NyisalovitsA et al.:Layout 1 3/24/15 11:14 AM Page 1

&

AGRARTUDOMANYI KOZLEMENYEK, 2015/65.

TNNI1/Xbal polimorfizmus hatasanak vizsgalata sertéshibridek
vagott féltestének mindségére

Nyisalovits Andrea — Posta Janos — Czeglédi Levente — Babinszky Laszlo
Debreceni Egyetem Mezégazdasag-, Elelmiszertudomanyi és Koryezetgazdalkodasi Kar,
Allattudomanyi, Biotechnolégiai és Természetvédelmi Intézet, Debrecen

nyisalovits@agr.unideb.hu

OSSZEFOGLALAS

A troponin I 1 (TNNI1) gén dltal kédolt kontraktilis fehérje a harantcsikolt izom lassu izomrostjainak vékony filamentumdaban helyezke-

dik el. A troponin komplex kialakitasaban vesz részt, ami fontos szerepet tolt be az izomkontrakcié szabalyzasaban azaltal, hogy megakada-

lyozza a kalcium jelenléte nélkiil létrejovi aktin-miozin kapcsolodast. Biologiai szerepe alapjan potencialis marker gén lehet a hiistermeld

képességgel dsszefiiggésbe hozhato tulajdonsagok tekintetében. Jelen kutatas célja annak meghatarozasa, hogy a korabban kinai fajtakban leirt

— a gén 4. intronjaban 1évé — polimorfizmus (EU743939:g.5174T>C) milyen Osszefiiggésben van a standard vagoéhidi vagas soran mért

paraméterekkel az altalunk vizsgalt négy vonalas eurdpai fajtahibrid esetében. A vizsgalat 404, két istalloban tartott, vegyes ivaru allat

adatainak felhasznaldsaval tortént. A polimorfizmust Xbal restrikcios enzimmel PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment
Length Polymorphism) modszerrel detektaltuk. Az allélgyakorisagok a kovetkezdk szerint alakultak: C:0,84, illetve 0,808; T:0,16, illetve 0,192.
A vizsgalat soran nem tudtunk szignifikans osszefiiggést igazolni a mért termelési paraméterek és a vizsgalt mutdcio kozott.

Kulesszavak: TNNIL, Xbal, SNP, RFLP, polimorfizmus, sertés, termelési paraméter

SUMMARY

The contractile protein, which is encoded by troponin I 1 (TNNI1) gene, is located on the thin filaments of slow fibres in striated muscle.

TNNI1 protein is a part of the troponin complex which plays an important role in regulation of muscle contraction by preventing actin-myosin

interaction in absence of calcium. According to biological role, this gene can be potential marker for meat production related traits. The aim

of this study is to define whether the previously reported gene polymorphism (EU743939:2.5174T>C) is connected with the slaughter traits
measured in a standard slaughterhouse of the examined four-line European hybrid. The study included data from 404 gilts and barrows from
2 different samples. The polymorphism was detected using PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism)
method with Xbal restriction enzyme. In this study the allele frequencies were found as follows: C: 0.84 and 0.808; T: 0.16 and 0.192. Based
on result of the present study no significant impact of polymorphisms on production parameters was found.

Keywords: TNNII1, Xbal, SNP, RFLP, polymorphism, pig, production traits

BEVEZETES

Az elmult évtizedek jelentds valtozast hoztak az al-
lati fehérje iranti igény tekintetében, a vilagszerte el6al-
litott hiis mennyisége 30 év alatt a duplajara ndvekedett
(FAO, 2013). Napjainkban a — fejlett vilagra —jellemz6
arubdség fenntartasahoz elengedhetetleniil sziikséges
a fajtak fejlesztése, mely lehetévé teszi a folyamatosan
novekvo igény gazdasagos kielégitését. A mennyiség
mellett szem eldtt kell tartani az eléallitott &ru mindsé-
gét, mely vonzdva teszi a terméket a fogyasztd szama-
ra, valamint népegészségiigyi szempontbol sem clha-
nyagolhat6. Az idedlis termék eldallitasahoz megfeleld
genetikai hattérrel rendelkezd fajtak, hibridek vagy
egyedek kivalasztdsdban nagy segitséget nyujt napja-
ink molekularis biologiajanak eszkoztara, mely segit-
ségével végzett szelekcio sordn nagyobb szelekcids
elérehaladas érhet6 el (Tenke és Babinszky, 2012). A
gazdasagilag fontos tulajdonsagok — mint példaul idea-
lis fehérje- és testzsir-aranyok — tobbnyire poligénes
oroklodést mutatnak, igy a kialakitasukban résztvevo
gének ismerete kulcsfontossagt a szelekcid soran.

Korabbi tanulmanyok alapjan az izomrostok szama
és Osszetétele erds korrelaciot mutat a novekedési ké-
pességgel és a hus mindségével a hustermeld fajtaknal
(Handel és Strickland, 1988; Maltin et al., 1997; Fonseca

etal., 2003), ezért az izomrostok tulajdonsagait megha-
tarozé gének potencialis markerek lehetnek a husmind-
ség ¢és a hustermeld képességre végzett szelekcid soran.

A troponin regulator komplex a harantcsikolt izom
vékony filamentumahoz kapcsolodik, az izomkontrak-
ci6 szabalyzasaban tolt be fontos szerepet azaltal, hogy
megakadalyozza a kalcium hianyaban létrejovo kont-
rakciot. A komplexet 3 troponin alegység alkotja: tro-
ponin T, mely a komplexet a tropomiozinhoz rogziti,
troponin C, mely a kalcium ionok kotését teszi lehetévé
¢és a troponin I, mely a vékony filmentumot alkoto aktin
fehérjékhez kotédik, lehetetlenné téve ezzel a miozin
kapcsolodasat. A troponin I alegység 3 izoformaja ko-
ziil kettd a harantcsikolt izomban, mig egy a szivizom-
ban fejezddik ki, expressziojuk egy-egy izomrostra
jellemz6. A TNNII alegység-izoforma a harantcsikolt
izom lasst izomrostjaiban fordul ¢l6.

2010-ben sikeriilt a 3 TNNI izoformat leirni sertés-
ben (Yang et al., 2010b). Xu et al. (2010) 3 polimorfiz-
must azonositott a két harantcsikolt izomban kifejezo-
d6 génben (TNNI1, TNNI2), melyek hatasat vizsgaltak
a vagott féltestek tulajdonsagai €s husmindségi para-
méterekre (Yang et al., 2010a) nagy fehér és meishan
fajtak keresztezésébdl szarmazo allomanynal.

Jelen kutatas célja annak meghatarozasa, hogy a
korabban leirt TNNII gén 4. intronjaban 1év6 polimor-
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fizmus (EU743939:2.5174T>C) 6sszefliggésbe hoz-
hato-e a vagott féltesten mért paraméterekkel az alta-
lunk vizsgalt négyvonalas hibridsertés allomanyban.

ANYAG ES MODSZER
Kisérleti allatok

A kisérletbe 500 végtermék tokesertés kertilt beal-
litasra 2 istalloban, 273 artany és 227 emse ivararany-
ban. A kisérletbe vont allatok 3 vonalas (nagy fehér,
lapaly és duroc) anyak és szintetikus stresszmentes
pietrain apaallatok keresztezésébdl szarmaztak. A ki-
sérleti allatokat atlagosan a 73. életnapjukon telepitet-
ték be kettd, 650 férdhelyes hizo6 istalloba. Minden
istalloban kutricanként 25-30 vegyes ivaru egyed ke-
rilt elhelyezésre. Az istallokban mélyalmos technolo-
giat alkalmaztak, az etetés nedves abrakkeverék eteté-
sére alkalmas Onetet6kbdl tortént, az ivoviz szopokas
Onitatokbol ad libitum allt az allatok rendelkezésére.
Az etetett takarmany taplaldanyag tartalma megfelelt
az idevonatkoz6 ajanlasoknak (Magyar Takarmany
Kodex, 2004).

A telepen alkalmazott technologianak megfeleléen
az allatok atlagos betelepitési sulya a két istalloba
29,3 kg, illetve 30,7 kg volt. A kisérlet zarasakor (111
és 118 napi hizlalas utan) az allatok atlagos ¢lésulya
11249.4 kg (1. istallo), illetve 120,6+9,2 kg (2. istallo)
volt. A hizlalas alatti napi gyarapodas 745,9+84,7 g
(1. istallo) illetve 761,8+77,6 g (2. istalld) volt.

Viagohidi minésités

A vizsgalat végén, a vagas sordn a vagott testek az
SEUROP szerint keriiltek mingsitésre. A vagott testek
mindsitése szirészondas miiszerrel tortént. A szonda a
vagott testen a szalonnavastagsagot és a karajatmérét a
2-3. borda kozott, a hasitas sikjatol 6 cm tavolsagra
méri, mely alapjan megallapitasra keriil a szinhis-sza-
zalék.

A mindsités soran a mindkét istallo allatainal meg-
hataroztuk a hatszalonna-vastagsagot, a karaj-kereszt-
metszetet, a hidegstlyt és a szinhus-szazalékot.

Mintavétel a genetikai vizsgalatokhoz

A genetikai vizsgalatokat a Debreceni Egyetem
Mezdgazdasag-, Elelmiszertudomanyi és Kornyezet-
gazdalkodasi Karanak Allattudomanyi Biotechnolégiai
és Természetvédelmi Intézetének Allatgenetikai Labo-
ratoriumaban végeztik. A vérminta istallonként 250
vegyes ivaru egyedtdl steril tiivel (0,9%38 mm) a vena
cava cranialisb6l S-monovett (4,9 ml) vérvételi cso-
vekbe (Sarstedt AG&Co) keriilt levételre. A vérmintak
tarolasa a vizsgalatokig -20 °C-on tortént.

A vérmintak elokészitése

A vérmintak feldolgozasa soran a genomi DNS-t
Zsolnai és Orban (1999) leirasa alapjan izolaltuk. Az
elékészitett DNS mintakat -20 °C-on taroltuk a tovabbi
vizsgalatig.

Genotipizalas

A TNNII gén 4. introntjadban 1évé mutacid
(EU743939:2.5174T>C) kimutatasara alkalmas PCR
—RFLP eljarast Xu et al. (2010) alapjan végeztiik. A
forward és reverse primerek egy 190 bp hosszua sza-
kaszt szaporitanak fel.

A PCR kondiciéinak optimalizalasat gradiens PCR-
rel végeztiik. A PCR elegy 10 pl végtérfogatban tartal-
mazott kb. 100 ng genomialis DNS-t, 0,2 mM dNTP-t
(Fermentas), 1 ul 10x DreamTaq™ Green Buffer-t,
1 pmolt primerekbdl (Sigma-Aldrich Kft) tovabba 2U
DreamTaq™ Green polimeraz enzimet (Fermentas).
A puffer magnézium tartalmanak (20 mM) kiegészi-
tésére tovabbi magnézium-klorid oldatot (25 mM)
hasznaltunk, igy a végkoncentracid a reakcidelegyben
3,75 mM volt.

A DNS felszaporitasa soran a reakcio hdmérséklet-
kondicioi a kovetkezok szerint valtakoztak: denatura-
ci6 10 percig 95 °C-on, majd 35x ismételve a denatu-
racio (30 sec 95 °C) — feltapadas (30 sec 61 °C) — lanc-
hosszabbitas (20 sec 72 °C) lépéseket. Ezt kovette még
5 perc 72 °C-on, ami lezarta a folyamatot. A vizsgala-
tokat MJ PTC-200 PCR (ESCO) késziilékkel végeztiik.

A restrikcios analizist — T’CTAGA felismerd hely-
lyel rendelkezé — Xbal (Fermentas) enzimmel végez-
tiik. A 190 bp hossza HFABPI terméket az enzim — a
polimorfizmus fiiggvényében (T’CYAGA) hasitotta
111 és 79 hosszusagl szakaszokra.

A restrikcids analizishez 13 pl végtérfogatban 10 ul
PCR terméket, 2,5 U enzimet és 10x Tango Buffer-t
hasznaltunk. Az enzimatikus hidrolizist 4 6ran keresz-
tiil 37 °C-os homérsékleten vizfiirdoben végeztiik.

Az allélok elkiilonitését 2%-os agardz (Lonza) gé-
len végeztik, a gélhez GelRed (Biotium Inc.) gélfesté-
ket adtunk, a futtatas 1x-os TAE pufferben (Lonza)
90V fesziiltségen 30 percen keresztiil tortént.

Statisztikai analizis

Annak meghatarozasara, hogy vizsgalt allélok
hatassal vannak-e valamelyik termelési tulajdonsagra
SAS 9.1 szoftverrel variancia analizist végeztiink, azon
beliil a GLM eljarast — Tukey-Kremer korrekcioval —
hasznaltuk (SAS, 2007). A modell a kdvetkez6 volt:

yijk:M+TNNI]i+Ij+(TNN11*I)ij+eijk

ahol:
Yijk — megfigyelt értek;
p — foatlag;

TNNII;—a TNNII gén alléljainak hatdsa (i=CC, TC, TT);

I; — ivarhatas (i = artany, emse);

TNNII*L; —a TNNII gén alléljainak és az ivar inter-
akcigjanak hatésa;

¢jj — maradék hiba.

Fix hatasként figyelembe vettiik az ivart. A vizsgalt
genotipus csoportokban az eltéré n szam miatt az ada-
tok LS mean (a legkisebb négyzetek atlaga) értékkel
keriiltek megadasra. Az allélgyakorisagok vizsgalata
soran Khi? probat alkalmaztunk.
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EREDMENYEK
Genotipizalas

A vizsgalt allomany 497 egyedén sikertilt elvégezni
a genotipizalast, mely eredményét az /. tabldzat tartal-
mazza. Az allél- és genotipus-gyakorisagok vizsgalata
soran megallapitottuk, hogy mindkét mintaban a geno-
tipusok megoszlasa Hardy-Weinberg egyensulyban
van (¥?(2)=0,033, illetve ¥*(2)=1,646; p<0,05), mely
alapjan valoszinisithetjiik, hogy egyik allél sem volt a
kozelmultban kitéve szelekcidos nyomasnak. A két allo-
manyban a genotipusok megoszlasa azonosnak tekint-
het6 (¥%(2)=2,442; p<0,05). Xu et al. (2010) altal vég-
zett vizsgalat alapjan megallapithatjuk, hogy az euro-
pai fajtakra (nagy fehér, lapaly és duroc) a C allél tal-
sulya jellemz6. Ez a trend az altalunk vizsgalt allo-
manyban is megfigyelhet6 volt.

A vagohidon 494 allat adatai kertiltek rogzitésre,
404 allat esetében tudtuk a feno- és genotipus adatokat
egyértelmiien azonositani. A hizlalasi id6b6l adodo kii-
lonbség miatt 210, illetve 194 egyeden kiilon végeztiik
a varianciaanalizist, mely eredményét a 2. tdbldzat tar-
talmazza.

1. tablazat
A TNNI1 gén mutacidinak genotipus és allélgyakorisag
megoszlisa
TNNII CC CT TT C T
1 istallo(1) n 176 68 6
0,704 0,272 0,024 0,84 0,16
2 istall6(2) n 158 83 6
0,652 0311 0,037 0808 0,192

Table 1: Genotype and allel frequences of mutations of TNNI1
Barnl(1), Barn2(2)

2. tablazat
Az ivar és a TNNI1 gén polimorfizmusanak hatasa a vizsgalt paraméterek atlagara
1. istdllé (minta)(1) 2. istdllé (minta)(2)

HSZV* KKm  SZhis ESily ANGy HSZV KKm SZhdis ESily ANGy

(mm)  (mm) (%) kg) (€3] (mm) (mm) (%) (kg) (€3]
Artany(4) 119 16,2 60,2 57,6 110,5  731,8 102 174 63,5 57 120,1  756,9
Ivar(3) Emse(5) 91 19,2 61,7 55,5 113,1 7549 92 175 65 57,1 123,7 787,77
P 0,0567 0,5370 0,0906 0,4858 0,4858 0,3715 0,4697 0,4645 0,6538 0,6538
CC 146 16,8 61,3 57,3 112,0 745,77 126 17,1 63,8 57,3 120,5  760,6
TNNIL CT 59 175 60,7 56,7 1122 747,1 64 16,6 64,1 57,8 120,6 761,88
TT 5 189 60,8 55,6 111,1 7373 4 183 66,5 56,7 1293 8353
P 0,3600 0,7975 0,3289 0,9777 09777 0,5066 0,6471 0,5309 0,1939 0,1939
TNNII *Ivar P 0,3805 0,5162 0,3956 0,9668 0,9668 0,1859 10,3354 10,1415 0,5026 0,5026

RMSE 4,0 6,3 3,2 9,5 85,2 3,6 52 2,9 9,1 77,1

Megjegyzés: HSZV (mm) — hatszalonna-vastagsag, KKm (mm) — karaj-keresztmetszet, SZHis (%) — szinhus%, ESuly (kg) — ¢l6suly,
ANGy (g) — hizlalas alatti atlagos napi gyarapodas,* — legkisebb négyzetek atlaga

Table 2: The effect of gender and polymorphism of TNNI1 gene on average of examined traits
Barnl (Sample)(1), Barn2 (Sample)(2), Gender(3), Barrow(4), Gilt(5), Note: HSZV (mm) — backfat thickness measured between the 2
and 3% ribs, KKm (mm) — diameter of loin measured between the 2" and 3% ribs, SZHus (%) — lean meat%, EStly (kg) — live weight at

slaughter, ANGy (g) — average daily gain during fattening, * — least square means

s

ben irtak le, 6sszesen 3 publikacio vizsgalta a polimor-
fizmus hatasat sertések esetében (Xu et al., 2010; Yang
et al., 2010b; Ngu és Nhan, 2012). Mindharom szerzd
kinai fajtan (mongcai) vagy kinai és europai fajtahib-
riden (nagy fehér x meishan) végezte a vizsgalatot, igy
europai fajtahbirid esetében jelen publikacio az elsé
ilyen jellegi tanulmany ismereteink szerint.

A vizsgalt genotipusok esetében nem tudtunk szig-
nifikans (P<0,05) kiilonbséget a kimutatni a mért ter-
melési paraméterekben, melynek oka lehet az éllo-
manyban tapasztalt nagymértékii heterogenitas, ami a
vizsgalat nagyobb egyedszdmu populacion torténd is-
métlését indokolja. A korabbi tanulmanyok alapjan a
polimorfizmus 6sszefiiggésbe hozhato a zsirszazalék-
kal és a hatszalonna-vastagsaggal (Xu et al., 2010),
mindkét tulajdonsag esetében a C allél volt kedvezdbb.
A hus mindségével kapcsolatos vizsgalatok szintén a

C allélt tartjak kedvezébbnek, mely magasabb marva-
nyozottsagi értékkel, pH értékkel, valamint intramusz-
kularis zsirtartalommal hozhatd 6sszefiiggésbe (Yang
et al., 2010a).

A vizsgalt gén bioldgiai jelentdsége vitathatatlan.
Azonban meglehet6sen valdszinitlen, hogy a hatsza-
lonna-vastagsaggal és az intramuszkularis zsirtarta-
lommal kdzvetlen modon kapcsolatban allna. Mind-
azonaltal nem zarhat6 ki, hogy valamilyen indirekt
kapcsolat all fenn a vizsgalt mutacio és az emlitett,
zsirdepozicidhoz kothetd tulajdonsagok kozott.

KOVETKEZTETESEK

A vizsgalt gén alléljainak el6fordulasi gyakorisaga
a két istalloban tartott allatoknal nagyjabol azonos volt.
Az eddigi kutatasok alapjan a C allél jelenléte jellemzd
az eurdpai fajtakra. A vizsgalt allomanyban nem tudtuk
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kimutatni a TNNII gén alléljainak hatasat a standard
vagohidi mindsités soran mért termelési paraméterekre.

A termelési paraméterek vizsgalatakor — melyek ki-
alakitdsdban szdmos gén vesz részt — minden esetben
figyelembe kell venniink, hogy az egyes génekben 1év6
polimorfizmusok hatasat nehézkes vizsgalni a tobbi

gén hatasa miatt. A gén tovabbi vizsgalatat javasoljuk,
mert bioldgiai szerepe miatt elképzelhetd, hogy a jo-
vOben olyan polimorfizmusat fogjak feltarni, mely a
RYRI génben leirt polimorfizmushoz (Fujii et al., 1992)
hasonlo jelentéséggel bir.
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