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1. CELKITUZES

Kutatdsunk célja volt a novekedést és a test aranyokat potencialisan
befolyasolo gének, mint a Spoti4o (pajzsmirigyhormonok altal
szabalyozott transzkripcids faktor), az inzulinszeri novekedési faktor -
koto fehérje 2 (IGFBP2), a szomatosztatin (SST) és a szamos élettani
folyamatban szerepet jatszo6 prolaktin (PRL) génben megfigyelhetd
polimorfizmusok genotipizdldsa brojler végtermék allomdnyban. Az
egyes genotipusok gyakorisaganak felmérése, valamint a vagohidon
mérhetd termelési mutatok (€16tdmeg, karkasz tomege, bords és csontos
comb tomeg, bords és bor nélkiili mellizom tdmege) €s a genotipusok

kozotti osszefiiggések feltarasa.

Tovabba célul tliztiik ki nagytestii pulykabakok kiilonb6zd szoveteiben
(mellizom, combizom, zsir, m4j) a zsiranyagcserében szerepet jatszo
gének, a peroxiszoma proliferator-aktivalt receptor y (PPARYy), a zsirsav
deszaturaz 2 (FADS2) és inzulinszerii névekedési faktor 1 (IGF-1)

gének génexpresszios vizsgalatat lenolaj kiegészités hatasara.



2. ANYAG ES MODSZER

2.1.  Genotipus vizsgalatok brojler végtermék allomanyban

A vizsgalatokhoz 103 darab ROSS-308 brojler csirkétdl vettiink
tollmintat, amelyeket egyedileg zarhato6 mianyag tasakokban
fagyasztva taroltunk a DNS izolalasaig. A vagohidon mértiik az allatok
¢l6tomegét, karkasz tomegét, mellfilé tomegét borrel és bor nélkiil,
comb tomegét (borrel és csonttal). A vizsgalatok a Széchenyi Istvan
Egyetem,  MezOgazdasig- ¢és  Elelmiszertudomanyi  Kar,
Allattudomanyi Tanszékének Laboratériuméaban valosultak meg. A
DNS - izolalast a vagohidon vett tollmintakbol végeztik Wizard
Genomic DNA Purification kit (Promega, USA) felhasznalasaval. A
DNS integritasat agardéz gélen ellendriztilk, majd Nanodrop 2000
(Thermo Fisher Scientific, USA) spektrofotométer segitségeével
Primer3 alkalmazas segitségével terveztiilk meg. A kivant szakaszokat
PCR reakcioval (polimeraz lancreakcid) felsokszorositottuk, majd
amennyiben sziikséges volt, restrikcids enzimekkel torténd Un.
emésztési reakcionak vetettik ald. Az alabbi polimorfizmusok

genotipizalasat végeztiik el:

o G645T SNP az inzulinszerii ndvekedési faktor — koto fehérje 2
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Az adatok gyujtését és rendszerezését Microsoft Excel (2013, USA)
tablazatkezeld szoftverrel végeztiik. Az adatok elemzéséhez SPSS for
Windows v.20.0 (SPSS, USA) programot hasznaltuk. Az adatok
eloszlasat Kolgomorov—Smirnov normalitasvizsgalat segitségével, mig
a genotipus ¢€s a fenotipus kozotti Osszefliggéseket LSD (least

significant difference) varianciaanalizis tesztekkel elemeztiik.

2.2.  Génexpresszios vizsgalatok pulyka allomanyban

A nagytesti Converter pulykabakok kiilonb6zé szoveteiben
kifejez6d6 FADS2, PPARy, IGF-1 gének génexpresszids vizsgalatat
végeztiik el kontroll illetve lenolaj (LO) kiegészitést is kapott allatok
esetében. A vagohidon mell, comb, abdominalis zsir és m4j mintakat
gyljtottiink, amelyeket RNAlater-ben, szoba-hémérsékleten (Thermo
Fisher Scientic) taroltunk a tovabbi felhasznalasig. A laboratoriumi
vizsgalatokat szintén az Allattudomanyi Tanszék Laboratoriuméban
Nanaodrop 2000 spektrofotométer (Thermo Fisher Scientific, USA)
segitségével allapitottuk meg, az RNS integritasat agardz gélen
ellendriztik. Ezt kovetéen DNase kezelésnek (RQ1 RNase-free DNase;
Promega, Madison, W1, USA) vetettiik ala a mintakat, majd elvégeztiik
a cDNS szintézist (iIScript cDNA Synthesis kit; Bio-Rad —laboratories,
Hercules, CA, USA). A Q-PCR reakci6é lefolytatasahoz sziikséges

primereket a Primer 3 alkalmazas segitségével terveztilk meg, majd
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lefolytattuk a reakcidkat. A vizsgalt gének kifejez6dését a 2744¢
modszer segitségével értékeltiik, amely soran két, hasonld
vizsgalatokban elterjedten alkalmazott referencia gént hasznaltunk
(ACTB, GAPDH). A statisztikai elemzést a 2744 értékek
felhasznalasaval, t-probaval (independent samples t-test) végeztilk IBM

SPSS Statistics 20 szoftver segitségével.



3. EREDMENYEK

3.1.  Eredmények a brojler végtermék allomany vizsgalataban
3.1.1. Spotlda genotipus

A vizsgalt brojler 4allomanyban megfigyelheté az A213C
polimorfizmus Harom genotipust kiilonitettiink el (AA, AC, CC). A

genotipus- és allélgyakorisagokrol az 1. tablazat ad tdjékoztatast.

1. tablazat. A Spotl4a gén allél- és genotipus-gyakorisaga, valamint a Hardy-
Weinberg egyensuly feltételeit vizsgald chi-négyzet teszt eredménye (szabadsagfok

(df)=2)
Allél- ) — :
__gyakorisag Genotipus-gyakorisag X p
A=0,11 AA (1) =0,01
C=089 AC (20) = 0,20 1,70 1,90
' CC (79)=0,79

A chi-négyzet teszt eredménye alapjan a vizsgalt allomany HWE-ban
all a Spoti4o gén A213C polimorfizmusat tekintve. A tényleges és
elvart genotipus gyakorisagok kozott nem figyelhetd meg szignifikans

eltérés (P>0,05).



tablazat. A Spoti4o genotipus Osszefliggése a mért tulajdonsagokkal

Mért és szamitott Genotipus
tulajdonsagok AC (n=20) CC (n=79)
Eltomeg (g) 2534,61+£279,19 2509,32+262,10
Karkasz tomege (g) 1929,72+212,47 1936,04+198,21

Mellfilé tomege borrel

622,109+94,29

631,30+81,41

9
Elétomeg %-ban
o + +
Kifejezve (%) 27,38+3,54 28,53+4,23
Karkasz
tomegének %-ban  36,02+5,26 35,23+6,60
kifejezve (%)
Mellfilé tomege bor 59333, 11047 548 88+81,27
nélkiil (g)
Elétomeg %-ban b a
Kifejezve (%) 22,34+1,71 23,87+2,97
Karkasz
tomegének %-ban  29,14+1,90 28,62+3,13

kifejezve (%)

Comb tomege* (g)
Elétomeg %-ban

579,13+61,23

581,13+£72,31

Kifejezve (%) 25,61+3,18 26,23+3,61
Karkasz
tomegének %-ban  33,69+4,68 32,37+5,54
kifejezve (%)
A fenotipus — genotipus Osszefiiggésének vizsgalatdban az AA

genotipus nem szerepel a kis el6fordulasi gyakorisaga miatt. Az AC és
a CC genotipus kozott a mért tulajdonsagok tobbségében nem
figyeltiink meg szignifikans 6sszefliggést (P<0,05), ez alol kivétel a bor
nélkiili mellfilé él6tomeg szazalékaban kifejezett aranya, ahol a CC
genotipusu allatok szignifikdnsan (P<0,05) meghaladtdk az AC

genotipust egyedek ugyanezen szamitott értékét (2. tablazat).



3.1.2. IGFBP-2 genotipus

A G645T polimorfizmus jelen volt a brojler allomanyban. Két
genotipust kiilonitettiink el (GG, GT), a TT genotipus nem volt jelen (3.
tablazat).

3. tablazat. Az IGFBP-2 gén allél- és genotipus-gyakorisaga, valamint a Hardy-
Weinberg egyensuly feltételeit vizsgalo chi-négyzet teszt eredménye (szabadsagfok

(df)=2)
Allél- Genotipus- X2
__gyakorisag gyakorisag P
GG (86) = 0,84
620,92 0657 0417
T=0,08 GT (17) = 0,17 ’ :
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 gyakorisdgok kozott nem figyelheté meg szignifikans

eltérés (P>0,05).

A vizsgalt dllomanyban megfigyelhetd két genotipus (GG, GT) tobb
tulajdonsdgban is szignifikdnsan (P<0,05) eltért egymastol. A
heterozigota GT egyedek ¢élotomege, karkasz tomege, bords mellfilé
tomege, bor nélkiili mellfilé tomege egyarant szignifikansan (P<0,05)
meghaladta a GG homozigota egyedek tomegét. Ugyanez figyelhetd
meg a karkasz szazalékdban kifejezett bor nélkiili mellfilé tomege

szamitott értéknél is (4. tablazat).



4. tablazat. Az IGFBP-2 genotipus hatasa 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+194,542
Mellfilé tomege 618,64+80,83° 678,95+76,26%

bérrel (g)
El6tomeg %-ban 28,31+4,17 28,53+3,90
kifejezve (%)
Karkasz 35,19+6,48 35,86+5,74

tomegének  %-
ban kifejezve (%0)

Mellfilé tomege bér  528,39+81,20° 604,15+91,28?
nélkiil (g)
El6tomeg %-ban 23,46+2.94 24,33+2.74
kifejezve (%0)
Karkasz 28,37+2,93P 30,05+2,462

tomegének  %-
ban kifejezve (%)

Comb tomege* (g) 575,12+70,06 603,45+61,38
El6tomeg %-ban 26,31+3,58 25,35+3,14
kifejezve (%)

Karkasz 32,67+5,45 31,98+5,44

tomegének  %-
ban kifejezve (%0)

3.1.3. PRL genotipus

harom genotipust (DD, ID, Il) kiilonitettiink el az allomanyban (5.
tablazat).

A chi-négyzet teszt eredménye alapjan a vizsgalt allomany HWE-ban
all az PRL gén vizsgalt polimorfizmusat tekintve. A tényleges €s elvart
genotipusgyakorisagok kozott nem figyelheté meg szignifikans eltérés

(P>0,05). A D és az | allél gyakorisaga nagymértékben eltér az egyes



tyukfajtak kozott, a D allél gyakorisaga jellemzOen magasabb a kisebb
tojastermelésre képes fajtakban.
5. tablazat. A PRL gén allél- és genotipus-gyakorisaga, valamint a Hardy-

Weinberg egyensuly feltételeit vizsgalo chi-négyzet teszt eredménye
(szabadsagfok (df)= 2)

Allél- Genotipus-

2
__gyakorisag gyakorisag X P
D=0.77 DD (66) = 0,56
I:_O ’23 ID (48)=041 0,001 0,970
’ I1(3)=0,03
6. tablazat. A PRL genotipus 0sszefiiggése a mért és szamitott
tulajdonsagokkal
Mért és szamitott Genotipus
tulajdonsagok DD (n=59) ID (n=42)
Elétomeg () 2533,64+283,9  2488,68+222.5
7 7
Karkasz tomege (g) 1946,65+208,2 1919,27+181,1
8 8
Mellfilé tomege borrel (g) 636,72+81,75 617,47+85,56
Elétomeg %-ban
Kifejezve (%6) 28,74+4,17 27,4843,88
Karkasz tomegének 35.6446.65 34,3245.70

%-ban kifejezve (%)

Mellfilé tomege bér nélkiil
(9)

542,63+82,65

544,00+93,31

El6tomeg %.-ban

kifejezve (%) 23,78+2,89 23,39+3,00
Karkasz = tomegének

%-ban kifejezve (%) 28,65+3,01 28,61+2,85

Comb témege (g) 593,34+71,47°  562,71+61,61°

El6tomeg %-ban a A
kifejezve (%) 26,77+3,67 25,07+3,06
Karkasz  tomegének 32.49+5.59 3138£5,06

%-ban kifejezve (%)




A DD homozigoéta egyedek combtdmege €s a combtomeg ¢16tomegben
kifejezett szazalékos aranya szignifikansan (P<0,05) meghaladta az ID

heterozigota egyedek ugyanezen értékét (6. tablazat).

3.1.4. SST genotipus

Az A370C polimorfizmus esetén az A allél rogzitettsége figyelhetd meg
a brojler allomanyban. Nem talaltunk a nem-szinonim A370G SST
mutacid esetében genotipus- és allalfrekvencidkat és a genotipus —

fenotipus kapcsolatat feltaro tovabbi irodalmi eredményeket.

3.2. Eredmények a pulyka allomany vizsgalataban

3.2.1. FADS2 génexpresszios vizsgalata

LO kiegészités hatasara a FADS2 expresszidja a majban
nagymértékben megnétt (P<0,001) a kontroll csoporthoz viszonyitva.
A LO kiegészités hatasara az izomzatban is megnétt a FADS2
expresszioja, ugyanakkor ezt statisztikailag igazolhaté mértékben csak
a combizomzatban figyelhettiink meg (P<0,05), a mellizomzatban LO
hatasara csak kismértékii emelkedést tapasztaltunk. Ezzel szemben a
zsirszovetben a FADS2 expresszioja szignifikdnsan alacsonyabb

(P<0,05) a LO kiegészitést kapott allatok esetén (/. dbra).
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1. abra. Normalizalt FADS2 génexpresszié mell, comb, abdominalis zsir és m3j
szovetben kontroll és lenolaj (LO) kiegészitést kapott pulyka bakoknal. Az oszlopok
a csoport atlagtSEM —t mutatjak. A csoportok kozotti szignifikans kiilonbség (P
<0,05) jelolésére a *, a (P<0,001) jelolésére a *** szolgal.
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3.2.2. PPARy génexpresszios vizsgalata

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

mértékben a takarmany kiegészités hatasara (2. dbra).
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2. abra.Normalizalt PPARy génexpresszio mell, comb, abdominalis zsir és maj
szovetben kontroll és lenolaj (LO) kiegészitést kapott pulyka bakoknal. Az
oszlopok a csoport atlagESEM —t mutatjak. A csoportok kozotti szignifikans (P
<0,05) kiilonbséget * jeloli.

3.2.3. IGF-1 génexpresszios vizsgalata

Vizsgalatainkban a mellizomzatban és a combizomzatban magasabb
IGF-1 mRNS koncentraciot figyeltiink meg a LO kiegészitést kapott
allatok esetén, de a kiilonbség csak a combizomzatban érte el a
szignifikdns mértéket (P>0,05). Ugyanakkor a zsirszovetben
alacsonyabb (P>0,05) mRNS szintet figyeltiink meg a LO kiegészitést
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kapott pulykdk esetében. A génexpresszidé mértéke a majban nem

kiilonbozott szamottevd mértékben (3. dbra).
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4. abra. Normalizalt IGF-1 génexpresszié mell, comb, abdominalis zsir és maj
szovetben kontroll és lenolaj (LO) kiegészitést kapott pulyka bakoknal. Az
oszlopok a csoport atlagESEM —t mutatjak. A csoportok kozotti szignifikans (P
<0,05) kiilonbséget * jeloli.
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4.

1.

UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

ROSS-308 brojler allomanyban meghataroztuk az A213C Spoti4a,
a G645T IGFBP-2, az A370C SST ¢és a PRL génben megfigyelhetd
24 bp-os inzercid/delécio genotipust. A Spotl4o harom genotipusa
(AA, AC, CC), az IGFBP-2 két genotipusa (GG, GT), a PRL harom
genotipusa (DD, ID, Il) megfigyelhet6 az dllomanyban. A tényleges
¢s elvart genotipus-gyakorisagok nem kiilonboztek egymadstol
szignifikans (P<0,05) mértékben, a populdcié a harom genotipust
tekintve Hardy-Weinberg egyensulyban van. Az SST genotipus
rogzitett formaban talalhaté a megfigyelt allomanyban (A allél).

Az IGFBP-2 genotipus ¢lotomegre ¢s vagasi tulajdonsdgokra
gyakorolt hatdsdnak elemzése soran szignifikdns Osszefiiggést
(P<0,05) allapitottunk meg a genotipus és az él6tomeg, karkasz
tomeg, mellfilé tomege borrel és bor nélkiil és a mellfilé tomegének
karkasz szdzalékaban kifejezett értéke kozott. Az él6tomeg és a
vagasi tulajdonsagok tekintetében a T allél kedvezd hatdsat

figyeltiikk meg a populacidban.

Elséként allapitottuk meg a pulykak kiilonb6z6 szoveteiben a
FADS2 génexpresszid valtozasat lenolaj (LO) kiegészités hatasara.
A LO kiegészitést kapott allatok esetében szignifikans mértékben
(P<0,001) magasabb hepatikus FADS2 expresszido szintet
figyeltiink meg a kontroll csoport egyedeihez viszonyitva. Tovabba

szignifikans mértékben (P<0,05) megndtt a combizomzatban, mig
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szignifikans mértékben (P<0,05) csékkent az abdomindlis zsirban

az mMRNS expresszi6 szintje a kontroll egyedekhez képest.

Els6ként hataroztuk meg a PPARy mRNS koncentracid valtozasat
pulykék kiilonb6z6 szoveteiben LO kiegészités hatdsara. A comb
izomzatban szignifikans mértékben (P<0,05) alacsonyabb, mig az
abdominalis zsirban szignifikdns mértékben (P<0,05) magasabb
expresszios szintet allapitottunk meg a kontroll csoport egyedeihez

viszonyitva.

Tovabba az IGF-1 expresszid szintjének LO kiegészités hatisara
bekovetkezd valtozasat is els6ként elemeztiik pulykdknal. A
takarmanykiegészités hatasara a combizomzatban szignifikans
mértékben (P<0,05) nétt, mig az abdominalis zsirban szignifikans
mértékben (P<0,05) csokkent az IGF-1 expresszidja a kontroll
allatokhoz képest.
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