64
412 606,08+53,71 594,03+ 593,16+15,19 594,03+41,17
Zuiycie paszy na kg przyrosty 406 2,66+0,11 2,74%0,15 2,84+0,32 2,74+0,26 *kk
(Kg/kg) 406/412 2,65+0,19 2,72+0,22 2,80+0,18 2,72+0,22
412 2,58+0,17 2,65+ 2,75+0,16 2,65+0,21
406 2,39+0,16 2,42+0,41 2,4240,22 2,424032 Hkx ok
Dzienne pobranie paszy (kg) 406/412 2,41+0,22 2,39+0,18 2,34+0,36 2,39+0,29
412 2,30+0,27 2,20+ 2,27+0,08 2,29+0,20
406 161,04+13,68 167,34+12,84 169,84+16,45 167,34+17,58 Fhk Fkk
Liczba dni od urodzenia do uboju 406/412 166,42+15,52 170,05+10,59 171,95+16,14 170,05+17,09
412 172,16£22,12 172,94+ 171,17+7,16 172,94+16,31
406 77,94+6,98 80,19+8,03 81,03+9,02 80,19+8,87 Fhk Fkk
Liczba dni tuczu wiasciwego 406/412 78,41+£9,24 81,41+6,79 83,02+6,56 81,41+8,53
412 82,91+13,84 85,39+ 86,13+£2,19 85,39+10,35

Dane przedstawiono w postaci $rednich LSM+S.E. (¥**p<0,001; **p<0,01)
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