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Néhany anyagcserében kulcsszerepet jatszo gén DNS polimorfizmus és
génexpresszids mintazatanak vizsgialata baromfi fajokban

Kivonat

A szerz6 a ROSS-308 végtermék brojlercsirke (38 napos)
genotipusat hatarozta meg PCR-RFLP modszerrel a A213C Spotl4a
transzkripcids faktor, a G645T inzulinszeri novekedési faktor-kotd
24 bp-os inzercio ¢és az A370C szomatosztatin (SST) polimorfizmusok
esetében. A Spotlda a fehérje anyagcserében erds anabolitikus
hatassal rendelkezik. Az IGFBP-2 mobdosithatja a fehérje
anyagcserében szerepet jatszo inzulinszeri ndvekedési faktor-1
bioaktivitasat és novekedésben betdltott szerepét. A PRL szertedgazod
¢életfolyamatokban vesz részt, a novekedésben betoltott szerepérol
keveset tudunk. Az SST a novekedési hormon gatlasa révén fejti ki
hatasat a novekedésre. A szerz6 elemezte a genotipusok és a
vagohidon mérhetd tulajdonsagok kozotti Osszefiiggéseket. Az
IGFBP-2 genotipus szignifikans (P<0,05) hatassal volt az él6tomegre,
a karkasz tomegre, a bords- és bor nélkiili mellfilé tomegére, tovabba
ez utdbbi ¢létdmeg %-aban kifejezett aranyara. A T allél kedvezd
hatasat figyelte meg az dallomanyban. A Spotlda genotipus
szignifikans (P<0,05) hatdssal volt a bor nélkiili mellfilé tomegének
¢létomeg %-aban kifejezett ardnyéara, a PRL genotipus szignifikdns
(P<0,05) hatassal volt a comb tomegére és a comb tomegének az
¢lotomeg  %-aban kifejezett aranyara. Az SST polimorfizmus

rogzitettségét allapitotta meg a populacioban.
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A szerz6 vizsgalta 22 hetes Converter pulyka bakok kiilonb6zé
szoveteiben a FADS2, PPARy és IGF-1 génexpressziot lenolaj (LO)
kiegészités mellett. A FADS2 hozzéjarul a hossz szénldncu PUFA
zsirsavak  szintéziséhez, a PPARy transzkripcidés faktorként
szabalyozza mas zsiranyagcserében szerepet jatszd gének miikodését.
Az IGF-1 amellett, hogy anabolitikus hatasu a fehérjeanyagcserében,
részt vesz a zsiranyagcsere szabalyozasaban is.  Szignifikans
mértékben magasabb FADS2 génexpressziot figyelt meg a majban
(P<0,001) és a combban (P<0,05), mig a zsirban szignifikans
mértékben (P<0,05) alacsonyabb expressziot tapasztalt a LO
kiegészités mellett hizlalt allatok esetében a kontroll egyedekhez
viszonyitva. LO kiegészités hatasara a PPARy expresszid szignifikans
mértékben csokkent (P<0,05) a combban ¢és nétt (P<0,05) az
abdominalis zsirban a kontroll egyedekhez képest. Tovabba
megfigyelte, hogy az IGF-1 génexpresszio LO kiegészitést kapott
allatok esetében szignifikans mértékben magasabb (P<0,05) a
combban, alacsonyabb (P<0,05) az abdominalis zsirban a kontroll

egyedekhez képest.
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Polymorphism and gene expression analysis of some metabolically
important genes in poultry species

Abstract

Four potential candidate polymorphisms of Spotl4a transcription
factor, insulin-like growth factor-binding protein 2 (IGFBP-2),
prolactin (PRL), and somatostatin (SST) were genotyped in ROSS-308
broiler chickens. Spotl4a has remarkable anabolic effects on protein
synthesis. IGFBP-2 can potentially modify the bioactivity and growth
promoting effects of insulin-like growth factor-1. PRL plays roles in a
wide variety of biological processes; however, only limited genotype-
growth associations have been reported in chickens. SST is a major
growth-regulating hormone that inhibits the growth hormone release.
Associations of the Spotl4a, IGFBP-2, PRL genotype and slaughter
characteristics were analysed. The IGFBP-2 genotype had significant
effect (P<0.05) on several measured traits (body weight, carcass
weight, breast muscle weight with or without skin, breast muscle
weight as a percentage of carcass weight) in the population. The
Spotl4e had significant effect (P<0.05) on breast muscle weight
(without skin) as a percentage of body weight. Significant association
(P<0.05) were detected between the PRL genotype and thigh weight
and thigh weight percentage of body weight. The SST polymorhism
was found to be fixed in the population.

The effect of dietary linseed oil supplementation on the expression

of fatty acid desaturase 2 (FADS2), peroxisome proliferator activated

3
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receptor gamma (PPARy), and insulin-like growth factor 1 (IGF1)
genes in different tissues was investigated in 22-week-old Converter
male turkeys. FADS2 contributes to the synthesis of long-chain
PUFA, whereas PPARy acts as a transcription factor of genes involved
in fat metabolism. In addition to its anabolic effects on protein
synthesis, IGF-1 also plays roles in the regulation of fat metabolism.
Linseed oil (LO) supplementation significantly (P<0.05) increased
thigh muscle (P<0.05) and hepatic (P<0.001) FADS2 levels, while its
expression decreased in adipose tissue (P<0.05). PPARy expression
was lower (P<0.05) in thigh muscle of the LO group, and higher
(P<0.05) in the fat of LO group. IGF1 expression was higher (P<0.05)
in thigh muscle of the LO group and was lower (P<0.05) in adipose

tissue of the LO group.
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ROVIDITESEK JEGYZEKE

A —adenin

AA — arachidonsav

ACTB - B-aktin

A-FABP — zsirsejt zsirsavkoto fehérjéje (adipocyte fatty acid-binding protein)

ALA — o-linolénsav

BAC — mesterséges bakterialis kromoszoma (Bacterial Artificial Chromosome)

BCP — 1-brom-3-klorpropan

BES — BAC-end szekvenciakat

BGI — Pekingi Genomikai Intézet

bp — bazispar

C —citozin

C/EBPa,  — CCAAT/enhancer binding proteins; transzkripcios faktorok

cDNS — komplementer DNS (complementer DNA)

CNV - a kopiaszam-variaciok (copy number variations)

CT populacio — Compton (CT, UK) varosaban kifejlesztett nemzetkozi referencia
populacié tyuk géntérképezésnél

DGLA - dihomo-gamma-linolénsavat (20:3n-6)

DHA — dokozahexaénsavat (22:6n-3)

DNS — dezoxiribonukleinsav (deoxyribonucleic acid)

dNTP — dezoxinukleotid trifoszfat (deoxyribonucleotid triphosphate)

DPA — dokozapentaénsavat (DPA 22:5n-3)

EDTA — etilén-diamin tetraecetsav (ethylenediamintetraacetic acid)

EL populacié — East Lansing (EL, US) varosaban kifejlesztett nemzetkdzi referencia
populacié a tyuk géntérképezésnél

EPA — eikozapantoténsavat (20:5n-3)

FADS2 — zsirsav deszaturaz-2 (fatty acid desaturase-2)

G —guanin

GAPDH - glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz (Glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase)

GH — n6vekedési hormon (growth hormone)

HWE — Hardy—Weinberg egyensuly

IGF — inzulinszerti névekedési faktor

IGF-1 — inzulinszer( novekedési faktor-1

IGFBP — inzulinszerii novekedési faktor k6té fehérje
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IGFBP-2 — inzulinszerii novekedési faktor kot fehérje-2

LA —linolsav

LO — lenolaj

LPL — lipoprotein lipaz

MHC — 16 hisztokompatibilitasi komplex

MRNS — hirvivé RNS (messenger RNS)

NCBI — The National Center for Biotechnology Information

NGS — ujgeneracids szekvenalas (next generation sequencing)

NLS — Nuclei Lysis Solution

PCR — polimeraz-lancreakcio (Polymerase Chain Reaction)

PPARGa, y — peroxiszéma proliferalt akivalt receptor ., y

PPS — Protein Precipitation Solution

PRL — prolaktin

PUFA — tobbszorosen telitetlen zsirsav (polyunsaturated fatty acid)

QTL - kvantitativ tulajdonsag génhelye (quantitative trait locus)

RE — restrikcids enzim (restriction enzyme, endonuclease)

RFLP — restrikcios fragmenthossz polimorfizmus (restriction fragment lenght
polymorphism)

RH-térkép — radiacios hibrid térkép

RNS - ribonukleinsav (ribonucleic acid)

RT-PCR — reverz transzkriptdz polimeraz lancreakcio

SIRNS — in vitro szintetizalt rovid kett6s szala RNS

SNP — egypontos nukleotid polimorfizmus (single-nucleotide polyporphism)

Spotl4a — pajzsmirigyhormonok altal szabalyzott transzkripcios faktor

SREBP1 — sterol szabalyoz6 koto elem fehérje-1 (sterol regulatory element-binding
protein 1)

SST — szomatosztatin

szekvencia ID — szekvencia azonosito
T —timin

T3 — trijod-tironin

Tm— olvadasi homérséklet

WL — fehér leghorn (white leghorn)

WUGSC — Washington University Genome Sequencing Center (WUGSC; St. Louis,
MO)
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1. BEVEZETES

A vilag jelenlegi baromfi allomanya 23 milliard egyedre tehetd,
ez a létszam Otszorose a fél évszazaddal korabbi adatnak.
Osszhangban 4l az elmalt 50 évben megfigyelhetd
baromfifogyasztds novekedéssel, amely atlagosan évente 5%
(husmarha 1,5%, sertés 3,1% éves novekedés), igy a 2,88 kg-0s
fogyasztas (1961) 14,13 kg-ra emelkedett (2010). Az elérejelzések
alapjan 2050-ig a baromfihus iranti kereslet 121%-kal fog noni
(marhahtis 66%-kal, sertéshus 53%-kal). A legfontosabb
hushibridek hismindségében alig vannak genetikai kiilonbségek. A
baromfitenyésztés helyzetét neheziti a jovoben, hogy jelentds
mértékben emberi fogyasztasra is alkalmas takarmanyt hasznal fel
(cerealia vilagtermelés 14%-a és egyéb human taplalkozéasban is
szerepet bet6ltd novényeket is hasznosit). A baromfiipar
vizldbnyoma ¢és liveghdzhatdsti gazkibocsatdsa az allattenyésztési
agazatok koziil a legkedvezdbbnek mondhato. A
Baromfitenyésztok Tudomanyos Vilagszovetsége (megalakulés:
1912) 2016-ban 25. alkalommal tartotta meg négyévente
megrendezésre keriild vilagkongresszusat, ahol az 1300 elfogadott
prezentacid (absztrakt és poszter is) 28%-a takarmanyozassal;
15%-a genetikai, nemesitési témakkal; 12%-a egészségtani
tertilettel; 8%-a pedig az arutermelés gazdasagi oldalaval
foglalkozott. Gazdasagi allataink genomjainak ismerete, a

genetikai vizsgalatok egyre elérhetébbé valasa lehetové tette, hogy
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a fenotipus ¢és genotipus kozotti kapcsolatot, Osszefliggéseket
megismerjiik. Az intenziv fajtak és hibridek hasznalatanal ezek az
ismeretek egyre nagyobb figyelmet kapnak az alkalmazott
tartdsrendszerek sokfélesége ¢és valtozo klimatikus tényezok
végett. A kapott informaciok alkalmazasa a nemesitéi munkéban
fokozott tenyésztési elérehaladast eredményez. A baromfiféléknél
még nincs oOlyan hatékony genomikus tenyészértékbecslési
modszer, amelyet nagy biztonsaggal hasznalhatnank (nagy 1étszam
¢s hibridtenyésztés miatt), ugyanakkor a genotipizaldsi eljardsok
fejlodésével egyre szélesebb korben lesz alkalmazhaté (HORN és

CsoRrBAl, 2016).

1.1. A doktori téma célkitiizései

Kutatasunk célja volt a novekedést és a test aranyokat
potencialisan befolyasolo gének, mint a Spotl4a
(pajzsmirigyhormonok altal szabalyozott transzkripcios faktor),
inzulinszeri novekedési faktor - koté fehérje 2 (IGFBP-2),
szomatosztatin (SST) és szamos élettani folyamatban szerepet jatszo
prolaktin ~ (PRL)  génben  megfigyelhetd  polimorfizmusok
genotipizalasa brojler végtermék allomanyban. Az egyes genotipusok
gyakorisaganak felmérése, valamint a vagohidon mérhetd termelési
mutatok (€l6tomeg, karkasz tomege, bords és csontos comb tomeg,
bords és boér nélkiili mellizom tomege) és a genotipusok kozotti

Osszefiiggések feltarasa.

10
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Tovéabba célul tiztik ki nagytestii pulykabakok kiilonbozo
szoveteiben (mellizom, combizom, zsir, maj) a zsiranyagcserében
szerepet jatszo gének, a peroxiszoma proliferator-aktivalt receptor y
(PPARy), a zsirsav deszaturaz 2 (FADS2) és inzulinszerii novekedési
faktor 1 (IGF-1) gének expresszios valtozasanak vizsgalatat lenolaj
kiegészités hatasara. A lenolaj gazdag alfa-linolénsavban (ALA),
tartalma hozzavetdlegesen 50%. Fogyasztisa megndvekedett ALA

szintet és n-3 PUFA szintet eredményez.

11
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A baromfi genetikai diverzitasanak csokkenése a
termékeloallitas folyamataban

A vilag baromfitermék-eldallitdsa a 20. szdzad masodik felétdl
dinamikus fejlédésnek indult (1. dbra). Ezt segitette az 01j termelési
rendszerek kialakulasa, a fogyasztoi igények megvaltozasa, a kereslet
az 0j és egyben jobb mindséget képviseld termékek irant. Mind az
étkezési tojas, mind a baromfihls-termelés — amely a vilag 6sSzes
hastermelésének 36%-a — a népélelmezésben fontos szerepet téltenek

be kedvezd osszetételiik és sokrétii felhasznalhatosaguk révén.
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Az étkezési tojas termelése az 1970-es évek oOta haromszorosara
nétt, mig a baromfihis eldallitdsa hatszorosdra emelkedett. A
vilagszinten eléallitott baromfihtis mintegy 86%-a a hazityuk- (Gallus
gallus domesticus) fajtol, féleg brojler fajtaktol szarmazik, a
fennmarado részt a pulyka (7%) és a vizi szarnyasok (elsdsorban
kacsa, 4%) teszik ki. Az azsiai térségben a vizi szarnyasok tenyésztése

kiemelt jelentdségi, innen szarmazik a vilag termelésének 85%-a.

Az elmult évtizedekben a baromfitenyésztésben drasztikus
valtozasok kovetkeztek be, mind a termelést, mind a kutatast illetGen.
A baromfiipar 1960-as évektdél kezd6dé rohamos fejlédése
megkdvetelte, hogy a kiillonb6zé hasznositasi iranya (tojas, hus)
tyukfajtdkat és hibrideket a termelési célnak megfeleléen egyiranyu
szelekcionak vessék ald (SzALAY és KOVACSNE GAAL, 2008) a minél
jobb termelési eredmények elérése érdekében. Emiatt a kettdshaszna
fajtak mara mar kiszorultak a nagylizemi termelésbdl (SIEGEL és

mtsai, 2006).

A mai, korszerli baromfiipar szilk genetikai bazisra épiil. A
legtobb tojo- és brojlervonalat az 1930-as években alakitottak Ki az
USA-ban. A fehér tojast tojo vonalak elsésorban az Mt. Hope Farm
allomanyabdl szarmaznak (Williamstown, Massachusetts, USA),
ahova a 19. szdzad végén Olaszorszagbol, Leghorn kik6tdjébdl kertilt
be egy kis létszamu populacid. Ez a fehér leghorn (WL) volt képes
leginkabb a hatékony tojastermelésre a hideg téli koriilmények kozott
is. A barna héju tojast toj6 vonalak kialakitasa kiilonféle kettds

hasznositast (dzsiai €s brit) fajtdkra vezetheté vissza, amelyeket hus-
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¢s tojastermelésre egyarant szelektaltak. A barna héju tojast tojo
vonalak létrehozasdban a rhode island fajtanak jelentOs szerepe van. A
brojlerek kialakitasaban elsésorban anyai vonalként kettéshasznu
fehér plymouth rock, apai vonalként a fehér cornish vesz részt. Ez
utobbi két indiai fajtara (malay és azeel) vezethetd vissza, amelyek

erds testtipusa magasabb aranyu mellkihozatallal parosul.

Az elitdllomanyok fenntartasaval, nagysziiléparok és sziiloparok
forgalmazasaval foglalkozé baromfitenyészté cégek szama az 1950-es
¢vek ota drasztikusan csokkent. Az 1950-60-as ¢években lezajlodo
szerkezetatalakitast kovetden koriilbeliil 25 tenyésztdvallalat maradt
fent, a kisebb tenyésztdiizemek megsziintek. Az 1980-90-es években
végbement erdteljes centralizacidt kovetden a baromfitenyésztés és
forgalmazas multinacionalis vallalatok sziik korében koncentralddott.
Az ezredfordulon hét brojler- és hdrom tojohibrid-tenyésztéssel,
valamint-forgalmazassal foglalkoz6 nemzetkdzi cég szolgalta ki a
vilag baromfiiparat; vagyis néhany nagyvallalat tulajdonaban volt a
vilag baromfiipardnak alapjaul szolgdld genetikai bazis (SZALAY és

KOVACSNE GAAL, 2008).

A tojas- vagy hustermelés javitdsa érdekében végzett intenziv
szelekcid erésen csokkenti a genetikai soksziniiséget. Ezzel
kapcsolatban CLAYTON (1972) mar évtizedekkel ezel6tt aggodalmakat
fogalmazott meg. A mai kereskedelmi fajtak elvesztették az Osi
fajtadkban meglévo allélok mintegy felét, és a tojashasznu alloméanyok
diverzitdsa szignifikdnsan kisebb a hushasznuakhoz képest. A

tenyésztésben részt vevo hibrideket, fajtdk valtasat vagy tenyésztésbol
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kivonasat a korszerli baromfitenyésztésben a profitszerzés hatarozza
meg, igy a biodiverzitds megdrzésének szempontja a gyakorlatban
hattérbe szorult. Ennek kdvetkeztében a tenyésztésben hasznalt fajtdk
¢s hibridek szdma az utobbi évtizedekben nagymértékben csokkent. A
kozel 600 hazityak-fajta mintegy kétharmad részét a kihalas
veszélyezteti (SZALAY ¢és KOVACSNE GAAL, 2008). A gazdasagi
szempontbol elsédleges tulajdonsagok genetikai valtozékonysaga még
megfigyelhetd, hiszen a populacid variabilitdsit okozhatjak a
génekben el6forduldo kis molekularis valtozasok (HiLL, 2005),
valamint a szelekcid okozta genetikai eltérések (EITAN és SOLLER,

2004; CARLBORG ¢és mtsai, 2006).

A genetikai  erdforrasok megdrzése a vilag élelmiszer-
biztonsaganak egyik alappillérévé valik a jovOben, biztosithatja a
véaltoz6 koriilményekhez valod alkalmazkodéas lehetOségét, igy a
nemesit6 munka kiindulasi feltételeként tarthatjuk szamon,
mindemellett az alternativ termelési rendszerek (pl. Okologiai

termelés) alapanyagaul szolgalhatnak.

Az elmult évszazad modern, szelekcios tenyésztése latvanyos
elorelépést jelentett mind a tojastermelési, mind a hustermelési
tulajdonsagokat illetéen (BURT, 2002). A szelekcidos nyomas
novekedésével szamos nemkivanatos tulajdonsag is nagyobb ardnyban
fordul eld, igy tobbek kozott a hushaszni fajtdk esetében nétt a
velesziiletett ~ rendellenességek  (pl.  hasvizkor)  eléfordulasi
gyakorisaga, mig a tojastermeld tyukok esetében a megnovekedett

termeléssel Osszefiiggd osteoporosis egyre nagyobb szdmban fordul
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el6. A fokozddd élelmiszer-biztonsagi  kritériumoknak  valo
megfelelésre torekedve csokkenteni sziikséges a kemikalidk ¢és
antibiotikumok felhasznalasat, ill. ndvelni kell az egyes korokozokkal

szembeni rezisztenciat (BURT, 2005).

A pulyka (Meleagris gallopavo gallopvo) nemesitésében is
hasonlo elérehaladas tortént a testtomeg tekintetében. A jelenleg
hasznalt hibridek tulnyomd tobbsége a nagy fehér pulykatol
szarmazik. Mara a hibrideket szinte kizarolag csak intenziv
hizlaldsi koriilmények kozott tarthatjuk. A mai, korszerti hibridek
mar mas teljesitménymutatokkal rendelkeznek, mint kordbban a

hagyomanyos fajtak.

2.2. A szelekcio hatasa az él6tomegre és a vagasi kihozatalra

Brojlercsirkék esetén kortilbeliil fél évszazad alatt a napos csirkék
tomege kozel 30%-kal, a 28 napos kori ¢16tomeg 340%-kal, mig az 56
napos élotomeg 360%-kal nétt. Az elmult évtizedekben a pulyka
szelekcidja a novekedési erély fokozasara, a vagasi kihozatal és az
értekes husrészek (mell- és combfilé) minél nagyobb ardnyanak
elérésére fokuszalt. A ndovekedési erélyre és a mellizom novelésére
iranyuld egyiittes szelekcid pulykdk esetén is eredményes (COOK és
mtsai, 1962; MCCARTNEY és mtsai 1968). A mai pulyka hibridek
himivart egyedei 20 hetes korra a 21-23 kg testtomeget is elérik, az
elsérendii husrészek (mell- és combfilé) az él6tomeg 35-36%-at teszik

ki. A szelekci6 hatdsara legnagyobb mértékben a filézett melltomeg
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(560%), a filézett felsécomb (420%), és a grillfertig tomeg (385%)

n6tt meg (HERENDY 2008, HERENDY és mtsai 2004).

Ugyanakkor pulykaknal a szelekci6 nemkivanatos hatdsaiként
emliteni  sziikséges a  gyakrabban el6forduld husmindségi,
labszerkezeti problémaékat (talpfekély, perosis, valgus—varus labtartas,
chondrodystrophia, osteochondrosis, synovitis), ¢és keringési
rendszerrel kapcsolatos zavarokat (hirtelen szivhalal, aortarepedés,

vese koriili vérzések, golyosziv betegség).

Lényeges kiilonbség a brojlercsirkék ¢és pulykak szelekcidja kozott
abban rejlik, hogy a csirkék esetében nem csak a testtomeg és értékes
husrészek terén értek el jelentds fejlddést, hanem a hizlalasi 1d6
leroviditését is sikerrel valositottak meg, ezzel egyiitt 1ényeges javulas
tapasztalhatd a takarmanyértékesitd képességben. A ndvekedési
erélyre torténd szelekcid lehetdvé tette a brojlerek hizlalasi idejének
42 napra torténd lerdvidiilését. Ugyanazon vagosuly eléréséhez 18
évvel korabban 10 nappal hosszabb hizlalési idére volt sziikség (DEEB
és LAMONT, 2002). Fontos megjegyezni, hogy ez a tendencia a
tovabbi években is folytatddott, igy mara mar nem ritka, hogy az
allatok vagisa minddssze 38 napos kor kornyékén torténik.
Ugyanakkor ez a tendencia a pulykdk nemesitésében még nem
figyelhetd meg szamottevéen. A hizlaldsi 1d6 szempontjabol fontos,
hogy megkiilonboztetjiik a pecsenye- vagy brojlerpulyka (12-16 hetes
hizlalasi idd) és a gigantpulyka kategoriat. Ez utdbbira jellemzd a
hosszabb hizlalasi id6, ugyanakkor a himivart sem célszerti a 18-20.

hétnél tovabb tartani a nagymértékben romld takarmanyértékesitd
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képesség miatt. A Magyarorszagon is elterjedt nagytestii hibrideket
nem elég koltséghatékony pecsenyekorban vagni a rdmés csontozatuk
¢s a még ki nem alakult hisformaik miatt, akkor sem, ha az ¢l6tomege

a kivanalmaknak egyébként megfelelne.

2.3. A géntérképezés torténete a baromfitenyésztésben
2.3.1. A tyuk mint modellallat

A neolitikum 6ta végzett mesterséges szelekcid révén az egyes
tulajdonsagok oroklédésének vizsgalata figyelemre méltd multra

tekint vissza a tyuk fajnal.

A tytkot hasznaltdk modellallatként a kiegészitd génmiikodés
demonstralasara, tovabba ez volt az elsd éllatfaj, amelyen bemutattak
a mendeli 6roklodést a 20. szazad elején (SIEGELés mtsai, 2006). A
tytk fajjal kapcsolatos kutatasok kiilondsen nagy hatassal voltak a
biologiai alapkutatdsokra. Tobb, mint 100 éve modellallatként
hasznaljak embriologiai, immunbioldgiai és gydgyszerkutatdsoknal. A
tytk embrio idedlis modell a gerincesek fejlddéstani kutatdsaihoz
(BROWN ¢és mtsai 2003; COHEN és LEVI-MONTALCINI, 1956; STERN,
2004; STERN, 2005). A genetikai mddszerek, eszkozok fejlédésével a
tyuk alkalmas a génfunkcié tesztelésére és a szabdlyozo szekvencidk
felderitésére in vivo (BURT, 2005). Ezen kiviil uttoré virologiai (VOGT,
1997), immunologiai (COOPER ¢és mitsai, 1966) és onkologiai
(STEHELIN és mtsai, 1976) kisérletekben is megjelent modellallatként.
Szerepe volt a B-sejtek és tumor virusok felfedezésében, az elsé

onkogének izolalasaban (BROWN és mtsai, 2003). Az ezredforduld
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elétti években az elséként 6sszeallitott tyuak DNS szekvencia az MHC
(f6 hisztokompatibilitdsi komplex) régio volt, ezt kovetden szamos
jelatviteli fehérjének (citokinek, kemokinek) és ezek receptorainak

genetikai hatterét, szerkezetét allapitottak meg (BURT, 2005).

A tytk modellallatként valo felhasznalasat segitette a gazdag
genetikai diverzitas, tovabba a nagy populacidoméret. Tizenot évvel
ezelott 11 milliard egyedre, mig 2014-ben mar 21,3 milliardra
becstiltéek a tytkallomanyt (URL;). Ha minden nukleotid mutacids
rataja csak ~1x10° lenne, akkor is szamtalan Uj mutéci6 alakulhatna
ki, persze egyik generaciordl a masikra ezeknek a mutacidknak csak
kis része oroklodik at. A tyuknak az emlOsokhoz képest magasabb a
rekombinacids rataja, makroszomak esetén atlagosan 2,8 cM/Mb,
mikroszomédk esetén 6,4 cM/MB (BURT, 2005, INTERNATIONAL
CHICKEN GENOME SEQUENCING CONSORTIUM, 2004), ezaltal lehetdség
nyilik az emberrel (~1 cM/Mb) és az egérrel (~0,5 cM/Mb) torténd
Osszehasonlitasra. Tovabba a tyiak magasabb rekombindcios rataja
nagy eldnyt jelent a géntérképezés teriiletén, mert a megfigyelt
rekombinacidk nagyobb gyakorisdga alapvetéen hozzdjarul egy adott
gén minél pontosabb lokalizaciojadhoz. A tyukkal Osszevetve az egér
esetében 5-10-szer tobb nemzedékre lenne sziikség ugyanazon

térképezési eredmény eléréséhez.

2.3.2. A gazdasagi dllatok génterképezésének fejlodese

A kozel fél évszdzada megjelend molekularis genetikai kutatasok

soran az egyes kisérleti allatok (muslica — Drosophila melanogaster,
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zebrahal — Danio rerio, egér — Mus musculus) géntérképezése mellett
elkésziilt az ember és tobb gazdasagi allatfaj géntérképe is. A Human
Genom Projekt (2001) megnyitotta az utat a gazdasagi allatok
genetikai vizsgalatai elott, igy az allati genom kutatdsai szorosan
kovetni tudtak azt, ezaltal a kezdetleges géntérképek az ujabb gének
felfedezésével egyre részletesebbek lettek. A haszonallatfajok
genomszintli kutatdsai hozzajarulnak a kromoszomalis evolucid
megértéséhez ¢és az emberi genomrdl szerzett informaciok

boviiléséhez (BURT, 2005, WOMACK, 2005).

A formalis kezdeteket az 1990-es évek elején megrendezett
konferencia sorozatok jelentették (,,Mapping the Genomes of
Agriculturally Important Animals”; ,,Gene Mapping of Domestic
Animal Genomes: Needs and Opportunities”), ahol letisztultak a
stratégidk ¢és egyiittmiikddési megallapodasokat kotottek a szitk
eréforrasok novelésére (WOMACK, 2005). A tytk genomszekvenalasa
mellett 2001 végén dontottek. Az emberi géntérkép 2002-re késziilt el,
amelyr6l 2003 aprilisaban szamoltak be (COLLINS és mtsai, 2003), az
Osszehasonlitd  géntérképezés révén a  gazdasidgi  allatok
genomszekvenalasanak fejlédésére is jelentds hatdst gyakorolt. A tytk
géntérképét 2004 marciusaban online, nyomtatva decemberben hoztak
nyilvanossagra (WALLIS és mtsai, 2004). Ezt kdvetden a 16 (Equus
caballus — 2007) géntérképe késziilt el, amelyet nyomtatasban csak
2009-ben kozoltek (WADE és mtsai, 2009). Végiil a szarvasmarha

(Bos taurus — 2009) (THE BOVINE GENOME SEQUENCING AND
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ANALYSIS CONSORTIUM, 2009), a sertés (Sus scrofa — 2012)

(GROENEN ¢s mtsai, 2012) géntérképe keriilt nyilvanossagra.

2.3.3. A tyuk és a pulyka géntérképezésenek fejlodése

A molekularis genetika kezdetét a rekombinans DNS-technika
kialakuldsdhoz kotik. Az els6 rekombindns DNS megalkotasa a tyuk
riboszomalis RNS-gén felhasznalasaval tortént (MCCLEMENTS ¢és
SKALKA, 1977). A A-fag vektorok teljes genomkonyvtaraval az
egykopias tyukgének izoldldsira lehetdség nyilt, probaként mas
tisztitott cDNS-t, vagy mas fajokbol kordbban klonozott homolog
szekvenciakat hasznalva (DODGSON és mtsai, 1979). A tyukgéneket
leggyakrabban emldsokkel valo Osszehasonlitd vizsgélatokban vették

igénybe (PERLER és mtsai, 1980).

Az 1980-as évek végén megkezdddott a tyakgenom DNS-marker
alapt térképének kifejlesztése Compton (CT, UK) (BUMSTEAD és
PALYGA, 1992) és East Lansing (EL, US) varosaban (CRITTENDEN és
mtsai, 1993). A CT-populacié két fehér leghorn (WL) sziil6tol
szarmazik, mig az EL-populaci6 kialakitdsanal az egér térképezésénél
kifejlesztett interspecifikus visszakeresztezést (COPELAND és JENKINS,
1991) hasznaltak, ahol a kiindulé vonalak beltenyésztett bankivatyuk-
¢s WL-vonalak voltak (CRITTENDEN és mtsai, 1993). A CT- és EL-
populdcidkat mint nemzetkozi referencia populdciokat hasznaltdk a
térképezésnél. GROENEN ¢és mtsai (2000) létrehoztak egy harmadik
referencia populaciot két kereskedelmi brojlervonalat hasznalva, habar

a Wageningen-populacié DNS-e¢ nem érthet6 el nyilvanosan (SIEGEL
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¢s mtsai, 2006). BURT és CHENG (1998) a tyukgenom-projekthez
kothetden 18 nagyobb laboratdriumot emlit cikkében. A két f6
referencia  populacioban 1998  oktoberéig 1127 markergént

azonositottak.

Kezdetben RFLP (restriction fragment lenght polymorphism,
restrikcios fragmenthossz polimorfizmus) és ujjlenyomat markereket
hasznaltak a térkép lefedettségének novelésére és a Kisebb
kapcsoltsagi csoportok Osszeillesztéséhez (HERBERGS és mtsai, 1999;
KNORR ¢és mtsai, 1999; LEVIN és mtsai, 1994). Az ujgeneracios
szekvenalas €s gépi vagy automatikus genotipizalas fejlddése nyoman
egyre inkabb a mikroszatellit markerek keriiltek elétérbe (HABERFELD
és mtsai, 1991; CROOIIMANS és mtsai, 1993; KHATIB és mtsai 1993;
CHENG ¢és CRITTENDEN, 1994). A mikroszatellitek a genomban
elhelyezked6 50-300 bazispar hosszusdgi ismétlddd szekvencidk;
1998-ig 677 feltérképezett mikroszatellitr6l szamoltak be (BURT és
CHENG, 1998), amelyek szama az elmult évtizedekben tovabb
emelkedett. A mikroszatellitek segitségével tobb, mint 600 QTL-t
(quantitative trait locus — mennyiségi tulajdonsagokat befolyasolo
16kusz) térképeztek fel (ANDERSSON és GEORGES, 2004; HiLL, 2005;
WANG ¢és mtsai, 2005a). A mikroszatelliteket még széleskorlien
hasznaljak, de egyre inkabb terjed az egypontos nukleotid-
polimorfizmus (single nucleotide polymorphism, SNP) alkalmazasa is.
Mar az ezredforduld elétt genotipizaltdk a tytk elsésorban
fehérjekodold6 SNP-it (BUMSTEAD és mtsai, 1994; SMITH és mitsai,
1997). Az SNP-k génen beliili helyzete lehet6vé teszi a tytk
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kapcsoltsagi térképének mas fajokkal vald 0Osszehasonlitasat. A
kapcsoltsagi térképek azonos kromoszoman 1évé gének egymdéshoz
viszonyitott tdvolsagat adjdk meg. A QTL-analizis ¢és fizikai
térképezés eldtérbe kertilését kovetden a kapcsoltsagi térkép boviilése
lassult, egészen az SNP-tipizalasi projektek térképbe integralédasaig.
A kapcsoltsagi térkép 13 ezer markerre boviilt az SNP-térképezést
kovetéen (GROENEN és mtsai, 2009), majd 60 ezer (60K) tytk SNP-t
tartalmazo chipet allitottak 6ssze (DODGSON ¢s mtsai, 2011; GROENEN
¢s mtsai 2011), napjainkban pedig mar a 600K SNP-chipek is
elérheték (KRANIS ¢és mtsai, 2013). A nagy strtiségli SNP-térképek
lehetové teszik a genomszintli marker asszisztalt szelekciot anélkiil,
hogy azonositani kellene a QTL-ért ténylegesen felelds gént
(MEUWISSEN és mitsai, 2001). A rontgensugarzas altal el6idézett
kromoszomatoréseket alkalmazoé radidciés  hibrid  térképezés
segitségével boviiltek ki az emlds haziallatok térképei (MORISSON és
mtsai, 2002).

A fizikai térképezés soran a kromoszomak egyes pontjai kozotti
tényleges, bazisparokban kifejezett tavolsagot hatarozzdk meg. A
contigok klonozott DNS-szegmentumok egymassal atfedé vagy
folyamatos sorozatat alkotjak. A contigok felsorakoztatasa utén
meghatarozhaté a DNS-t alkotd szegmensek bazisszekvenciaja (DNS-
szekvenalas). A genetikai ¢€s fizikai térképek integracidja sziikséges a
QTL-allélok meghatarozasdhoz. Az 1990-es évek végén a mesterséges
bakterialis kromoszéma technika segitségével (Bacterial Artificial

Chromosome, BAC) ZOOROB ¢és mtsai (1996) alkottak meg a tyukra a
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kezdetleges BAC-konyvtarat (ZOOROB és mtsai, 1996; MORISSON és
mtsai, 1998), majd a fizikai térképezés és szekvenalds soran mar
szélesebb korben elterjedt BAC-kdnyvtar CROOINMANS és mtsai
(2000), valamint LEeés mtsai (2003) nevéhez fiiz6dik. LEE és mtsai
(2003) egy beltenyésztett bankivatyuk allomanybol szarmazo ndivaru
egyed DNS-¢ét hasznaltak. A BAC-konyvtar lehetové tette egy fizikai
BAC-térkép létrehozasat hibridizaciés és BAC-fingerprint (BAC-
ujjlenyomat) technikak révén. Majd ugyanennek a DNS-nek a
felhasznalasaval egy potlolagos, kiegészitd nagyobb inzerteket
tartalmaz6 BAC-konyvtarat alkottak meg. A BAC-térkép a genom
91%-os lefedettsége mellett 260 contigbodl allt 6ssze (WALLIS és mtsai,
2004). A Washington University Genome Sequencing Center 2002
végére fejezte be az ujjlenyomatos BAC-konyvtarat, és tért at a

szekvenciakonyvtar (kis inzert) megalkotasara.

A szekvenalt tytkgenom tulajdonképpen ABPLANALP (1992)
nevéhez fliz6d0 beltenyésztett bankivatyuk (vords dzsungeltytk)
(FUMIHITO ¢és mtsai, 1994) vonal egyetlen ndivara egyedétol
szarmazott, amelyet korabban a BAC-konyvtdr megalkotasanal is
hasznaltak. A bankivatyik olyan vad tipusként foghato fel, amely
megfeleld Osszehasonlitasi alapot nyujt mind brojler, mind tojé és
egzotikus  tyukfajtdk genomvizsgalata soran. A bazissorrend
meghatarozadsa elsdsorban teljes ,,genomrobbantasos” mddszeren
(WGS, whole genome shotgun) alapulé Sanger-féle szekvenalassal
tortént, hasznalva a BAC-contig alapu fizikai térképet (WALLIS ¢€s

mtsai, 2004), hogy az egyes szekvenciarészeket ismert
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tytkkromoszomakhoz ¢és  kapcsoltsagi  csoportokhoz  tarsitsak
(DODGSON ¢és mtsai, 2011). Az ujjlenyomat-készités és szekvenalas
soran is eloény, hogy egyetlen beltenyésztett egyedet hasznaltak, hiszen
a heterozig6ta polimorfizmusok gyakorisaga minimalis, amelyek miatt
zavarossa valhat a szekvenalasi hibak vagy ujjlenyomat-kiilonbségek
felismerése, elkiilonitése. Az eredeti szekvenciat bemutat6d publikaciot
a Nature c. folyodirat 2004. marcius 1-jén online, majd december 9-én
nyomtatva tette kozzé. Ugyanez a folyoOiratszam tartalmazta a BGI
(Pekingi Genomikai Intézet) brojler, tojo és silkie (vagy selyemtytk)
fajtak kb. negyed genomjanak szekvenalasaval azonositott SNP-k
gyljteményét (INTERNATIONAL CHICKEN POLYMORPHISM MAP
CONSORTIUM, 2004), és a genom masodik generacios BAC-contig
térképét (WALLIS és mtsai, 2004). Ez még csak vézlatszekvencia volt
szamos hianyossaggal ¢és kisszamu, de szignifikans 0Osszeillesztési
hibaval. A masodik, javitott genom 2006 aprilisara késziilt el, amely
tovabbi szekvencia adatokat és az 11j SNP- és RH-térképek adatait is
tartalmazta. A mintegy 3 milli6 SNP azonositasahoz kb. 3000
kifejezetten polimorf, egyenletesen eloszld6 SNP-t genotipizaltak 2580
egyeden, amelyek tiikrozték a tytk faj vilagszintli diverzitdsat (MUIR
¢s mtsai, 2008).

A harmadik genom Osszeallitasat a WUGSC (Washington
University Genome Sequencing Center, St. Louis, MO) végezte
Ujgeneracidos  szekvenalassal  (Roche/454). Az  ujgeneracids
szekvenalasi technoldgidk és az Osszehasonlitasra hasznalhatd, mar

rendelkezésre allo géntérképek a koltségek jelentds csokkenését
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eredményezték: mig a tydk genomszekvenalasanak koltségei
meghaladtdk a 10 millié dollért, addig a pulykaszekvenalési koltségei
200 ezer dollar koriil alakultak (DODGSON ¢és mtsai, 2011). Az
ujgeneracids szekvenalds altaldnos lépéseit a 2. dbra szemlélteti. A
Roche/454 késziilékek a biolumineszcencian alapuld piroszekvenalasi
modszert alkalmazzak. A reakciotérben egyszerre egyféle nukleotid
van jelen. A nukleotidok beépiilése soran keletkezé pirofoszfat a
luciferaz altal katalizalt enzimatikus reakcidk soran detektalhato fényt
bocsat ki, amelynek intenzitasa aranyos az interpolal6odé nukleotidok
szamaval. Az Illumina (Solexa) késziilék miikddése soran a
reakciotérben egy idében mind a négy nukleotid megtalalhato, de
egyszerre csak egy épiilhet be (a prekurzorok a dezoxiriboz 3°-OH-n
véddcsoportot tartalmaznak). A szolid feliilethez rogzitett amplifikalt
DNS-szakaszokhoz 3’-O- végiikon fluoroférokat hordozo (3’-O-
azidometil) nukleotidok épiilnek be, amelyek beépiilésiikkor eltérd
szinnel villanak fel, igy optikailag megkiilonboztethetoek (METZKER,
2010).
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2. abra. Az ujgeneracios szekvenalasi eljarasok fobb 1épései (BABAI
¢s mtsai (2015) nyoman)

Az ujgeneracios szekvenalasi technikdk utat nyitnak a gazdasagi
allatok ujraszekvenalasahoz, kiilondsen a termelési tulajdonsagok
javitasat célzo szelekcid miatt rogziilt genomszakaszok azonositasara
alkalmasak. A  térkép alapvetd az olyan mutaciokat,
polimorfizmusokat  tartalmazd poziciondlis kandidans  gének
azonositasdhoz, amelyek QTL-ek megfigyeléséhez vezethetnek. A
tyuk genomszekvenciaja idaig is szdmos egygénes mutacidhoz kothetd
fenotipus (késoi tollasodas, toll szinének alakuldsa, sarga bor)
molekularis alapjainak megértéséhez jarult hozza (KERJE és mtsai,
2004; GUNNARSSON és mtsai, 2007; ELFERINK és mtsai, 2008;
ERIKSSON ¢és mtsai, 2008). Az SNP-k mellett egyre nagyobb figyelmet
kapnak a kopiaszam-variaciok (CNV, copy number variations),

amelyeknek szerepiik lehet szamos jelentés fenotipusos tulajdonsag
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kialakulasaban, példaul a tollasodas késésében (ELFERINK és mtsai,

2008) vagy borsotaraj kialakulasaban (WRIGHT és mtsai, 2009).

A a 2n = 78. A fajon beliil az emlésokkel ellentétben a himivar a
homogametikus (ZZ), mig a néivar a heterogametikus (ZW). A 38 par
testi kromoszomameéretiik alapjan csoportosithatd (5
makrokromoszoma, 5 kozepes méreti kromoszoma és 28
mikrokromoszoma) (GROENEN ¢és mtsai, 2000). A kromoszomak
méretét, a rajta elhelyezked6 gének és QTL-ek szamat az 1. tdbldzat

tartalmazza. A teljes genom mérete 1230 Mb (URL3).
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1. tablazat. Tyuk kromoszomak és jellemzbik (SCHMID és mitsai,
2005; URLy; URL3)

Megnevezés Meéret (Mb) QTL-ck szama Gének szama
Chrl 196,20 1196 2962
Chr2 149,56 487 1945
Chr3 111,30 462 1715
Chr4 91,28 612 1547
Chr5 59,83 412 1295
Chr6 35,47 133 724
Chr7 36,95 242 699
Chr8 29,96 178 709
Chr9 24,09 147 615

Chr10 20,44 93 583
Chril 20,22 166 484
Chr12 19,95 108 482
Chrl3 18,41 132 498
Chri4 15,6 78 537
Chril5 12,76 72 462
Chrl6 0,652338 44 115
Chrl7 10,96 45 390
Chr18 11,05 42 405
Chr19 9,98 80 410
Chr20 14,11 43 472
Chr21 6,86 43 304
Chr22 4,73 15 174
Chr23 5,79 33 284
Chr24 6,28 32 226
Chr25 2,91 3 312
Chr26 5,31 65 326
Chr27 5,66 136 430
Chr28 4,97 62 371
Chr30 0,024927 6
Chr3l 0,049161 5
Chr32 0,078254 17
Chr33 1,65 141
Chrw 5,16 50
Chrz 82,31 190 1137
ChrMT 0,016775 13
Un 208,80 4151
LGE64 (Linkage 0,997576 66
Group)
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Eddig 257 publikacidban 6633 QTL-t irtak le 359 kiilonb6zd
tulajdonsagrol tyakban (URL;). A http://www.animalgenome.org
honlapon 2016 decemberéig 4677 termeléssel, 629 egészséggel, 1118
kiillemmel és 209 é¢lettannal Osszefliggd QTL-r6]l szamolnak be. Az
egyes tulajdonsagcsoportokat a 3. a¢bra mutatja, mig az dsszesen €s az

adott években felfedezett QTL-ek szdmarol a 4. abra ad tajékoztatast.

m Novekedés és takarmanyozas

m Tojastermel és és mindség

m Egészség, betegségre valé fogékonysag
Zsirosodas

m Viselkedés, alkalmazkodéképesség

B Emésztdrendszer, pigmentacid

Hasmingség

Egyéb termelés

3. abra. Termelési tulajdonsagokkal 0Osszefiiggé QTL-ek szama
tyuknal (URL,)
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4. abra. Adott évben és Osszesen felfedezett QTL-ek szdma tytknal
(URLy)

A tyuk genomszekvenalasat kovetd f6bb megallapitasok:

A madarak és emldsok kozotti evolucids tavolsag (~300 millid év)
mértékébdl feltételezhetjiik, hogy a mindegyikben megtalalhato 70
Mb-nyi konzervalt szekvencia (tyik genom ~6%-a, ember genom
~2%-a) funkcionalis szereppel bir, habar ezeknek a szakaszoknak tobb
mint fele Gn. gén-sivatagokban fordul el6 (OVCHARENKO ¢és mitsai,
2005).

A tyuk és pulyka genomjanak Osszevetése egy szlikebb evollcios
idészakrol (30-40 millidé év) nyujt informéciot, de a korabbi
megallapitasokat ez is igazolja (DALLOUL és mtsai, 2010). A két
genom szerkezete nagyobb mértékii hasonlosdgot mutat, mint az egér

¢s patkany, illetve ember és gibbon genomja, pedig ezek evolucidja az
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utolsd kozos 6stdl csak 16-17 millio éve valt szét. Eddig a pulyka és a
tyak genomja kozott csak két kismértékii transzlokacidos kromoszoéma
mutaciot talaltak, ezeket okozhattak a kdzos 6s genomjabdl megdrzott
ismétlédések, vagy transzpozonok egyarant. A pulyka és a tyuak
genomja kozott Osszesen 30 egyéb nagyméretli (>100 kbp)
kromoszomalis atrendezédést figyeltek meg; ezek tobbsége inverzio,
amely a leggyakrabban az ortolog (a két faj kozos 6sét6l szarmazo,
fennmaradd) kromoszomak p végén talalhatd (DODGSON és mitsai,

2011).

A pulyka géntérképezése:

A pulyka a negyedik legnagyobb élelmiszer- és fehérje forrassa
valt az elmult évtizedekben (DALLOUL és mtsai, 2014). A hastermelés
drasztikus novekedését a novekedési erélyre és jobb huskihozatalra
torténd intenziv szelekcio tette lehetévé. Az intenziv szelekcio egyiitt
jart néhany nemkivéanatos kovetkezménnyel: emelkedett a novekedés
indukalta izombantalmak el6forduldsa és a sziv- és érrendszeri
elhalalozasok szama, a csontrendszer deformacioi gyakoribba valtak,
mindamellett, hogy egyre gyakrabban taldlkozhatunk husmindségi
problémakkal, tovabba csokkent a korokozokkal —szembeni
immunvalasz. A nagy hustomegre szelektadlt madarak intenziv
szelekcigjaval Osszefiiggd problémak megolddsa nehézkes, amig
kevés ismerettel rendelkeziink a hattérben meghtzod6 genetikai
tényezokrol (DALLOUL €s mtsai, 2014). Ehhez nélkiilozhetetlenné valt

a komplex genom szekvencia megismerése ¢s mara mar megkezdddott
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a genetikai informaciok felhaszndldsa a nemesitéi munkiban a

hagyomanyos szelekcio mellett.

A haziasitott madarfajok koziil a pulyka genomja (2n = 82) a
masodik, amit szekvenaltak, igy lehetdség nyilt a két legfontosabb
baromfifaj, a tyik (2004) és a pulyka (2010) genom szinti
Osszehasonlitasara (DODGSON és mtsai, 2011). A pulyka genomja volt
az els6é olyan gerinces genom, amely szekvenalasat NGS platformok
(Roche 454 ¢s Illumina GAII) kombinalasaval alkottak meg. Az elsd
nyilvanossagra hozott pulyka genom szekvencia megéllapitdsanal a
két f6 NGS platformot, BAC contig és genetikai kapcsoltsagi

térképeket 6tvoztek (DALLOUL €s mtsai, 2010).

Egy kilenc generdcion at tartd rokontenyésztésbdl szarmazo
(Nicholas Inbred, Nicholas Turkey Breeding Farms / Aviagen Turkeys
Inc.) néivart egyedet, ,,Nici”’-t valasztottak a teljes genom szekvenalas
alanyaul. Nici DNS-e szolgalt a fizikai térképezésnél hasznalt két
BAC konyvtar alapjaul (CHORI-260 és 078-TKN-MI) is. A pulyka
két genetikai kapcsoltsagi térképének (REED ¢és mtsai, 2007;
KERSTENS és mtsai, 2011) és a BAC contig fizikai térképének (ZHANG
¢s mtsai, 2011) felhasznélasaval egy Osszesitett térképet alkottak meg
az Osszeallitott szekvencidk kromoszémakhoz val6 igazitasa céljabol.
Ez 32000 markert tartalmazott, amelyet feltérképeztek a kezdeti
Osszedllitasnal és a pulyka kromoszomdkon is egyarant (MGAI1-
MGA30). A BAC contig fizikai térkép fejlesztésé¢hez a kordbban
emlitett két BAC konyvtar (CHORI-260 és 078-TKN-MI) mellett a
BAC-end szekvencidkat (BES) hasznaltak, eszkdzt biztositva a pulyka
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szekvenciabol szarmazé scaffold-ok kromoszoma régidkhoz valo
rendeléséhez, tovabba a tyuk és a pulyka genomok atrendezddésének
azonositasahoz (DALLOUL és mtsai, 2010; ZHANG ¢és mtsai, 2011). A
géntérkép megalkotasat kovetden szamos QTL-t azonositottak a
novekedéssel, husmindséggel és mellhus kihozatallal kapcsolatban

(ASLAM és mitsai, 2011).

A kezdeti szekvencia lefedettsége 89%-0s volt, 931 Mb
Osszedllitott  szekvenciaval. A  contig szekvencidkat a 40
kromoszomabol 30 kromoszomahoz tudtak hozzarendelni, ez
koriilbeliil 10%-a az Osszeallitott szekvencianak (19Mb). A kezdeti
atlagos lefedettség nagyobb (17X) volt a kordbban tyuknal elkésziilt
géntérképhez képest (7X). A szekvenalas koltsége és a sziikséges 1d6
hossza lényegesen rovidebbé valt. DALLOUL és mtsai (2014) altal
publikalt cikkben mar 95%-os elkésziiltségrél szamoltak be, de a
munkat tovabbra is folytattak, igy az ismert szekvencia hossza 2014

Oszére tovabb boviilt (1128 Mb, 35X).

A genom azonossag a pulyka és a tytk kozott koriilbeliil 90%
(ARSENAULT és mtsai, 2014). A nagyfokl hasonlosag tette lehetové,
hogy a pulykakkal torténd vizsgalataink eredményeit a tovabbiakban a
tyukokkal kapcsolatos irodalmi adatokkal vessiik dssze. Ezt indokolta
a jelenleg még kisszamban fellelhetd pulykékkal kapcsolatos

vizsgalati eredmény.
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A genomszekvencia elérhetdsége lehetévé tette a transzkriptomika
(genomrdl atirod6 RNS molekuldk vizsgalata) alkalmazasat. A
transzkriptomok Osszehasonlitasaval azonosithatéak a kiilonbozo
szervekben, szdvetekben, sejttipusokban és/vagy eltérd kortilmények
(kornyezeti, élettani) kozott kiillonbozé mértékben megnyilvanulo
gének. A tyuk genom szekvenaldsa tette lehetové az Affymetrix és
Agilent oligonukleotid assay-k kifejlesztését, amelyeket széleskoriien
hasznalnak kiilonb6z6 tyak szovetek mRNS szintjének mérésére
(HEIDARI és mtsai, 2008, LI és mtsai, 2008). Az RNS-szekvenalasi
technikdk alkalmazasanak eldnye, hogy nem kell elézetesen
feltételezniink, hogy valdsziniileg melyik gének mely exonjai irodnak
at, igy eddig azonositatlan gének fedezhetdk fel. A genomszekvencia
megismerése  lehetévé  teszi a  nagy  felbontoképességii
tomegspektrometria segitségével végzett proteomikai elemzések
végzését, az ¢€lo szervezetben torténd fehérjekészlet kvalitativ és
kvantitativ jellemzése pedig lehetévé teszi a kiinduldo szekvencia
tovabbi részeinek azonositasat (LIU és mtsai, 2006; BUzZA és mtsali,
2007). A madarak kozott a tyuk és a pulyka genomon kiviil tovabbi
fajok szekvenciaja is elérhet6: a WUGSC a zebrapinty, a BGI pedig a

kacsa szekvenciajat hatarozta meg (WARREN és mtsai, 2010).
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2.4. A brojlercsirkék novekedésében szerepet jatszo néhany gén
rovid ismertetése

2.4.1. A Spotl4o. gén jelentosége

A Spotl4d gént a tytk fajban az 1. kromoszéman azonositottak
(197836316-197838040). A novekedésre hatassal 1évé  Spotl4
géncsalad és hataroldo gének konzervalt formaban vannak jelen az
emberben, a tylkban, az egérben és a patkanyban (WANG és mtsai,
2004). Az egyik els6 molekularis szinten leirt tyroid érzékeny
(responsive) gén a patkany Spotl4 gén volt (SUDO és mtsai, 1993;
ZouU és mtsai, 1994; SHIH és mtsai, 1995). A tytk Spotl4 génjét lass,
illetve gyors novekedési erélyre szelektalt allomanyok majaban
végzett génexpresszios mintadzatok dsszevetése folyaman fedezték fel

(COGBURN és mtsai, 2000).

A Spotl4d gén két paraldgjat azonositottdk tyuk fajban (Spoti4o,
Spot14f). A hasonl6 felépitésti és miikodésii gének (paralogok) adott
fajban az 6si gén duplikacidja révén alakulhattak ki (WANG és mtsai,
2004). A tyuk ortolog Spoti4f gént mas gerinceseknél nem

azonositottak (ZHAN ¢és mtsai, 2000).

Tyuk fajnal a Spoti4o gén kromoszomalis helyzetének (1q41-44,
CARRE ¢s mtsai, 2001) kozelében szdmos bor alatti zsirszovet (IKEOBI
¢s mtsai, 2002), illetve hastiri zsir (LAGARRIGUE és mtsai, 2003)
alakulasaval kapcsolatos QTL-t azonositottak mar. COGBURN és mtsai
(2003 a, b) és WANG ¢és mtsai (2004) megallapitottak, hogy a paraldg

gének kodold régidjanak  polimorfizmusai  Osszefiiggnek az

abdominalis zsir mennyiségével tyikban. COGBURN és mtsai, (2004)
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egy inzercid-delécio (indel) polimorfizmust azonositottak a tyuk
Spoti4a  génjében ¢és ez az abdomindlisa zsir alakulasaval
Osszefiiggott. CAO és mtsai (2007) a Spoti4a gén exonl részén két
mutaciot allapitott meg: az A213C misszensz mutacié az
aszparaginsav alaninra torténd kicserélodését idézi eld, mig a
megfigyelt 9 bp-os inzercio-delécié a kodonban harom aminosav
(aszparaginsav, glicin, izoleucin) kozbeékelédését, hianyat okozza.
Emberben a Spotl4 gén polimorfizmusai és talsuly Osszefliggését
allapitottdk meg (CHAGNON és mtsai, 1998), valamint novekedéssel,
illetve az emlddaganat sejtek differencialédasaval talaltak kapcsolatot
(MONCUR ¢és mtsai, 1998; SANCHEZ-RODRIGUEZ ¢és mtsai, 2005). A
gén 132 aminosav hosszusagu fehérje terméke a majban, a zsirban és
emldsok esetén emlOmirigyben expresszalodik (SEELIG és mtsai,

1981; JuMP és mtsai, 1984; JuMP és OPPENHEIMER, 1985).

Ha az energia bevitel a sziikségesnél tobb, a szénhidratok glikogén
formajaban raktarozodnak. Egyszerli szénhidratok magas bevitele
esetén az emldsok maja felelds a tobblet szénhidrat trigliceriddé
alakitasaért a szallitashoz és a zsirszovetben raktarozashoz, ezt a
folyamat két szinten szabalyozott. A glikolizis és a zsirsav szintézis
folyamatdban mar meglévd enzimek aktivacidja (PILKIS és mtsai,
1988), masrészt szamos kulcsfontossagii lipogenikus enzim
szintézisének indukaldsa (pl.: piruvat-kinaz, zsirsav-szintetdz, malat-
dehidrogenaz) révén éri el (GRANNER és PILKIS, 1990). A szénhidratok
zsirra alakuldsa szdmos szOvetben, mint a majban és zsirszovetben

végbemegy de novo lipogenezis folyamata révén (ANDERSON és mtsai,
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2009). A Spotl4 transzkripcios faktorként részt vesz a lipogenikus
enzimek szabalyozasaban (TOWLE ¢és mtsai, 1997). A lipid
anyagcserében részt vevo zsirszovetben kimutathaté (WANG és mtsai,
2007). A gyors novekedésl, zsirfelhalmozodasra hajlamos madarak
majaban nagy mértékben jelen van. Altalaban a lassundvekedésti és
zsirfelhalmozddasra nem hajlamos madarakban a Spotld gén

expresszidja nem figyelheté meg (COGBURN ¢és mtsai, 2003b).

A Spotl4a gén reagédl a fokozodo glikéz anyageserére é€s tiroid
hormon adagoléasra (TSATSOS és mtsai, 2008). A szénhidratok és az
inzulin jelenléte a Spotl4 gén magas mRNS szintjét idézi eld, mig a
tobbszordsen telitetlen zsirsavak megléte (Polyunsaturated fatty acids,
PUFA) a mRNS szint csokkenéséhez vezetnek (JUMP és mtsai, 1993).
A humén Spotl4 promoter régidja a T3 hormonra, mig a patkany
ugyanezen génjének promoter régidja a gliikozra érzékenyebb
(CAMPBELL és mtsai, 2003). Tytk esetén T3 kezelés szintén fokozza a
hepatikus Spotl4 mRNS expresszidjat (WANG és mtsai, 2002). A gén
expresszigja a mdj X receptor szabdlyozadsa alatt all, amely egy
transzkripcids faktor, amelyet a koleszterol aktival. A génexpresszid
tiroid hormon szabdlyozdsa a tiroid hormon receptoron keresztiil
valosul meg, amely egy specidlis szekvencianal (upstream) a
promoterhez kotédik (CHIN, 1994). A Spotl4d szabalyozza az 1-es
tipusu dejodinaz expresszigjat (BROWN és mtsai, 1997), amely a
legtobb szovetben a prohormon tiroxint a metabolikusan aktiv T3-ma

crer

¢s mtsai, 2003b).
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2.4.2. Az IGFBP-2 gén jelentisége

Az inzulin-szerli novekedési faktorok (IGF-1, IGF-2) hatassal
vannak az egész szervezet ndvekedésére (JONES és CLEMMONS, 1995;

MCMURTRY, 1998) embrionalis korban ¢€s a sziiletés utan egyarant
(BIAN és mtsai, 2008).

Az IGFBP csalad fontos tagjaként az IGFBP-2 az IGF és TGF-f3
szamos biologiai funkcidjat iranyitja (HOEFLICH és mtsai, 1999) in
vivo az allatok novekedésére és fejlodésére hatd endokrin, autokrin
vagy parakrin folyamatokon keresztil. Az IGFBP-2 a csont
anyagcsere fontos szabalyozoja (negativ hatdssal van a csont méretére

¢és asvanyi anyag tartalmara) egerekben in vivo (ECKSTEIN, 2002).

A négy exonbol allo IGFBP-2 gén teljes hossza 32 kb, amelyrdl
patkanyban 2,0 kb, emberben 1,6 kb hosszusagli mRNS képzddik. Az
érett fehérje hozzavetdlegesen 31 kDa patkanyban, 36 kDa emberben
(SHIMASAKI és LING, 1991). Az eml6sokben azonositott IGFBP-k
koziil eddig még molekularis szinten nem tartak fel mindet madarak
esetén (DucLos, 2005). A tyak IGFBP-2 gén 4 rovid exonbol és 3
hosszl intronbol all; tobb, mint 38 kb-t tartalmaz a 7. kromoszéman.
A méjban, izomban, vesében, szivben, petefészekben, agyban, bélben
és szemekben egyardnt expresszalodik, szerkezetében nagy
hasonlosagot mutat a patkany €s ember ugyanezen génjével (SCHOEN

¢s mtsai, 1995).
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Az elsddleges kotod fehérjét, az IGFBP-2-t a differencialodd fehér
preadipocitak szekretaljak, amely a zsirosodasban betdltott szerepére
utal. Az IGFBP-2 til expresszaltatasa patkanyban Osszefliggésbe
hozhato6 a hizékonysagra vald hajlam csokkenésével és védelmet nyujt
az inzulin rezisztenciaval szemben (WHEATCROFT és mtsai, 2007). A
tyak embri6 myoblast (PERRONE és mtsai, 1995) és szatellit sejtek

(DucLos és mtsai, 1996) egyarant szekretaljak.

Az IGFBP-2 expresszidja fligg a takarmdnyozas szinvonalatol
tyak fajban (NAGAO ¢és mitsai, 2001; KITA és mtsai, 2002). A
takarmanyozas fehérje szintjétdl fiiggd IGFBP-2 jelentds szerepet tolt
be a keringésben 1évé IGF-1 ndvekedésre gyakorolt hatasaban az IGF-
1 és az IGFBP komplex képzésével a kérddzok és a tytkok esetén
(KITA és mtsai, 2002; LEE és mtsai, 2005). Patkanyban a hepatikus
eredetli IGFBP-2 mRNS szintje n6tt két napos takarmany megvonast
kovetéen (Ool és mtsai, 1990), takarmannyal bevitt fehérje
csokkentésével (STRAUS és TAKEMOTO, 1990; LEMOZI és mtsai, 1994)
¢s a takarmannyal bevitt energia csokkentésével (STRAUS ¢és

TAKEMOTO, 1991).

Szamos vizsgéalati eredmény sziiletett az IGFBP-2 gén
polimorfizmusai ¢és a noOvekedés, zsirosodas Osszefiiggéseinek
feltarasarol (LEI és mtsai, 2005; NIE és mtsai, 2005; LENG, 2009).
Habar az IGFBP-2 gén strukturdjat ¢és funkcidjat részletesen
elemezték, mégis a ndvekedési tulajdonsdgokkal vald Osszefliggése

még nem teljeskoriien tisztazott tyaknal (ZHAO és mtsai, 2015).
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2.4.3. A PRL gén jelentosége

A prolaktin (PRL) génje a tyukban a 2. kromoszoman talalhato.
Elsdsorban a tojastermelés szabalyozasdban vesz részt, leginkabb a
kotlas beinditasaért felelés hipofizis (agyalapi mirigy) hormonként
tartjdk szdmon (ANGELIER ¢és CHASTEL, 2009). A szaporodasi
folyamatok szabalyozasan kiviil szerteagazo életfolyamatokban is
részt vesz, ugyanakkor kevés vizsgdlati eredmény talalhatd
polimorfizmusaik ¢és a noOvekedés Osszefiiggéseit illetden

(BHATTACHARYA ¢és mtsai, 2011).

2.4.4. A SST gen jelentosége

A szomatosztatin (SST) hormon részt vesz a testtdmeg ¢és
novekedés szabalyozasaban, hatasat a novekedési hormon (GH)
kivalasztasanak gatlasan keresztiil fejti ki. Annak ellenére, hogy a
génben és receptoraikban bekovetkez6 mutaciok jelentés hatassal
birnak az emlésok testfelépitésének  alakuldsdban és a
novekedésiikben, baromfifajokban kevésbé vizsgalt (NIE és mtsai,

2005).

2.5. A pulykak zsiranyagcseréjében szerepet jatszé néhany gén
ismertetése

2.5.1. A FADS?2 gén jelentosége

Az alacsonyabb zsirtartalmu és egészségesebb zsirsavosszetételil

baromfihus irant megndtt az igény az utobbi években. Kiilonos
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figyelmet kapott azon genotipusok azonositasa, amelyek magasabb
aranyt hossza szénlancu telitetlen zsirsavosszetételt eredményeznek
(BOSCHETTI és mtsai, 2016). Szamos tanulmany ramutatott, hogy a
baromfi termékek (tojas, hus) n-3 hosszu szénlanci PUFA tartalma
takarmanyozassal befolyasolhaté (MELUZzI ¢s mtsai, 2001; WoODS
and FEARON, 2009; FRAEYE és mtsai, 2012; ROSSI és mtsai, 2013).

Az élelmiszerek magas LA/ALA aranyat az emberi szervezetben
negativ egészségiigyi kovetkezményekkel hoztdk Osszefliggésbe
(WIJENDRAN és HAYES, 2004). Az n-6 zsirsavak talzott bevitele a
lipogenikus  szabalyozas zavardhoz és kronikus —betegségek
kialakulasahoz jarulhat hozza (WoOD és mtsai, 2003; JUMP és mtsai,
2008). Az idealis n-6:n-3 arany 3:1-6:1, ugyanakkor ez az arany a
nyugati étkezésben jellemzéen 10:1-25:1. (SiMmopouLOS, 2000).

A szervezet lipid metabolizacidjanak kdzponti szerepét a maj tolti
be, elvégzi a zsirsavak szintézisét és atalakitasat deszaturacios,
elongacids és oxidéacios folyamatokon keresztiil. A kulcs enzimek
expresszioja magas a majban, emldsokben az enzimek aktivitasa €s
expresszidja fiigg a takarmanyozastol, hormonoktol és egyéb
tényezoktol (CHO és mtsai, 1999 a, b; BRENNER ¢s mtsai, 2003; WANG
és mtsai, 2005b; IGARASHI és mtsai, 2007). Az allatok nem képesek
esszencialis zsirsavakat szintetizalni (LA (linolsav), ALA (a-
linolénsav)) acetil-koenzim-A-bol, de a takarmannyal felvett
esszencialis zsirsavakbol képesek hosszi szénlancu telitetlen zsirsavak
szintézisére. A nagy szénatomszamu zsirsavak kozé az

eikozapantoténsavat (EPA 20:5n-3), dokozapentaénsavat (DPA 22:5n-
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3), dokozahexaénsavat (DHA 22:6n-3), dihomo-gamma-linolénsavat
(DGLA 20:3n-6) és arachidonsavat (AA 20:4n-6) soroljuk. Az ALA
atalakulasat EPA, DPA és DHA zsirsavakka, és az LA atalakulasat
DGLA ¢és AA zsirsavakka a sejtekben a delta-5 ¢és delta-6
deszaturazok és elongaz enzimek katalizaljak (SiMmopouLos, 2002),
tehat ezek az enzimek részt vesznek a PUFA zsirsavak szintézisében
(CHO és mtsai, 1999 a, b). A delta-5 és delta-6 deszaturazok kettOs
kotéseket helyeznek a zsirsavakba (18:3n-3, 24:5n-3, 18:2n-6 ¢és
24:4n-6), igy hozzajarulnak a hosszl szénlanct tobbszordsen teltetlen
zsirsavak képzéséhez. A majon kiviili szévetekben BOURRE és mtsai
(1990) alacsony deszaturaz aktivitast figyelt meg. A ma;j tekinthet6 az
ALA, EPA és DHA képzés f0 helyszinének a periférids szovetek

szamara (SCOTT és BAZAN, 1989).

A delta-5 és delta-6 enzimeket a zsirsav dezaturaz FADS1 (fatty
acid desaturase 1) és a FADS2 (fatty acid desaturase 2) gének kodoljak
(NAKAMURA és NARA 2004). A FADS2 gén tytakban, pulykaban és
fiirjben is az 5. kromoszoman, mig emberben a 11. kromoszéman
talalhato. Tyukban és emberben 13 exont, mig pulykdban 12 exont

tartalmaz.

A delta-6 zsirsav deszaturaz a zsirsavak anyagcsere folyamataiban
a bioszintézis sebességét meghatarozza (GILL és VALIVETY, 1997,
INNIS 2003; VANCE és VANCE, 2008). Tobb tanulmany ramutatott
arra, hogy a FADS géncsoport SNP-i hozzajarulnak a PUFA szintek
valtozékonysagahoz a szérum foszfolipidekben ¢&s vOrdsvértest

membranokban egyarant (MALERBA ¢s mtsai, 2008; GLASER és mtsai,
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2010). A vérplazma lipid Osszetételével 0sszefiiggd SNP-t talaltak két
genetikailag hasonld, de eltérd ¢letmdddal jellemezhetd azsiai etnikai
csoportban (NAKAYAMA és mtsai, 2010). A human FADS2 gén
deszaturaz hianyt, és csokkent FADS2 expressziot eredményezett
(NWANKWO ¢és mtsai, 2003). A deszaturaz aktivitds Osszefligg
kronikus betegségekkel és az egészséggel, az elhizassal és az inzulin
rezisztenciaval (PETERSSON és mtsai, 2008; ARBO ¢és mtsai, 2011;

VESSBY és mtsai, 2013).

A baromfifélék relative alacsony hatékonysdggal alakitjdk at az
esszencidlis zsirsavakat hosszu szénlancu telitetlen zsirsavakka, amely
tovabbiakban megfontolanddva teszi az olyan genotipusu egyedek
szelekcigjat, amelyek fokozott deszaturdciot eredményeznek
(BOSCHETTI és mtsai, 2016). KHANG ¢és mtsai (2006) a FADS1 és
vietnami tyukfajta kozott, ahol nem taldltak a FADS2 génben
polimorfizmust. Ugyanakkor a japan fiirj FADS2 génje és tojas sargaja
zsirsav Osszetételével kapcsolatban 6t SNP-t is talaltak. Tehat a
FADS2 egy lehetséges kandidans gén a tojassargdja n-6 és n-3 PUFA

tartalmanak kérdésében (KHANG és mtsai, 2007).

Ugyanakkor az még nem tisztazott, hogy a FADS2 gén milyen
szerepet tolt be a tyukok fejléddésében, ndvekedésében. ZHU és mtsai
(2014) két SNP-t talalt a FADS2 gén transzkripcids szabalyozo
régidjaban. Mindkét SNP szignifikansan Osszefiiggott korai

novekedési eréllyel (kiilonosen a 4. héten) ¢és a szérum
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zsirsavosszetétellel (LA, ALA, AA; a tyak szamara esszencialis
zsirsavakkal). SIRRI és mtsai (2010, 2011) lassu-, kdzepes- €s gyors
novekedésl tytkokat vizsgalt, ahol a mellizomzatban magasabb n-6 és
n-3 telitetlen zsirsav (PUFA) aranyt taldlt a lassu novekedésl
tipusban, utalva a deszaturaz enzimeket kodold gének kiilonbozo

expresszidjara.

A lenolaj gazdag alfa-linolénsavban (ALA), tartalma
hozzavetdlegesen 50% koriil alakul. A legtobb hasznalt ndvényi
olajhoz képest kevesebb linolén savat (LA) tartalmaz. A lenolaj
kiegészités a human taplalkozasban és az allatok takarményozasaban
is egyarant megnovekedett ALA szintet és n-3 PUFA szintet
eredményez, ugyanakkor csokkenti az LA és AA (arachidonsav)
mennyiségét a vérben és a husban is (HAUG és mtsai, 2010;

GILLINGHAM és mtsai, 2013).

2.5.2. A PPARy gén jelentdsége

A peroxiszéma proliferator-aktivalt receptorok (PPAR) a
transzkripcids faktorok nukledris hormon receptor szupercsaldadjaba
tartoznak. Kis molekulatomegii ligandokat kotnek meg és szdmos
intra- és extracellularis zsiranyagcserében részt vevd gén expressziojat
szabalyozzdk. Harom kiilonbozd altipusa ismert: a PPARa, PPARS,
PPARy (MICHALIK és mtsai, 2006). A PPARy fehérjét kiilonféle
zsirsav metabolitok aktivaljak, az aktivizacidjukat poszt-transzkripcios

valtozasok, mint foszforilacié és szumoilacid szabalyozzak (ROCCHI
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¢s AUWERX, 1999; ROSEN és mtsai, 1999; IMAI és mtsai, 2004). A
peroxiszoma proliferator-aktivalt receptor gammat a PPARy gén
koédolja. A PPARy a hazityuk esetén a 12. kromoszoméan helyezkedik
el, kilenc exont tartalmaz. Pulykanal a gén a 14. kromoszéméan
talalhatd, nyolc exont tartalmaz. Fontos transzkripcios faktorok
(HARAGUCHI ¢és mtsai, 2003; HUMMASTI és mtsai, 2008; HAUSMAN ¢s
mtsai, 2009). Az adipogenezis szamos transzkripcios faktor altal jol
kontrollalt folyamat. Iddbeli expresszidja erédsen Osszehangolt
kaszkad; amelyben a C/EBPa és C/EBPf3, a SREBP1 és a PPARa és
PPARy kiilonosen jelentés (ROSEN ¢s mtsai, 2000; Koo és mitsai,
2001; PETER és BRUCE, 2008). A PPARy elsésorban a fehér és barna
zsirszovetben expresszalodik. A PPARy protein forméi obligat
heterodimerek a retinoid X receptorral, az adipocitak
transzkripcigjat szabalyozzak (TONTONOZ és mtsai, 1994a; DIRENZO
és mtsai, 1997, ROSEN és mtsai, 1999; ROSEN és mtsai, 2002,
IJPENBERG ¢és mtsai, 2004; HAUSMAN ¢és mtsai, 2009). Transzkripcios
(TONTONOZ ¢és mtsai, 1994 a, b; LEHMANN ¢és mtsai, 1995), PPARy
serkenti a korai adipocita differenciaciot (BRUN és mtsai, 1996), az
adipocita specifikus gének, mint példaul az A-FABP (adipocyta fatty
acid-binding protein gene) aktivalasaval. Az elhizas kialakulasaban
(HINDLE ¢és mitsai, 2009), a cukorbetegség (inzulin érzékenységgel és

gliikoz homeosztazis fenntartasaval fiigg 6ssze; TONTONOZ és mitsai,

crer
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(Q1 és mtsai, 2000). A PPARy gén expresszidja és az emberek clhizasa
kozotti Osszefiiggést HINDLE és mtsai (2009) vizsgaltdk, CHEN ¢s
mtsai (2009) a gén egy mutacidja és az elhizds kozott figyelt meg

kapcsolatot a kinai han népességben.

A brojlerek testtomegének koriilbeliil 20%-a zsir, amely
els6sorban a zsirszovetekben raktarozodik (HAVENSTEIN és mitsai,
2003) ¢és alapvetéen vagohidi hulladéknak mindsiil. Ezért valt a
baromfi nemesités egyik f6 iranyava a zsirosodasra kevésbé hajlamos

fajtak és hibridek kialakitasa (FOUND és EL-SENOUSEY, 2014).

Madarakban, a lipogenezis elsésorban a méjban torténik, az
adipocitak feladata a trigliceridek tarolasa (COGBURN és mtsai, 2004),
a triglicerid formaban tarolt zsir elsésorban a zsirszovetben
raktarozodik (HUANG és mtsai, 2008; FOUAD és EL-SENOUSEY, 2014).
A mjj lipogenezise a zsirszovetekben tarolt zsirsavak tobb, mint 70%-
at szolgaltatja (RICHARDS és mtsai, 2003), tyukok esetében a maj
lipogenikus aktivitdsa sokkal nagybb mint a zsirszoveté (O’HEA és

LEVEILLE, 1968; CAI és mtsai, 2009).

A PPAR-ok a legfébb szabalyozoéi az adipocitak fejléddésének és a
lipid anyagcserének (ROYAN és NAVIDSHAD, 2016). 12 napos
csirkékbdl szarmazo kultivalt preadipocitakba in vitro szintetizalt
rovid kettds szala siRNS-t transzfektdlva gatolta a preadipocitdk

----------

alapjan  valosziniisithetd, hogy a PPARy a preadipocitak

----------

proliferacidjdban ¢és differenciaciojaban kulcsszabdlyozd ¢és a
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zsirlerakddast meghatarozo legfobb gén csirkénél, ugyantigy, mint az
emldsoknél (WANG és mtsai, 2008).

A PPARy gén expresszidja és a tyukok zsirlerakodédsa kozotti
Osszefiiggésrol tobb szerzd is beszamolt (SATO és mtsai, 2004; SATO
¢s mtsai, 2009; LARKINA és mtsai, 2011; FU és mtsai, 2014). A PPARy
hasonloan segiti el6 a zsirlerakodast a csirkében is, mint mas fajokban
(YEH és mtsai, 1995; EL-JACK és mtsai, 1999; JIANG és mtsai, 2001;
OLOFSSON és mtsai, 2008; MARCHILDON ¢és mtsai, 2010; CHATTERJEE
¢s mtsai, 2011). A gén nem csak a csirkék abdominalis
zsirtartalomdval fligg 6ssze, hanem az intramuszkuléris zsirtartalmaval

is (L1U és mtsai, 2017; Cul és mtsai, 2018).

2.5.3. Az IGF-1 gén jelentosége

Tobb vizsgélat mutatott ra arra, hogy nem kozvetlen a kapcsolat a
novekedési erély és a novekedési hormon (GH, growth hormone)
kozott (LEI és mtsai, 2005). A GH mellett, az inzulinszerti névekedési
faktorok (IGF), a thyroid hormonok és az inzulin egyarant jelentds

szerepet toltenek be az dllatok ndvekedésében (ZHOU és mtsai, 2005).

Az inzulin-szerii novekedési faktorok (IGF-1, IGF-2) altalanos
hatassal vannak az egész szervezet novekedésére. Tyuk esetén a GH
legtobb funkciodjat szabalyozzak (LEI és mtsai, 2005), az IGF-1 gén
szamos szdvetben fontos szerepet jatszik, beleértve az izom-, a porc-
¢s a csontszoveteket egyarant. Az IGF-1 serkenti a sejtek gliikoz

felvételét, aminosav felvételét, DNS szintézisét (MCMURTRY, 1998)
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crer

cres

1997).

Az inzulinszeri novekedési faktorok a polipeptid hormonok
csaladjaba tartoznak, szerkezetilkben és funkcidjukban egyarant
nagyfoki hasonlosagot mutatnak az inzulinnal (KADLEC és mtsai,
2011). Az IGF-1 gén struktirajat szamos emlds fajban leirtak.
Patkanyban ¢és emberben is hat exonbol all, 73-85 kb hosszusagu
(LEROITH és mtsai, 1991). A hazityukban és a pulykaban is az 1.
kromoszéman taldlhatd, a tyukban négy, a pulykdban ketté exont
tartalmaz. Szamos transzkriptum létrejohet, de az érett IGF-1 fehérje
1étrejottéhez a transzkripcids terméknek tartalmaznia kell az exon 3 és
4 —et (McKoy, 1999). A 70 aminosavbol allo (BALLARD és mitsai,
1990) tyuk IGF-1 gén az 1. kromoszéman helyezkedik el, 48 kb
hosszusagu, 4 exonbol tevddik Ossze (PERRONE, 1995), amelyek
megfelelnek a patkany 1, 3, 4, 6 exonoknak. A tytk IGF-1 gén 2.
intronja €s a patkany 3. intronja kozott és a 3” leforditasra nem kertild
régiok kozott konzervalt régiok figyelhetok meg (KAJIMOTO, 1989;
KLEIN, 1996). A gén kromoszomalis helyzetének kozelében a hat
hetes testtomeggel (160 cM; konfidencia intervallum 114-180 cM,;
SEWALEM ¢s mtsai, 2002) és az abdominalis zsir tdmegével (150 cM,
konfidencia intervallum 100-182 c¢M; Ikeobi ¢és mtsai, 2002)
kapcsolatos QTL-eket azonositottak egy brojler-tojoé F2 populacidban.
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Az IGF rendszer a peptid hormonok (IGF-1, IGF-2), a sejtfelszini
receptorok és a koté-fehérjék (IGFBP, IGF-bindings protein)
komplexe (NAGAO ¢és mitsai, 2001). Az IGF-ok kotédhetnek a
tirozinkinadz aktivitdsu IGF-1 receptorhoz ¢€s inzulin receptorhoz

egyarant (ADAM ¢és mtsai, 2005).

A tytk IGF-1 génrdl késziilt mRNS szamos szdvetben (m4j, agy,
izom sziv, vese, bél, here, petefészek) szintetizalodik (KAJIMOTO és
ROTWEIN, 1989; MCMURTRY ¢s mtsai, 1996; TANAKA ¢és mtsai, 1996).
Nem figyelhetd meg egészen a kelés idépontjdig a méj és a sziv
szoveteiben, ellenben a szem, a vazizomzat és agy szoveteiben igen
(KIKUCHI ¢és mtsai 1991), amely ezen szdovetek IGF-1 szintjének
extrahepatikus eredetére utal (MCMURTRY, 1998). Kelés utin
els6sorban a méjban termelddik a hipofizisben termel6dd novekedési
hormon (growth hormone; GH) hatasara (TANAKA és LIANG, 1996;
ZHoU ¢s mtsai, 2007), amelynek kovetkeztében né a majban a gén
expresszioja, igy a vérben 1év6 inzulinszerii névekedési hormonok
szintje megemelkedik. A plazma IGF-1 hormon koncentracioja és a
gén majban torténd expresszidja az ivarérettségig fokozodik, majd a
maximimalis csucsot elérve hanyatlani kezd (KIKUCHI és mtsai, 1991).
A GH a vazizomzatban is fokozhatja az IGF-1 expressziojat, bar
ugyanitt szamos esetben GH hidnyaban is megfigyelték a gén tulzott
expresszidjat (FLORINI és mitsai, 1996). Az extrahepatikus eredetii
IGF-1 nem kertil a keringésbe, vagy a kozvetlen kornyezetében 1évo
sejtekre fejti ki parakrin hatasat, vagy sajat szekretald sejtje

membranreceptoraihoz kotddve autokrin hatassal bir.
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Az IGF-1 gén talmikodtetése az izomszovetben fokozott
izomnovekedéshez vezet. A gén tulexpresszaltatisa 1dozitésétol
Csirkében a 4 napos embridk retrovirusok altal torténd fertdézése
(MITCHELL és mtsai, 2002) a lab izomzataban hipertrofiat (+80%)
eredményezett, a rostok szdmanak novekedése (+100%)
kovetkeztében. Ezzel szemben az ivarsejtvonalbdl szarmazd
transzgénikus egerekben az izom megndvekedését az izomrostok

hipertrofiaja okozta (MUSARO és mtsai, 2001).

Az IGF-1 hormon és gén testtomeg ¢és novekedés szabalyozdsdban
betoltott szerepét szamos szerzd vizsgalta (GODDARD és mtsai, 1988;
SCANES és mtsai, 1989; BALLARD és mtsai, 1990; NAGARAJA és mtsai,
2000; AMILLS és mtsai, 2003; ZHOU és mtsai, 2005; MOE és mtsai,
egy polimorfizmusa kapcsolatban 4l az  atlagos napi
sulygyarapodassal és takarmanyértékesité képességgel (AMILLS és
mtsai, 2003). A gyors novekedésii vonalakban (SCANES és mtsai,
1989; BECCAVIN és mtsai, 2001), egy magasabb mellkihozatalra és
csokkent zsirosodasra szelektalt vonalban (TESSERAUD és mtsai, 2003)
az IGF-1 szintje megemelkedett a lassu ndvekedési, illetve kontroll
csoporthoz képest. Rekombinadns huméan IGF-1-et bejuttatva a tytkok
fokozott novekedése volt megfigyelhetd, mig ezzel egyiitt csokkent a

vagott test zsirtartalma (TOMAS és mtsai, 1998).
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2.6. A vizsgalatok soran alkalmazott médszerek bemutatasa

A kisérletek folyaman a kovetkez6 modszerek, technologiak

keriltek felhasznalasra:

o PCR (polimeraz lancreakcio)
o RFLP (restrikciés fragmenthossz polimorfizmus)
o RT-PCR (valos idejii polimeraz lancreakcio)

o Gélelektroforézis az eredmények lathatova tételéhez

2.6.1. PCR (Polymerase Chain Reaction; polimerdz lancreakcid)

A polimeraz lancreakcié (PCR) modszer segitségével a vizsgalni
kivant DNS szakasz, gén felsokszorositasara nyilik lehetdség, ezaltal
biztositva az egyes gének vizsgalatahoz sziikséges mintamennyiséget.
A modszer kifejlesztése Kary Mullis nevéhez flizédik, munkéjat 1993-
ban kémiai Nobel-dijjal ismerték el. A kezdeti denaturaciot kovetden a
szakaszok  (denaturaci6é, annealing, extension)  30-35-szori
ismétlésével a kiinduldsi mennyiségbdl exponencidlisan emelkedd

szamu mennyiséget kapunk.

2.6.2. RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism, restrikcios
fragmenthossz polimorfizmus)

Az RFLP alkalmazasaval a keletkezett hasitasi mintdzatok alapjan
elkiilonithetok egymastol fajok, fajtdk, akar egyedek is. Ha két

organizmus kiilonbozik az adott restrikcids enzim (restrikcios
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endonukledzok) hasitohelyek kozotti tavolsagban, akkor a restrikcids
enzimes emésztés utan eltéré6 hossziisagh DNS fragmentek
keletkeznek. Az endonukledzok mindkét DNS-lancot hasitjak. A
hasitas lehet ,,tompa” (blunt) vagy ,,ragadds” (sticky).

Gélelektroforézis

A gélelektroforézis a kiilonb6z6 hossziusagu DNS fragmentumok
elvalasztasara szolgdl. Miikddése a fragmentumok elektromos térben
valéo mozgékonysagan alapul. A gélbe juttatott mintakat UV-fényben
lathatd festékkel (pl. ethidium-bromiddal) jeloljik. Az UV-
megvilagitds sordn az adott minta altal megtett ut hossza aranyos a
fragment méretével, igy polimorfizmusok elkiilonitésére alkalmas. Az
ethidium-bromid a DNS molekula két szala kozé interkalalodik, UV-

fény hatasara narancssargan fluoreszkal (ZSOLNAI és mtsai, 2000).

2.6.3. RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction;
reverz transzkriptdz polimeradz lancreakcio)

A hagyomanyos PCR csak a DNS szakaszok felsokszorositasara
alkalmas, mig a reverz transzkriptaz segitségével lehetoség nyilt a
kiilonbozé  szdvetekben talalhatd eltér6 mennyiségli mRNS
kimutatasara. A gének kifejezddésének mértéke minden szdvetben
mas. Ha egy gén igen aktiv, akkor sok messenger RNS (mRNS)
molekula irodik at rola. A sejtekbdl izolalt RNS-r6l Gn. komplementer

DNS (cDNS) szalat szintetizal a reverz transzkriptaz enzim. A reakcid
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az mRNS 3’ végérol (poliA farki rész) indul, amelyhez a poliT DNS
primer kotddik. Igy a reverz transzkriptdiz enzim segitségével
megtorténhet az 5°-3° irdnyu komplementer DNS (cDNS) atirdsa. A
cDNS szintézis befejezddését kovetden masodik 1épésben megindul a
hagyomanyos polimerdz lancreakcio. A hdstabil DNS polimerazt és
upstream, downstream (reverse, forward) DNS primereket hasznalunk,
37°C-ra melegitve megkonnyitjiik a cDNS-hez a primerek kotodését.
Tovabbi melegités hatdsara a cDNS-t, mint templatot hasznalva a
DNS polimeraz kialakitja a kettds szalit DNS-t. 95°C-on a DNS két
lanca kiilonvalik. A reakcidelegy hiitésével a primerek ismét
kapcsolodhatnak, a koriilbeliil a 30 ciklus utan a célszekvenciabol
milliébnyi masolat all rendelkezésre. Az RT-PCR fontos lépése az
mRNS tisztitasa, e nélkiil a genomialis DNS szennyezheti a PCR-

reakcidt, és amplifikalodhat az mRNS-sel egyiitt.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Genotipus vizsgalatok brojler végtermék allomanyban

A vizsgalatokhoz 38 napos ROSS-308 brojler végtermék (n=103)
vagéOhidi adatait gyujtottik (5. dbra). A vagohidi mérésekben, az
adatok gytlijtésében a vagohid gyakorlott szakemberei segitségiinkre
voltak. Megmértiik a vagaskori ¢élotomeget, a karkasztomeget, a
combtomeget (bbrrel és csonttal egyiitt), a boéros- és bor nélkiili
mellfilé tomeget. A genotipus — fenotipus asszociacios vizsgalatokban
szerepld 4allatokat azonos tartdsi- és takarmanyozasi koriilmények
kozott hizlaltak. Az allatok kezelése, mintavételezése soran a

vonatkozd  elbirasoknak  megfeleléen jartunk el  (Directive

2010/63/EU).

5. abra. A mintavétel helyszinét biztositd vagohid (sajat felvétel)
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3.1.1. Mintavétel és DNS-izolalas

Az ¢16tdmeg lemérését kovetden az €16 allatoktdl tollmintakat
gyljtottiink, zarhaté mintavételi zacskokba (6. dbra), egyedenként
jelolve. A vérmintakhoz viszonyitva a tollmintak gytijtése konnyebben
kivitelezhetd ¢és a késObbi vizsgalatokat a DNS forrdsa nem
befolyasolja. A brojlerek a vagosorra sorszammal ellatva kertiltek fel,
igy a tovabbi méréseknél azonosithatéosaguk biztositott volt. A

mintakat a DNS izolalasaig -20 °C-on tartottuk.

6. abra. A zarhaté mintavételi zacskokban tarolt tollmintak (sajat

felvétel)

A DNS-izolalast (7. abra) a vagohidon vett tollmintakbol végeztiik
Wizard Genomic DNA Purification kit (Promega, USA)
felhasznalasaval. A genotipizalashoz sziikséges DNS mennyiségének
biztositasdhoz 5-10 toll elegendd. Brojlercsirkék esetén a toll hegye

kell6 mennyiségli DNS-t tartalmaz. Idésebb madaraktol vett tollak
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esetén a fels6 koldok (superior umbilicus) teriiletén a tollfejlodés
folyaman bezarodott vérrdg szintén megfeleld a DNS izolalasdhoz. A
DNS izolalasat az alabbi protokoll szerint végeztiik, az izolatumokat a

késObbi vizsgalatokig -20 °C-0s homérsékleten taroltuk.
A DNS izolalas protokollja:

1. A fagyasztott tollvégeket szikével eltavolitottuk, 1,5 ml-es
Eppendorf csébe (Greiner Bio-One, Németorszag) helyeztiik,
majd 300 ul NLS (Nuclei Lysis Solution) oldatot pipettaztunk
ra. Vortex (VELP, Scientifica, Olaszorszag) segitségével
alaposan 0sszekevertiik.

2. Ezt kovetéen minimum egy oOran at 37°C-os vizfiirdében
(LMIM, Magyarorszag) inkubaltuk az elegyet.

3. Majd 100 ul PPS (Protein Precipitation Solution) oldatot
pipettdztunk a mintakhoz, majd Vortex segitségével (kb. 20
masodperc) kevertiik 0ssze.

4. A mintdkat ezt kovetden 4 percig szobahdmérsekleten
centrifugaltuk (15000 x g).

5. A tiszta feliiluszot egy 300 ul izopropanolt (Merck,
Németorszag) tartalmazo Eppendorf csébe pipettaztuk at.
Ovatos felforditisokat kovetden a kicsapodott DNS szabad
szemmel is lathatova valt.

6. Majd két percen at ismét centrifugaltuk (15000 x g) a mintat.
A csovek aljan viszonylag nagyméretli, vilagos pellet

keletkezett, amelyrdl a feliiluszot ledntottiik, lepipettaztuk.
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7. Ezt kdvetéen 300 pl etil-alkoholt (70% (V/V); (Spektrum 3D,
Magyarorszag) adagoltunk a csdébe.

8. Ez utan egy percen keresztiil (15000 X g) centrifugaltuk a cs6
tartalmat, mialatt a DNS-bdl ismét pellet képzodott.

9. Az etil-alkohol eltavolitasa utan a pelletre 20-25 pl rehidratalo
folyadékot (Rehydration Solution, Promega) adagoltunk, majd

szobahdmérsékleten inkubaltuk a tovabbi 1épésekig.

7. abra. A DNS izolalas néhany lépése. 1. Eppendorf csdbe
helyezett levagott tollvégek 2. Az izoldlas folyaman keletkezd
pellet. 3. Rehidratalo folyadékban visszaoldodd pellet (sajat
felvétel)

A visszaoldott, tisztitott DNS mintdk integritisat agar6z gélen
ellendriztik (8. dbra), mig koncentraciojat Nanodrop2000
spektrofotométer (Thermo Fisher Scientific, USA) segitségével
allapitottuk meg. A késziilék mitkkodése abszorbancia mérésen alapul,
amelyet 230, 260 ¢és 280 nm-en végez el, az igy nyert adatokbdl pedig
aranyszamokat képez. A nukleinsavak abszorbancidja 260 nm-en a
legnagyobb, igy a megfeleld6 mindségli minta esetén a gdrbe csucsa

ezen a hullamhosszon figyelhet6 meg. A fehérjék abszorbanciaja 280
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nm-en, mig a DNS-izoldldsa soran hasznalt kiillonb6z6 vegyiileteké
(pl. etanol és fenol szennyezddés) 230 nm-en jelentds. Az izolatum
tisztasagat megfelelének tekintettiik, amennyiben a 260/280, illetve a
260/230  aranyszamok  meghaladtdk az 1,8  értéket. A

spektrofotométerrel ~ torténé  elemzést kovetéen a  tovabbi

crer

be.

8. abra. Az izolalt DNS integritas-vizsgélata agardz gélen (sajat
felvétel)

3.1.2. 4 polimeraz lancreakcio (PCR) és restrikcios fragmenthossz
polimorfizmus (RFLP)

A novekedés szabdlyozasaban szerepet jatszo gének koziil az alabbi

polimorfizmusok genotipizalasat végeztiik el:

o G645T SNP az inzulinszer(i ndvekedési faktor — kotd fehérje 2

crcr
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o A213C SNP a pajzsmirigyhormonok altal szabalyozott

cres
c sy

crer

A tisztitott DNS vizsgadland6 polimorfizmusokat tartalmazé
szakaszait polimeraz lancreakcido (PCR) segitségével sokszorositottuk
fel. A reakciok Hybaid Px2 (Thermo Fisher Scientific, USA)
késziilékben jatszodtak le. Az amplifikdlni kivant szekvenciak
azonositojat, hosszusagat, a felhasznalasra keriild6 primereket és
kapcsolodasi homérsékletiiket a 2. tablazat tartalmazza. A Spotl4a és
a PRL polimorfizmusok genotipizalasahoz CAO ¢és mtsai (2007),
illetve JIANG és mtsai (2005) leirasait vettiik alapul. NIE és mtsai
(2005) altal leirt IGFBP-2 ¢és SST polimorfizmusok genotipizalasdhoz
sziikséges primerek megtervezéséhez a Primer 3 (URL,) alkalmazast

hasznaltuk.
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2. tablazat. A felhasznalt primerek és restrikcids enzimek jellemzoi

Gén Primer Ta Szekvencia Hosszusag RE
(forward/reverse) °C ID (bp) (37°C)
CAGGAGGGAGCAGAGGGATAG

Spotlde A REECASAOACEOAIES 60 Avsesezs 419 BsaHI
AACAGGCATGAAGGAGATGG/C
IGFBP-2 e s 52 U15086 315 BseGl
24bpinzerci6  GGTGGGTGAAGAGACAAGGA! .. FI663023 201 _
PRL TGCTGAGTATGGCTGGATGT F1434669 177
CCTGTTTTCTCTCCCCTCAC N
SST AGTCTTCGCCTCTCGTGGT ~ 2° X60191 330 BsrBl

Ta°C — primerek kapcsolodasi hdmérséklete (annealing); szekvencia ID — felhasznalt szekvenciak azonositoja;
Hosszusag (bp) — amplifikalt szakasz hossza bazisparban; RE — felhasznalt restrikcios enzimek (*55°C)
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A PCR reakcidelegyet minden vizsgalt polimorfizmus esetén

hasonldan allitottuk 6ssze (3. tdbldzat).

3. tablazat. A PCR reakcidelegy (25 pul) dsszetétele

Egyes osszetevok és koncentraciojuk Mennyiség

2x PCR Master Mix (1x)
MgCl; (1,5 mM)

Tag DNA polimeraz (0.6 u) 12,5l
dNTP (200uM)
Nukleazmentes viz 9,5 ul
Primer, forward (0,4 mM) 1 ul
Primer, reverse (0,4 mM) 1 ul
DNS templat 1 ul (100-150 ng)

A PCR szakaszok beallitott paramétereit a 4. tabldazat tartalmazza.
Az egyes polimorfizmusok vizsgalata soran lényeges eltérés csak a
primerek kapcsolodasi (annealing) hémérsékletében figyelheté meg
(2. tablazat).

A PCR reakcié folyaman az amplifikalodott szakaszokat — PRL
gént kivéve -restrikcids enzimekkel (Promega, USA) torténd
emeésztési reakcionak vetettiik ald. Az emésztés legalabb harom 6ran
at 37°C, illetve 55°C hoémérsékleten ment végbe. A reakcioelegy
Osszetételét a 5. tablazat, az adott polimorfizmus vizsgdlatanal

konkrétan felhasznalt restrikcids enzimeket a 2. tabldzat tartalmazza.
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4. tablazat. Az egyes PCR Iépések beallitott paraméterei

PCR Iénés Hoémérskélet Iddtartam Ciklusok
P (9] (perc) szima
Beveze,t 0. , 95 3-5 1
denaturacio
Denaturacio 95 1 30-35
Annealing 52-60 1 30-35
Elongacio 72 1 30-35
Végso elongacio 72 5-6 1

5. tablazat. Az emésztési reakcioelegy (20 pl) Osszetétele

Egyes osszetevok és koncentraciojuk  Mennyiség

Nukledzmentes viz 6,8 - 8,8 ul
10x puffer + acetilalt BSA (10 pl/ml) 2ul+0,2 pl

PCR termék 8-10 pul

Restrikcios enzim (10 u/ pl) 1 ul

BSA — bovine serum albumin

A felsokszorositott szakaszokat (PRL) és az emésztési reakciot
kovetden keletkezd fragmenteket agaroz gélelektroforézis és UV fény

segitségével tettiik lathatova (6. tablazat).
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6. tablazat. A 2%-os agar6z gél 0sszetevoi.

Osszetevo Mennyiség

Agaréz (Promega, USA) 049

1x TBE puffer

Trihidroxi-amino-metan (Merck, Németorszag)

Borsav (Reanal, Magyarorszag) 20 ml
EDTA (Merck, Németorszag)
Desztillalt viz

Etidium-bromid (Promega, USA) 3 ul (Bug)

A gél zsebeibe toltott mintdkat a gélbe jutasig 50, majd 100V-on
futtattuk (RunOne késziilékben, EmbiTec, USA), atlagosan 20-30

percig. A hasitasi mintazat értékelése UV-fény alatt tortént.

3.1.3. Alkalmazott statisztikai modszerek

Az adatok gylijtését és rendszerezését Microsoft Excel (2013,
USA) tablazatkezeld szoftverrel végeztiik. Az adatok elemzéséhez
SPSS for Windows v.20.0 (SPSS, USA) programot hasznaltunk. Az
adatok  eloszlasit ~ Kolgomorov—Smirnov ~ normalitasvizsgélat
segitségével, mig a genotipus €s a fenotipus kozotti 0sszefiiggéseket
LSD (least significant difference) varianciaanalizis tesztekkel

elemeztiik.
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A Hardy—Weinberg egyenstly (HWE) vizsgalatahoz chi-négyzet
(1°) probat alkalmaztunk. A x* érték kiszamitdsa az alabbi képlet

alapjan tortént:

2 - Z (O_E)z
E

O = megfigyelt (observed) genotipus-gyakorisagok

E = vart (expected) genotipus-gyakorisagok

3.2. Génexpresszids vizsgalatok pulyka allomanyban

A fehérje- és zsiranyagcserében szerepet jatszo gének koziil az

alabbiak expresszids vizsgalatat végeztiik el:

©  peroxiszoma proliferator-aktivalt receptor gamma (PPARy)
©  zsirsav deszaturaz 2 (FADS2)

(e]

inzulinszer(i novekedési faktor-1 (IGF-1)

3.2.1. A kisérleti allatok tartasa, takarmanyozasa

A kisérletet Converter pulyka bak hibridekkel végeztik. A
kisérleti allatokat a Széchenyi Istvan Egyetem, MezOgazdasag- ¢és

Elelmiszertudoményi Kar Kisérleti telepén hizlaltak.

Az allatok elhelyezése fiilkékben (17 m?) tortént, minden egyes
fiilkébe 35 napospipét helyeztek el. Minden kisérleti csoportbol kettot
alakitottak ki, az istallo kiilon részein. Az allatok egyedi testtomegét
napos korban, majd minden takarmanyvaltasnal és a hizlaldsi id6
végén mértik (9. dbra).
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9. abra. A kisérletben részt vevod pulykak mérése (sajat felvétel)

Az éllatok takarmanyozasa a kisérleti csoportnak megfelelden, a
mindenkori létszamokat figyelembe véve az a kovetkezOk szerint
valosult meg. A kisérlet folyaman kész keveréktakarmanyokat etettek
az allatokkal. A 7. és 8. tablazatban megadott Osszetételli tapsort
kaptak az allatok.

A kontroll csoport az alaptakarmanyokon (starter inditotap,
inditotap, neveld L., neveld IL., befejezd 1., befejezd II. tap) kiviil
egyéb kiegészitést nem kapott. Az alaptakarmdnyokhoz ¢és az
ivovizhez 1s egyarant ad libitum hozzafértek az allatok. A lenolajos
csoport a 8. tablazat szerint étkezési mindségii lenolajat (Solio Kft.,

Magyarorszag) kapott kiegészitésként.
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7. tablazat. Az etetett keveréktakarméanyok taplaloanyag tartalma (szamitott értékek)

 vr1x Pulyka Pulyka Pulyka Pulyka Pulyka Pulyka
Taplaloanyag Sifggfér ind);t() neve%ii I. nevei/('i II.  befej Zzii 1. befejeyz(i II.
Szarazanyag % 88,982 88,841 88,456 88,119 87,723 87,607
Nyersfehérje % 27,588 25,556 22,351 19,994 17,252 15,849
Nyerszsir % 3,645 5,462 6,657 6,859 7,187 7,694
Nyersrost % 3,516 3,628 3,913 3,953 4,167 3,871
Hamu % 6,185 5,879 5,580 4,942 4,159 3,898
Nmka % 48,330 49,098 51,306 53,675 55,931 57,672
Cukor % 4,814 4,771 4,427 3,798 3,010 2,825
AMEnN baromfi MJ/kg 11,547 11,985 12,249 12,530 12,836 13,158
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8. tablazat. A lenolaj kiegészités részletei

Eletkor (életnap) Lenolaj-kiegészités

1-14 -
15-21 0,5%
22-84 1,0%

85-112 1,0%
113-154 -

3.2.2. Mintavétel és RNS-izolalas

A hizlalast kovetéen 22 hetes korban a testtomeg ¢s a kiillemi
sajatossagok alapjan atlagosnak mindsiild egyedek keriiltek
probavagasra. A vagast megelézéen mértiik az allatok él6tdmegét,
majd a vagast kovetden mértilk az allatok bratfertig tomegét, a
combok egyiittes tomegét, a bords-csontos mell tomegét és a mellfilé
tomegét. A vagohidon az elére kiadagolt RNAlater (Thermo Fisher
Scientic) oldatot tartalmazo 1,5 ml-es Eppendorf csdvekbe gytijtottiik
a mellizombol, combizomzatbdl, abdominalis zsirbol €s majbol vett
mintakat, majd a felhasznalasig szobahOmérsékleten taroltuk a
mintdkat. Két mintavétel kozott a munkateriiletet és eszkozoket
alkohollal fertdtlenitettiik. A 70. dbra szemlélteti az RNS kivonas

néhany [épését.
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9. 4bra. Az RNS kivonasanak néhany Iépése (sajat felvétel)

RNS kivonas menete

1. 1,5 ml-es Eppendorf csébe 1000 pl TRIzolt (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA) pipettaztunk, majd homogenizaltuk
(50, 1-2 perc) a koriilbeliill 200 mg tomegii mintakat (mellizom
szovet, zsirszovet s maj).

2. 10 percen keresztiil centrifugaltuk (12000 x g), majd az RNS-t is
tartalmazo rézsaszin feliiluszot ) csébe pipettaztunk at.

3. Szobahdmérsékleten (15-30°C) torténd rovid (5 perc) inkubalast
kovetéen 200 pl BCP-t adagoltunk hozza, majd Vortex-szal (15
masodperc) elegyitettiik ¢és rovid ideig szobahdmérsékleten
inkubaltuk (3 perc).

4. Ezt kovetben 15 percen keresztiil (12000 x g) centrifugaltuk, majd
a szintelen, RNS-t is tartalmaz6 feliluszot (kb. 600 ul) 1j

kémcesdbe pipettaztuk.
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500 upl izopropanol adagolasat kovetden Ovatosan tobbszor
felforditottuk

Majd fagyasztoszekrényben (-18°C) taroltuk minimum 2 oran at
(esetleg masnapig).

. Fagyasztast kovetden centrifugéltuk (20 perc, 12000 x g) és a
feliiltiszot eltavolitottuk.

. Majd 1000 pl 70%(V/V) etanolt (akar DEPC vizben higitva)
adagoltunk a pelletre. Ismételt centrifugalast kdvetéen (10 perc,
12 000 x g) pipettaval 6vatosan eltavolitottuk a feliiluszot.

. Végiil 50 pl (zsirnal 30 pl) nukledzmentes vizet adagoltunk a
pelletre.

. Maximum egy Oras inkubaldst kovetden NanoDrop 2000
spektrofotométerrel becsiiltiik a koncentraciot, majd agaroz gélen

ellendriztiik a mintakat (/1. dbra).

10. abra. Az RNS kivonas mindségének ellendrzése agardz gélen
(sajat felvétel)
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3.2.3. A minta tovabbi eldkeszitése: DNase kezelés és cDNS irds

A 9. tabldzat szerint allitottuk 0ssze a DNase kezeléshez (RQ1
RNase-free DNase; Promega, Madison, WI, USA) a reakcioelegyet,
amely folyaman a mintakat 37 °C-on 30 percig inkubaltuk, majd ezt
megszakitva 1 ul RQ1 DNase Stop Solution-t adagoltunk a mintakhoz
¢s tovabbi 10 percig 65 °C-on inkubaltuk, hogy inaktivaljuk a DNase-
t.

9. tablazat. DNase kezelés soran 0sszeallitott 10 pl-es reakcioelegy

Osszetevo Mennyiség
RNA in water 1-8 ul
RQ1 RNase-Free DNase 10x Reaction
1ul
Buffer
RQ1 RNase-Free DNase 1u/ png RNA

kiegészitve a 10 ul —es

Nukleazmentes viz > C .
végs0 mennyiségig

A DNase kezelést kovetden a cDNS szintéziséhez (iScript cDNA
Synthesis kit; Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) az alabbi 20
ul —es reakciodelegyet készitettik el (/0. tdbldzat). Az inkubalast
elészor 25 °C-on 5 percig, majd ezt kovetéen 37°C-on 1 6ran at
végeztiik. A reakcio befejezését 5 percig tarté 70 °C-os melegitéssel

értiik el.
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10. tablazat. A cDNS szintézis soran Osszeallitott 20 pul-es
reakcioelegy

Osszetevé Mennyiség
Oligo (dT)12 Primer 0,6 ul
Random Hexamer Primer 0,6 ul
5x Reaction Buffer 4 ul
Ribolock RNase Inhibitor (20u/ul) 1ul
10 mM dNTP Mix 2 ul
M-MuLV Reverse Transcriptase (20u/ul) 2 ul
Nukleazmentes viz 1,8ul
Minta 8 ul

3.2.4. A qPCR reakcio osszeallitasa és a vizsgdlat hatékonysaganak
megallapitasa

A sziikséges primerek (11. tablazat) megtervezéséhez a Primer 3

alkalmazast hasznaltuk (URLy,).
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11. tablazat. A gPCR reakcidoban felhasznalt primerek, a keletkezett termékek hossza és a vizsgélat
hatékonysaga

Gén Primer, Szekvencia ID Hosszisag Hatékonysag
Forward/Reverse (bp) (%)
B-actin CTGGCACCTAGCACAATGAA/
AY942620.1 103 91,2+6,0
(ACTB) GCTGGAAGGTGGACAGAGAG
GCAGATGCAGGTGCTGAGTA/
GAPDH NM _001303179.1 135 90,0+6,7
CACAAACATGGGAGCATCAG
GTTCACCGGACACCTGAACT/
FADS2 XM_010711278.2 117 93,8+4,2
TGGACTCCATACTTGGCACA
TTGCCAAAGTGCAATCAAAA/
PPARy XM 010718432.2 147 95,245,5
TGAAATCCAGAGGCCTTGTC
CGCTTACACCACAAGGGAAT/
IGF-1 NM_001303149.1 115 93,7+6,2

CACGTACAGAGCGTGCAGAT
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A gPCR reakcitelegyet az alabbiak szerint allitottuk &ssze (12.

tabldzat).

12. tablazat. A qPCR reakcio elegy 0sszeallitasa

Egyes osszetevok és koncentracidojuk Mennyiség

Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (2X),

no ROX 1254l
Nukleazmentes viz 9,5 ul
Primer, forward (0,4 mM) 1 ul
Primer, reverse (0,4 mM) 1 ul
1 ul (100-150
cDNS
ng)

Az egyes gPCR Iépések bedllitott értékeit az alabbiak szerint

alkalmaztuk (13. tdbldzat).

13. tablazat. Az egyes qPCR Iépések beallitott paraméterei

PCR Iénés Homérskélet Idétartam Ciklusok
P (°C) (perc) szama
50 2 1
Denaturacio 95 10 1
Denaturacio 95 15 sec. 40
Elongacio
(read) 60 1 40
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A keletkezett PCR termékek azonositasa érdekében a reakcid
végén olvadaspont analizist (Melting Curve Analysis) alkalmaztunk,
az eltér6 olvadasi homérséklettel rendelkez6 mintakat kizartuk az

eredmények értékelésébol (12. dbra).

Melt Peak

w
=1
5]

~d(RFUNAT
-d(RFUpAT
1
2
8

©

-d(RFU)AT

5 ; - .
100 H 5 H
50 .
(23 70 75 80 88 90

Temperature, Celsius

95

Temperature, Celsius

12. abra. A konstitutiv gének (ACTB, GAPDH) ¢és néhany vizsgalt
gén (FADS2, IGF-1) jellemz6 olvadasi gorbéje

Hatékonysag vizsgalata

A PCR termékeket tisztitottuk Wizard® SV Gel and PCR Clean-
Up System kit segitségével (Promega, USA), a gyartd utasitasa

2000 spektrofotométerrel allapitottuk meg, majd az alabbiak szerint

kalkulaltuk a kopiaszamot.
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Standard mennyiség (ng) x Avogadro alland6

PCR termék hossza x

g g

—X
mol ng

Ezt kovetden tizszeres higitasi sort készitettiink nukledzmentes viz

felhasznalasaval.

A

gPCR

reakcio

hatékonysaganak

meghatarozasahoz (/1. tdbldzat és 13. dbra) a kiindulasi minta

kopiaszdmat hasznéltuk fel. A higitdsi sor minden egyes tagjabol

ujabb gPCR reakciot allitottunk Ossze a 12. tdbldzat alapjan. A qPCR

reakcid id6- és homérsékletprofiljat a mar leirt modon allitottuk be

(13. tablazat).

Amplification
80 fovve e Sl e e — —
I/ ) / ,
Ay ,
s /- /o :
5% 7 7 7 :
3 /" ,»“ /o .
2045 r;/
Fny / : / :
104 Ao f.‘ A ,/ /..
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== 2 L /. .
0 10 20 30 40
Cycles
Standard Curve
6\_\ T T T T T
) 3 U S aassnaaas HPIPURRIR. eisanaannn tecrrasaaaidiand
: ‘"‘G« . : . .
2 \1\@ : :
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LT T S A S \‘\45 ..............
: : : e :
s Loy i i i \7?
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Log Starting Quantity
G Standard
X Unknown
—— SYBR: E=35,1% R*2=0,93% Slope=-3,445

13. abra. A hatékonysag vizsgalat bemutatasa az ACTB génen

keresztiil
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3.2.5. Alkalmazott statisztikai modszerek

A vizsgalt gének kifejez6dését a 27" modszer segitségével
értékeltiik, amely soran két, hasonld vizsgdlatokban elterjedten
alkalmazott referencia gént hasznaltunk (ACTB, GAPDH). A

statisztikai elemzést a 2 44

értekek felhasznalasaval, t-probaval
(independent samples t-test) végeztiik IBM SPSS Statistics 20 szoftver

segitségével.
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1. Eredmények a brojler végtermék allomany vizsgalataban

4.1.1. Spotl4a genotipus

A vizsgdlt brojler allomanyban megfigyelhetd az A213C
polimorfizmus. Harom genotipust kiilonitettiink el (AA, AC, CC). Az
AA genotipust egyetlen 419 bp-os szakasz, az AC genotipust 419, 319,
¢s 100 bp-os, mig a CC genotipust 319 és 100 bp-os fragment jelezte
(14. dbra). A megfigyelt allél- és genotipus gyakorisagokat a 14.
tablazatban tintettiik fel.

14. 4bra. Az elkiilonitett Spotl4a genotipusok. L: DNS-létra
(FastRuler Low Range DNA Ladder) (sajat felvétel)
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14. tablazat. A Spoti4o gén allél- és genotipus-gyakorisaga, valamint
a Hardy-Weinberg egyensuly feltételeit vizsgald chi-négyzet teszt
eredménye (szabadsagfok (df)=2)

Allél.- ] Genotl'[.)u’s- 2 D PIC HE
gyakorisag gyakorisag
_ AA (1)=0,01
é;g’éé AC (20) =0,20 1,70 190 0.180 0.200
’ CC (79)=0,79

A chi-négyzet teszt eredménye alapjan a vizsgalt allomany HWE-
ban all a Spoti4agén A213Cpolimorfizmusat tekintve. A tényleges és
elvart genotipus gyakorisagok kozott nem figyelhetd meg szignifikans

eltérés (P>0,05).

Az allél- és genotipus-gyakorisigokon megallapitasan kiviil
elemeztiik a vizsgalt polimorfizmus 6sszefiiggését az egyes vagohidi
tulajdonsagokkal (15. tdbldzat). Az AC és a CC genotipus kozott a
mért tulajdonsagok tobbségében nem figyeltiink meg szignifikdns
Osszefiiggést (P<0,05), ez alol kivétel a bor nélkiili mellfilé élétomeg
szazalékaban kifejezett aranya, ahol a CC genotipus szignifikansan
(P<0,05) meghaladta az AC genotipusu egyedek ugyanezen szamitott
értékét.
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15. tablazat. A Spotl4a genotipus 0sszefliggése a mért tulajdonsagokkal

Mért és szamitott tulajdonsagok AA (n=1)* gén(or?:pzlés) CC (n=79)
El6tomeg (g) 2240,00+0,00 2534,61£279,19  2509,32+262,10
Karkasz tomege (g) 1733,00+0,00 1929,72+212.,47 1936,04+198,21
Mellfilé tomege bérrel (g) 550,00+0,00 622,109+94,29 631,30+81,41

Elétomeg %-ban kifejezve (%) 24,55+0,00 27,38+3,54 28,53+4,23
Karkasz tomegének %-ban 31,74+0,00 36,02+5,26 35,23+6,60
kifejezve (%)

Mellfilé tomege bér nélkiil (g) 488,00+0,00 523,33+110,47 548,88+81,27
El6tomeg %-ban kifejezve (%) 21,79+0,00 22,34+1,71° 23,87+2,97°
Karkasz tomegének %-ban 28,16+0,00 29,14+1,90 28,62+3,13
kifejezve (%)

Comb tomege* (g) 520,00+0,00 579,13+61,23 581,13+72,31
Elétomeg %-ban kifejezve (%) 23,21+0,00 25,61+3,18 26,23+3,61
Eﬁ;‘;:;f/z tg)};‘)egé“ek “o-ban 30,0120,00 33,60:4,68 32,3745,54

A *-gal jelolt genotipus a kis csoportméret miatt nem vonhatdo be a statisztikai elemzésbe.
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TEMPFLI és mtsai (2015) szignifikans 0sszefliggést figyeltek meg a
Spoti4o genotipusok €s a 8, 14, 40, 45 hetes sarga magyar tyukok
testtomege kozott. A vizsgalt allomanyban az A allélt talaltak
elényosnek a nagyobb testtomeg kapcsan. Fiatalabb korban nem
figyeltek meg kiilonbséget a genotipusok kozott, mig a genotipus
hatasa a kor eldrehaladtaval egyre erdteljesebbnek bizonyult

(P<0,001).

CAO és mtsai (2007) az Eszakkelet-kinai Mezdgazdasagi
Egyetemen kitenyésztett brojler vonal, egy tojastermeld fajta és egy
helyi kinai fajta keresztezésével eldallitott F2 populéciot hasznaltdk
vizsgalataiban, ahol a Spotlda genotipusok és a novekedés kozotti
Osszefliggésrdl (P<0,001) szdmoltak be mar az 5. héttdl kezdddden.
Az altaluk vizsgalt kisérleti allomanyban mind a harom genotipust

megfigyelték, a C allél bizonyult kedvezObbnek a ndvekedést tekintve.

A vizsgalt brojler populadcioban az AA genotipust az alacsony
eléfordulasi egyedszama miatt a statisztikai elemzése nem vontuk be.
Ugyanakkor a heterozigotak (AC) és a homozigota CC genotipusu
egyedek az AA genotipusnal joval nagyobb testtomeget értek el, amely
Osszefligghet a nagyobb novekedési eréllyel. CAO és mtsai (2007) altal
vizsgalt populacié hathetes korban eléri a 800 g koriili testtomeget,
mig az altalunk vizsgalt brojler populacio6 ezt tobbszérosen feliilmulja,
hiszen vegyes ivarban az emlitett ¢letkorban 2,8 kg-os tesstomeget is

meghaladhatja (kakasok 3,0 kg; jércék 2,6 kg).
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A Spotlda A213C polimorfizmus nem szinonim aminosav-cserét
okoz a fehérjeszerkezetben; A allél esetén glutaminsav, mig C allél
esetén aszparaginsav van jelen. Ez 6nmagaban is okozhat eltéréseket a
fenotipusos tulajdonsagokban, de a populdciokban megfigyelhetd
ellentétes hatdst nem magyarazza. Ennek hatterében feltételezhetd,
hogy nem a Spotlda A213C baziscsere jatszik szerepet, hanem egy
azzal kapcsoltsagban 1év6 egyéb lokusz. A vizsgalt polimorfizmus és
a ténylegesen felelds génhely forditott kapcsoltsagban jelentkezett
TEMPFLI és mtsai (2015) és CAO és mtsai (2007) vizsgalataiban
valdszintsithetéen az  atkeresztezddéseknek  (crossing — over)

kdszonhetden.

HIRWA ¢és mtsai (2010) az amerikai white recessive rock és a kinai
polimorfizmus esetében figyelt meg szignifikdns Osszefiiggést
(P<0,05) a testtomeggel (keléskori, 28 napos korban), hastiri zsir
mennyiségével, maj tomegével ¢€és a mellizom zsirtartalmaval

kapcsolatban.

4.1.2. IGFBP-2 genotipus

A G645T polimorfizmus jelen volt a brojler allomanyban. Két
genotipust kiilonitettiink el (GG, GT), a TT genotipus nem volt jelen.
A GG genotipus esetén a fragmentek hossza: 198 bp és 117 bp, a GT
genotipusnal a szakaszok hossza: 315 bp, 198 bp és 117 bp volt (15.
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abra). A megfigyelt allél- és genotipus gyakorisagokat a 16. tablazat
tartalmazza.

15. abra. Az elkiilonitett IGFBP-2 genotipusok. L: DNS-1étra
(FastRuler Low Range DNA Ladder) (sajat felvétel)

16. tablazat. Az IGFBP-2 gén allél- és genotipus-gyakorisaga,
valamint a Hardy-Weinberg egyensuly feltételeit vizsgald chi-négyzet
teszt eredménye (szabadsagfok (df)=2)

Allél.- , Genoti[.)u’s- 2 D PIC HE
gyakorisag gyakorisag
a GG (86) =0,84
?;g’gg GT(17)=017 0657 0417 0120 0,130
’ TT (0) =0,00

A chi-négyzet teszt eredménye alapjan a vizsgalt allomany HWE-
ban all az IGFBP-2 gén G645T polimorfizmusat tekintve. A tényleges
¢s elvart genotipus gyakorisagok kozott nem figyelhetd meg
szignifikans eltérés (P>0,05). Az allél- és genotipus-gyakorisagok

meghatarozasa mellett elemeztiik a vagdhidon mért paraméterek,
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szamitott értékek és a genotipusok kozotti kapcsolatot (17. tablazat).
A vizsgalt allomanyban megfigyelt két genotipus (GG, GT) tobb
tulajdonsagban is szignifikansan (P<0,05) eltért egymastol. A
heterozigota GT egyedek €lotomege, karkasz tomege, bords mellfilé
tomege, bor nélkiili mellfilé tdmege egyarant szignifikdnsan (P<0,05)
meghaladta a GG homozigota egyedek tomegét. Ugyanezt figyeltiik

meg a karkasz szazalékaban kifejezett bor nélkiili mellfilé tomegre

szamitott értéknél is.

17. tablazat. Az IGFBP-2 genotipus hatdsa a mért és szamitott

tulajdonsagokra

Mért és szamitott Genotipus
tulajdonsagok GG (n=86) GT (n=17)
El6tomeg (g) 2485,21+263,33°  2638,93+219,81°
Karkasz tomege (g) 1911,39+194,11°  2034,13+194,54°
Mellfilé tomege bérrel (g) 618,64+80,83" 678,95+76,26%
Elétomeg %-ban kifejezve (%) 28,31+4,17 28,53+3,90
Karkasz tomegének %b6-ban 35,19+6,48 35,86+5,74
kifejezve (%)
Mellfilé tomege bér nélkiil (g) 528,39+81,20" 604,15+91,28°%
Elétomeg %-ban kifejezve (%) 23,46+2,94 24,3342.74
Karkasz tomegének %-ban 28,37+2,93° 30,05+2,46°

kifejezve (%)

Comb tomege* (g)

575,12+70,06

603,45+61,38

Elétomeg %-ban kifejezve (%) 26,3143,58 25,3543,14
Karkasz tomegének %-ban
kifejezve (%) 32,67+5,45 31,98+5,44
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Sajat vizsgalatunkban, a G645T polimorfizmus elemzése kapcsan
szignifikans Osszefiiggést (P<0,05) allapitottunk meg a 38 napos

¢lotomeg €s a megfigyelt genotipusok kozott.

Az IGFBP-2 gén polimorfizmusait a novekedéssel tobb szerzo is
Osszefiiggésbe hozta. LEI és mtsai (2005) white recessive rock és
vizsgalt az IGFBP-2 gén kiilonb6z0 régidiban (G639A exon 2; G729T
¢s C1032T intron 2; T663A ¢és G738A exon 3.) Mindegyik SNP
Osszefliggott a  kiilonbozé  életkorokban  mért  testtdomegek
valamelyikével. Ugyanakkor a SNP-kbdl képzett haplotipusok

szorosabb Osszefiiggést mutattak a testtomeggel.

Az IGFBP-2 gén intron 2 régidjaban megfigyelheté6 C1032T SNP-
t LI és mtsai (2006) is elemezték. A vizsgalt SNP 0Osszefiiggott a
kiilonb6z6 életkorokban (2-12 hetes kor) mért testtomeggel. Tobb
nemzedéken 4t az abdomindlis zsirtartalomra szelektalt Arbor Acres
brojler (NEUAUHLF) populécio kakasait a helyi kinai Baier tojokkal
keresztezték, majd az F2 utddpopuléciot hasznaltdk a vizsgalatokban

(L1 és mtsai, 2006).

Az IGFBP-2 gén C1032T SNP-je a négy hetes testtomeggel ¢s 0-4
hetes takarméanyértékesitd képességgel valo Osszefliggését az dshonos
thaifoldi Chee populacioban is leirtdk, ugyanakkor a vizsgalt Pradoo
Hang Dam populacidoban ezt a kapcsolatot nem irtak le (PROMWATEE
és DUANGIJINDA, 2011). Tovabba KHADEM és mtsai (2010) sem

talaltak az IGFBP-2 gén exon 3 teriiletén 1évo vizsgalt SNP-je és a 12

85



DOI: 10.15477/SZE.WAMDI.2019.005

hetes testtomeg kozott Osszefliggést G¢shonos mazandarin tyukokat

vizsgalva.

Vizsgalatunkban a G645T SNP a 38 napos karkasz tomeggel
szignifikans Osszefiiggést (P<0,05) mutatott. LI €s mtsai (2006) altal
vizsgalt SNP a 12 hetes karkasz tomeggel fligott 6ssze. DEKONING ¢€s
mtsai (2003) karkasz tomegével Osszefiiggd QTL-t (2,3-29 Mb)
fedeztek fel az IGFBP-2 gén (23-24Mb) kozelében tytkban (GGA7),
de a tényleges befolydsold gén meghatarozasa tovabbi vizsgalatokat

igényel (ZHAO és mtsai, 2015).

Vizsgalatunkban a megfigyelt két genotipus és a bords- és bor
nélkiili mellfilé tomege és bor nélkiili mellfilé tomege a karkasz
tomegében kifejezve paraméterek kozott egyarant szignifikans
(P<0,05) Osszefiiggest allapitottunk meg. LEI és mtsai (2005) altal
vizsgalt SNP-k tobbsége szintén Osszefliggott a kiillonbozé vagasi
paraméterekkel. LI és mtsai (2006) altal vizsgalt SNP szamos
csontozattal ~ kapcsolatos — paraméterrel és az  abdominalis
zsirtartalommal is 0sszefliggdtt. LENG és mtsai (2009) LI és mtsai altal
vizsgalt F2 utddpopuldcidban szignifikans oOsszefliggést talalt az
abdomindlis zsirtartalom és az IGFBP-2 gén 3’ végi (flanking) részén
talalhato C1196A SNP kozott.

4.1.3. PRL genotipus

crer

(16. dbra). Inzercio allél esetén megfigyelheté egy 24 bp-os szakasz,
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amig delécid allél esetén ez a szakasz hidnyzik. Harom genotipust
kiilonitettlink el az dllomanyban. A DD genotipus esetén egy 177 bp-
0s szakasz van jelen; az Il genotipus esetén egy 201 bp-0s fragment
figyelhetd meg, mig ID genotipusndl mind a két szakasz
megfigyelheté a gélen. A megfigyelt allél- és  genotipus
gyakorisagokat a 18. tdbldzatban tintettiik fel.

16. abra. Az elkiilonitett PRL genotipusok (sajat
felvétel)

18. tablazat. A PRL gén allél- és genotipus-gyakorisaga, valamint a
Hardy-Weinberg egyensuly feltételeit vizsgald chi-négyzet teszt
eredménye (szabadsagfok (df)= 2)

Allél.- ] Genotipu's- 2 D PIC HE
gyakorisag gyakorisag
_ DD (66) = 0,56
?;(?2737 ID (48) = 0,41 0,001 0,970 0.280 0.340
’ 11 (3) =0,03
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A chi-négyzet teszt eredménye alapjan a vizsgalt allomany HWE-
ban 4all az PRL gén vizsgalt polimorfizmusat tekintve. A tényleges és
elvart genotipusgyakorisagok kozott nem figyelheté meg szignifikans

eltérés (P>0,05).

A D ¢és az | allél gyakorisdga nagymértékben eltér az egyes
tyukfajtak kozott, a D allél gyakorisaga jellemz6en magasabb a Kisebb

tojastermelésre képes fajtakban (JIANG és mtsai, 2005).

Az allél- és genotipus-gyakorisagok megallapitasan kiviil
megvizsgaltuk a PRL genotipusok és az €16tdmeg, illetve a vagohidon
mért tulajdonsagok és szamitott értékek kozott fennall-e valamilyen

Osszefliggés (19. tablazat).

A DD homozigota egyedek combtomege szignifikansan (P<0,05)
meghaladta az ID heterozigoéta egyedek ugyanezen értékét. Ugyanezt
figyeltik meg a combtomeg ¢élétomegben kifejezett szazalékos
aranyanal, ahol a DD genotipusii egyedek szignifikdnsan (P<0,05)

nagyobb értéket mutattak a heterozigéta tarsaiknal.
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19. tablazat. A PRL genotipus 0sszefliggése a mért és szamitott tulajdonsagokkal

Mért és szamitott tulajdonsagok DD (n=59) (I;Sn((:;zlzl)s 1l (n=2)*
El§tomeg (g) 2533,64+283,97  2488,68+222,57  2216,5+116,67
Karkasz tomege (9) 1946,65+208,28  1919,27+181,18  1699,00+52,33
Mellfilé tomege bérrel (g) 636,72+81,75 617,47+85,56 586,11+24.25

Elétomeg %-ban kifejezve (%) 28,74+4,17 27.48+3 .88 33,60:0,39

Karkasz tomegének %-ban

kifejezve (%) 35,64+6,65 34,32+5,70 43,79+0,47
Mellfilé tomege bér nélkiil (g) 542,63+82.65 544,00+£93,31 417,00+0,00

El§tomeg %-ban kifejezve (%) 23,7842,89 23,39+3,00 23,04+0,00

Karkasz tomegének %-ban

kifejezve (%) 28,65+3,01 28,61+2.85 30,49+0,00
Comb tomege (g) 593,34+71,47° 562,71+61,61" 506,73+35,92

El§témeg %-ban kifejezve (%) 26,77+3,67° 25,07+3,06° 29,03+0,53

Karkasz tomegének %-ban

kifejezve (%) 32,49+5,59 31,38+5,06 37,84+1,51

A *-gal jelolt genotipus a kis csoportméret miatt nem vonhatdo be a

statisztikai elemzésbe.
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A mért paraméterek tobbségénél statisztikilag igazolhatd
kiilonbséget nem allapitottunk meg a genotipusok kozott.
BHATTACHARYA és mtsai (2011) fehér leghorn (WL) allomanyban hat
haplotipust kiilonitettek el, amelyek a 16 és 64 hetes testtomeggel
szignifikansan kapcsolatot mutattak (P<0,05). Eredményeik alapjan a
PRL polimorfizmusai, illetve haplotipusok a ndvekedési erély
szempontjabol markerként felhaszndlhatok az egyes fajtak vonalaiban.
TEMPFLI és mtsai (2015) sarga magyar tyukok novekedését kovették
nyomon, ahol nem talaltak szignifikans kapcsolatot a PRL 24 bp-os
inzercio és a testtomegek (8, 10, 12, 14, 40, 45. hét) kozott.

4.1.4. SST genotipus

Az A370C polimorfizmus esetén az A allél rogzitettségét
allapitottuk meg a brojler allomanyban (n=103). Emésztést kdvetden

az A allélt egy 330 bp-0s szakasz alapjan azonositottuk (17. dbra).

A nem-szinonim A370G SST mutacidé esetében nem talaltunk
genotipus- ¢s allélfrekvencidkat és a genotipus — fenotipus kapcsolatat
feltdar6 irodalmi eredményeket. TEMPFLI ¢és mtsai (2015) a
Mosonmagyardvaron taldlhatd 6shonos sarga magyar tyukok esetében
vizsgélta az emlitett polimorfizmust, ahol szintén a 330 bp hossztsagu

A allél rogzitettségét allapitottdk meg.
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17. abra. Az elkiilonitett SST genotipusok. L: DNS-
létra (FastRuler Low Range DNA Ladder) (sajat
felvétel)

A tenyésztés folyaman hosszabb ideig szegregalodo genotipusok
hatdsanak megitélése kérdéses. Egy allél rogzitettségét (jelen esetben
A allél, AA genotipus) okozhatja annak valamely tulajdonsagra
egyértelmilen elényds volta. Igy az erre a tulajdonsigra torténd
szelekcio a kérdéses allél rogziilését eredményezheti. Abban az
esetben, ha szegregacid 1ép fel, eléfordulhat, hogy egy szorosan
kapcsolt gén, amelyre ellentétes szelekcids erdk hatnak, meggatolja a

hatas kifejez0dését.
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4.2. Eredmények a pulyka allomany vizsgalataban

4.2.1. A FADS?2 génexpresszios vizsgalatok

LO kiegészités hatasdira a FADS2 expresszidja a majban
nagymértékben megnétt (P<0,001) a kontroll csoporthoz viszonyitva.
A LO kiegészités hatasara az izomzatban is megnétt a FADS2
expresszidja, ugyanakkor ezt statisztikailag igazolhatdo mértékben csak
a combizomzatban figyeltik meg (P<0,05), a mellizomzatban LO
hatasara csak kismértékti emelkedést tapasztaltunk. Ezzel szemben a
zsirszovetben a FADS2 expresszioja szignifikdnsan alacsonyabb
(P<0,05) a LO kiegészitést kapott allatok esetén. A LO kiegészités
hatasara bekdvetkez0 génexpresszios valtozdsokat a 18. dbra

szemlélteti.

A PUFA metabolizmusban részt vevd gének LO kiegészités
hataséara bekovetkezd expresszid valtozdsa még nem ismert (HAUG és
mtsai, 2014). A FADS2 gén a PUFA szintézisben részt vesz. A nem
hepatikus szévetekben alacsony a gén expresszidja (BOURRE és mtsai,
1990), a maj a f0 helyszine az AA, EPA és DHA szintézisnek a
periférids szovetek szamdra (SCOTT és BAzZAN, 1989). A deszaturaz
gén ¢és fehérje expressziot, az enzim aktivitdst elsdsorban a
takarmanyozas befolyéasolja, de a kor, nem (POURESLAMI és mtsai,
2010) és genetikai tényezok is hatassal vannak ra (RYMER és GIVENS,
2005).
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18. abra. Normalizalt FADS2 génexpresszié mell, comb, abdominalis
zsir és maj szovetben kontroll és lenolaj (LO) kiegészitést kapott
pulyka bakoknal. Az oszlopok a csoport atlag=SEM —t mutatjak. A
csoportok kozotti szignifikans kiilonbség (P<0,05) jelolésére a *, a
(P<0,001) jelolésére a *** szolgal.
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Szamos tanulmany ramutatott, hogy a baromfi termékek (tojas,
hts) n-3 hossza szénlanck PUFA tartalma takarmanyozassal
befolyasolhatdo (MELUZZI és mtsai, 2001; WooDs ¢s FEARON, 2009;
FRAEYE és mtsai, 2012; ROSSI és mtsai, 2013). A takarmanyozas altal
befolyasolt FADS2 génkifejez6dés mértékérdl tobb szerzd is
beszamolt, emldsoknél és tyuknal egyarant. DINH és mtsai (1993)
ALA hidnyos takarmanyt etetve, TU és mtsai (2010) magas ALA
tartalmu takarmanyt etetve a patkanyokkal, nem figyeltek meg FADS2
génexpresszio valtozast a majban. Ezzel szemben IGARASHI és mtsai
(2007) vizsgalataiban az AL A hianyos takarmany etetése egyiitt jart a
magasabb hepatikus FADS2 expresszioval patkanyoknal.

MIRSHEKAR  és  mtsai  (2015) COBB-500  brojlerek
takarmanyozasdban LO kiegészitést hasznaltak a vagast (42 nap)
megeldzden kiilonbozd iddtartamban. Nagymértékben megnovekedett
hepatikus FADS2 génkifejezddést figyeltek meg a vagast megel6z6en
egy, illetve két héten at LO kiegészitést kapott allatok esetén, azokhoz
az allatokhoz viszonyitva, amelyek hosszabb ideig, vagy egyaltalan
nem kaptak a LO kiegészitést. A hosszu ideig tarto LO kiegészités
csokkentheti a FADS2 expressziot, amelynek oka lehet, hogy a
brojlerek szervezete csak korlatozott mértékben képes hasznositani a
hosszt szénlanca PUFA zsirsavakat, vagy csak kis mennyiség
sziikséges az életmiikddésiikhoz (DUNSTAN és mtsai, 1999;
MIRSHEKAR ¢s mtsai, 2015). Magas ALA tartalmu takarménnyal
etetett tengeri stigerek esetén is megfigyelték a megnovekedett FADS2

expressziot (GEAY és mtsai, 2010).
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HAUG és mtsai (2014) ROSS-308 brojlereket vizsgalva a LO
kiegészités hatdsdra a mellizomzatban bekovetkezd zsirtartalom és
zsirsavOsszetétel valtozasokat ugyan megfigyeltek, de a FADS2
expressziot vizsgalva nem taldltak valtozast a takarmanykiegészités
hatdsdra a mellizomzatban. Jelen vizsgalatunkban szintén nem
figyeltiink meg szignifikans (P<0,05) eltérést a mellizomzat FADS2

génexpresszidjat vizsgalva.

Az irodalomban fellelhetd ellentéses eredmények oka jelenleg még
tisztazatlan, a kiilonbséget okozhatja az n-6/n-3 PUFA arany
megvaltozasa, a kisérleti idOszak hossza ¢és a vizsgalt fajok
kiilonbozosége is (JING és mtsai, 2013). A PUFA atalakulasban részt
vevd enzimek expresszidjdnak és aktivitdsanak szabalyozasidban
alapvetd jelentdségli a szervezetbe bevitt ALA és LA abszolut
mennyisége. A patkdnyokat DHA gazdag takarmannyal etetve
megfigyelték, hogy a magas koncentracioban etetett hosszu szénldncu
PUFA zsiranyagcserében résztvevd enzimek expresszidjat és/vagy

aktivitasat csokkentheti (NAKAMURA és mtsai, 2004).

Deszaturaz és elongaz gének hepatikus expresszidja a vizsgalt
ROSS allomanyban a takarmany LA:ALA ardnydnak csokkenésével
emelkedett JING és mtsai (2013) vizsgalataban. BOSCHETTI és mtsai
(2016) a gyorsan nové brojlerekben alacsonyabb hepatikus FADS2
expressziot figyeltek meg a lassan novekedd allatokhoz viszonyitva.
Tovabba a mellizomzatban alacsonyabb delta-6 deszaturdz aktivitast

tapasztaltak, amely Dbizonyithatja, hogy a genotipus altal
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meghatarozott alacsonyabb hosszi szénlancu PUFA szintézis nem

korlatozédik kizardlag a majra.

Ismereteink szerint a pulykak lipid anyagcseréjében részt vevo
enzimek és gének expresszidjaval kapcsolatban jelenleg még nem all

rendelkezésre elegendé irodalmi adat.

4.2.2. A PPARy génexpresszios vizsgalatok
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19. abra. Normalizalt PPARy génexpresszié mell, comb, abdominalis
zsir és maj szovetben kontroll és lenolaj (LO) kiegészitést kapott
pulyka bakoknél. Az oszlopok a csoport atlagtSEM —t mutatjdk. A
csoportok kozotti szignifikans (P <0,05) kiilonbséget * jeldli.

A PPARy mRNS koncentracio szignifikansan (P<0.05) csokkent a
comb izomzataban a lenolaj kiegészités (LO) hatasara. A PPARy
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mRNS szintje szignifikansan nagyobb (P<0,05) a zsirszovetben a LO
csoportban, amig a mellizomzatban megfigyelhetd és a hepatikus
PPARy expresszio nem valtozott statisztikailag igazolhato (P>0,05)

mértékben a takarmanykiegészités hatasara (19. dbra).

A PPAR-0k transzkripcids faktorként szamos gén expresszidjat
szabdlyozzak (AILHAUD ¢s mtsai, 2006), fehérjéi a nukledris
receptorok kozé tartoznak, kiilonds szerepe van a sejtek lipid
anyagcseréjében, serkenti a SREBP-1c (szterol szabalyozé kot elem
fehérje-1;  sterol  regulatory  element-binding  protein 1)
transzkripcidjat, amely végiil a fokozott lipogenezishez vezet (SOUZA-
MELLO és mtsai, 2015). Ezen kiviil részt vesz a szénhidrat és fehérje
anyagcserében is (ALBERT és STAMPFER, 2002). A PPARy gén kodolja
a peroxiszoma proliferator-aktivalt receptor gammat, amely az
emlésoknél és madaraknal is részt vesz az adipogenezisben ¢és
lipogenezisben és fontos szerepet tolt be az elhizas kialakulasaban
(ROSEN és SPIEGELMAN, 2001). A PPARy tulexpresszioja az emberek
elhizasaval (HINDLE és mitsai, 2009), az tyikok zsirlerakodasaval

Osszefligg (SATO €s mtsai, 2004).

A PPARy expresszids szintje magas a tyukok zsirszovetében
(MANDRUP és LANE, 1997), amelyet mi is megfigyeltiink vizsgalatunk
soran, az expresszio szintje LO kiegészités hatasara tovabb emelkedett
(P<0,05). Az expresszio Osszefligg a zsirlerakodassal, ami arra utal,
hogy a PPARy a f6 szabalyozoja az abdominalis zsir lerakodasanak
tyaknal (SATO és mitsai, 2009), igy feltehet6leg pulykaknal is. Az

Eszakkelet-kinai Mezdgazdasagi Egyetemen kialakitott, eltérd
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abdomindlis zsirtartalomra szelektalt hét hetes brojlerek (fat és lean
vonal) abdomindlis zsirszovetében expresszalddott zsiranyagceserével
kapcsolatos fehérjék vizsgalata soran szignifikans eltéréseket figyeltek

meg a két csoport kozott (WANG €s mtsai, 2009).

LARKINA és mtsai (2011) a hepatikus PPARy mRNS szintjét a
zsirosodasra hajlamos brojlerek esetében magasabbnak talalta a nem
zsirosodasra  hajlamos, ugynevezett  “sovany”  brojlerekhez
viszonyitva. Erds korrelaciot figyeltek meg a PPARy expresszidja és a
relativ abdominalis zsirtartalom és a zsir tomege kozott; ugyanakkor a
zsirszovetben a PPARy mRNA expresszidja nem kiillonbozott a két
csoport esetén. FU és mtsai (2014) vizsgalataban a PPARy mRNA
szintje a Beijing-You tytkok abdominalis zsirjaban szignifikdnsan
magasabb volt, mint a mell és comb izomzataban a kiilonb6z6
vizsgalati korokban (kelés utan; 4, 8, 14, 20 hetes kor). BECKFORD és
mtsai (2017) ramutattak arra, hogy a halolaj anyai fogyasztasa
megnoveli a brojlerek zsirszovetében az EPA és DHA tartalmat és
csokkenti a zsirosodast azaltal, hogy tobb, de kisebb adipocitat
eredményez. Az adipocitak tulajdonsagai Osszefliggnek a PPARy és
egyik koaktivatora, a PPARyC18 megnovekedett expressziojaval, €s

csokkentette a LPL expresszigjat.

Liu és mtsai (2017) az intramuszkuldris zsirtartalmat vizsgaltdk
tyakok kelésekor. A lipidanyagcserében résztvevd gének ¢és
anyagcsereutak (koztik PPAR) a gyorsan névé (Arbor Acres)
brojlerek mellizomzataban (pectorali major) nagyobb intramuszkularis

zsirtartalmat eredményezett, mint a lassan névé (Beijing-You kinai
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fajta) csoportban. Cul és mtsai (2018) egyarant Osszefliggésbe hoztak
a PPARy gént az intramuszkularis zsirtartalommal Beijing-You kinai
tyakoknal. A 42 és 90 napos tyukok esetében is 2-3-szor magasabb
volt a PPARy expresszidja a combizomzatban, ahol szignifikansan
magasabb intramuszkularis zsirtartalmat mértek, a mellizomzathoz

viszonyitva.

A kiilonbozd kornyezeti tényezOk is hatdssal van a vazizomzat
novekedésére a baromfiféléknél. A homérséklet megvaltoztatja az
adipogén génexpressziot ¢és a lipid felhalmozodast a pulykak
mellizomzatanak (pectoralis major) szatellit sejtjeiben, emellett
minimalis hatassal van a nagyobb testtomegre valé szelekciora
(CLARK ¢és mtsai, 2017). RAFIEI-TARI és mtsai (2018) héstressznek
kitett 35 napos ROSS-308 brojlerek majanak egészségét,
morfologiajat  vizsgaltadk kiilonb6zé novényi olaj kiegészitések
hatasara, tovabba elemezték a hepatikus PPARy expressziot.
Megallapitottak, hogy a takarméanyozassal bevitt kiilonb6zd zsirok a
maj sejtjeire és strukturajara kiilonféle hatassal vannak, a hepatikus
PPARy expressziojat IS modosithatjak. Legmagasabb expressziot a
kukorica olaj, majd a LO kiegészités eredményezte, vizsgalatainkban
a LO kiegészités statisztikilag igazolhatdé mértékben (P<0,05) nem
novelte meg a PPARy expressziojat. RAFIEI-TARI és mtsai (2018)
vizsgalataiban az olivaolaj és a LO alacsonyabb patologiai hatassal

birt a m4j szerkezetére, mint a palma olaj €s a kukorica olaj.

A hepatikus PPARY szabalyozza a trigliceridek homeosztazisat és

hozzajarul a m4éj szteatdzis (zsirfelszaporodds a majsejtekben)
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kialakulasdhoz (GAVRILOVA és mtsai, 2003). A PPARy fehérjéi jelen
vannak a zsirszovetben, az elzsirosodott majban megemelkedett az
expresszioja, ami arra utal, hogy szerepe lehet a zsiros méj korkép

kialakulasdban (MORAN-SALVADOR ¢s mtsai, 2011).

4.2.3. Az IGF-1 génexpresszios vizsgadlatok
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20. abra. Normalizalt IGF-1 génexpresszi6 mell, comb, abdominalis
zsir és maj szovetben kontroll és lenolaj (LO) kiegészitést kapott
pulyka bakoknal. Az oszlopok a csoport atlagtSEM —t mutatjak. A
csoportok kozotti szignifikdns (P <0,05) kiilonbséget * jeldli.

Vizsgalatainkban a mellizomzatban ¢€s a combizomzatban
magasabb IGF-1 mRNS koncentraciot figyeltink meg a LO
kiegészitést kapott dallatok esetén, de a kiilonbség csak a

combizomzatban érte el a szignifikans mértéket (P>0,05). Ugyanakkor
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a zsirszovetben alacsonyabb (P>0,05) mRNS szintet figyeltiink meg a
LO kiegészitést kapott pulykdk esetében. A génexpresszié mértéke a
mellizomzatban ¢és a majban nem kiilonb6zott szdmottevé mértékben

(20. dbra).

Madaraknal az IGF-1 nem csak a majbol ered, hanem szdmos
egyeb szovet is képes szintetizalni, beleértve az agyat, szemet, tiidot,
hasnyalmirigyet és izomzatot egyarant (TANAKA és mtsai, 1996). Az
IGF-1 részt vesz a szénhidrat, a zsir- és a fehérje-anyagcserében a
zsirszovetben és a majban egyarant (LEROITH és YAKAR, 2007). A
maj és az izomzat IGF-1 szintje fligg a takarmanyozastol (HECK és

mtsai, 2003; GUERNEC és mtsai, 2004).

WEI ¢és mtsai (2016) 30 és 60 napig lenben gazdag takarmanyt
etetve a sertésekkel magasabb IGF-1 expressziot figyeltek meg a
sertések izomzatdban a LO kiegészitést nem kapott csoporthoz képest.
Sajat vizsgalatunkban ugyanezt tapasztaltuk. A lenolaj kiegészités
hataséra szintén novekedett az IGF-1 gén expresszidja az izomzatban,
kiilonésen a combizomzatban (P<0,05). Az inzulin indukalta
fehérjeszintézis a vazizomzatban szintén megndvekedett, amikor

lenben gazdag takarmanyt adtak a sertéseknek.

SAPROKINA ¢s mtsai (2009) ROSS-208 brojlerek takarmanyozasat
eltérd kisérleti hossziisagban. Ezzel a mellizomzat omega-3
zsirsavtartalmat megnovelték az omega-3 / omega-6 zsirsav arany

crer

csokkenése mellett. A mellizomzat PUFA koncentracidjanak
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valtozasaval egylitt jart az IGF-1 mRNS szintjének a véltozdsa a
kiilonbozé  szovetekben, ugyankkor a PUFA zsirsavak IGF-1
expressziojara gyakorolt hatisa a tovabbiakban sem ismert. A LO
Kiegészités hatasara bekovetkezé IGF-1 expresszids valtozasokat a
pulykakkal végeztt kisérletekben is megfigyeltik. A mi
kisérleteinkben is emelkedett a mellizomzatban az IGF-1 expresszid
szintje, de szignifikans kiilonbséget csak a combizomzatban

tapasztaltunk LO kiegészités mellett.

KARUS ¢és mtsai (2007) nem taldltak szignifikdns (P>0,05)
kiilonbséget LO ¢€s lenpogacsa takarmany kiegészitést kapott és nem
kapott fiirjek vérszérum IGF-1 koncentracioja és a leukocitak relativ

mRNS koncentracioja kozott.

Héarom eltérd novekedésti erélyli (gyors, kozepes ¢€s lasst)
brojlercsirke elemezése soran a hepatikus eredetii IGF-1 expresszid
szignifikans mértékben (P<0,05) térténd megndvekedése (1-21 napos
kor, haromszorosara nétt) csak a gyors ndvekedésii allatoknal volt
tapasztalhatd. Mig a szignifikdns mértékben (P<0,05) megnovekedett
IGF-1 koncentracid (hatszorosara, hétszeresére ndtt) nem kiilonbozott
a harom csoport kozott (GIATHETTO és mtsai, 2004). A nagyobb
novekedési eréllyel rendelkez6 tyukok esetén magasabb IGF-1 fehérje
és mRNS expressziot figyeltek meg a majban (BECCAVIN és mtsali,
2001). Tovabba a brojlercsirkéknél az éhezés csokkentette az IGF-1
szintet az izomzatban (GUERNEC ¢és mtsai, 2004), és a majban (HECK
¢és mtsai, 2003).
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5. OSSZEFOGLALAS

Kutatdsunk célja volt a novekedést és a test aranyokat
potencidlisan befolydsold gének, mint a Spot/4a, az IGFBP-2, a SST
¢és a PRL génben megfigyelhetd polimorfizmusok genotipizalasa
ROSS-308 brojler végtermék allomanyban (n=103). Emellett célunk
volt az egyes genotipusok gyakorisaganak felmérése, valamint a
vagohidon mérhetd termelési mutatok (él6tomeg, karkasz tomege,
bdrds és csontos comb tomeg, bords €s bor nélkiili mellizom tomege)
¢s a genotipusok kozotti Osszefiiggések feltardsa. Tovabba célul tiiztiik
ki nagytesti pulykabakok kiillonboz6 szdveteiben (mellizom,
combizom, zsir, m4j) a zsiranyagcserében szerepet jatszo néhany gén,
a PPARy, a FADS2 ¢és az IGF-1 gének génexpresszios vizsgalatat
lenolaj kiegészités hatasara. A polimorfizmus vizsgalatokhoz
sziikséges DNS és génexpresszids vizsgalatokhoz sziikséges RNS
izolalasa és a tovabbi laboratoriumi munkak (PCR — RFLP; gPCR) a
Széchenyi Istvan Egyetem, Mezdgazdasag- és Elelmiszertudomanyi

Kar, Allattudomanyi Tanszékének laboratériumaban térténtek.

A vizsgalt Spoti4o  polimorfizmus tényleges ¢és varhatod
genotipusgyakorisagait chi-négyzet teszt segitségével vetettiik Gssze.
A tényleges és elvart genotipusgyakorisagok kozott nem talaltunk
szignifikans (P<0,05) eltérést, tehat az adott polimorfizmus HWE-ban
van. Az AC ¢és a CC genotipus kozott a mért tulajdonsagok
tobbségében nem figyeltiink meg szignifikans dsszefliggést (P<0,05).

Ez alol kivétel a bor nélkiili mellfilé ¢16tomeg szazalékaban kifejezett
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aranya, ahol a CC genotipus szignifikdnsan (P<0,05) meghaladta az
AC genotipusu egyedek ugyanezen szamitott értékét. A Spoti4a
A213C polimorfizmus nem szinonim aminosavcserét okoz a
fehérjeszerkezetben, az A allél esetén glutaminsav, a C allél jelenléte
esetén aszparagainsav van jelen. Ugyanakkor a szakirodalomban leirt
ellentétes hatast ez nem magyarazza, feltehet6leg nem a vizsgalt
polimorfizmus, hanem egy vele kapcsoltsdgban 1évo, egyéb lokusz

felelds az ellentétes hatas kivaltasaért.

A vizsgalt IGFBP-2 polimorfizmus vizsgalata folyaman 2
genotipust figyeltiink meg az allomanyban (GG, GT). A chi-négyzet
teszt alapjan az allomany HWE-ban van. A vagéhidon mért él6tomeg,
karkasz tomeg, boros és bor nélkiili mellfilé tomeg, bor nélkiili
mellfilé tomeg a karkasz %-ban kifejezve értékek szignifikdnsan
(P<0,05) kiilonboztek a két genotipus kozott. A heterozigotak (GT)
minden emlitett tulajdonsagokban nagyobb tomeget értek el. Az
IGFBP-2 gén polimorfizmusai €s a novekedés, testaranyok kozott
szamos szerz0 megfigyelt mar kapcsolatot (LEI és mtsai, 2005; LI és

mtsai, 2006; PROMWATEE ¢s DUANGJINDA, 2011).

crer

megfigyeltiik a brojler allomanyban. A chi-négyzet teszt eredménye
alapjan az allomany HWE-ban 4all a vizsgalt polimorfizmust tekintve.
A megfigyelt magasabb D allélgyakorisag Osszefligg azzal a
megallapitdssal, miszerint az | allél magasabb aranya jellemzben a
tojastermeld fajtak esetén fordul eld. Szignifikans (P<0,05) eltérést

talaltunk a comb tomeg és a comb tomeg ¢él6tomeg %-ban kifejezett
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értéke kozott, a DD genotipusu egyedek feliillmultak a heterozigota 1D
genotipusu egyedeket. BHATTACHARYA ¢és mtsai (2011) fehér leghorn
(WL) allomanyban testtomeggel Osszefiiggd PRL haplotipusokat

kilonitett el.

Az A370G SST polimorfizmus esetén az A allél rogzitettségét
allapitottuk meg a vizsgalt brojler allomanyban. Az emlitett nem
szinonim mutacid genotipus-fenotipus kapcsolatat feltardé irodalmi
eredményeket nem taldltunk. Egy allél rogzitettségét okozhatja (jelen

esetben A allél) annak valamely tulajdonsagra nézve elényds volta.

A Converter nagytesti pulykabakok génexpresszios vizsgalata
soran a hepatikus FADS2  expresszidja (P<0,001) ¢és a
combizomzatban megfigyelt expresszid (P<0,05) szignifikansan
nagyobbnak bizonyult a LO kiegészités kapott allatok esetén, a
kontroll csoporthoz viszonyitva. Ugyanakkor az abdominalis zsirban a
gén expresszioja csokkent (P<0,05). A PUFA anyagcserében részt
vevo gének LO kiegészités hatasara bekovetkezd valtozasa még nem
ismert (HAUG ¢és mtsai, 2014). Tobb szerz6 is foglalkozott a
takarmanyozas altal befolyasolt FADS2 expresszidval, emldsoknél és
tyuknal egyarant. A deszaturdz gén és fehérje expressziot és enzim
aktivitast elsésorban a takarmanyozas befolyasolja, de a kor, nem
(POURESLAMI és mtsai, 2010), genetikai tényezok (RYMER és GIVENS,
2005) és a kisérleti iddszak hossza is egyarant hatdssal vannak ra

(JING és mtsai, 2013; MIRSHEKAR ¢és mtsai, 2015).
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A PPARy mRNS koncentracid szignifikansan (P<0.05) kisebb a
comb izomzatdban ¢és szignifikdnsan nagyobb (P<0,05) a
zsirszovetben a lenolaj kiegészités (LO) hatasara, a kontroll
csoporthoz viszonyitva. A mellizomzatban és a majban nem
figyeltiink meg statisztikailag igazolhaté expresszid valtozast LO
Kiegészités hatasara. A PPAR-ok transzkripcios faktorként szamos gén
expresszidjat szabalyozzak (AILHAUD és mtsai, 2006), a PPARy fontos
szerepet tOlt be az adipogenezisben és lipogenezisben egyarant
(ROSEN és SPIEGELMAN, 2001). Osszefiigg az elhizdssal (HINDLE és
mtsai, 2009), a tyukok abdominalis zsir lerakodasaval (SATO, 2004;
WANG ¢és mtsai, 2009; LARKINA ¢és mtsai, 2011; FU és mtsai, 2014), és
intramuszkularis zsirtartalmaval (LIU és mtsai, 2017; CUl és mitsai,

2018).

Vizsgélataink sordn a combizomzatban magasabb (P<0,05), a
zsirszovetben alacsonyabb (P<0,05) IGF-1 mRNS koncentraciot
figyeltiink meg a LO kiegészitést kapott pulykak esetében a kontroll
egyedekhez viszonyitva. A génexpresszié mértéke a mellizomzatban
¢s a majban nem kiilonbozott szamottevd mértékben. Az IGF-1 részt
vesz a szénhidrat-, a zsir- és fehérje anyagcserében egyarant (TANAKA
és mtsai, 1996), a maj és az izomzat IGF-1 szintje fiigg a

takarmanyozastol (HECK és mtsai, 2003; GUERNEC és mtsai, 2004).
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6. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. ROSS-308 brojler allomanyban meghataroztuk az A213C
Spoti4a, a G645T IGFBP-2, az A370C SST és a PRL génben
megfigyelhetd 24 bp-os inzercid/delécid genotipust. A Spotl4a
harom genotipusa (AA, AC, CC), az IGFBP-2 két genotipusa (GG,
GT), a PRL harom genotipusa (DD, ID, Il) megfigyelhet6 az
allomanyban. A tényleges ¢€s elvart genotipus-gyakorisigok nem
kiilonboztek egymastol szignifikans (P<0,05) mértékben, a
populaci6 a harom genotipust tekintve Hardy—Weinberg
egyensulyban van. Az SST genotipus rogzitett formaban talalhato a

megfigyelt allomanyban (A all¢l).

2. Az IGFBP-2 genotipus ¢élotomegre ¢s vagasi tulajdonsagokra
gyakorolt hatdsdnak elemzése soran szignifikdns Osszefiiggést
(P<0,05) allapitottunk meg a genotipus és az ¢l6tomeg, karkasz
tomeg, mellfilé tomege borrel és boér nélkil ¢és a mellfilé
tomegének karkasz szdzalékdban kifejezett értéke kozott. Az
¢l6tomeg €s a vagasi tulajdonsagok tekintetében a T allél kedvezd

hatésat figyeltiik meg a populacidban.

3. Elsoként allapitottuk meg a pulykdk kiilonbdzd szoveteiben a
FADS2 génexpresszid valtozasat lenolaj (LO) kiegészités hatdsara.
A LO kiegészitést kapott allatok esetében szignifikans mértékben
(P<0,001) magasabb hepatikus FADS2 expresszido szintet
figyeltink meg a kontroll csoport egyedeihez viszonyitva.
Tovabba  szignifikdns mértékben (P<0,05) megnétt a
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combizomzatban, mig szignifikans mértékben (P<0,05) csokkent
az abdominalis zsirban az expresszid szintje a kontroll egyedekhez

képest.

Elséként hataroztuk meg a PPARy mRNS koncentracié valtozasat
pulykdk kiilonb6z6 szoveteiben LO kiegészités hatdsara. A
combizomzatban szignifikans mértékben (P<0,05) alacsonyabb,
mig az abdomindlis zsirban szignifikdns mértékben (P<0,05)
magasabb expresszios szintet allapitottunk meg a kontroll csoport

egyedeihez viszonyitva.

Az IGF-1 expresszi6 LO kiegészités hatasara bekovetkezd
véltozasat szintén elséként allapitottuk meg pulykdknal. A
takarmanykiegészités hatdsara a combban szignifikans mértékben
(P<0,05) nétt, mig az abdominalis zsirban szignifikdns mértékben
(P<0,05) csokkent az IGF-1 expresszidja a kontroll allatokhoz
képest.
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