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Osszefoglalas

Az éllatok szine, specidlis jegyei az éllattenyésztésben igen nagy szerepet jatszottak, kiilonosen a fajtak kialakitdsdnak
idején. A kiilonboz6 allatfajokra jellemzd szOrszin-véltozatok genetikai hatterének megismerésére az utébbi években
jelentds kutatdi torekvés irdnyul. Az egyes szarvasmarhafajtdk szOrszinének kialakitasaért felelds génekrdl — a tobbi
allatfajhoz képest - még viszonylag keveset tudunk. A legtdbb szarvasmarha szorszin-vdltozat kialakitdsdban az
MCIR jatszik szerepet, ezért szdmos vizsgdlat folyt a génnel kapcsolatban. Az utdbbi években egyre tobb
szarvasmarhafajta MCIR genotipusait azonositjdk a kutaték és ezen informacidk felhaszndlhatéak a termékek
nyomonkoOvethetOségének vizsgdlatira is. Az alkalmazott PCR-RFLP mddszer segitségével a szarvasmarha MCIR
16kusz hdrom alléliét (E°, E', e) sikeriilt elkiiloniteniink. Meghatiroztuk négy Magyarorszdagon tenyésztett
szarvasmarhafajta (magyar sziirke, magyartarka, charolais, holstein-friz) MCIR genotipusait. Varakozdsainknak
megfeleléen, a dominans E” allélt (mely fekete szérzetet alakit ki) csak a holstein-friz fajtdban tudtuk kimutatni. A
magyartarka €s a charolais fajtakban a recessziv allél () rogziilését tapasztaltuk, a vad-tipusi allél (E*) pedig kizdrdlag
a magyar sziirke fajtdban volt jelen.

Kulcsszavak: MCI1R, szOrszin, szarvasmarha, PCR-RFLP

Role of MC1R polymorphisms in forming coat colour of cattle
Abstract

Colour and special marks of animals had always played a significant role in animal breeding, especially at the time of
forming breeds. Recently, there has been a sustained research effort to unfold the genetic background of coat colour
varieties characteristic to the different animal species. However, comparing to other animal species, quite less is known
about the genes responsible for determining the different coat colour varieties of cattle breeds. In cattle, MCIR gene
has been subject of several studies in order to elucidate the biology of coat colour. Recently, an increasing number of
publications have been reporting MCIR genotypes of cattle breeds. This information can be used for product
traceability. Using PCR-RFLP method, we identified three alleles (E”, E*, e) of the MC1R locus. MCIR genotypes of
four cattle breeds popular in Hungary (Hungarian Grey, Hungarian Simmental, Charolais, Holstein) were determined.
Due to our previous expectations, the E” allele (forming black coat colour) was present only in the Holstein breed. The
recessive allele (e) was fixed in the Hungarian Simmental and the Charolais breeds, while the wild-type allele (E*) was
identified only in the Hungarian Grey.

Keywords: MCI1R, coat colour, cattle, PCR-RFLP
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Irodalmi attekintés

Az allatok szine, specidlis jegyei az dllattenyésztésben igen nagy szerepet jatszottak, kiilondsen a
fajtak kialakitasanak idején. A hobbitenyésztésben ez ma is rendkiviil sz€éles korben érvényes.

A vadon €16 éllatok szine rendszerint barndssziirke, Uin. vadszin. Ez a szin biztositja az dllat szdméra a
mimikri révén a legjobb védelmet. A héziasitdssal sok fajban lépett fel szinmuticié, amit az ember a
kivédlogatassal igyekezett megOrizni. A hdzidllatfajtak szelekcidjdval az Osok eredeti, tobbnyire nem
véltozatos, a kornyezethez alkalmazkodd, legfeljebb a téli-nydri véltozatban 1étez6 vad szinei gyakran
eltintek (Zolddg, 2004).

A kiilonboz6 allatfajokra jellemz6 szOrszin-véltozatok genetikai hatterének megismerésére az utobbi
években jelentds kutatoi torekvés irdnyul. Az egyes szarvasmarha fajtdk szorszinének kialakitasaért felelOs
génekrdl — a tobbi dllatfajhoz képest - még viszonylag keveset tudunk. Ez valésziniileg 6sszefiigg azzal, hogy
a szarvasmarhdndl, a 19val ellentétben, a szin az utolsé évszdzadban - a fajtdk kialakuldsa utdn- rendkiviil
alarendelt szerepet jatszik. Kantanen és mtsai (2000) felhivjdk a figyelmet arra, hogy a torzskonyvekben
meghatdrozott hagyomdényos szOrszin-tipusok megdrzése €s fenntartdsa kiemelkedd fontossdgu a
veszélyeztetett hagyomanyos haziallatfajtdk génmegorzése szempontjabol.

A pigmenttermelési folyamat elején a melanoszomédkban a pigmentsejtekhez melanocita stimuldlo
hormon receptorok (MSHR) kapcsolédnak. Az MSH receptor szinonim elnevezése a melanocortin-1-receptor
gén (MCIR). A pigmentsejtek mar az embriondlis fejlodés sordn, a szoveti differencidlodas kiilonbozo
szakaszaiban eloszlanak az egyes szovetekben. A melanocitdk differencidléddsa az embriondlis veldcso
Ossejtjeibdl torténik, ugyanezen sejtcsoportok a laté-é€s hallészerv agyi kozpontjainak, illetve az érfali
szovetek kifejlodéséhez is hozzdjarulnak. Valoszinlileg ezzel magyardzhaté, hogy az albinizmusos
pigmenthidny, vagy mads pigmenttermeléshez kotédd zavarok idegrendszeri rendellenességekkel is egyiitt
jérhatnak (Klungland és Vage, 2003; Zolddg, 2003).

A melanocitdkban alapvetden kétféle pigment termelddik: a fekete vagy barnds szinli eumelanin,
illetve a voroses vagy sarga feomelanin. A fekete a sotétebb, mig a voros a vildgosabb szinek kialakuldsaért
felel6s. Szintézisiik eltérd anyagcseretton zajlik (Prota, 1992). Olson (1998) kutatdsi eredményei is
megerdsitik, hogy a hazidllatok kiiltakar6janak szinét alapvetden a kétféle pigment kombindlédasa, eloszldsa,
kiterjedése, higuldsa vagy a termelddés hidnya hatdrozza meg. Az eumelanin és a feomelanin termelddését a

tirozindz enzim aktivitdsa befolydsolja, amelynek miikodését az MSH receptor szabdlyozza.
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Alacsonyabb tirozindz aktivitds a feomelanin, mig magasabb tirozindz aktivitds eumelanin termelddéséhez
vezet. Az MSH receptort az Extension 16kusz kédolja. Az eumelanin termelddését a tirozindz mellett mas
enzimek is, igy a TYRPI (tirozindz-szer( fehérje) és a dopakrom-tautomeraz (DCT vagy més néven TYRP2)
is szabdlyozzak (Klungland és Vage, 2003).

Az eml6sok pigmentdcidjat szabdlyozé gének subcelluldris, celluldris, szoveti és kornyezeti szinten

hatnak (Sulaimon és Kitchell, 2003).

Melanocortin-1-receptor (MCIR)

A legtobb szarvasmarha szOrszin-vdltozat kialakitdsdban az MCIR jatszik szerepet, ezért szdmos
vizsgalat folyt a génnel kapcsolatban. A gén pontos helyét Werth és mtsai (1996) hatdroztdk meg a 18.
kromoszémén. Szarvasmarhdban az elsd vizsgalatok (Klungland és mtsai, 1995; Jorg és mtsai, 1996) egy
domindns fekete: EP (L99P) és egy recessziv voros: e (310delG) allélrdl szamoltak be. E mutédciok nélkiili
barmely kédol6 szekvencidt a vad-tipusi allélnek (E™) tekintették, ami a legtobb vords, vordsesbarna vagy
fekete varidnsok kombindcidjadnak kialakitdsaért felelos (Olson, 1998). Az allélek dominanciasora a
kovetkez6: EP>E*>e.

A termékek nyomonkovethetdségének vizsgdlatdhoz egyre tobb kutaté javasolja a szOrszin
meghatdrozdsaban szerepet jitszé gének alaposabb megismerését. Maudet és Taberlet (2002) eredetvédett
francia sajtok esetében vizsgdltdk a nem megengedett, de esetlegesen bekevert holstein tej jelenlétét az
MCIR allélek felhaszndlasdval. Russo és mtsai (2007) szintén a tejtermékek eredetvédelme érdekében
hatdroztdk meg 6t olasz tejhasznu fajta MC1R genotipusait. Az egyes szarvasmarhafajtdkra jellemzé MCIR
genotipusok meghatdrozdsdval €s mds, a szOrszin kialakitdsaban szerepet jatsz6 gének polimorfizmusainak
vizsgdlatdval olyan géntesztek dolgozhaték ki, melyek eredményesen alkalmazhatéak a termékek
eredetvédelme érdekében. Vizsgalataink célja négy, Magyarorszagon tenyésztett szarvasmarhafajta (magyar

sziirke, magyartarka, holstein-friz, charolais) MC1R genotipusainak meghatdrozasa.

Anyag és médszer

A genotipizdlashoz Osszesen 120 egyedtdl (fajtanként 30) gyiijtottiink vérmintdkat. A vérminta-vétel
az allatok torkolati véndjabol (vena jugularis) tortént, 5 ml mennyiségben egyedenként, EDTA

véralvaddsgatlot tartalmazd csovekbe. A mintdkat feldolgozasig -20°C-on taroltuk. A vérbdl genomi DNS-t

Zsolnai és Orbdn (1999) médszere alapjan tisztitottunk.
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PCR kondiciok

18 ul PCR mixhez [9,4ul desztillalt viz, 2ul (0,2 mM) dANTP (Pharmacia Biotech, USA), 0,2ul GoTaq
Flexi DNA Ploymerase (Su/ul, Promega, Medison, USA), 4ul (5x) puffer (Promega, Medison, USA), 2ul (25
mM) MgCl, (Promega, Medison, USA), 0,2ul-0,2ul forward, ill. reverse primer (10 pmol/ul, Invitrogen
Corporation, California, USA)] 2ul genomidlis DNS (50-100 ng/ul) adagoltunk (/. tdbldzat).

1. tdbldzat: Az alkalmazott primerek szekvenciaja

Alkalmazott primerek szekvenciaja
(Crepaldi és mtsai, 2003)
MCI1R-M1 (forward) 5'AAG AAC CGC AACCTGCACT3'

MCIR-M2 (reverse) 5'GCT ATG AAG AGG CCA ACG AG 3

Table 1. Sequences of the primers used in the experiments

PCR kondiciék: 95°C 2 perc, 95°C 30 mp, 61°C 30 mp, 72°C 30 mp, 72°C 5 perc, 10°C oo, 35 ciklus.

A PCR reakciokhoz GeneAmp PCR Sytem 9700 (Applied Biosystems) tipusi PCR késziiléket
hasznaltunk. A vegyszerek bemérése steril fiilke alatt tortént.

A PCR eredményeként egy 401 bp hosszusdgui terméket kaptunk, mely a restrikcidés enzimek
felismerd helyét tartalmazza. A PCR-termék emésztése Mspl és MspATll restrikcios enzimekkel (Promega,
Medison, USA) tortént. AZ RFLP vizsgédlathoz 7ul PCR-termékhez 3 ul mixet (1,4ul dH,0, 1,0ul 10x
puffer, 0,1ul BSA, 0,5ul (10u/ul) enzim) adtunk, majd 37°C-os vizfiirddben 3 6rdn keresztiil emésztettiik.
Ezt kovetéen a mintdkat 2%-os agar6z gélen futtattuk, Biocenter PSE gélfuttaté kddban. A mintdk festése

ethidium-bromiddal tortént, igy a kiillonb6z6 fragmentumok UV fényben lathatéva vélnak.

Eredmények és értékelés

Az alkalmazott PCR-RFLP mddszer segitségével a szarvasmarha MCIR 16kusz harom alléljét
sikeriilt elkiiloniteniink: a) a dominans EP allélt, mely fekete szdrzetet alakit ki, b) a recessziv e allélt, mely
homozigéta allapotban vords szorzetet eredményez és c) a vad-tipusi E* allélt, mely mds, a szdrzet

kialakitasdban szerepet jatszé gének hatdsatol fliggden valtozatos szinii kiiltakarét eredményez.
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A recessziv (e) allél jelenléte esetén G delécié van a 310 poziciéban. Az Mspl enzim felismerd helye
nincs jelen, ezért az enzim nem vag és 401 bp hosszisagu fragmentet kapunk. Amennyiben nincs jelen ez a

mutacié (vagyis E* vagy E” allél van jelen), akkor 285 és 116 bp hossziségu fragmenteket kapunk (1. kép).

1. kép: Mspl emésztés gélképe L: 50 bp DNS 1étra, MT: magyartarka, H: holstein-friz, MSZ: magyar
sziirke, Ch: Charolais, e: recessziv allél (voros szin), E”: dominéns allél (fekete szin), E*: vad-tipusu allél
(valtozatos szin)

Picture 1. Results of digestion with Mspl enzyme L: 50 bp DNA ladder, MT: Hungarian Simmental, H: Holstein, MSZ:
Hungarian Grey, Ch: Charolais, e: recessive allele (red colour), E’: dominant allele (black colour), E*: wild-type allele
(various colours)

Az EP allél T/C helyettesitést jelent 296 poziciéban. Az MspAll enzim segitségével az EP allél
kiilonitheté el a vad-tipusti (E*) és a recessziv (e) allélektdl. EP allél jelenléte esetén 249, 105 és 48 bp
hossziséagt fragmenteket kapunk, mig az E* vagy a e allél jelenlétét 249 és 153 bp hosszisdgt fragmentek

jelzik (2. kép).

H MSZ Ch

E*v.e E*v.e

EP/e v. E*
EDP/E*v. e EP/E* v. e

2. kép: MspA1l emésztés gélképe L: 50 bp DNS létra, MT: magyartarka, H: holstein-friz, MSZ: magyar
sziirke, Li: limuzin, e: recessziv allél (voros szin), EP: domindns allél (fekete szin), E: vad-tipusu allél
(valtozatos szin)

Picture 2. Results of digestion with MspAl enzyme L: 50 bp DNA ladder, MT: Hungarian Simmental, H: Holstein,

MSZ: Hungarian Grey, Ch: Charolais, e: recessive allele (red colour), E": dominant allele (black colour), E*: wild-type
allele (various colours)
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A vizsgélt szarvasmarhafajtak koziil a varakozdsainknak megfelelden kizdrolag a fekete-tarka
sz6rszinii holstein-friz esetében tudtuk kimutatni a dominéns (E") allélt. Eredményeink megerdsitik a korabbi
vizsgalatok (Jorg és mtsai, 1996; Rouzaud és mtsai, 2000; Maudet és Taberlet, 2002; Crepaldi és mtsai,
2003; Rolando és Di Stasio, 2005; Russo és mtsai, 2007) megdallapitasait. Mindegyik vizsgdlt holstein-friz
egyed fekete-tarka szOrszinii volt, vagyis legaldbb egy EP alléllel rendelkezett.

Ugyanakkor az is ismert tény, hogy a recessziv (e) allél jelen van a fajtdban. Russo és mtsai (2007)
0,11 allélgyakorisagi értékkel mutattdk ki az olasz holstein dllomdnyban. Az altalunk vizsgdlt (kisebb

létszamu) dllomédnyban kisebb gyakorisdggal (0,02) fordult el6 a recessziv allél (2. tdbldzat).

2. tdabldzat: A vizsgalt fajtak MCI1R allélgyakorisagi értékei

MCIR allélek gyakorisaga(4)
Fajta(1) Szorszin(2) Vizsgalt elemszam(3) D - =
magyar sziirke(5) sziirke(9) 30 - - 1,00
magyartarka(6) voros-tarka(10) 30 - 1,00 -
holstein-friz(7) fekete-tarka(11) 30 0,98 0,02 -
charolais(8) krémszinti(12) 30 - 1,00 -

Table 2. MCIR allele frequencies of the different cattle breeds
1: breed, 2: coat colour, 3: number of analysed samples, 4: allele frequencies, 5: Hungarian Grey, 6: Hungarian
Simmental, 7: Holstein, 8: Charolais, 9: grey, 10: red and white, 11: black and white, 12: cream-coloured

A magyartarka fajtdban a recessziv allél (e) rogziilését tapasztaltuk. Az olasz szimmentali esetében
Crepaldi és mtsai (2003) és Maudet és Taberlet (2002) is az e allél fixdlodast jelentették, Russo és mtsai
(2007) azonban 0,029 allélgyakorisagi értékkel a vad-tipusd (E) allélt is kimutattak. A vords szin higult
véltozatdval rendelkez6 charolais fajtdban szintén csak a recessziv (e) volt kimutathat6.

A vad-tipust allélt (E*) a hazai tenyésztési fajtdk koziil csak a magyar sziirke fajtdban tudtuk
kimutatni. Tobb kutatécsoport is vizsgélta a magyar sziirke rokonsdgi korébe tartozé fajtdk (piemonti,
chianina, romagnola) MCIR genotipusait. A felsorolt fajtdk kiiltakar6janak szine nagymértékben hasonl6 a
magyar sziirkééhez, igaz a romagnola és a chianina esetében e szinvaltozat higult valtozatait taldljuk.
Rolando és Di Stasio (2005) az E* allél fix4loddsat jelentette a piemonti fajtaban, ugyanakkor Russo és mtsai

(2007) 0,08 allélgyakorisagi értékkel kimutattak a recessziv allél jelenlétét is.
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