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OSSZEFOGLALAS

feltarasa nagy genetikai kapacitasu sertéshibridben. A vizsgalat 397 vegyes ivarii, 2 mintavételbdl szarmazo allat adatainak felhasznalasaval
tortént. A leptin gén T3469C polimorfizmusat Hinfl restrikcios enzim segitségével hatdroztuk meg, PCR-RFLP (Polimerase Chain Reaction-
Restriction Fragment Lenght Polymorphism) modszerrel. A T és a C allélok aranya 93% és 7% volt. A termelési paraméterek vizsgalata sordn
a leptin gén genotipusaihoz tartozo atlageértékek kézott nem talaltunk szignifikans (P<0,05) eltérést. A két minta vizsgalata soran a karaj-
keresztmetszet, a vagaskori élosuly és hizlalas alatti napi gyarapodas a C allélt hordozo egyedeknél nagyobb volt. A jelen adatok alapjan a C
alléllal az adott populdcioban kedvezéen hatott, hiszen az ezzel rendelkezé egyedek nagyobb testméretet értek el a szinhusszdzalék jelentds val-
tozasa nélkiil.

Kulcsszavak: leptin, LEP, Hinfl, SNP, polimorfizmus, sertés, termelési paraméter
SUMMARY

The aim of this study was to define the connection between the leptin (LEP) gene T3469C polymorphism and its potential association with
production traits in improved hybrid pigs. The study included data from 397 gilts and barrows from 2 different sample. The polymorphism was
identified by using the polymerase chain reaction-restriction fragment-length polymorphism (PCR—RFLP) method with Hinfl restriction enzyme.
Two alleles of LEP gene were identified: T (0.93) an C (0.07). The analysis of values of production traits, depending on LEP genotype did not
reveal significant (P<0.05) differences. In the examination the loin diameter (between the 2" and 3" ribs), the live weight at slaughter and the
averege daily gain during fattening were higher at pigs with C allele than pigs with TT genotipe. Accordingt to our data the effect of C allele
was favourable in this population, because these animals had bigger bodyweight without valuable change of lean meat percent.

Keywords: leptin, LEP, Hinfl, SNP, polymorphism, pig, production traits

BEVEZETES lom, a testdsszetétel és a szaporodas potencialis sza-
balyz6 hormonja lehet (Barb et al., 2001).

Azutdbbi években a genetikai markerek segitségé- Sertésben a LEP gén a 18. kromoszéma 18q13-q21
vel végzett szelekcionak egyre jelentsebb a szerepe régiojaban helyezkedik el (Neuenschwander et al.,
az allattenyésztésben, mivel hasznalataval nagyobb 1996), 3 exonbdl és 2 intronbdl all (Bidwell et al.,
szelekcios elérehaladas érhet6 el (Tenke és Babinszky, 1997). A kddold szakasz kialakitasaban a 2. ¢és 3. exon
2012). A gazdasagilag fontos tulajdonsagok genetikai vesz részt.
hatterének ismerete ugyanis lehetéséget adhat olyan tu- 1997-ben Stratil és munkatarsai irtak le a leptin gén
lajdonsagok korai szelekciojara is, melyek csak az allat 3. exonjaban talalhaté — Hinfl enzimmel detektalhat6 —
késdbbi életszakaszaban nyilvanulnak meg vagy csak polimorfizmust (GenBank: AY079082 T3469C)
az egyik ivarban lennének vizsgalhatok. (Stratil et al., 1997). A korabbi vizsgalatok arra enged-

A zsir- és fehérjedepozicioért felelés gének azono- nek kdvetkeztetni, hogy a polimorfizmus hatassal van
sitasa kiemelt fontossagu lehet a tenyésztok szamara, a vagaskori sulyra, a napi gyarapodasra €s a takar-
hiszen ezen gének, illetve génvaltozatok hatasanak is- manykonverziora (Jiang és Gibson, 1999; Kennes et
meretében hatékonyabb szelekcid végezhetd az idedlis al., 2001; Bauer et al., 2006; Oliveira Peixoto et al.,
fehérje- és testzsiraranyok kialakitasara. 2006; Villalba et al., 2009).

A leptin hormon génjét 1994-ben Zhang és munka-
tarsai irtak le un. ob/ob genotipusu egereken végzett ANYAG ES MODSZER
vizsgalat soran (Zhang et al., 1994). Ez a hormon tulaj-
donképpen egy kis molekulatomegti (16 kDa) fehérje, Kisérleti allatok
melyet elsésorban a zsirszdvet termel, de a csontveld
zsirsejtjeiben (Laharrague et al., 1998) vagy a placen- A kisérletbe 500 nagy genetikai kapacitast (Close,
taban (Hoggard et al., 1997) is kimutattak az expresz- 1994) F1 hibrid sertés keriilt beallitasra 2 istalloban,
sziojat. A vérplazma magas leptin szintje jollakottsag 273 artany és 227 koca (emse) ivararanyban. A kisér-

érzést valt ki a hipotalamuszon keresztiil, ezaltal csok- letbe vont allatok 3 vonalas (nagy fehér, lapaly és
ken a taplalékfelvétel, de — a tiroid hormonokon ke- duroc) anyak és szintetikus stresszmentes pietrain apa-
resztil — fokozodik az energiafelhaszndlds és az allatok keresztezésébdl szarmaztak. A kisérleti allato-
anyagcsere (Campfield et al., 1995). A leptin — a bio- kat atlagosan a 73. életnapjukon telepitették be kettd,
l6giai funkcioi alapjan — az étvagy, az energia forga- 650 féréhelyes hizo istalloba. Minden istalloban kutri-

39



AGRARTUDOMANYI KOZLEMENYEK, 2013/51.

canként 25-30 vegyes ivaru egyed keriilt elhelyezésre.
Az istallokban mélyalmos technologiat alkalmaztak,
az etetés nedves abrakkeverék etetésére alkalmas on-
etetOkbdl tortént, az ivoviz szopdkas Onitatokbol ad
libitum allt az allatok rendelkezésére. Az etetett takar-
many taplaloanyag tartalma megfelelt az idevonatkozo
ajanlasoknak (Magyar Takarmany Kodex, 2004).

A telepen alkalmazott technoldgianak megfelelden
az allatok atlagos betelepitési sulya a két istalloba 29,3,
illetve 30,7 kg volt. A kisérlet zarasakor (111 és 118 na-
pi hizlalas utan) az allatok atlagos ¢l6stlya 112+9.4 kg
(1. istallo), illetve 120,6+9,2 kg (2. istalld) volt. A hiz-
lalas alatti napi gyarapodas 745,9+84,7 g (1. istallo),
illetve 761,8+77,6 g (2. istallo) volt.

Vagohidi minésités

A vizsgalat végén a vagott testek az SEUROP sze-
rint kertiltek mindsitésre.

A vagott testek mindsitése sziiroszondas miiszerrel
tortént. A szonda a vagott testen a szalonnavastagsagot
és a karajatmérdt a 2—-3. borda kozott, a hasitas sikjatol
6 cm tavolsagra méri, mely alapjan megallapitasra
keril a szinhusszazalék.

A mingsités soran mindkét istallo allatainal meg-
hataroztuk a hatszalonna-vastagsagot, a karaj-kereszt-
metszetet, a hideg sulyt, és a szinhtis-szazalékot.

Mintavétel a genetikai vizsgalatokhoz

A genetikai vizsgalatokat a Debreceni Egyetem
Mez6gazdasag-, Elelmiszertudomanyi és Kérnyezet-
gazdalkodési Karanak Allattudomanyi, Biotechnologiai
és Természetvédelmi Intézetének Allatgenetikai Labo-
ratoriumaban végeztiik. A vérminta istallonként 250
vegyes ivart egyedtdl steril tiivel (0,9%x38 mm) a vena
cava cranialisbol S-monovett (4,9 ml) vérvételi cso-
vekbe (Sarstedt AG&Co) kertilt 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) leirdsa alapjan izolaltuk. Az
elokészitett DNS mintakat -20 °C-on taroltuk a tovabbi
vizsgalatig.

Genotipizalas

A T3469C mutéciot tartalmazd génszekvencia
(GenBank: U66254.1) az NCBI (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/) adatbazisban talalhat6. Ez alapjan ter-
veztiik meg a PCR konstrukciot. A primereket a Batch-
Primer3 v.1.0 nevii interneten elérhetd szoftver
segitségével terveztiik (http://probes.pw.usda.gov/
batchprimer3/overview.html). A primerek (forward
primer: 5’GGA GTT CGG GCC TAG ATA GGA TGG
TGT3' reverse primer: 5'GAT ATT TGG ATC ACA
TTT CTG GAA GGC AGA3') PCR kondicidinak op-
timalizalasat gradiens PCR-el végeztiik. A PCR elegy
10 pl végtérfogatban tartalmazott kb. 100 ng genomi-
alis DNS-t, 0,2 mM dNTP-t (Fermentas), 1 pl 10x
DreamTaq™ Green Buffer-t, I pmolt mindkét primer-
bél (Sigma-Aldrich Kft.) tovabba 2U DreamTaq™

Green polimeraz enzimet (Fermentas). A puffer mag-
nézium tartalmanak (20 mM) kiegészitésére tovabbi
magnézium-klorid oldatot (25 mM) hasznaltunk, igy a
végkoncentraco a reakcioelegyben 3,75 mM volt.

A PCR reakcié homérséklet-kondicioi a kovetke-
z0k szerint valtakoztak: denaturacié 10 percig 95 °C-
on, majd 35x ismétlédtek a denaturacio (30 sec 95 °C)
— feltapadas (30 sec 70 °C) — lanchosszabitas (30 sec
72 °C) lépések, ezt kovette még S perc 72 °C-on zarta
le a folymatot. A vizsgalatokat MJ PTC-200 PCR
(ESCO) késziilekkel végeztiik.

A restrikcids analizist Hinfl (Fermentas) enzimmel
végeztik. A T3469C mutacio az enzim felismerd
helyét hozta 1étre, igy a T allélt tartalmaz6 szakaszok
302 bazispar hossztiak maradtak, mig a C allélt hordo-
706 szakaszok 225 és 77 bazis hosszusagura hidroliza-
lodtak szét.

A restrikcids analizishez 8 pl végtérfogatban 5 ul
PCR terméket, 2U enzimet és 10x BufferR-t hasznal-
tunk. Az enzimatikus hidrolizist 3 éran keresztiil 37 °C-
os hémérsékleten vizfiirdében végeztiik.

Az allélok elkiilonitését 2%-os agaroz (Lonza) gé-
len végeztiik, a gélhez GelRed (Biotium Inc.) gél-fes-
téket adtunk, a futtatas 1x-os TAE pufferben (Lonza)
100 V fesziiltségen 30 percen keresztiil tortént.

Statisztikai analizis

Annak megallapitasara, hogy az egyes genotipusok
eloszlasa azonosnak tekinthet6-e a két istalloban Chi?
probat alkalmaztunk

Annak meghatarozasara, hogy vizsgalt allélok ha-
tassal 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:

Yij:“+LEPi+Ij+eij’
ahol: y;;-megfigyelt értek, p—foatlag, LEP;—genoti-
pus okozta eltérés (i=TT, TC+CC), I.—ivar okozta
elterés (j=artany, koca), e;;—nem deﬁniéllt tényezo.
Fix hatasként figyelembe vettiik az istallot és az
ivart. A vizsgalt genotipus csoportokban az eltéré n
szam miatt, a megadott adatok, LS mean (a legkisebb
négyzetek atlaga) értékkel keriiltek megadasra.

EREDMENYEK
Genotipizalas

A kisérlet soran 500 vérmintabol 489 egyed genoti-
pusat (1. abra) sikeriilt meghataroznunk, ami alapjan
megallapitottuk az allélgyakorisagokat (1. tablazat). A
tablazat adatai azt mutatjak, hogy a gyakorisagok meg-
egyeznek a két mintaban (istalloban), illetve megfelel-
nek az irodalomban kozolt adatoknak (Jiang és Gibson,
1999; Oliveira Peixoto et al., 2006; Silveira et al., 2008;
Stepien-Poleszak et al., 2009; Villalba et al., 2009).
Bauer et al. (2006) nagy genetikai kapacitasi fehér
tenyészetben 71%-os T allél aranyt mutatott ki. Jiang
¢és Gibson (1999) nagy fehér allomanyban a T allélt
80%-ban, mig szelektalatlan kinai fajtaban (Erhualian)
vizsgalva egyaltalan nem tudta kimutatni.
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Az allomany Hardy-Weinberg egyensulyban volt hogy nincs Iényeges kiilonbség a két ivar kozott az al-
(P<0,05), illetve a két minta sem tért el egymastol talunk vizsgalt termelési paraméterekben.
(P<0,05).
2. tablazat
1. abra: A Hinfl enzimmel emésztett PCR termék A vizsgalatban felhasznalt egyedek fenotipusos adatai (n=397)
elektroforetikus képe

Minimum Maximum Atlagis.e.(7)
1. minta (istall6)(1)
Hatszalonna vastagsdg (mm)(2) 10,00 30,00 16,95+0,28

Karaj k. metszet (mm)(3) 39,00 79,00 61,22+0,44

Szinhus (%)(4) 46,00 63,00 57,13+0,23

—— e —— — — — Eléstly (kg)(5) 81,95 135,56 112,06+0,66
—_—— — Hizlalas alatti atl. ttgy. (2)(6) 475,00 958,00 7459459

2. minta (istdll6)(7)

PN -

_— - Hatszalonna vastagsdg (mm)(2) 10,00 27,00 1740,26
Karaj k. metszet (mm)(3) 50,00 78,00 63,86+0,37
) ) ) Szinhis (%)(4) 48,60 63,30  57,4+0,21
M: 5.0 bp-o0s molekula marker (InVltr(?gen); 3. minta: TC genotipus, Elésily (kg)(5) 98.17 14447 120.6320.66
6. minta: CC genotipus, a maradék mintahelyek: TT genotipus. Hizlal4s alatti 4. ttgy. (2)(6) 571,00 964,00 76184561
Figure 1: Electroforetic picture of PCR product resctricted by Table 2: Fenotipical data of pigs which were used in analysis
Hinfl enzyme (n=397)
M: 50-bp ladder of molecular weight markers (Invitrogen); lane 3: Sample 1 (Stable 1)(1), Backfat thickness measured between the 2™
TC genotype pattern sample; lane 6: CC genotype pattern sample; and 3" ribs(2), Diameter of loin measured between the 2™ and 3%
the rest of lanes: TT genotype pattern sample. ribs(3), Lean meat%(4), Live weight at slaughter(5), Average daily gain
during weaning6), Sample 2 (Stable 2)(7), Mean+SE(8)
1. tablazat
A genotipizalt egyedek genotipus és allélmegoszlasa A leptin gén polimorfizmusa és a vizsgalt termelési
paraméterek kozotti szignifikans (P<0,05) osszefiig-
) Genotipus (n)(5) AlIEI(6) gést (3. tablazat) nem tudtuk igazolni. A genotipusok
Gyakorisagok(1) T TC cc T C atlaga lfézétti eltérés csekély volt, de mindkét mintaban
hasonloan alakult.
1. minta(2) 0.861(211) 0,13934) 0 0931 0,069 A hatszalonna vastagsag esetében nem talaltunk
2. minta(3) 0,877 (214) 0,107 (26) 0,016 (4) 0,930 0,070 egyértelmil eltérést a genotipusok kozott. Bar a TC

142, mintad) 0,869 (425) 0,123 (60) 0,008 (4) 0,930 0,070 egyedek szigniﬁkénsan nagyobb hét§zalonna vastag-
sagat tobb szerzd is leirta (Oliveira Peixoto et al., 2006;

Table 1: Genotype and allel frequences of genotiped pigs Stepien-Poleszak et al., 2009), de Bauer et al. (2006)
Freqences(1), Sample 1(2), Sample 2(3), Sample 1+2(4), Genotype(5), eredményei a mi adatainkkal mutatnak egyezdséget.
Allel(6) A karajkeresztmetszet mindkét istallo allomanya-

ban a C allélt hordozo egyedek esetében volt nagyobb,

A vizsgalt termelési paraméterek és a genotipusok ami — az azonos szinhus kihozatali szazalékokat figye-
kozotti kapcsolat lembe véve — 6sszhangban van a genotipusok kozott
meglévo élosulybeli kiilonbségekkel. Stepien-Poleszak

A véagbhidon 494 allat adatait rogzitettiik. 397 allat etal. (2009) eredményei mind a szinhusszazalék (~1%

esetében tudtuk egyértelmiien beazonositani a genoti- kiilonbség, P<0,05), mind a karajkeresztmetszet tekin-
pust és az allatokhoz tartoz6 vagoéhidi mindsitési ada- tetében megegyeznek a vizsgalatunkban kapott ada-
tokat. A CC genotipus csekély 1étszama miatt ezeket a tokkal.

TC genotipust egyedekkel dsszevonva elemeztiik. A A vizsgalt egyedek €éldstlya és atlagos napi gyara-
két minta fenotipusos adatait a 2. tabldzat tartalmazza. podasa mindkét mintaban a C allélt hordoz6 (TC+CC)

A 2. tablazat adatai alapjan megallapithatd, hogy allatoknal bizonyult nagyobbnak. A legtdbb irodalmi
az allomany nagyfoku heterogenitassal birt. A 2. istallo adat ezzel megegyezik (Bauer et al., 2006— Stepien-
egyedeinél nagyobb ¢lésuly és tomeggyarapodas volt Poleszak et al., 2009— Szydlowski et al., 2004; Villalba
megfigyelhetd, aminek egyik oka a hizlalasi idébeni et al., 2009), de vannak ellentmondoak is (Kolodziej
kiilonbség illetve a két allomany betelepitési stilya ko- et al., 2009; Krenkova et al., 1999). Oliveira Peixoto

zOtti eltérés. A variancia analizist az egyértelmiien et al. (2000) vizsgalataban a TT egyedek szignifikan-
azonositott 397 adat alapjan, a két mintaban kiilon vé- san nagyobb testtomeggel birtak 21. és 77. életnapjuk
geztiik el. kozott végzett 4 mérésben, mig 77. és 105. nap kozott

A varianciaanalizis eredményei azt mutattak, hogy vizsgalt testtomeggyarapodasban a TC egyedek bizo-
az ivar szignifikans hatast gyakorolt az 1. mintaban a nyultak jobbnak, illetve magasabb vagasi sulyt produ-

hatszalonna vastagsag ¢és a szinhuskihozatal esetében. kaltak.

A 2. mintaban az ivarhatés tendenciajadban megegyezett Szydlowski et al. (2004) nem tudtak a genotipus
az 1. mintaban tapasztaltakkal, de ebben az esetben szignifikans hatasat az altaluk vizsgalt termelési para-
nem tudtunk kimutatni szignifikans kiilonbséget. Az méterek (napi gyarapodas, takarmany konverzid, hasi
atlagok kozotti kiilonbségek alapjan kijelenthetjiik, zsirmennyiség, intramuszkularis zsirtartalom, szinhus-
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szazalék, karaj és sonka méret) egyikénél sem igazolni
3 fajtan (lengyel nagy fehér és lapaly, €s egy szintetikus
fajta: Line 990). Véleményiik szerint a polimorfizmus
populaciéspecifikusan hat a termelési paraméterekre.
Fiatal, szintetikus vonalba tartozoé (Line 990) kanokkal
végzett kutatas alapjan Kolodziej et al. (2009) nem ta-
laltak Osszefiiggést a genotipusok és a termelési para-
meéterek kozott, minimalis eltérés mutatkozott a TT
egyedek javara az él9suly, a hatszalonna vastagsag és
a karaj keresztmetszet tekintetében.

A leptin gén T3469C polimorfizmusa nem okoz
aminosav cserét, illetve nem befolyasolja a vérplazma
leptin szintjét (Bauer et al., 2006), igy kdzvetlen hatasa
a vizsgalt tulajdonsagokra kevéssé valoszini. A poli-
morfizmus egy masik, fenotipusosan is megnyilvanulo
polimorfizmussal 6r6klédhet kapcsoltan, amit a kiilon-
boz0 fajtak vizsgalata soran talalt eltérd allélfrekven-
cidk is alatamasztanak (Jiang és Gibson, 1999).

3. tablazat
Az ivar és a LEP gén T3469C polimorfizmusdnak hatasa a vizsgalt paraméterek atlagara
Ivar(8) Leptin
Artany*(9)  Koca(10) P TT TC+CC P RMSE

1. minta (istallé)(1)
n 118 88 177 29
Hatszalonna vastagsag (mm)(2) 16,9* 18,2° 0,022 16,9 18,2 0,105 3,9
Karaj k. metszet (mm)(3) 61,0 62,0 0,272 61,2 61,8 0,636 6,3
Szinhis (%)(4) 57,2 56,3 0,048 57,2 56,3 0,152 32
El8sily (kg)(5) 111,28 113,74 0,066 112,13 112,89 0,688 9,4
Hizlalas alatti 4tlagos ttgy. (g)(6) 738,90 761,00 0,067 746,50 753,40 0,690 84,4

2. minta (istall6)(7)
n 99 92 166 25
Hatszalonna vastagsag (mm)(2) 16,6 16,8 0,709 17,1 16,2 0,236 3,6
Karaj k. metszet (mm)(3) 63,7 64,8 0,151 63,8 64,8 0,370 52
Szinhis (%)(4) 57,7 57,7 0,931 57,3 58,1 0,186 1,0
Elssily (kg)(5) 120,68 122,12 0,280 120,40 122,41 0,310 9,2
Hizlalas alatti 4tlagos ttgy. (g)(6) 762,20 774,50 0,279 759,80 776,80 0,311 77,6

*Legkisebb négyzetek atlaga
*bStatisztikailag igazolt eltérés a két csoport kozott (P<0,05)

Table 3: The effect of gender and T3469C polymorphism of LEP gene on average of examined traits
Sample 1 (Stable 1)(1), Backfat thickness measured between the 2"¢and 3" ribs(2), Diameter of loin measured between the 2™ and 3" ribs(3), Lean
meat%(4), Live weight at slaughter(5), Average daily gain during weaning(6), Sample 2 (Stable 1)(7), Gender(8), Gilt(9), Barrow(10), *Least square

means, “*Difference between groups at P<0.05 significance level
KOVETKEZTETESEK

Az altalunk vizsgalt allomany nagyfoka heteroge-
nitassal bir, ami hatréltatja a vizsgalt termelési paramé-
terek genetikai hatterének feltarasat. Ezt kikiiszobo-
lendd a polimorfizmust egy nagyobb elemszamu vagy
homogénebb allomanyon érdemes lenne vizsgalni. Az
irodalmi adatok alapjan nem tudtunk egyértelmii ko-
vetkeztetést levonni a leptin gén vizsgalt polimorfiz-
musanak a termelési paraméterekre gyakorolt hatasa-
rol. A polimorfizmus nem okoz valtozast az aminosav
sorrendben, egy masik — a fenotipusos valtozast okozo
— polimorfizmussal kapcsoltan 6roklédhet. A vizsgalt
fajtak kozott a két polimorfizmus kapcsoltsagi viszo-

nyaban eltérés lehet. Ezt a feltételezést a vizsgalt allé-
lok frekvenciajanak fajtankénti eltérése igazolja. A
vizsgalt polimorfizmus markerként valé alkalmazasa
populacionként eltérd hatékonysagi lehet. Az altalunk
vizsgalt allomanyban a C allél megjelenése kedvezden
hatott, hiszen a TC+CC genotipusu allatok nagyobb
¢él6sulyt értek el a szinhtiskihozatal csokkenése nélkiil.
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