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KVANTITATIV ES MOLEKULARIS GENETIKAI,
ILLETVE GENOMIKAI MODSZEREK ALKALMAZASA
A NYULTENYESZTESBEN

NAGY ISTVAN

OSSZEFOGLALAS

A szerz§ az aktudlis nemzetkdzi szakirodalom alapjan attekintette a nyultenyésztésben alkalma-
zott kvantitativ és molekularis genetikai médszereket. Ismertette legjobb lineéris torzitatlan becslés
(BLUP) kedvezd tulajdonséagait, valamint a hazai nyultenyésztésben jelenleg alkalmazott tenyésztési
modszereket Bemutatasra kerlltek a kilonb6zé tipust molekularis markerek, kilonds tekintettel
az értékmérd tulajdonsagok javitasi lehetdségeinek aspektusabdl. A kdzelmultban kidolgozott
nyul SNP chip eddigi alkalmazasai, valamint jovébeni szerepe a genomikus szelekciéban szintén
ismertetésre kerlt.

SUMMARY

Nagy, I.: APPLICATION OF QUANTITATIVE AND MOLECULAR GENETIC AND GENOMIC
METHODS IN RABBIT BREEDING

Based on the relevant literature, the author presented an overview of the quantitative, molecular
genetic, and genomic methods applied in rabbit breeding. The favourable properties of the Best
Linear Unbiased Prediction (BLUP) procedure were demonstrated. Besides, the current breeding
methods of the Hungarian Rabbit Breeding sector were also presented. The different available
molecular genetic marker types were summarized mainly from the aspect of their relationships with
genes influencing selection criteria traits. Finally, the author characterized the newly developed
Affymetrix Axiom OrcunSNP Array rabbit chip, its application in the rabbit sector, and its future role
in the genomic selection
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ELOZMENYEK

A szoros értelemben vett allattenyésztés keretében az allatnemesiték évtize-
dek ota toérekednek arra, hogy az egyes allatpopulacidkban a fenntarthatésag
szempontjabol legfontosabbnak itélt tulajdonsagokban generaciérdl generaciora
folyamatosan a lehetd legnagyobb elérehaladast érjék el. A cél eléréséhez az
1980-as évek végétdl a 2000-es évek elejéig az Ugynevezett kvantitativ genetikai
moddszerek alkalmazasa az 6sszes domesztikalt allatfajban altalanos volt. Ennek
keretében a teljesitmény-vizsgalatok soran mért (szelekcios kritérium) és a tenyész-
tési programokban megadott javitando (tenyészcél) tulajdonsagoknak meg kellett
hatarozni az 6rokl6dhetdségét, tovabba a tulajdonsagok kapcsolatat jellemzé
genetikai korrelacidkat, valamint az allatok tenyészértékét tulajdonsagonként és az
ugynevezett Osszesitett tenyészértéket (Hazel és mtsai, 1994). A legjobb Linearis
Torzitatlan Becslés (Best Linear Unbiased Prediction, BLUP) médszer (Henderson,
1975) alapjan a tenyészértékek oly médon hatarozhatok meg, hogy az egyes
tulajdonsagokat befolyasolé tényezdk torzité hatasa kikliszobolhets. A BLUP az
1990-es évektdl kezdték altalanosan alkalmazni, melynek elterjedésével a BLUP
szinte valamennyi gazdasagi allatfaj esetében Magyarorszagon is a szelekcio
legfontosabb eszkdzéve valt (Zsilinszky, 1984; Radnoczi és mtsai, 1999; Nagy és
mtsai, 1999). A mddszer alkalmazasa, kedvez$ sajatossagainak kdszénhetden,
altalaban jelentds szelekcios elérehaladast eredményezett, azonban a nem kel-
I6 korultekintéssel végzett BLUP tenyészérték alapu szelekcidnak kedvezétlen
hatasai is lehetnek. llyen példaul a genetikai variabilitas jelentds cstkkenése, a
beltenyésztési egyltthato, illetve beltenyésztési rata gyors emelkedése, valamint
az ezzel gyakran egyUtt jaro beltenyésztéses leromlas (Mehrabani-Yeganeh és
mtsai, 2000).

A nyultenyésztésben jelenleg altalanosan alkalmazott a haromvonalas/ha-
romfajtas keresztezésnél (Baselga, 2004) az elsé keresztezés soran két anyai
vonal egyedeit (melyeket az alomnagysagra szelektalnak) parositjak egymassal.
A masodik keresztezésnél a keresztezett szllépar anyakat egy harmadik vonal
bakjaival (amelynél a szelekci6 alapja altalaban a sulygyarapodas) parositjak
(Baselga, 2004). A keresztezés célja az egyedi, illetve anyai heterézis kihasznalasa.
A hazinyul nemesitési szempontbdl szamos kedvezé sajatossaggal rendelkezik.
A faj nagy szaporasaga igen intenziv szelekciot tesz lehetévé, raadasul a gene-
racidintervallum is igen rovid (altaldban kevesebb, mint egy év). Ezek alapjan a
nyultenyésztésben rovid idd alatt jelentés szelekcios elérehaladas realizalhato
(Baselga és mtsai, 2021; Nagy és mtsai, 2013; Szendrd és mtsai, 2012).

MOLEKULARIS MARKEREK TiPUSA, ILLETVE EZEK ALKALMAZASI
LEHETOSEGEI

A hagyomanyos kvantitativ genetikai megkozelités alapjan a szelekcids kritérium
tulajdonsagokra vonatkoz6 mérési eredményeket (fenotipus) az allatok génalloma-
nya (genotipusa) és kdrnyezete egyarant befolyasolja. Az egyes gének hatasa az
»infinitesimal model” (Barton és mtsai, 2017) alapjan elhanyagolhatéan csekély,
amelyek hatasa 0sszegzédik. Bar a génhatasok felbonthatok additiv és nem
additiv hatsokra, ez utébbiakat az esetek tdbbségében nem vessziik figyelembe.
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Az allattenyésztésben, igy a nyultenyésztésben is a gazdasagi jelentéséggel bird
tulajdonsagok tobbségét sok gén befolyasolja, ugyanakkor a molekularis genetikai
mddszerek alkalmazasa nélkil az egyes tulajdonsagokat befolyasol6 gének szama,
valamint ezeknek a gének az egyéb jellegzetességei egyaltalan nem ismertek. Az
ismeretek a molekularis genetikai markerek alkalmazasaval bdvitheték, melyek
amennyiben adott tulajdonsagot befolyasold génekkel kapcsoltsagban vannak, a
kérdéses tulajdonsag szelekcidjaban a kapcsolt markerek felhasznalhatok.

Az elsé olyan DNS molekularis markertipus, melyet géntérképezésre lehet
hasznalni az ugynevezett RFLP (Restrikcids Fragmentumhossz Polimorfizmus)
(Botstein és mtsai, 1980). Az RFLP markerek véletlenlll oszlanak el a genomban,
nagyon gyakoriak, két alléllel rendelkeznek és a kimutatott polimorfizmusok
kodominansan 6roklédnek. Az alkalmazasi terlletek a fajtaazonositas, fajtavé-
delem, rokonsag megallapitasa, rekurrens szll6 megtalalasa, genetikai tisztasag
vizsgdlata (Hajosné Novak, 1999) Az RFLP markerek segitségével sikeresen de-
tektaltak virusok kdzotti genetikai klildnbségeket, tovabba a teljes genomot lefed6
géntérképezését végeztek paradicsom fajtakban, azonban az allattenyésztésben
az RFLP markerek az esetek tdbbségében nem mutattak polimorfizmust ezért a
nagyhatasu gének lokalizalasat nem teszik lehetévé (Weller, 2016).

A molekularis genetikdban nagy jelentésége volt a mikroszatellit markerek
felfedezések (Mullis és mtsai, 1986). A mikroszatellitek 11-60 bp hosszu, kony-
nyen sokszorosithaté nagy polimorfizmust mutat6 DNS szakaszok, melyek
kodominansak, azaz a heterozigéta és a homozigota valtozatok egymastol egy-
értelmten elkilénithetdk. Tovabbi jellemzd hogy ezek a markerek jellemzésen
tébb, mint két alléllal rendelkeznek. A mikroszatellitek hatranya viszont, hogy a
genomban az eloszlasuk nem elég s(rl a kvantitativ tulajdonsagok géntérképe-
zéséhez (QTL azonositashoz). Ennek megfeleléen a mikroszatellit marker alapu
kbézlemények szama a nyultenyésztésben viszonylag csekély. A QTL egy olyan
gén, mely kapcsoltsagot mutat egy adott markerrel és statisztikai bizonyiték van
arra, hogy ezen marker genotipusa 6sszefliggést mutat a (QTL altal) befolyasolt
mennyiségi tulajdonsag fenotipusos értékével. Chantry-Darmon és mtsai (2005;
2006) a nyul fajpan 111 mikroszatellit markert azonositottak, melyek segitségé-
vel lokalizaltak az albiné és angoéra szinek jellemzdit meghatarozd géneket az
elsd és tizen6tddik kromoszoman. A termelési tulajdonsagokkal kapcsolatosan
Sternstein és mtsai (2015), Chantry-Darmon és mtsai (2005; 2006) eredményeire
alapozva, végezték kutatasaikat az addig rendelkezésre allé 111 mikroszatellitet
78 tovabbi mikroszatellit markerrel kiegészitve. A kapcsoltsag vizsgalatokhoz
ket keresztezést végeztek. Az F1 generacio elGallitasahoz 6 flamand orias bakot
parositottak 6 Uj-Zélandi fehér anyaval. Ezt kdvetéen a megsziletett F1 genera-
ciobol 9 bakot és 33 anyat parositva a megszuletett ivadékokbol 183 és 180 him
és ndivaru ivadékot vizsgaltak (Sternstein és mtsai, 2015). A vizsgalatok alapjan
megallapithat6 volt, hogy egy erdsen szignifikans (p<0,01) QTL volt azonosit-
hat6 a hetedik kromoszéman, mely a karkasz sulyokra volt hatassal, egy masik
QTL (p< 0,05) a kilencedik kromoszéman helyezkedett el és az ellls, kozépsd
és hatulsé testrészek csonttdmegét befolyasolta, mig a harmadik QTL a 12.-ik
kromoszdman helyezkedett el és a csepegési veszteséggel volt kapcsolatban.
Az azonositott QTL-ek az F2 generacidban a kiilénb6zd vizsgalt tulajdonsagok
fenotipusos varianciajanak 2,5-14,6%-at magyaraztak. A kapott eredmények el-
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lenére a vizsgalt genomrégiok hosszahoz képest csekély létszamu marker nem
tette lehetévé az egyes QTL-ek helyének pontos azonositasat.

Afentiek mellett a mikroszatellit markerek nagyon hasznosak a genetikai diverzi-
tas, illetve a populacidszerkezet meghatarozasaban. A markereknek a szarmazas
ellenérzésében is fontos megerdsitd szereplk lehet. Ennek kiiléndsen akkor van
jelentésége, ha a tenyészallatok szarmazasat rogzité pedigré nem elég hosszu és
teljes, illetve hibakkal terhelt. A hibas pedigré a szelekcio vart eredményességét
is jelentésen ronthatja. Israel és Weller (2000) eredményei alapjan a 10%-ban
hibas pedigré esetén, a pedigréhibak molekularis genetikai médszerek alapjan
torténd korrekciodja a szelekcios elérehaladasban 4,3%-o0s javulast eredményezett.
A mikroszatellit markerek és hagyomanyos szarmazasi adatok egyUttes hasznalata
esetén lehetséges a kllonb6zd nyllpopulacidk genetikai diverzitdsanak pedigré
és molekularis markeradatok alapjan torténé Osszetett értékelése. Részletes infor-
maciot kaphaté az individudlis genetikai diverzitasroél (beltenyésztési egyltthato,
atlagos rokonsagi fok, leszarmazasi egyUtthatd), az effektiv populaciémeéretrdl,
az allélok szarmazasi valdszinliségérdl (alapito, illetve nem alapitd 6sok effektiv
létszama, alapitd 6sok effektiv genomszama), valamint a populacioszerkezetrol
(alpopulacidk kozti genetikai tavolsag, margindlis hozzajarulas a populacio teljes
genetikai diverzitasahoz). A hagyomanyos és molekularis genetikai médszerek
egyUttes alkalmazasaval, meghatarozhatd a genetikai diverzitast méré genea-
|6giai és molekularis paraméterek kdzotti kapesolat, megitélheté tovabba a két
mddszer pontossaga is a pedigré hosszatol fliggéen. Amennyiben a szarmazasi
adatok nem allnak rendelkezésre, vagy nem pontosak a mikroszatellit markerek
segitségével 6nalldan is lehet jellemezni a populacié diverzitasat és szerkezetét.
Nyultenyésztésben a szarmazasi adatok régzitése altalaban megoldott ezért a
populaciészerkezet jellemzése hagyomanyos médon, pedigré alapjan is megad-
hat6é (Nagy és mtsai, 2010). Mikroszatellit markerek alkalmazasaval Gregi nyulak
populacioszerkezetét Surridge és mtsai (1997; 1999) vizsgalta, mig a tenyészett
nyulfajtakra hasonlé vizsgalatokat Abdel-Kafy (2018) végzett. Utdbbi szerzdk
minddssze 8 marker (Sat2, Sat3, Sats, Sat7, Sat8, Sat12, Sat13, and Sat16) al-
kalmazasaval jellemezték a vizsgalt nyulallomanyokra megfigyelt és vart allélsza-
mokat, heterozigozitast, valamint az egyes allomanyok kdzti genetikai tavolsagot,
amelyet Caballero és Toro (2000; 2002) alapjan a fixacios indexel jellemeztek.

A nyul genomjanak (Sanger) szekvenalasat a Portdi Egyetemen végezték
(Carneiro és mtsai, 2014), amelyhez tébb hazinyul fajtat, illetve vadon é18 spanyol
és francia nyulfajok mintait (Oryctolagus cuniculus) hasznaltak (1. abra).

A szekvenalas soran 51 millié egypontos nukleotid-polimorfizmust (SNP)
sikerUlt azonositani. Az SNP markerek jellemzéen kétallélosak, gyakorisagok
altalaban egy SNP 300-500 bazisparonként. Az SNP azokban a genomikus ré-
gidkban is megtalalhat6, amelyben a mikroszatellit marker gyakorisaga csekély.
A mikroszatellit markerekhez képest az SNP markerek stabilabbak és a mutacié
gyakorisaga kisebb. A genotipizalas soran fellépd hibak aranya is nagyon alacsony
(0,05-0,01%). Megallapithat6 tovabba, hogy a nyul az eddig szekvenalt eml&sok
kdzott a leginkabb polimorf faj. Egy EU altal finanszirozott COST projekt kereté-
ben (http://www.biocomp.unibo.it/rabbit/) sikerilt kifejlesztetni egy kereskedelmi
forgalomban is kaphaté Affymetrix Axiom OrcunSNP Array nyul chipet, mely 200
000 SNP markert foglal magaban. Az emlitett eszkdz 2016 6ta megvasarolhaté.
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A: Vizsgalt fajtak (belga vitas nyul, holland tarka nyul, francia lop, champagnei ezlst, belga 6rias,
Uj-zélandi fehér) (a képek nagysaga az egyes fajtak kozti méretkiilonbségeket jelzi)

B: Mintavételi helyek jel6lése

C: Nukleotid diverzitasok a vizsgélt populacidokban

Figure 1. Experimental design

A: genotypes investigated (Belgian hare, Dutch, French lop, Champagne d’argent, Flemish giant,
New Zealand white) — size of the picture represents the body size difference), B: Place of sampling,
C: nucleotide diversity in the investigated populations

Az SNP nyul chipet az az elmult mintegy 6t év soran az eurdpai nyultenyésztés
szempontjabol leginkabb meghatarozo6 orszagok, azaz Franciaorszag, Olaszor-
szag és Spanyolorszag kutatéi hasznaltak (Sosa-Madrid és mtsai, 2020a; 2020b;
2020c; Bovo és mtsai, 2021), akik az SNP adatok alapjan kiindulva teljes genom
asszociacids vizsgalatokat (GWAS) végeztek kiilonbdz6 értékmérd tulajdonsagokra
nézve annak érdekében, hogy az ezen tulajdonsagokat kdzvetlenll befolyasold
ugynevezett kandidans géneket tudjanak azonositani. Az elvégzett vizsgalatokra
vonatkozo fontosabb informaciokat az 7. tablazatban foglaltam dssze. A kivalasztott
tulajdonsagokat elsésorban az elézetes szelekcids kisérletek hataroztak meg.
A spanyol kutatok korabban mar tdbb generamon at végeztek kétiranyu szelekciot
az intramuszkularis zsirtartalomra (Zomeno és mtsai, 2013; Martinez-Alvaro és
mtsai, 2016), igy az SNP chip kidolgozasa utan ennek alkalmazasaval vizsgaltak



190 Nagy: Kvantitativ és molekularis genetikai, genomikai médszerek alakalmazasa

tovabb az egymastol addigra mar genetikailag is eltéré ,nagy” és ,kis” intra-
muszkularis zsirtartalmu allomanyokat, annak ellenére, hogy egyébként ennek a
tulajdonsagnak a nyultenyésztés szempontjabdl nincs kiemelkedd jelentésége.

1. tablazat
Az Affymetrix Axiom OrcunSNP Array nyul chip alapjan végzett kandidans gén azonositasi
vizsgalatok fontosabb jellemzéi

Tulajdonsag (1) Markerszam | Kandidans gének (3) Szerzdk (4)

&)
Csecsbimbdszam 101503 NR6A1 Bovo és mtsai (2021)
Q)
Intramuszkularis 93540 APOLD1, PLBD1, PDE6H, GPRC5D, | Sosa-Madrid és
zsir (6) GPRC5A, MTMR2, EWSR1 mtsai (2020a)
Intramuszkularis 89968 ACER2, PLIN2, DENN4C, RRAGA, Sosa-Madrid és
zsir (6) ST8SIAB, VIM, RORA, GANC, mtsai (2020b)

PLA2G4B,

Osszesen sziiletett | 117791 BMP4, PTDGR, PTGER2, STYX, Sosa-Madrid és
fiokak szama (7) CDKN3 mtsai (2020b)
Elve sziiletett fiokak
szama (8)
Beagyazddott
embridk szama (9)

Table 1. Main characteristics of the candidate gene identification investigations based on Affymetrix
Axiom OrcunSNP Array rabbit chip

attribute (1); marker identification number (2); candidate genes (3); references (4); number of teats
(5); intramuscular fat (6); total number of born puppies (7); number of puppies born alive (8); number
of implanted embryos (9)

A vizsgdlatok alapjan megallapithatd, hogy a kiindulasi markerszam az el6ze-
tes szlirések soran nagysagrendileg mintegy felére csdkkent. Bar az értékmérd
tulajdonsagokat kdzvetlenlll befolyasolé gének azonositasa sikeres volt, az esetek
tobbségében maguk a szerz6k javasoltak tovabbi vizsgalatokat. A nyultenyész-
tésben a fentieken kiviil szamos mas értékmérd tulajdonsagra (kildnbdzé élet-
korban mért testsuly, atlagos napi sulygyarapodas) nézve is végeztek kandidans
gén térképezést, amelynek eredményeit a kdzelmultban Helal és mtsai (2021)
foglaltak dssze.

GENOMIKUS SZELEKCIO LEHETOSEGEI, JOVOBENI
PERSPEKTIVAK

Az SNP chipek egyik legfontosabb alkalmazasi terlilete az Ugynevezett
genomikus szelekcid. Ennek keretében nagyszamu marker alapjan torténik a
tenyészérték becslése. Az egyes markerek hatdsanak azonositasa nem feltétlendl
szllkséges, azonban mindenféleképpen sziikség van egy Ugynevezett referencia
populacié kialakitasara (jellemzéen tobb ezer egyed), amelyben az egyedekre
vonatkozoéan a szelekcioval javitani kivant tulajdonsagra nézve rendelkezésre allnak
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amérések alapjan meghatarozott fenotipusos értékek, illetve az SNP chip alapjan
meghatarozott marker genotipusok. A genomikus tenyészértékbecslési folyamatot
nemcsak tenyészértékbecsléssel foglalkozd szakemberek szamara értheté mo-
don Koncz és Gombacsi (2018) ismertették. A genomikus tenyészértékbecslés
lehetséges elényei a jelentésen megrovidilt generaciodintervallum, a nagyobb
szelekcids intenzitas és a nagyobb megbizhat6sag lehetnek. Mivel az Affymetrix
Axiom OrcunSNP Array nyul chip 200 000 markert tartalmaz, ezért potencialisan
a nyul esetében is lehetséges genomikus szelekcio. A faji sajatossagokat ebbdl
a szempontbdl Garreau és Gunia (2018) foglaltak dssze. A szerz6k megallapitjak,
hogy a nyultenyésztés sajatossaga jelenleg is igen intenziv szelekcio, tovabba
az igen rovid generacios intervallum, ezért az SNP chip alkalmazasa leginkabb
csak a becslUlt tenyészértékek megbizhatésagat javithatja. Garreau és Gunia
(2018) véleménye szerint a genomikus szelekcionak féleg olyan nehezen mérhet6
tulajdonsagok esetében lehet jelentésége, mint példaul a pasteurellosis elleni
rezisztencia nemesités (Gunia és mtsai, 2018). A genomikus szelekcid nyultenyész-
tésben torténd alkalmazasat jelenleg az SNP chip magas ara (mintegy 130 Euro)
is jelentésen akadalyozza, hiszen még a francia, illetve spanyol tenyészbakok
arat (mintegy 30-50 Euro) is jelentésen meghaladja. A hazai helyzet ettél még
sokkal rosszabb, hiszen egy magyar tenyészbakot nagyobb mennyiségben csak
mintegy 10 Euro-nak megfelel6 néhany ezer forintos aron lehet értékesiteni.
A koltségek csOkkenése ezért nagyon fontos elbfeltétele a genomikus szelekcio
alkalmazasanak. A koltségek jellemzéen az évek soran azonos SNP chipre csok-
kennek. Ezen kivil a genomikus szelekcidéban a kéltségek csdkkentésének egyik
altalanos modszere, hogy a megvasarolhatd SNP chip-ben a gyartok csdkkentik
a markerek szamat ezaltal az eszkoz is valamivel olcsdbb lesz. Az igy hianyzo
informacidkat pedig a felhasznaldok kildénb6zé nyilt adatbazisokbdl pétolhatjak
(imputung). A nyultenyésztésben ennek a technikanak a lehetéségét Mancin és
mtsai (2021) vizsgaltak. Megallapitottak, hogy a bakok esetében az eredeti, nagy
markerszamot tartalmazo, SNP chip alkalmazasa javasolt, ugyanakkor anyak
esetében az SNP chipben a markerszam cstkkenthetd és a hianyz6 markerekre
vonatkozé informacidkat az elérheté adatbazisbol be lehet szerezni (imputing).
Ezaltal a genomikus szelekcio kdltsége csOkkenthetd és a szelekcid elérehaladas
nagysaga meghaladja a hagyomanyos BLUP tenyészértékbecslés hatékonysagat.
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