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Osszefoglalas

Napjaink mezdgazdasaganak egyik legnagyobb kihivasa a fenntarthatésag. Ennek megfeleléen a
piaci igényeket kielégitd joO mindségl allati termékeket rovid id6 alatt és gazdasagosan kell
eldallitani. Annak érdekében, hogy jO mindségli allati eredetli terméket tudjunk eldéllitani az
allatok takarmanyozasat és taplaloanyag ellatasat az allomany genetikai profiljara kell alapozni.
Az MC4R (melanocortin 4 receptor) fontos szerepet jatszik az emlésok energiaforgalmanak
szabalyozasaban. A receptor hetedik transzmembran doménjaban aminosavcserét (Asp298Asn)
okozd pontmuticidé az eddigi vizsgalatok alapjan befolydsolja a tomeggyarapodast, a
zsirdepoziciot és a takarmanyfelvételt. A RYR1 (ryanodin receptor) T1843C mutacidja a
malignus hipertermia vagy PSS (porcine stress syndrome) okozoéja. Jelenléte homozigdta
formaban kedvezotleniil hat az allatok stressztiird képességére, ami jelentds elhullast okoz az
allomanyokban. Jelen vizsgalat célja az MC4R és RYRI génekben mar kordbban kozolt
polimorfizmusoknak és egy nagy genetikai kapacitdsu sertéshibrid termelési paramétereinek
Osszefliggésvizsgalata restrikcios fragment hossz polimorfizmus (PCR-RFLP) segitségével.
Kulcsszavak: MC4R, RYR1, SNP, sertés, termelési paraméterek

Association analysis of polymorphism in MC4R and RYR genes with carcass traits of
geneticali imroved hybrid pigs

Abstract

Nowadays, one of the biggest challenge in agriculture is the sustainability. Animal food products
in high quality to meet market needs must be produced rapidly and economically accordingly. In
order to be able to produce such high quality products the feeding and nutrient supply of the
animals need to be based on the genetic profile of the herd. The MC4R (melanocortin 4 receptor)
play an important role in regulation of energy balance in mammals. The previously described
non-synonymous polymorphism (Asp298Asn) within the seventh transmembrane domain of the
receptor seems to have some effect on weight gain, fat deposition and feed intake. The T1843C
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substitution in RYRL1 (ryanodine receptor) cause the porcine stress syndrome (PSS; malignant
hyperthermia). The homozygous form of the mutation has negative impact on stress tolerance in
animals causing significant mortality in herds. The aim of this study is to define the connection
between the previously described polymorphisms in MC4R and RYR genes and their potential
association with production traits in an improved pigs using restriction fragment length
polymorphism (PCR-RFLP).

Keywords: MC4R, RYR1, SNP, pig, production traits

Irodalmi attekintés

A genetikai markerek alkalmazasa az allattenyésztésben lehetdséget adhat olyan
tulajdonsagok szelekciojara, melyek fenotipusosan nehezen mérhetéek. Alkalmazasukkal
gyorsabb szelekcios elérehaladas érhetd el (Tenke és Babinszky, 2012). A mennyiségi
tulajdonsagok genetikai hattere Osszetett, a genetikai és a fenotipusos tulajdonsagok
Osszefliggésének megértése még sok lehetOségeket tartogathat az idealis fehérje- és
testzsiraranyokkal rendelkezd vonalak kialakitasara.

A sertéstenyésztésben jelenleg alkalmazott markerek (Dekkers, 2004) koziil az MC4R és a
proopiomelanocortin (POMC) neuronok altal termelt peptidek, a peptidek G-protein kapcsolt
receptorai és az endogén melanocortin antagonistdk. A POMC gének hipotalamikus régioban
torténd expresszidjat a taplaltsagi szint szabalyozza, melyrél az elsddleges informaciot a leptin
hormon mennyisége jelzi (Millington, 2007). A MC4R a kozponti idegrendszerben mindenhol
megtalalhato. A Kim és mtsai (2000) élatal leirt, a receptor hetedik transzmembran doménjaban
talalhatdo G1426A mutacio a gén kodolo szekvenciajaban Asp298Asn aminosaveserét 0koz. Kim
és mtsai (2004) szerint a G allél (Asp) sziikséges a jelatvitel receptor-G-protein-adenilat-ciklaz
utvonalon torténd normal miikodéséhez. Az aminosav csere szamos eddigi kutatasi eredmény
alapjan Osszefiiggésbe hozhaté a hatszalonna vastagsaggal, a takamdanyfelvétellel, a
testosszetétellel és a ndvekedéssel (Chen és mtsai, 2004; Dvorakova és mtsai, 2011, Herndandez-
Sanchez és mtsai, 2003, Jokubka és mtsai, 2006; Kim és mtsai, 2000; Munoz és mtsai, 2011;
Ovilo és mtsai, 2006; Piorkowska és mtsai, 2010, Stachowiak és mtsai, 2005; Tempfli és mtsai,
2013, Van den Maagdenberg és mtsai, 2007).

Ismert és legpontosabban leirt, a husminéséget befolyasold gén sertésnél a HAL/RYRI1
gén. A RYRI gén az izom szdvet Ca2+ szintjének szabalyzasaért felelos gének egyike. Ez a gén
a vazizom szarkoplazmatikus retikuluméban 1évé Ca2+ release csatorna egyik alegységét
kodolja. A gén a 6. kromoszoéman talalhato, T1843C csere hozza létre a mutans fenotipust (Fujii
és mtsai, 1991). Az mutans allélt homozigdta formaban hordozé allatokra jellemz6é a PSS
(Porcine Stress Syndrome), stressz hatdsara elhullanak. Az ilyen genotipusu allatok husa a PSE
(Pale, Soft, Exudative — sziirke, puha, szaraz) mindségi kategoriaba tartozik.

Jelen vizsgalat célja az MC4R ¢és RYRI génekben mar kordbban kozolt
polimorfizmusoknak €s egy nagy genetikai kapacitasu sertéshibrid termelési paramétereinek
Osszefliggésvizsgalata restrikcios fragment hossz polimorfizmus (PCR-RFLP) segitségével.
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Anyag és modszer

Kisérleti allatok

A kisérletbe 500 db, 273 artany és 227 fiatal néivart (emse) nagy genetikai kapacitast
(Close, 1994) hibrid sertés keriilt beallitasra 2 istalloban. A kisérletbe vont allatok 3 vonalas
(nagy fehér, lapaly és duroc) anydk ¢&s szintetikus stresszmentes pietrain apaallatok
keresztezésébdl szarmaztak. A kisérleti allatokat atlagosan a 73. é€letnapjukon telepitették be
kettd, 650 féréhelyes hizo istalloba. Minden istalloban kutricanként 25-30 vegyes ivara egyed
kertilt elhelyezésre. A mélyalmos istallokban a nedves takarmany etetése onetetokbol tortént, az
ivoviz szopokas Onitatokbol ad libitum allt az allatok rendelkezésére. Az etetett takarmany
taplaldanyag tartalma megfelelt az idevonatkoz6 ajanlasoknak (Magyar Takarmdany Kodex,
2004).

Az allatok atlagos betelepitési sulya a két istalloba 29,3 illetve 30,7 kg volt. A kisérlet
zarasakor (111 ill. 118 napi hizlalas utan) az allatok atlagos ¢€lésulya 112+9,4 kg (1. istallo)
illetve 120,649,2 kg (2. istallo) volt. A kisérlet ideje alatt a napi gyarapodds 745,9+£84,7 ¢
(1.istallo) illetve 761,8+77,6 g (2. istallo) volt.

A vagott testek mindsitése méréssel €s sziroszondas muszerrel tortént. A mindsités soran
a mindkét istallo allataindl meghataroztuk a hatszalonna-vastagsagot, a karaj keresztmetszetet, a
hideg stlyt és a szinhus szézalékot.

Genotipizalas

A genetikai vizsgalatokat a Debreceni Egyetem Mez6gazdasag-, Elelmiszertudomanyi és
Kornyezetgazdalkodasi Kardnak — Allattudomanyi Biotechnologiai  és  Természetvédelmi
Intézetének Allatgenetikai Laboratériumaban végeztiik. A vérminta istallonként Gsszesen 250
artanybol és emsébdl steril tiivel (0,9x38 mm) a vena cava cranialisbol S-monovett (4,9 ml)
vérvételi csovekbe (Sarstedt AG&Co) keriilt levételre. A vérmintdk taroldsa a vizsgalatokig -20
°C-on mélyhiitében tortént.

A vérmintak feldolgozasa soran a genomi DNS-t Zsolnai és Orban (1999) leirdsa alapjan
izolaltuk. Az el6készitett DNS mintdkat -20 °C-on taroltuk a tovabbi vizsgalatig.

A G1426A (GenBank: AB021664.1) és a T1843C (GenBank: M91452.1) mutaciot tartalmazo
génszekvencia az NCBI (Internet 1) adatbazisban talalhato. Ez alapjan terveztik meg a PCR
konstrukciot. A primereket a BatchPrimer3 v.1.0 nevii interneten elérhetd szoftver segitségével
terveztiik (Internet 2).

MCA4R forward primer: SATTGGGGTCTTTGTGGTCTG3,,

MCA4R reverse primer: 55CCAGGGGATAGCAACAGATG3), (feltapadasi hofok: 64 °C)

RYRI1 forward primer: 5>’AGACCTTTCTCTTTGACCTTGAT3’,

RYRI1 reverse primer: 5’>CCAGACCTGGTGACATAGTTGA3’ (feltapadasi héfok: 58 °C)

A PCR elegy 10 pl végtérfogatban tartalmazott kb. 100 ng genomialis DNS-t, 0,2 mM dNTP-t
(Fermentas), 1ul 10x DreamTaq™ Green Buffer-t, 1 pmolt mindkét primerbdl (Sigma-Aldrich
Kft) tovabba 2U DreamTaq™ Green polimerdz enzimet (Fermentas). A puffer magnézium
tartalmanak (20 mM) kiegészitésére tovabbi magnézium-klorid oldatot (25 mM) hasznaltunk, igy
a végkoncentraco a reakcidelegyben 3,75 mM volt.

A PCR reakcié hdmérséklet-kondicioi a kovetkezdk szerint valtakoztak: denaturacié 10
percig 95 °C-on, majd 35x ismétlddtek a denaturacido (30 sec 95 °C) — feltapadas (30 sec) —
lanchosszabitas (30 sec 72 °C) 1épések, ezt kovette még 5 perc 72 °C-on zarta le a folymatot. A
vizsgalatokat MJ PTC-200 PCR (ESCO) késziilékkel végeztiik.
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A restrikcios analizist Tagql (MC4R) és Hhal (RYR1) (Fermentas) enzimmekkel végeztiik.
A G1426A mutacio G allélja a Tagl enzim felismerd helyét (5 T’CGA 3°) hozta 1étre, igy az A
allélt tartalmazo szakaszok 217 bazispar hossztiak maradtak, mig a G allélt hordoz6 szakaszok
142 ¢és 75 bazis hosszusagura hidrolizalddtak szét, a restrikcios analizishez 13 pl végtérfogatban
10 pl PCR terméket, 3 U enzimet és 10x BufferR-t hasznaltunk. Az enzimatikus hidrolizist 3
oran keresztiil 65 °C-os homérsékleten vizfiirdében végeztiik.

A T1843C mutaci6 C allélja a Hhal enzim felismer6 helyét (5 GCG’C 3°) hozta létre, igy
az T allélt tartalmazd szakaszok 329 bazispar hossziak maradtak, mig a C allélt hordozo
szakaszok 239 ¢és 90 bazis hosszisagtra hidrolizalodtak szét, a restrikcids analizishez 13 pl
végtérfogatban 10 ul PCR terméket, 2 U enzimet és 10x BufferR-t hasznaltunk. Az enzimatikus
hidrolizist 3 6ran keresztiil 37 °C-os homérsékleten vizfiirdében végeztik.

Az allélok elkiilonitését 1,5%-os agaroz (Lonza) gélen végeztik, a gélhez GelRed
(Biotium Inc.) gél-festéket adtunk, a futtatas 1x-os TAE pufferben (Lonza) 100 V fesziiltségen 30
percen keresztiil tortént.

Statisztikai vizsgalat

Annak megallapitasara, hogy az egyes genotipusok eloszldsa azonosnak tekinthetd-e a két
istalloban Chi? probat alkalmaztunk
Annak meghatarozdsara, hogy vizsgalt allélok hatdssal vannak-e valamelyik termelési
tulajdonsagra SAS 9.1 szoftverrel variancia analizist végeztiink, azon beliil a GLM eljarast —
Tukey-Kremer korrekcioval — hasznaltuk (SAS, 2007). A variancia analizis modellje a kovetkezo
volt:

Yij=utMCAR;+1j+e;jx

Yijk=fiiggdvaltozo

u=foatlag

MCA4Ri=genotipus okozta eltérés (i=AA, AG, GG)
li=ivar okozta eltérés (j=artany, fiatal néivari)
eijk=maradék hiba

Fix hatasként figyelembe vettiik az ivart. A vizsgalt genotipus csoportokban az eltéré n
szam miatt, az adatok LS mean (a legkisebb négyzetek atlaga) értékkel keriiltek megadasra.

Eredmények és értékelés

Az egyedek genotipusvizsgéalatat mind az 500 egyeden sikeriilt elvégezni. A RYR1
mutaciora nézve (1. dbra) az allomany egységesen homozigota TT (vad) genotipust mutatott,
vagyis stresszmentesnek bizonyult. Az MC4R gén (2. dbra) esetében elvégeztik az
allélgyakorisag vizsgalatot 500 egyeden. Az allélok eléfordulasa az 1. istalloban A=0,43; G=0,57
illetve a 2. istalloban A=0,47; G=0,53 volt. Az allomany Hardy-Weinberg egyenstlyban volt,
illetve a két minta sem tért el egymastol. Az allél és genotipus gyakorisagokra vonatkozd
szakirodalom allomanyonként nagy valtozatossagot mutat (Kim és mtsai, 2000). Jokubka és mtsai
(2006) altal litvan nagyfehér allomanyban illetve Dvordkova és mtsai (2011) altal cseh hibrid
allomanyokban leirt allélgyakorisagok (A=0,41, G=0,59) megegyeznek az altalunk vizsgalt
allomanyban szamitott adatokkal. A vagoéhidon 494 éllat adatait rogzitettiik. 405 allat esetében
tudtuk egyértelmiien beazonositani a genotipust és az allatokhoz tartozd vagéhidi mindsitési
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adatokat. Az allatokat a vagas idépontja alapjan két csoportba soroltuk. A variancia analizist 210
illetve 195 egyed adatai alapjan végeztiik el (/.tablazat).

1. dbra: A Hhal enzimmel emésztett PCR termék elektroforetikus képe.
(M: 50 bp-os molekula marker (Invitrogen); 1: emésztetlen PCR termék, 2-8: TT genotipus)

M 1 2 32 -5 6 =7 8

L~ s

Figure 1: Electroforetic picture of PCR product resctricted by Hhal enzyme
(M: 50-bp ladder of molecular weight markers (Invitrogen); lane 1: undigested PCR product, lane
2-8: TT genotype pattern)

2. abra: A Tagl enzimmel emésztett PCR termék elektroforetikus képe.
M: 50 bp-os molekula marker (Invitrogen); 1-3: AA genotipus, 4: AG genotipus, 5: GG
genotipus

M 1 2 3 4 5

Figure 2: Electroforetic picture of PCR product resctricted by Taql enzyme
M: 50-bp ladder of molecular weight markers (Invitrogen); lane 1-3: AA genotype pattern, lane
4: AG genotype pattern, lane 5: GG genotype pattern

Az ltablazat adatai alapjan megalapithatjuk, hogy sem az ivar, sem a genotipus
szignifikans hatasat nem tudtuk igazolni a termelési paraméterekre, annak ellenére, hogy az
aminosav csere intramuszkularis zsirtartalomra, szinhtskihozatalra, hatszalonnavastagsagra és
novekedésre gyakorolt hatdsarol szamos szerzd szamolt mar be.

Az intramuszkulasris zsirtartalom Stachowiak és mtsai (2005) illetve Piorkowska és mtsai
(2010) szerint a G allél hordozoéinal magasabb, Van den Maagdenberg és mtsai (2007) ezzel
ellentmondasban 1év6 eredményre jutottak, mig Ovilo és mtsai (2006) nem tudtak szignifikans
Osszefliggést igazolni. A szinhuskihozatalra és az egyes husrészek méretére vonatkozodan is
ellentmondasosak az adatok. Egyes szerzok arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az A allél
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jelenléte rontja a szinhus aranyat illetve az egyes husrészek méretét a vagott féltestben
(Dvordkova és mtsai, 2010, Ovilio és mtsai 2006, Piorkowska és mtai, 2010; Van den
Maagdenberg és mtsai, 2007), de Jokubka és mtsai 2006, Chen és mtsai 2004 illetve Stachowiak
és mtsai (2005) ennek az ellenkezdjét irtak le. A G allélt a legtdbb szerzd (Kim és mtsai, 2000,
Hernandez-Sanchez és mtsai, 2003, Ovilio és mtsai 2006, Tempfli és mtsai, 2013; Van den
Maagdenberg és mtsai, 2007) kisebb hatszalonnavastagsaggal és kisebb napi gyarapodassal hozta
Osszefiiggésbe. Ezzel ellentétes eredményre csak két szerzo jutott (Jokubka és mtsai, 2006 és
Chen és mtsai, 2005).

1. tabldazat: Az ivar és az MC4R gén Asp298Asn polimorfizmusanak hatasa a vizsgalt
paraméterek atlagara

Ivar (8) Leptin
Artany* Noivart
P AA AG GG P RMSE

9) (10)
1. istall6 (1)
n 119 91 41 104 65
Hitszalonna 164 174 0055 168 17,1 169 0906 40
vastagsag (mm) (2)
Karaj k.metszet
(mm) 3) 60,8 615 0475 609 61,0 616 0,790 6,3
Szinhus (%) (4) 57,5 56,8 0,00 57,2 57,0 572 0,906 372
Elésuly (kg) (5) 111,20 11342 0,093 113,01 111,39 11254 0579 94

Hizlalas alatti

atlagos ttgy. (g/nap) 738,2 758,2 0,093 754,5 739,9 750,3 0,579 84,6
(6)

2. istallo (7)

n 102 93 34 113 48
Hitszalonna 168 171 0556 16,8 16,9 171 0946 3,6
vastagsag (mm) (2)
Karaj k.metszet

63,3 64,4 0,157 64,6 64,4 62,5 0,081 5,2
(mm) (3) ) H H 1 1 1 L] L]
Szinhts (%) (4) 57,5 57,4 0,763 57,6 57,5 57,2 0,769 2,9
Elésuly (kg) (5) 119,18 120,74 0,229 118,81 121,99 119,08 0,073 9,0

Hizlalés alatti

atlagos ttgy. (g/nap)  749,5 762,7 0,229 746,3 773,3 748,7 0,073 76,4
(6)

*Legkisebb négyzetek atlaga (11)

The effect of gender and Asp298Asn polymorphism of MCA4R gene on average of examined traits
Stable1(1), Backfat thlckness n(’]easured between the 2™ and 3" I’IbS(Z? Diameter of loin
measured between the 2" and 3" r|bs§3) Lean meat%%4§ Live weight at s aughter(5) Average
daily ?am during weaning(6), Stable 2(7), Gender(8), Barrow(9), Gilt(10), Least square
means(1
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A mennyiségi tulajdonsagok vizsgalata nehézkes az Osszetett genetikai hattér miatt. Az
egyes fajtaknal meglévo genetikai kiillonbség modosithatja a gének kifejez6désének mértékét, igy
egy-egy pontmutacid hatdsa adott allatban nem feltétlen jelenik meg markansan. Ez lehet az
egyik oka annak, hogy az irodalmi adatok nem egységesek, illetve nem tudtuk a pontmutacio
szignifikans hatasat kimutatni a vizsgalt termelési paraméterekre. A bioldgiai funkcioja alapjan a
gén potencialis marker szerepet tolthet be, mivel leptin hormonon keresztiil érkezd ,,jollakottsag”
jelet juttatja el a kdzponti idegrendszerbe. A receptor normalis mitkodéséhez sziikséges a G allél
megléte. Az MC4R gén bioldgiai funkcidja és az irodalmi adatok alapjan valoszintisithetd, hogy a
G allél jelenléte csokkenti a zsirdepozicidt, hiszen az A alléllal rendelkezdé egyedek nagyobb
tomeggyarapodasat elsOsorban a vastagabb hatszalonna okozhatta, mintsem a husrészek
ndvekedése.

Kovetkeztetések és javaslatok

A fenti adatok fényében megéllapithatjuk, hogy az d&llomany nem hordozza a
stresszérzékenységre hajlamosit6 RYR1 mutéaciot. Az MC4R mutéacid termelési paraméterekre
gyakorolt hatasa ellentmondasos, akar egy szakrodalmon beliil is (Kim és mtsai, 2000), aminek
oka lehet az egyes fajtak kozott meglévo genetikai kiilonbség, hiszen minden gén miikodését,
kifejezddésének mértékét befolydsolja a “genetikai kornyezet”, azaz a tobbi gén hatdsa. A
termelési paraméterek mind sok génes tulajdonsagok, ezért pontosabb eredmény érhetd el, ha
tobb gén hatdsat egyszerre vizsgaljuk az adott populacidban.

A kutatas a TAMOP 4.2.4.A/2-11-1-2012-0001 azonositd szami Nemzeti Kivalosag Program —
Hazai hallgatoi, illetve kutatdoi személyi tamogatast biztositd rendszer kidolgozasa ¢s
mikodtetése konvergencia program cimi kiemelt projekt keretében zajlott. A projekt az Eurdpai
Unid tamogatasaval, az Eurdpai Szocidlis Alap tarsfinanszirozasaval valdsul meg.
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