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Osszefoglalas

A hosszi hasznos élettartamra sokdig csak a kiillem alapjan probéltak kovetkeztetni a kutatdk és a ten
yésztok. A kiilonbozd technologidk €s a molekuldris genetikai kutatdsok fejlédésével ma mar szamos
olyan 4j eljards all rendelkezésiinkre, amelyekkel mar borjikorban eldre jelezhetd egy allat késObbi
teljesitménye. Az utdbbi néhdny évben tobb tanulmédny szdmolt be arrdl, hogy bizonyos genotipusu
egyedek hosszabb hasznos élettartammal jellemezhetOk, mint mds genotipusd tarsaik. Mivel a
selejtezések fO okai nagyrészt a termelési szint csokkenése, illetve szaporodasbiologiai problémadk, mint
példaul az djrafogamzds elmaraddsa, a kutatok olyan géneket vizsgaltak €s vizsgédlnak, melyek ezekre a
tulajdonsagokra hatdssal lehetnek.

A szerzOk a hosszud hasznos élettartamot varhatéan befolydsold gének (protedz inhibitor: PI, calpastatin:
CAST) polimorfizmusait vizsgaltdk két holstein-friz tehéncsoportban. Az egyik (1.) tehéncsoportba elsé
laktacios, selejtezésre itélt egyedek (39), a masik (2.) csoportba legaldbb 5 lezart laktaciéval rendelkezd,
hosszd hasznos élettartamu allatok (33) keriiltek. Az egyedek az orszag kiillonbozo tejeld szarvasmarha
telepeirdl keriiltek kivdlasztasra. A vizsgalathoz PCR-RFLP-moddszert alkalmaztak. A csoportok kozotti
kiillonbségek megéllapitasdhoz a x2 —prébat hasznaltak. Osszefoglaldsként elmondhaté, hogy sem a PI,
sem a CAST gén polimorfizmusait vizsgdlva nem taldltak statisztigailag igazolhat6 kiilonbséget az 1.
laktacioban selejtezésre {télt és a hosszi hasznos élettartammal rendelkezd egyedek kozott.
Eredményeiket befolydsolhatta az alacsonyabb elemszdm, ezért a vizsgilatok megismétlését javasoljak
nagyobb dllomdnyokban

Kulcsszavak: hasznos élettartam, gén polimorfizmusok, proteat inhibitor, calpastatin, holstein-friz
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Genetic possibilities of the increase of productive life in milking bovine substances

Abstract

Researchers and breeders tried to deduce the long productive life based on the type only for a long time.
Several new procedures like that stand for our provision already today with the development of the
different technologies and the molecular genetics researches, with which the later performance of an
animal which can be prediction in a calf age already. In the last few years more studies reported that
animals with a certain genotype are qualifiable with a longer productive life than their companions with
an other genotype.

Since the decrease of the production level, multiplying concerned are the capital reasons of the sorting
out, the researchers examined genes that may have an effect on these characteristics. The authors
examined the polymorphisms of the genes influencing the long productive life expectedly in two dairy
cattle groups. Cattles sentenced culling after the first lactation got into the first group. (39 dairy cattles),
Into the second group at least five accomplished lactation cattles (33) they were found. The animals they
got from the country's different milking bovine settlements onto a selection. To the examination PCR-
RFLP method was applied. To the statement of the differences between the groups the y2 test was
applied. As a summary can be related, how examining the polymorphisms of gene PI, and CAST they did
not find differences which can be justified statistically between dairy cattles sentenced to sorting out after
the 1st lactation and others who have long productive life. The lower number of elements may have
influenced their results, repeating the examinations is suggested in bigger substances because of this.

Keywords: longevity, gene polimorfisms, proteate inhibitory, calpastatin, Holstein Friesian

Bevezetés

A hosszi hasznos élettartamra sokdig csak a kiillem alapjan tudtak kovetkeztetni a kutatok és a
tenyésztok. A kiilonboz6 technoldgidk és a molekuldris genetikai kutatasok fejlddésével napjainkban mar
szamos olyan Uj eljards all rendelkezésiinkre, melyekkel akir borjikorban eldre jelezhetd egy éllat
késobbi teljesitménye. Az utébbi néhany évben tobb tanulminy szamolt be arr6l, hogy bizonyos

genotipust egyedek hosszabb hasznos élettartammal jellemezhetdk, mint mas genotipusu tarsaik.
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Mivel a selejtezések f6 okai nagyrészt a termelési szint csokkenése, illetve szaporoddsbioldgiai
problémadk, mint példaul az djrafogamzas elmaraddsa, a kutatok olyan géneket vizsgaltak és vizsgélnak,

melyek ezekre a tulajdonsdgokra hatdssal lehetnek.

Irodalmi attekintés

Khatib és mtsai (2007) az UTMP (uterine milk protein) gén expresszidjat kiillonboz6 szovetekben
vizsgalva kerestek Osszefiiggést a tejeld tehenek hasznos é€lettartamdval. A gén pontos szerepe még nem
teljesen tisztazott, de valdsziniileg hatdssal van a fogamzdsra, szabdlyozza a novekedést és az anya
immunrendszerének szupresszidjdban is szerepet jatszik.

Wang és mtsai (2008) a 2 fibrolaszt novekedési faktor (FGF2) és a tejosszetétel, a szomatikus
sejtszam €s a hasznos élettartam kozotti osszefiiggéseket vizsgaltdk. Eredményeik azt mutattdk, hogy a
11646 pozicidban taldlhatd egyszerli fehérje polimorfizmus (single nucleotid polimorfism, SNP) hatassal
volt a vizsgélt tulajdonsdgokra. Huang és mtsai (2008) POUIF1 (POU class 1 homebox 1) gén
polimorfizmusai €s a tejhozam, valamint a hasznos élettartam kozott tapasztaltak Osszefliggést.

Khatib és mtsai (2005) a protedz inhibitor (PI) gén hatédsat vizsgéltdk az észak-amerikai holstein-
friz dllomanyok termelési €s funkciondlis tulajdonsigaira. Megéllapitottdk, hogy a gén hatdssal volt a
vizsgélt dllomany hasznos élettartamara.

Garcia és mtsai (2006) a calpastatin (CAST) génben azonositott két muticié és a tejhaszni
tehenek fertilitdsa és hosszi hasznos élettartama kozotti 0sszefiiggéseket vizsgaltak. Eredményeik alapjan
a gén 3 axonjdban taldlhat6 283C>T mutdcié van hatdssal a tejhaszni szarvasmarha hasznos
€élettartamdra. Véleményiik szerint a CAST gén kedvezd alléljére val6 szelekcid varhatéan nem jar egyiitt

a termelési szint csokkenésével.

Anyag és modszer

A hosszi hasznos élettartamot varhatéan befolydsold gének (protease inhibitor, calpastatin)
polimorfizmusainak vizsgalatdhoz PCR-RFLP mddszert alkalmaztunk. A polimerdz lancreakcié (PCR) a
genetikai vizsgdlatok kiinduldépontja, ez a technika a leghatékonyabb mddja egy adott DNS-szakasz in

vitro sokszorositasanak.
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Egy vagy tobb DNS szekvencia kozel exponencidlisan sokszorosithaté egymast koveto,
szabdlyozott hdmérsékleten végbemend reakciok ciklusain keresztiil (Fésiis és mtsai, 2000). A technikat
Mullis-Faloona (1987) dolgozta ki.

Ismert mutdciok azonositdsara az RFLP (restriction fragment length polymorphism, restrikcids
fragmenthossz polimorfizmus) a legéltalainosabban haszndlt mddszer (Botstein és mtsai, 1980). PCR
segitségével a kivant régiot felszaporitjak, majd restrikcidés endonukledzzal kezelik. A restrikcids enzimek
baktériumok 4ltal termelt enzimek, amelyek adott szekvencidt felismerve a DNS-t emésztik, vigjak.
(Dowling és mtsai, 1990). Az allélek kozotti szekvencia-kiilonbség restrikcids enzim felismerdhelyet hoz
1étre vagy torol, igy az enzimes emésztést kovetden minden allél a rd jellemzd fragmenthosszt fogja
mutatni. Az eltéré hosszisagu fragmentumokat ethidium-bromidos agar6z gélen futtatva (elektroforézis),
UV-fény alatt 1athatova valnak és elkiilonithetok. Az elektroforézis ionos toltésii molekuldk elvédlasztasa a
feliileti toltésstirliség, a molekulatomeg és az alak alapjan (Fésis és mtsai, 2000). A DNS-molekuldk
egyendram hatdsdra a pozitiv toltés irdnydba haladnak és hosszuktol fiiggden eltéré tdvolsdgban
észlelhetok. Az RFLP-mddszer elOnye, hogy alkalmazédsaval egyszeriien sok minta vizsgalhat6 (Aquadro
és mtsai, 1992), hitranya azonban, hogy a vizsgalt mintdk csak két genotipusba sorolhatok. (Archibald-
Haley, 1993).

Vizsgdlatainkhoz mintdt gytijtottiink

a) 1. laktécids, selejtezésre itélt

b) hosszud hasznos élettartamu (legaldbb 6t lezart laktacidval rendelkez0)
egyedektdl. A begylijtott mintakbdl (vér, sz0r) genomidlis DNS-t tisztitottunk, majd PCR-RFLP-mddszer
segitségével hataroztuk meg a vizsgdlni kivant gének polimorfizmsait.

A vizsgalatok sordn Osszesen 72 holstein-friz tehén PI és CAST genotipusat allapitottuk meg. Az
egyedeket az orszdg tobb tejeld szarvasmarha-telepérdl vdlasztottuk ki. A hosszi hasznos élettartamu
csoportba 33 egyed, mig az 1. lakticidban selejtezésre itélt csoportba 39 egyedet soroltunk.

A két csoport (305 napos lakticidra vetitett) atlagos termelési paraméterei az [. tdbldzatban

lathatoak. Az egyedek termelési adatait a Szarvasmarha Informaciés Rendszerbdl gytijtottiik ki.



156

Berta et al. /AWETH Vol 5. 4. (2009)

1. tdabldzat: A két csoport atlagos termelési paraméterei

Tejmennyiség Zsirmennyiség Fehérje-mennyiség
(kg) 1) (kg) (2) (kg) B
1. laktacios selejt (4) 8013,82 279,54 249,84
hosszia hasznos élettartamu (5) 10680,75 358,94 328,62

Table 1. The average production parameters of the two groups
Milk quantity (1), Fat quantity (2), Protein quantity (3), Dairy cattles who were sentenced to culling after the
1st lactations (4), Dairy cattles with long productive life (5)

A hosszu hasznos élettartamu csoport egyedei dtlagosan 7,125 lakt4ciot teljesitettek.

A mintédkat az egyedek torkolati véndjabdl (vena jugularis) vettiik, dllatonként Sml mennyiségben, EDTA
véralvadasgatlot tartalmazd csovekbe. A mintdk szennyezOdésének elkeriilése érdekében egyedenként
kiilon injekcidstlit hasznaltunk. A szOrmintdkat az dllatok farokbojtjabdl gyujtottiik, egyedenként 8-10
szOrszdlat kitépve, iigyelve a mintdk atszennyetésének elkeriilésére. A mintdkat feldolgozésig -20 °C-
fokon taroltuk.

A DNS-vizsgdlatok elvégzéséhez tiszta genomidlis DNS-re van sziikség, melyek elokészitése
Zsolnai-Orban, (1999) és a FAO/IAEA (2004) altal meghatarozott médszerekkel tortént.

A PCR-reakciokhoz GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) tipusi PCR-késziiléket
haszndltunk. A hozzd sziikséges vegyszerek bemérése steril fiilkében tortént. El6szor a PCR-elegyet
mértiik 0ssze, majd 9ul PCR-elegyhez 1ul genomialis DNS-t adagoltunk.

Az RFLP-vizsgdlathoz 7ul PCR-termékhez 3ul mixet adagoltunk, majd 37 °C-os vizfiirdobe
helyeztiik. Az emésztés 3 6ran keresztiil tartott, ezt kovetden a mintdkat 2%-os agaréz gélen futtatuk,
Biocenter PSE gélfuttatdé kddban. A mintdk festése ethidium-bromiddal tortént, igy a kiilonb6zd
fragmentumok UV-fényben l4thatova véltak.

A két csoport allél-és genotipus-gyakorisdgi értékei kozotti kiilonbségeket y*—prébaval ellenériztiik.

Eredmények és értékelés

A protedz inhibitor (PI) és a calpastatin (CAST) génekben vizsgalt SNP-ek esetében tapasztalt

allél- és genotipus-gyakorisagi ért€keket a 2. és a 3. tdbldzatban foglaltuk Ossze.
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Allélgyakorisag (%)(1) | Genotipusgyakorisag (% )(2)
C T CC CT TT
1. laktacios selejt (3) 64,10 35,90 41,03 | 46,15 12,82
hosszia hasznos élettartamu (4) 69,70 30,30 48,48 | 42,42 9,09
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Table 2. In the case of the PI gene experienced allele and genotype frequency values
allele frequency (1), genotype frequency (2), Dairy cattles who were sentenced to culling after the 1st
lactations (3), Dairy cattles with long productive life (4)

A PI gén esetében a C allél gyakorisdga volt magasabb, mind az 1. laktacidé utdn selejtezésre itélt,
mind a hosszi hasznos élettartami csoportban. A két csoport kozott az allélgyakorisagi értékeket
vizsgdlva statisztikailag is igazolhaté kiilonbség nem volt kimutathat6. (P<0,05). (A szamitott x*-érték
0,501; ami kisebb, mint a kritikus Xz—érték: 3,841).

a CT genotipust, mig a hosszi hasznos élettartami csoportban a CC-genotipusu egyedek ardnya volt
magasabb. A TT-genotipusu allatok aranya mindkét csoport esetében 10% koriili értéket mutatott. A
nem volt kimutathaté. (P<0,0). (A szamitott y*-érték 0,503; ami kisebb, mint a kritikus y*-érték: 3,841).

A calpastatin gén 283C>T mutdcidjat vizsgdlva azt tapasztaltuk, hogy az dltalunk vizsgalt
allomamyban (mindkét csoportban) a T-allél gyakorisidga volt magasabb. A két csoport kozott
statisztikailag is igazolhat6 kiilonbség nem volt kimutathat6. (P<0,0). (A szamitott xz—érték 0,126; ami
kisebb, mint a kritikus y>-érték: 3,841).

3. tabldazat: A CAST gén esetében tapasztalt allél- és genotipus gyakorisagi értékek

Allélgyakorisag (%)(1) | Genotipusgyakorisag (% )(2)
C T CC CT TT
1. laktacios selejt (3) 34,62 65,38 7,69 53,85 38,46
hosszu hasznos élettartamua (4) | 31,82 68,18 9,10 45,45, 45,45

Table 3. In the case of the CAST gene experienced allele and genotype frequency values
allele frequency (1), genotype frequency (2), Dairy cattles who were sentenced to culling after the 1st

lactations (3), Dairy cattles with long productive life (4)
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volt a legalacsonyabb (7,69% és 9,10%). A heterozigéta (CT-genotipusi) dllatok ardnya magasabb volt az
1. laktacids selejtcsoportban (53,85% ), a hosszu élettartamu egyedek 45,45%-o0s ardnyahoz képest. A
hosszd hasznos élettartami csoportban a TT-genotipusu egyedek ardnya megegyezett a heterozigéta
egyedek aranydval. (Mindkét genotipus 45,45%-45,45%-ban volt jelen.) A két csoport esetében a
genotipusok megoszldsa azonosnak tekinthetd. (A szdmitott y>-érték 0,499; ami kisebb, mint a kritikus *-
érték: 3,841).

Eredményeink nem egyeznek a Garcia és mtsai (2006) éltal kozoltekkel, akik Osszefiiggést
mutattak ki a CC-genotipus és a hasznos élettartam kozott. A vizsgalatok eredményei kozotti kiilonbséget
magyardzhatja a vizsgélt populdcidk nagysiga kozotti kiillonbség is (Garcia és mtsai, 2006 kozel 700
egyed genotipizdlasit végezték el, nekiink azonban jéval kisebb 1étszdmi dlloméany Allt
rendelkezésiinkre.)

Osszefoglaldsként elmondhat6, hogy sem a PI, sem a CAST gén polimorfizmusait vizsgilva nem
taldltunk kiilonbséget az 1. lakticioban selejtezésre itélt és a hosszui hasznos élettartammal rendelkezd
egyedek kozott. Eredményeinket befolydsolhatta az alacsonyabb elemszdm is, ezért javasoljuk a

vizsgalatok megismétlését nagyobb dllomdnyokban.
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