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HUSTERMELESRE HATO KET KANDIDANS GEN POLIMOR-
FIZMUS VIZSGALATA KULONBOZO JUH GENOTIPUSOKBAN

JAVOR ANDRAS - KUSZA SZILVIA -
KOSZEGI SANDOR - KUKOVICS SANDOR

OSSZEFOGLALAS

A hushasznositasu juh fajtak termelésének javitdsara szolgald tenyésztési programok terve-
zésénél ma mar szinte elengedhetetlen a termelési jellegek kildnbségeinek okat kutatd genetikai
vizsgdlatok alkalmazasa. Szerzd8k vizsgalataik soran kilénb6zd juh genotipusok (tisztavérl gyimesi
racka, gyimesi racka X beltex, gyimesi racka X brit tejel6 juh, gyimesi racka X charollais, gyimesi
racka X dorper, gyimesi racka X ile de france, gyimesi racka X német feketefejl, gyimesi racka X
suffolk, gyimesi racka X texel) felhasznaldsaval két hustermelésre haté gén (kalpasztatin (CAST),
inzulin-szer( ndvekedési faktor két6 fehérje-3 (IGFBP-3)) polimorfizmusat illetve annak histermelési,
vagasi tulajdonsagokra gyakorolt hatasat allapitottak meg PCR-RFLP és PCR-SSCP modszerrel.
Eredményeik igen alacsony szintl polimorfizmust mutattak a vizsgalt génekkel, igy tovabbi vizsga-
latok szlikségesek nagyobb elemszammal, tébb keresztezéssel illetve tébb gén bevonasaval.

SUMMARY

Javor, A. - Kusza, Sz. - Készegi, S. — Kukovics, S.: POLYMORPHISM STUDY OF TWO CANDIDATE
GENES EFFECT ON MEAT TRAITS IN DIFFERENT SHEEP GENOTYPES

Nowadays genetic study of different production traits is essential for the breeding programs.
Authors studied the effect of polimorphism of two genes (calpastatine (CAST), insulin-like growth
factor binding protein-3 (IGFBP-3)) on meat production using PCR-RFLP and PCR-SSCP methods
in different sheep genotypes (pure bred Gyimesi Racka, Gyimesi Racka X Beltex, Gyimesi Racka
X British Milksheep, Gyimesi Racka X Charollais, Gyimesi Racka X Dorper, Gyimesi Racka X lle de
France, Gyimesi Racka X German Black Head, Gyimesi Racka X Suffolk, Gyimesi Racka X Texel).
Results for both genes showed very low level polimorphism therefore authors could not carry out
association study between polymorphism and meat production traits. More studies are needed with
more animals, more sheep genotypes and more genes.
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IRODALMI ATTEKINTES

Hushasznositasu allatok tenyésztésénél a cél a névekedesi erély, a kedvezd
szaporodasbiolégiai mutatok és az ellendlld képesség megdrzése mellett minél
jobb mindségli és gazdasagos hustermelés. Ennek a folyamatnak a tudatos
tervezéséhez ad jelentds segitséget az egyes termelési mutatdk valtozasanak
tudomanyos vizsgalata, valamint a modern genetikai vizsgalatok altal nyujtott in-
formaciok. A ndvekedést befolyasold gének azonositasat és tenyésztésben vald
hasznositasat célzd korabbi probalkozasok ismertek, azonban egyrészt az egyes
gének hatasa eltérd lehet a kiilonb6z6 fajtak esetében, masrészt az elsédleges
értékmerd tulajdonsagokat, igy a hustermeléest is szamos gén egyuttese hatarozza
meg. lgy feltétlenll hasznos volna minél tébb, a ndvekedést befolyasold gén hata-
sanak vizsgalata. Tobbek kdzt ilyen gén az altalunk vizsgalt kalpasztatin gén is. A
kalpainok intercellularis kalcium aktivalta proteinek egy fajtaja, szamos élettani és
patoldgiai folyamatban fontos szerepet jatszanak. Izomban a kalpain a miofibrillum
fehérjék lebontasaban jatszik szerepet, és valdszinl, hogy ez az elsédleges en-
zimrendszer, ami a halal utani fehérjelebontasban részt vesz. Tulajdonképpen ez a
biokémiai alapja a hus termel8désének (Zhou és mtsai, 2007). Ezenkivil a csdkkent
kalpain szint befolyasolja a szervezet Ca2+ homeosztazisat, olyan sulyos szoveti
karosodasokat eredményezve, ami miokardialis infarktust, agyvérzést és egyéb
agyi traumakat idézhet el6 (Goll és mtsai, 2002). A kalpasztatin egy eddig egyet-
len ismert endogén kalpain specifikus inhibitor, ami gatolja a kalpain aktivitast az
elhalt szévetekben. Ezaltal az elhalas utan a termelédés mértékét és nagysagat
is szabalyozza (Inazawa és mtsai, 1991). Egy 6nallé kalpasztatin génrdl a transz-
kripci6 és transzlacié folyaman tébb 18-75 kDa témegu kalpasztatin polipeptid is
szintetizalédhat. Ennek hatterében az alternativ splicing jelensége all, amikor is az
egyik polipeptid szempontjabdl intronként viselkedd DNS-szakasz (vagy annak
egy része) a masik polipeptidlanc szamara kédold szekvenciaként viselkedik és
benne marad annak érett mRNS-ében (Goll és mtsai, 2002). A masik altalunk
vizsgalt, hustermelésre hat6 gén az inzulin-szer(i névekedési faktor kété fehérje-3
(Insulin-like growth factor binding protein-3, IGFBP-3) egy strukturalis gén, amely
az inzulin-szer( névekedési faktorok rendszerében sokrétli hatasért felelds, emellett
evoluciosan is fennmaradt. IGF-1 és IGF-1l hormonoknak mindezek mellett aktivalo
szereplk van az emlémirigy fejlédésében (Hossner és mtsai, 1997). Az IGF egy
jelzd rendszer, amely IGF-I-bdl, IGF-1I-bdl, IGF-1 receptorbal, IGF-II receptorbdl és
6 kotd fehérjébdl (IGFBP-1 - IGFBP-6) all. Jelentds szerepet jatszik a fejlédésben,
novekedésben és szaporodasban, valamint az dregedésben (Bale és Conover, 1992;
Hastie és mtsai, 2004, Duan és Xu, 2005). Az IGFBP-3 gén egy 264 amindsavbdl allé
glikoprotein. Hastie és mtsai (2004) publikaltak elsének ennek a génnek a cDNS
szekvencidjat. Ez a publikacié az elsd, amely genomialis DNS-t hasznalt juhok
IGFBP-3 génjének nukleotid szekvenalasahoz. Ali és mtsai (2009) 4 egyiptomi juh
fajtdban vizsgaltak a gén hustermelésben valo jelentéségét. Sajnos nem talaltak
polimorfizmust, minddssze egy tipusu restrikciés mintazatot talaltak 5 kilénb6z8
fragment hosszal. Kumar és mtsai (2004) azt talaltak, hogy a juh, szarvasmarha,
bivaly fajok esetében IGFBP-3 gén szekvenciaja 90%-ban azonos.

Jelen kutatasban az volt a célunk, hogy az altalunk valasztott két gén poli-
morfizmus vizsgalatat elvégezzik 9 kulénbdz6 juh genotipusban, és ha talalunk
polimorfizmust, vizsgaljuk annak hatasat a hustermelési paraméterekre.

‘ 215- Javor.indd 216 @ 2012.10.10. 8:42:37 ‘



ALLATTENYESZTES ES TAKARMANYOZAS, 2012. 61. 3. 217

VIZSGALATI ANYAG ES MODSZER
Vizsgélati anyag

A Bakonszegi Awassi Zrt. tulajdonaban allt fajtatiszta gyimesi racka allomanyt
egy Jedlik Anyos program keretében nyolc mas fajtaval kereszteztik (7.a, b tab-
lazat) majd két gén polimorfizmusat meghatarozva vizsgalni kivantuk annak a
husformak, hus kihozatali mutatokra gyakorolt hatasat.

1.a tablazat
Egyedszamok a kalpasztatin (CAST) gén polimorfizmus vizsgalata soran

Keresztezés (1) ‘ Vizsgalt elemszam (2)
SSCP RFLP
gyimesi racka (3) 15 15
gyimesi racka X beltex (4) 8 7
gyimesi racka X brit tejel6 (5) 15 14
gyimesi racka X charollais (6) 9 9
gyimesi racka X dorper (7) 6 6
gyimesi racka X ile de france (8) 14 14
gyimesi racka X német feketefejli husjuh (9) 5 5
gyimesi racka X suffolk (10) 11 11
@ gyimesi racka X texel (11) 21 20 @

Table 1a: Number of animals in polimorphism study of calpastatine (CAST) gene
crossing (1); number of animals (2); Gyimesi Racka (3); Gyimesi Racka X Beltex (4); Gyimesi Racka
X British Milksheep (5); Gyimesi Racka X Charollais (6); Gyimesi Racka X Dorper (7); Gyimesi Racka
Xlle de France (8); Gyimesi Racka X German Black Head (9); Gyimesi Racka X Suffolk (10); Gyimesi
Racka X Texel (11)

1.b tablazat
Egyedszamok az IGFBP-3 gén polimorfizmus vizsgalata soran

Keresztezés (1) Vizsgalt elemszam (2)
RFLP
gyimesi racka (3) 15
gyimesi racka X beltex (4) 8
gyimesi racka X brit tejel6 (5) 15
gyimesi racka X charollais (6) 9
gyimesi racka X dorper (7) 6
gyimesi racka X ile de france (8) 14
gyimesi racka X német feketefejl husjuh (9) 5
gyimesi racka X suffolk (10) 11
gyimesi racka X texel (11) 21

Table 1b: Number of animals in polimorphism study of IGFBP-3 gene
(1)-(11) see Tablela
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Vizsgalati modszer

A vizsgalatba vont egyedektdl vérmintakat gydijtottink és azokbdl Zsolnai és
Orban (1999) modszere alapjan kivontuk a genomialis DNS-t, melyeket a tovabbi
vizsgalatokig -20C-on fagyasztva taroltunk.

CAST gén polimorfizmus vizsgalata

A kezdetekor PCR-SSCP modszert Zhou és mtsai (2007), majd a PCR-RFLP
modszert Shahroudi és mtsai (2006) nyoman végeztink el. A PCR reakciokhoz
ABI 9700 és MJ Research Thermocycler programozhat6 PCR készulékeket (DNA
Thermal Cycler) hasznaltunk.

IGFBP-3 gén polimorfizmus vizsgalata
PCR-RFLP modszert alkalmaztunk a polimorfizmus vizsgéalathoz, kilénb6z4
szerzOk leirasa szerint (Lan és mtsai, 2007; Kumar és mtsai, 2006)

EREDMENYEK

CAST gén polimorfizmus vizsgalata
A vizsgalat elsé Iépéseként PCR-SSCP modszert alkalmaztunk a kilénb6z6
genotipusok meghatarozasara. Osszesen 6 kildnb6zd SSCP mintazatot, genotipust
kaptunk a vizsgalt egyedekben (1.abra).
1. abra A detektalt SSCP mintak A vizsgalt egyedek koézul 31
egyed az 1-es csoportba, 33
G B SRS S s S oqved a 2-es csoportba, 27 egyed
e S a3-as csoportba, 7 egyed a 4-es
csoportba, 1 egyed az 5-8s cso-
portba, 2 egyed a 6-0s csoport-

— ba, 2 egyed a 7-es csoportba és

-
2 sl “ 1 egyed a 8-as csoportba tartozik.
: Zhou és mtsai (2007) szerint a 2-es
és 3-as SSCP mintazat a CAST 1
an allelnak, az 1-es SSCP mintazat
a CAST 2 allélnak felel meg. Igy
elmondhatjuk, hogy az altalunk
vizsgalt gyimesi racka és gyimesi
. racka keresztezések esetében a
CAST 1 és CAST 2 allélok a leg-
gyakoribbak.

A kllénbdzé mintazatok meg-
oszlasét a ktlénb6zd juh keresz-
tezésekben a kovetkezd abrak
mutatjak be (2 a,b,c,d,e,f,g,h,i).

-
-t S

1 2 3 4 D 6
Figure 1. Detected SSCP patterns
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A genotipusok gyakorisaga a gyimesi racka
fajtaban

Az genotipusok gyakorisaga a gyimesi
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A fajtatiszta gyimesi rackaban talaltuk a legtébb genotipust: 1-es, 2-es, 3-as,
4-es és 5-0s. Az 1-es genotipus teszi ki az 6sszes genotipus 33.3%-at. A 2-es és
3-as egyarant 26.6%-26.6%. A gyimesi racka X beltex keresztezésekben két féle
genotipust talalunk: 2-est (62.5%) és 3-ast (37,5%). A gyimesi racka X brit tejel6
keresztezésekben taldlhatjuk a legtdbb 1-es és 2-es genotipust (7-7-et), melyek
egyenléen oszlanak el 46.6%-ban. A harmadik genotipus 6.6%-ban van jelen.
A gyimesi racka X charollais keresztezésekben 1-es (33,3%), 2-es (0,44%) és
3-as (0,22%) tipusu genotipus talalhatd. A gyimesi racka X német feketefejl juh
keresztezésekben 3 genotipus oszlik meg: 1-es és 3-as genotipus (egyarant 20%-
ban), 2-es genotipus pedig a legnagyobb aranyban (60%-ban). A gyimesi racka
X dorper keresztezésekben 2-es (66,6%) és 3-as (33,4%) genotipust figyelhetlink
meg. A gyimesi racka és ile de france kersztezésekben négy genotipus kilénul el:
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A genotipusok gyakorisaga a gyimesi racka
X dorper keresztezésekben
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A genotipusok gyakorisaga a gyimesi racka X
ile de france keresztezésekben
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A genotipusok gyakorisaga a gyimesi racka X
suffolk keresztezésekben
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1-es (14,2%), 2-es (35,7%), a legnagyobb aranyban a 3-as (42,8%) és a legkisebb
aranyban a 6-os (7,1%) genotipus. A gyimesi racka X suffolk keresztezésekben is
az els6 harom genotipus van jelen 9%, 54,5% és 36,3%-ban. A gyimesi racka X
texel keresztezésekben 6t fajta genotipust figyelhetiink meg, melybdl a 2-es és
3-as genotipus szerepel a legnagyobb gyakorisagban (37%-ban és 42,8%-ban).

Az PCR-RFLP vizsgalat soran ¢sszesen két genotipust kaptunk, az MM-t (101
egyedbdl 90-nél) az MN-t (101 egyedbdl 11-nél) (2. tablazat)

2. tablazat
A genotipusok megoszlasa keresztezésenként
Keresztezés (1) Genotipus (2)
MM MN

gyimesi racka (3) 14 1
gyimesi racka X beltex (4) 7 0
gyimesi racka X brit tejel6 (5) 12 2
gyimesi racka X charollais (6) 9 0
gyimesi racka X dorper (7) 2 4
gyimesi racka X ile de france (8) 12 2
gyimesi racka X német feketefejl husjuh (9) 3 2
gyimesi racka X suffolk (10) 11 0
gyimesi racka X texel (11) 20 0

Table 2. Distribution of genotypes
(1) to (11) see Table 1a.

IGFBP-3 gén polimorfizmus vizsgalata

Az IGFBP-3 gén amlifikalt termékének hossza 654 bp juhokban. A Haelll-mal
emésztett PCR termékek egy tipusu restrikcios mintat mutatnak, 4 kilénb6z6 fragment
mérettel: 201, 87, 67 és 56bp juhokban (AA genotipus) (Kumar és mtsai., 2004).

Mivel minden egyed ugyanolyan genotipusu, ezért nem tudunk sem allél-, sem
genotipus gyakorisagot szamolni. Nem lehetséges a variancia analizis sem, ami-
vel a vagasi tulajdonsagok és a genotipusok kozotti 6sszefliggést mutatnank ki.
Kumar és mtsai (2006) 152 db indiai juhfajtat vizsgalva ugyancsak egy genotipust
(AA) kaptak.

KOVETKEZTETESEK

Két histermelésre hatd gén (kalpasztatin és inzulin-szer( ndvekedési faktor k6té
fehérje-3) polimorfizmus vizsgalatat vegeztik el fajtatiszta gyimesi racka illetve
gyimesi racka és 8 masik juhfajta keresztezésével. Mindkét gén esetében annyira
alacsony foku polimorfizmust talaltunk, hogy nem tudtunk 6sszefliggés vizsgalatot
elvégezni a genotipus és a hustermelési-vagasi tulajdonsagok kodzott. gy annak
érdekében, hogy a kapott eredmények a jovében felhasznalhatoak legyenek
szelekcids markerként tovabbi vizsgalatok szilkségesek nagyobb egyedszammal
illetve mas gének bevonasaval.
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