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OSSZEFOGLALAS

A modern allati termék eldallitisban az allatjolét egyre fokozodo hangsullyal jelenik
meg. A megfeleld allatvédelem és allatjolét biztositasa a pozitiv fogyasztdi megitélés
elérésének és a hatékony termelés fenntartdsanak egyarant alapvetd feltétele. Jelen
vizsgalatban egy potencialis, az agressziv viselkedés kialakulasdban szerepet jatszo
marker, a SORCS2 (sortilin related VPS10 domain containing receptor 2) génben
talalhaté egypontos nukleotid polimorfizmus genotipizalasat végeztik el kiilonb6zo
kisérleti tojotyuk hibridekben (C1, C2, Tint). Kidolgoztuk a gén polimorfizmusanak
azonositasahoz hasznalhaté polimerdz lancreakcio ¢és restrikciés fragmenthossz
polimorfizmus (PCR-RFLP) modszert. A vizsgélathoz sziikséges DNS-t tollmintakbol
izolaltuk, majd PCR-RFLP ¢és agardéz gélelektroforézis segitségével végeztik a
genotipizalast. A vizsgalt hibrid allomanyokban meghataroztuk a kiilonb6z6 SORCS2
allélok és genotipusok aranyat, és statisztikai moddszerekkel elemeztiik az allél- és
genotipus-gyakorisagban megfigyelhetd kiilonbségeket. Tovabbi elemzések sordn a
SORCS?2 genotipus hatésait értékeltiik szamos tulajdonsag alakulasara (pl. tollazat épsége
30 és 60 hetes életkorban, vedlés megjelenése 60 hetes korban, kiilonb6zd

viselkedésmintak el6forduldsi gyakorisaga). Eredményeink alapjan a SORCS2

41



SARVARI L et al.

genotipusok eltérd aranyban fordulnak elé a vizsgalt hibrid allomanyokban, ezaltal
szerepet jatszhatnak a viselkedésbeli és termelésbeli kiilonbségek kialakulasaban.

Kulcsszavak: viselkedés, SORCS2, tytk

BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES

Az allatok viselkedése a kiilsé és a belso kornyezeti hatasokra torténé magatartasbeli
megnyilvanulasukat jelenti. A viselkedést alakitd életfolyamatok, ezaltal a viselkedési
formak, modok a szervezet €s a kornyezet kdlcsonhatasanak eredményei, amelyekben
mind az 6roklott, mind a szerzett (tanult) viselkedési sémak szerepet jatszanak (Gere és
Csanyi, 2001). A baromfiiparban az agressziv magatartas az allatjolét kiemelt kérdése az
egész vilagon. A tyuk faj esetében mindmaig kevés informacidval rendelkeziink az
agressziv viselkedés genetikai hatterérdl, azonban Li és mtsai 2016-ban teljes genomra
kiterjed6 asszociacios vizsgalatot (GWAS) végeztek a tyuk agressziv viselkedésével
kapcsolatos genetikai mechanizmus feltarasa céljabol. A GWAS eredményeként mintegy
17 génben vagy gén kozelében (koztiik pl. a SORCS2 az Idegi Novekedési Faktor, és
Dopamin receptor gének) 33 egypontos nukleotid polimorfizmust (SNP) azonositottak
mint az agressziv viselkedés potencialis genetikai markerei. A tytk agressziv viselkedését
ugy definialjak, mint az €l6helyért, a takarmanyért, a parosodasért, az egyedi tulélésért
folytatott kiizdelem, a kdzvetlen szocialis dominancia megnyilvanulasa. A tytk tarsas
viselkedésének fontos eleme a tarsaikkal folytatott kiizdelem révén, hogy meghatarozzak
poziciojukat a hierarchidban, és felallitsak a szocialis rangsort (Vdisdnen és mtsai, 2005).
Az agressziv viselkedés emellett megndvekedett szocialis stresszt, testkarosodast,
halalozast, valamint megjelenési hibakat okozhat, igy stlyos gazdasigi veszteségeket
jelent a termelésben. Ezért az agressziot szabalyozo genetikai mechanizmus feltardsa nem
csak a tyuk faj agressziojanak jobb megértését szolgalja, hanem javithatja a baromfiipar
gazdasagi hatékonysagat és az allatok jolétét is.

A SORCS2 gén legnagyobb mértékben a kdzponti idegrendszerben expresszalodik,
terméke a VpslOp-D fehérjék csaladjaba tartozik. Fontos szerepet jatszik a neuralis
struktirdk ¢és az agyi plaszticitds kialakuldsaban. A kozelmultbeli, emldsoknél
megallapitott asszociacios eredmények érdekessé teszik a gén vizsgalatat mint a bipolaris
zavar (BD), a figyelemhianyos hiperaktivitasi rendellenesség (ADHD), a skizofrénia, és

az Alzheimer-kor kialakuldsaban szerepet jatszo faktor (Soronen, 2012; Takata és mtsai,
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2011; Tielbeek és mtsai, 2012; Zeitz és mtsai, 2013; Fabbri és Serretti, 2016). Jelen
vizsgalat f6 célja a SORCS2 génben azonositott SNP genotipizalasara alkalmazhaté PCR-
RFLP moédszer kidolgozasa, valamint a polimorfizmus hazai tytk-allomanyban valo
jelenlétének igazolasa wvolt. Az eltér6 SORCS2 genotipusi csoportok termelési,
viselkedési tulajdonsagainak Osszevetése révén lehetéség nyilik a polimorfizmus

szelekcioban valo alkalmazhatosaganak felmérésére.

ANYAG ES MODSZER

A vizsgalatban szerepld tyukok két kiilonbozo kisérleti teleprdl szarmaztak:
Kaposvarrol (N=119) és Mosonmagyarovarrol (N=30). Az allomanyt harom, fejlesztés
alatt allo, szabadtartasra alkalmas, arutermeld tojohibrid csoport alkotta (C1, C2, és Tint
néven). Mindkét telepen zart, csoportos (ketrec nélkiili) tartastechnologiat alkalmaztak
azonos takarmanyozasi feltételekkel. A kaposvari mintak értékelésénél rendelkezésre allo
adatokat (pl. tollazat bonitalas eredménye, tollazat épsége 30 és 60 hetes életkorban,
vérmérséklet) és tollmintakat kaposvari kollégainknak, Dr. Siité Zoltan professzor Grnak
és kutatocsoportjanak kdszonhetjiik. A bonitalas soran a tollazat épsége €s fejlettsége
kertilt biralatra. A kifogastalan, ép tollazat 36 maximalis pontszammal értékelhetd, mig a
kiilonbo6z6 testtajakon és kiilonb6zé mértékben jelentkezd hianyossagok pontlevonast
eredményeztek. A vérmérséklet (ideges/nyugodt) megitélése a bonitalasok soran
tantsitott viselkedés alapjan tortént. A mosonmagyarévari kisérleti allomanyban a tyuk ok
kozott megfigyelhetd f6bb viselkedésmintakat és azok gyakorisagat 35-37 hetes
életkorban rogzitettilk, egy oOras megfigyelési periddusok alkalmaval. Az egyedek
azonositasat kiilonboz6 szinli szalagok labon valé elhelyezésével valdsitottuk meg. A
tyakok kozott megfigyelhetd fobb viselkedésmintakat, viselkedéstipusokat és azok
gyakorisagat rogzitettik legalabb egy oras megfigyelési periodusokban, mindig a
délelétti orakban. A megfigyelés végén az allatoktdl tollmintat gy(jtéttiink, azokat
egyedileg jelolt mintavételi zacskokba helyeztiik, majd a felhasznalasig -20 °C-on
taroltuk.

Az agressziv viselkedés kialakulasanak potencialis markereként azonositott SORCS2
(sortilin related VPS10 domain containing receptor 2) polimorfizmus (Li és mtsai, 2016)
genotipizalashoz PCR-RFLP modszert (polimeraz lancreakcio-restrikcios fragmenthossz

polimorfizmus) dolgoztunk ki. A SORCS2 gén vizsgalt szakaszanak felsokszorozasahoz
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szilkséges primereket a primer3 programmal terveztik meg. A polimorfizmus
azonositasahoz hasznalhato restrikcios enzimet (Rsal) a New England BioLabs Enzyme
Finder alkalmazas segitségével valasztottuk ki.

A PCR reakci6 komponenseinck (Maxima SYBR Green mastermix, primerek,
nukleazmentes viz) 6sszemérése utan az alabbi sorrendben €s 1épésekkel amplifikaltuk a
SORCS?2 vizsgalt szakaszat: bevezetd denaturacio: 95 °C, 6 min, majd 95 °C, 15s; primer
kapcsoldodas: 60 °C, 30s; elongacio: 72°C, 30s; a denaturaciods, feltapadasi és elongacios
szakaszt 39-szer ismételtiik.

A restrikcios fragmenthossz polimorfizmusnal a PCR termékeket legalabb 3 o6ran
keresztiil, 37 °C-on inkubaltuk. A gélbe juttatott mintakat UV-fényben lathato festékkel
(etidium-bromiddal) jeldltiik. Az UV-megvilagitas soran az adott minta altal megtett Gt
hossza aranyos a fragment méretével, igy polimorfizmusok elkiilonitésére alkalmas.

A statisztikai értékelés SPSS v.16 program segitségével, fliggetlen mintas t-proba €s

Khi négyzet teszt alkalmazasaval tortént.

EREDMENYEK ES ERTEKELES

A kidolgozott PCR-RFLP modszert sikeresen alkalmaztuk a polimorfizmus
azonositasara. A hasznalt Rsal enzim C allél jelenléte esetén végez hasitast, igy a 228 bp
hosszisagi PCR-terméket egy 75 és egy 153 bp hosszusagh szakaszra vagja.

A Kaposvarrdl szarmazo allomanyok rendelkezésre allo fenotipusos eredményeit és a
kapcsolodd SORCS2 genotipusok kozotti 6sszefiiggések az alabbi tablazatokban lathatok.
Az egész vizsgalt allomanyra (N=119) vonatkozo tollazat bonitalasi eredményeket a

SORCS?2 genotipus szerint mutatja be az [. tdblazat.
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1.tablazat: A tyukok bonitalasi eredményei SORCS2 genotipus szerint
Table 1: Bonitation result of individuals of different SORCS2 genotypes

WSORCS2 genotipus (N)

cC CT
@Bonitalds pontszam (30

35,88+0,37 (75) 35,98+0,15 (44)
hetes korban)
©®Bonitalds pontszam (60

32,64P+3,76 (61) 34,34%42,58 (41)
hetes korban)

ab A kiilonbozd betiivel ellatott atlagok kozotti kiilonbség szignifikans (P<0,05)
ab The difference between the averages with different letters is significant (P<0,05)

(1) SORCS2 genotypes, (2) Bonitation score (at 30 weeks of age), (3) Bonitation score (at 60 weeks of age)

A 30 hetes életkorban (N=119) elért 6sszpontszamok atlagai alapjan nem kiilonboztek
szignifikans (P<0,05) mértékben a CC és a CT genotipusu csoportok. A 60 hetes korban
(N=102) megallapitott bonitalasi eredményeket tekintve megallapithatd, hogy a CT
el, vagyis nagyobb mértékben megorizték tollazatuk épségét. A SORCS2 genotipus
tollazatra gyakorolt hatasdr6l mindeddig nem szamoltak be a szakirodalomban. A
genotipus-fenotipus asszociaciok hatterében szamos polimorfizmus esetében a
tulajdonsag biologiai hatterét ténylegesen befolyasold lokuszhoz valé genetikai
kapcsoltag all. A SORCS2 gén és a tollazat alakulasa kozotti 0sszefliggés értékeléséhez
tovabbi adatok sziikségesek, ill. a lehetséges kapcsoltsagi viszony feltarasaban in silico
vizsgalat nyujthat segitséget.

A 2. tablazatban lathaté a genotipusok megoszlasa a harom kisérleti csoportban. A
homozigéta C genotipus legnagyobb aranyban a Tint, legkisebb aranyban a Cl1
allomanyban fordult elé. A C1 hibrid esetében a CC genotipust szignifikdnsan (P<0,05)
kisebb aranyban figyeltiik meg, mint a Tint €s a C2 hibridnél.
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2.tablazat: A SORCS2 genotipus gyakorisaga hibridek szerint
Table 2: Distribution of SORCS2 genotype frequencies in different herds

) (MSORCS2 genotipus arany (N)
Allomany

CcC CT
C1 52,8 (28)° 47,2 (25)
C2 68.8 (33)° 312 (15)
Tint 77,8 (14) 22,2 (4)

ab A kiilonbozd betlivel ellatott genotipus-gyakorisagok kozotti kiilonbség szignifikans (P<0,05)
ab The difference between genotype frequencies with different letters is significant (P<0,05)
1) SORCS2 genotype ratio

A 60. élethéten a 102 genotipizalt tyuk koziil 22 egyednél figyeltek meg vedlést (az
allomany 21,6%-a). A vedlést mutatd egyedek tobb mint haromnegyede CC genotipust
volt (3. tabldzat), ami a C allél vedléssel vald tendenciaszer(i (P=0,059) Gsszefliggésére

utal.

3.tablazat: A vedlés megjelenése SORCS2 genotipus szerint
Table 3: Appearance of shedding in different SORCS2 genotype groups

WSORCS2 genotipus (N)

cc CT
@Nem vedlik (%) 55,0 (44) 45,0 (36)
®Vedlik (%) 77,3 (17) 22,7 (5)

Pearson-féle Khi négyzet x>=3,56 (P=0,059)
Pearson's Chi Square ¥?=3,56 (P=0,059)
(1) SORCS2 genotype, (2) non shedding, (3) shedding

A 4. tablizatban az n. bundas tollazat és az elhullasok aranya lathat6 SORCS2
genotipusonként. A bundas tollazat az allomany egészéhez viszonyitva szignifikansan
(P<0,05) nagyobb aranyban fordult el a heterozigota (CT) csoportban. A heterozigota
csoportban  szignifikdnsan (P<0,05) kevesebb elhullast rogzitettek, mint a

homozigotaknal (18,2% a CC, illetve 6,8% a CT genotipus-csoportban).
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4.tablazat: A ,,bundas” tollazat kialakulasa és az elhullas SORCS2 genotipus szerint
Table 4 Mortality rate and formation of “furry” plumage in different SORCS2

genotype groups
WSORCS2 genotipus
cC CT
Megfigyelt egyedszam (N) 16 18
@Bundas
SORCS2 genotipus aranyaban (%) | 21,3 40,92
Megfigyelt egyedszam (N 14 3
Othullott | o evelt cavedszim ()
SORCS2 genotipus aranyaban (%) | 18,72 6,8

ab A kiilonboz6 betlivel ellatott értékek kozotti kiilonbség szignifikans (P<0,05)
ab The difference between the values with different letters is significant (P<0,05)
1) SORCS2 genotype, (2) furry, (3) died

A bonitalas soran értékeltek az allatok vérmérsékletét, az egyedeket viselkedésiik
alapjan két csoportra (ideges vagy nyugodt) osztottak. Az 5. tabldazatban az ideges és
nyugodt madarak aranya lathaté genotipusonként. A SORCS2 polimorfizmus
vérmérsékletre gyakorolt hatasanak vizsgalatahoz tovabbi egyedeket sziikséges bevonni
a kisérletbe, hiszen a jelenleg genotipizalt 119 egyedbdl minddssze 4 mindsiilt ideges
vérmérsékletiinek. Genotipusonként nem volt kiilonbség az ideges és/vagy nyugodt

tyukok aranyaban (P>0,05).

S.tablazat: Az ideges/nyugodt vérmérsékletli egyedek eléfordulasa kiilonbdzé SORCS2
genotipust csoportokban

Table 5: Occurrence of nervous / calm-blooded individuals in different SORCS2

genotype groups
WSORCS2 genotipus
CcC CT
Megfigyelt egyedszam (N) 3 1
@1deges
SORCS2 genotipus aranyaban (%) | 4,8 2,4
Megfigyelt egyedszam (N) 59 40
©G)Nyugodt
SORCS2 genotipus aranyéaban (%) | 95,2 97,6

(1) SORCS2 genotype, (2) nervous, (3) calm
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Jelenleg a mosonmagyarovari kisérleti allomany 30 egyedétdl allt rendelkezésre a

viselkedésmintak vizsgalatanak és a SORCS2 genotipizalasi munkanak az eredménye. A

6. tablazatban — tajékoztatd jelleggel — lathatd az egyes viselkedésmintak eléfordulasi

esetszama a kiilonb6z6 genotipusu csoportokban.

6. tablazat: A felvételezett viselkedésmintak el6fordulasa kiilonbozé SORCS2

genotipusonként

Table 6: Occurrence of recorded behavior patterns by different SORCS2 genotypes

SORCS2 genotipus cC (N=19) CT (N=9) TT (N=2)

@ At- Sz6- ?esss Atlag Sz6- | Osszes At- | Sz6- Osszes
Viselkedésformak lag ras eset ras eset lag ras eset

G Jelolé csipkedése 1,37 1,74 26 1,22 1,92 11 | 3,00 1,14 6
@ Csipkedés 021 | 054 4 0,22 | 044 2|05 | 071 1
le i‘:;é‘;‘s 041 ] 031 | 2| o022 044 2| o 0 0
©) Falra ugras 005 | 0,23 1 0 0 0 0 0 0
g;;’(')'lizsit 037 | og0| 7| o067 o7 6| 1,00 | 141 2
® Szarnycsapkodas | 0,11 | 0,46 2 0,11 | 0,33 11050 ]| 071 1
© Szarnyemelés 0,16 0,38 3 0,11 0,33 1 0 0 0
(19 Tollaszkodas 0,95 | 1,62 18 067 | 0,71 6| 200 | 283 4
() 1deges jarkalas 053 | 1,61 10 0,22 | 0,67 2 0 0 0
(2 Kiutat keresés 058 | 1,22 11 044 | 1,33 41050 | 071 1
(3 Felreppenés 1,05 | 3,92 20 0,56 | 1,01 5 0 0 0
(9 Sz6kési kisérlet 0,32 | 1,00 6 1,56 | 2,35 14 0 0 0
(5 Fekvés 0,63 | 1,34 12 067 | 1,12 6| 1,00 | 141 2
(9 Kapirgalas 037 | 0,96 7 156 | 3,32 14 | 050 | 0,71 1
@7 Aldozat 0,05 | 0,23 1 033 | 1,00 3 0 0 0
18 Uldozés 0 0 0 011 | 0,33 1 0 0 0

(1) SORCS2 genotype, (2) behaviors; (3) marker pinching, (4) pinching, (5) offensive pinching, (6)
jump on the wall, (7) plumage ruffle, (8) flapping, (9) wing lift, (10) feathering, grooming, (11) nervous

walking, (12) way out search, (13) flying up, (14) escape attempt, (15) recline, (16) scratching, (17) victim,

(18) persecution

A mosonmagyardvari kisérleti allomanyban rogzitett viselkedésmintakat négy fobb

kategoriaba (agresszid, érdeklodés, komforttevékenység, menekiilés) soroltuk. A 7.
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tablazat a f0bb kategoriak atlagos eldforduldsat mutatja be genotipusonként tajékoztatod

jelleggel.

7. tablazat: Fobb viselkedéstipusok eléfordulésa a kiilonbdzé SORCS2 genotipust
csoportokban

Table 7: Occurrence of major behavioral types in different SORCS2 genotype groups

(1) SORCS2 ®Erdekls- | @Kom- | © Menekii-
genotipus @ Agresszid dés fort lés

CC (N=19) Atlag 0,11 1,63 4,16 1,47
Szbrés 0,315 1,832 5,346 2,932
Osszes
eset 2 31 79 28

CT (N=9) Atlag 0,33 1,44 4,33 1,89
Szorés 0,5 2,068 4,359 3,689
Osszes
eset 3 13 39 17

TT (N=2) Atlag 0 35 5 0,5
Szoras 0 0,707 4,243 0,707
Osszes
eset 0 7 10 1

Osszes (N=30) Atlag 0,17 1,7 4,27 1,53
Szbrés 0,379 1,878 4,863 3,037
Osszes
eset 5 51 128 46

(1) SORCS2 genotype, (2) agression, (3) interest, (4) comfort, (5) escape

Kezdeti eredményeink alapjan a CT genotipusu allomanyban gyakoribb volt az
agressziv viselkedésmintak el6fordulasa, mint a homozigota C egyedeknél, mig a két
homozigoéta T tyuk esetében nem rogzitettiink agressziv viselkedésmintat.

A genotipizalt és a viselkedéssel kapcsolatos vizsgalatba vont allomany tovabbi
novelésével pontosabb képet kaphatunk a SORCS2 polimorfizmus szerepérél a viselkedés

alakulasaban és az agresszido megjelenésében a tyik fajnal.

OSSZEFOGLALAS

A kidolgozott PCR-RFLP moédszert sikeresen alkalmaztuk a polimorfizmus

azonositasara.
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Az emésztés utan agar6z gélelektroforézist futtattunk, viszont lathatéva kellett tenni az
RFLP- termékeket. Erre a célra olyan festékeket hasznaltunk, melyek nukleinsavakkal
fluoreszkald komplexeket képeznek: a lathaté tartomanyban fényt bocsatanak Ki
magukbdl és ultraibolya fényben gerjeszthetdek.

Eredményeink alapjan a SORCS2 genotipusok eltéré aranyban fordulnak el6 a vizsgalt
hibrid allomanyokban, ezaltal szerepet jatszhatnak a hibridvonalak kdzotti viselkedésbeli

és termelésbeli kiilonbségek kialakulasaban.

Genotyping of a SORCS2 polymorphism is different chicken populations

ISARVARI LORETTA CSILLA - TEMPFLI KAROLY - !SZALAI KLAUDIA -
17SEDELY ESZTER - 'LENCSES-VARGA ERIKA - 'HERCEG BALAZS -
2ALMASI ANITA - 2HIDAS ANDRAS - 20RBAN ATTILA - ‘BALI PAPP AGNES

1 Széchenyi Istvan University, Faculty of agricultural and Food Sciences,
Mosonmagyarovar

2 Babolna TETRA Kft., Babolna

ABSTRACT

Increasing consumer pressure to further improve animal welfare is a major challenge in
modern animal production. In this preliminary study, a single nucleotide polymorphism
of SORCS2 (sortilin related VPS10 domain containing receptor 2) was genotyped in
different chicken hybrid populations (e.g. Babolna C1, C2, Tint) as a potential marker for
aggressive behaviour. A polymerase chain reaction and restriction fragment length
polymorphism (PCR-RFLP) method was developed for the identification of SORCS2
genotypes. Required DNA was isolated from feather samples, and agarose gel
electrophoresis was applied for visual allele discrimination. Allele and genotype
frequencies were calculated, and population differences were analysed. In a genotype-
trait association study, allele effects were investigated on several traits (e.g. general

plumage condition at week 30 and 60, occurrence of molting at week 60, frequency of
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behavioural types). Based on the results, it was concluded that the analysed SORCS2
marker can contribute to differences in behavioural and production traits between hybrid
populations.

Keywords: behaviour, SORCS2, chicken
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