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1. Bevezetés

A globdlis felmelegedés soha nem volt még ennyire égetd probléma, mint manapsag.
Napjainkban az allattenyésztés elott allo egyik legnagyobb kihivas a klimavaltozas varhatd
kovetkezményeihez valod alkalmazkodds. A mar napjainkban is tapasztalhatd szélsdséges
1ddjarasi jelenségek gyakoribba valasaval kozvetleniil is érzékelhetd klimatikus valtozasokhoz
valo alkalmazkodas elengedhetetlen és siirgds feladat. Egyik ilyen megoldandd kérdés a
Holstein-friz szarvasmarha csokkend tejtermelése €s szaporodéasbioldgiai problémai, melyet a
sz€lsOséges homérséklet-valtozasok okozhatnak. Ezért lesz egyre fontosabb olyan egyedek
felkutatasa, genetikai mddszerek segitségével, amelyek ellenallobak a homérséklet extrém
kilengéseivel szemben.

A tartastechnoldgiai alkalmazkodas feltételei bar igen koltségesek, de rendelkezésre
allnak.

Az éllatadllomany adaptalasa a megvaltozott koriilményekhez ezzel szemben nem
elhanyagolhato koltségei mellett id6 és munkaigényes.
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évek
1. abra: Hdstressz napok szama évenkénti bontasban ez elmult évtizedekben

(SOLYMOSI 2008)

Mikor az emldsoket hdstressz éri, elsddlegesen parologtatassal - izzadassal, lihegéssel,
magasabb 1égzésszammal, hormonalis valtozasokkal probalnak alkalmazkodni a megvaltozott
kortlményekhez. Az alkalmazkodas sejt szinten is elindul, megnd a ho stressz fehérjék (HSP)
termelése, ez a folyamat az adaptacio egyik fontos 1épése. A HSP szerepe sejt szinten mar
nagyjabdl tisztdzott, ugyanakkor a szervezetben betoltott szerepét illetden még tovabbi
kutatasokra van sziikség. Elméletek vannak arra, hogy szarvasmarhaban egy a HSP fehérjék

koziil, ez a HSP-70, ellenallobba teszi az allatot a magas homérséklet altal okozott hostresszel
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szemben. Néhany egyed nagyobb mennyiségben termeli ezt a fehérjét, mint a tobbi
szarvasmarha. Néhany kutatds kimutatta a HSP-70 promoter szakaszanak polimorfizmusat.
Az a vélekedés, hogy ez a promoter szakasz okoz kiilonbségeket a fehérje termelésének
mennyiségében kiillonbozd egyedekben.

Szakdolgozatom célja az volt, hogy egy nagy-létszamt Holstein tehenészetben a HSP-70
promoter genotipusait meghatarozzam, €s a mar rendelkezésre 4ll6 korabbi kutatasi adatokkal

azokat Osszehasonlitva a lehetséges kozvetett szelekcid nyomait keressem.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Hosokk fehérjék, HSP

A hatvanas években Ritosa professzor (RITOSA, 1962) olaszorszagi laboratériumaban
valaki véletleniil magasabb hdOmérsékletre allitotta az inkubatort, amiben drosophila
tenyészetek voltak elhelyezve. Masnap a muslincdk nyalmirigyeinek vizsgalatakor a
kromoszémak szerkezetébél megvaltozott génexpresszidra lehetett kovetkeztetni. Igy

kezd6dott a hésokk fehérjék csoportjanak vizsgalata.

A ho sokk proteinek (HSP) a fehérjék egy olyan csoportja, melyek termelése akkor
novekszik meg, ha a sejtet magasabb homérséklet vagy mas stresszhatas éri (YOSHIMUNE
2002). Ezen fehérjék jelen vannak minden sejtben és minden €16 szervezetben, még optimalis
feltételek kozott is. A HSP-ket kodold gének konzervalt, jellemzéen nem mutaldédo
génszakaszokon taldlhaték és fejezOdnek ki fiziologids és valtozatos stressz tényezok
hatdsara. A hostressz fehérjék, mint gondos “dajkak” feliigyelik a sejtek egyéb fehérjéit, hogy
azok megfeleld allapotban, a megfeleld helyen ¢s idében miikodjenek (YOSHIMUNE 2002).
HSP-k funkcidi kozé tartozik az is, hogy segit az Ujonnan szintetizalt, vagy az eltorzult
fehérjék funkcidjat visszaadni, megjavitani. A sejtekben, mint szallitdé egységek hordozzdk a
fehérjemolekulédkat. Az elhasznalt, tonkrement fehérjéket elszallitjdk a sejt fehérje lebonto
folyamatainak helyszinére.

A sejt stresszre valo valaszakor a HSP-ket kddold génszakasz erdteljes, ideiglenes és
gyorsuld expresszioja figyelhetd6 meg. A sejtek ¢életben maraddsdhoz ¢&s zavartalan
miikodéséhez a HSP-k termelésének tokéletes szabalyzasa nélkiilozhetetlen (RITOSA 1996).

A HSP-k a molekulatomegiik alapjan lettek elnevezve. Tehat a HSP-70
fehérjecsaladnak 70 kDa a molekulatomege (WEGELE 2004, YOSHIMUNE 2002).

2.2. A HSP-70 fehérjecsalad:

A 70 kDa ho stressz proteinek (Hsp70) csalddja a szervezetben mindenhol
expresszalodik (WEGELE, 2004). Hasonlo szerkezeti felépitésii fehérjék gyakorlatilag

minden €l6 organizmusban megtalalhato.



Az eukaridta szervezetekben tobb hasonld szerkezetli Hsp70 fehérje taldlhatd. Ezen
fehérjék ugyan azon alapszerkezettel rendelkeznek, de mindegyiknek van egyedi specifikus

csoportja, vagy meghatarozott helye a sejten beliil.

A Hsp70 fehérjék aktivan részt vesznek a sejtek védelmében mikor hd vagy oxidativ
stressz éri azokat. E stresszhatds a sejt fehérjéit kdrosithatja tigy, hogy részleges szerkezeti
valtozasokat €s aggregacidt okozhat. Stressz hatasdra a fehérjék ideiglenesen hidrofob
szerves anyagokhoz kotddhetnek. A Hsp70 megakadalyozza, hogy a részelgessen
denaturalddott fehérjék kicsapddjanak, illetve segiti a fehérjék visszaalakitdsaban

(MORANO, 2004).

2.3. A HSP-70 gén promoter régiojanak polimorfizmusa

Manfred Schwerin (2001) és munkatarsai a sertés €s szarvasmarha hsp70.2 gén
atirodas folyamatat alapvetden befolyasolni voltak képesek. A polimorfizmus pontos helye a
GCbox a sertésben és ennek megfeleldje az AP2-box szarvasmarhaban.

Szarvasmarhdban az eltéré valtozatok kozotti kiilonbséget a GC-C-AGGGGG
szakaszon vastaggal jelzett C megléte vagy hidnya jelenti.

Az eltérd allélok hatasara az atirdédott mRNS mennyisége szignifikansan eltér, igy

kovetkezményesen a termel6do fehérje mennyisége, igy a funkcid hatékonysaga sem azonos.

2.4. A HSP-70 gén promoter polimorfizmusanak lehetséges hatasai hushasznu

szarvasmarhaban

M. Lamb ¢és tarsai (2007) nyolc eltérd egybazisos nukleotidpolimorfizmust (SNP)
talaltak a HSP70 gén promoterszakaszat érintd kutatdsukban melyet 157 Angus, Brahman és
Angus-Brahman keresztezés vizsgalataval folytattak. Két SNP-t kapcsolatba lehetett hozni a
tej Osszeteviinek aranyaval. Az AP2-box (GC alél) heterozigota tehenek kevesebb (P <0.05)
szomatikus sejtszamu tejet termelnek, mint a homozigéta GC egyedek (111 vs 305 x 1000 /
mL). Azok a tehenek, amelyek homozigota allélokat hordoztak a 1902-es pozicidban (P

<0.05) tobb tejfehérjét és tejzsirt termeltek, mint az eltérd genotipusuak.



A. Banks és tarsai (2007) kilenc SNP-t irtak le vizsgalatukban melyet az el6zéekben
emlitett Lamb mintdinak felhasznaldsaval végeztek. A vemhesiilési arany szignifikansan (P <
0.01) magasabb volt a homozigéta A (1125 pozicid) egyedek esetében. Tovabba ugyan
azoknal a teheneknél is magasabb (P < 0.01) vemhesiilési ardanyt mutattak ki, amelyeknél nem
volt jelen a mar korabban leirt delécié az AP2 boxban.

Mindkét szerzd aldhuzza a témaban folytatott tovabbi kutatasok fontossagat.



3. Anyag és modszer
3.1. A telep bemutatasa

A telep Békés-megyében, Magyarorszag délkeleti részén az alfold ,,legmagasabb”
teriiletén helyezkedik el.

A vallalat termelési agazatai: szant6foldi novénytermesztés, vetOmagtermesztés ¢€s
feldolgozas, takarmany eldallitas, allattenyésztés, tejtermelés, erdd- és vadgazdalkodas.

A vallalat nagyrészt onellatd, az allatok takarmanyozasahoz sziikséges novényeket
megtermelik maguknak. Sajat vetomag feldolgozd tizemmel rendelkezik. Takarmanykeverd
tizemet 1s miikodtet mellyel baromfi-, €s sertéstakarmanyt allitanak eld. Masik f6 adgazata az
allattenyésztés; szarvasmarha-tenyésztés €s tejtermelés.

A szarvasmarha agazat jelenleg igen koncentralt képet mutat. A hajdani 6t telepbdl
most csak kettd, miikodik. A tobbi eladdsra illetve felszamolasra keriilt. A két miikodo telep a
11-es, ahol a tejtermelés folyik, illetve a 81-es telep, ahol az tiszoket tartjak.

Magyarorszagon az elsok kozt volt a telep, ahol elkezdték a holstein-friz tenyésztést.
Eleinte Magyar tarkat kereszteztek red- Holsteinnel. A fajtavaltast azzal indokoltdk, hogy a
magyar tarka kevésbé alkalmas a gépesitett ipari tejtermelésre, kedvezdtlen togyforma miatt,
¢s kevesebb tejet is ad, mint a holstein-friz.

1975-ben a gazdasag 500 vemhes illetve sziiz holstein-friz tisz6t vasarolt az USA-bol.
Ez az allomany képezte tejeld tehén torzskonyvezett torzsallomanyat. A termelés fokozasa €s
korszertisitése érdekében szamos fejlesztést és korszeriisitést végeztek el a gazdasagban. A
70-es években nagy beruhdzéasokat kezdddtek. J6 mindségli import tenyészanyag beszerzes
kezdodott, ami az allomany feljavulasahoz vezetett. Megkezdddott egy 1248 férohelyes
szakositott tehenészeti telepnek a felépitése, mely 1980-ban keriilt atadasra. A mezotelep
rendszerl telepre jellemzo a 7x2x96 férdhelyes, kotetlen, pihend bokszos termeld istalld. Az
akkor még korszerlinek ¢épiilt telep ma mar elavultnak szamit. 1998 szeptemberében
megkezdddott egy 2x22 Bou Matic Express Parallel fejohaz és egy 200 férdhelyes 11 istallo
épitése. 1999-ben Uj elletd istalld és takarmanytarold épiilt meg. A fejlesztések tovabbra is
folynak, az eurdpai Unids tdmogatasok igénybevételével nagy beruhdzas vette kezdetét.

Hatalmas tragyatarolokat kezdtek épiteni, melyekbdl a tragyat a gazdasag a sajat foldjeire
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fogja kivinni, ezzel is novelve a ndvénytermesztés hatékonysagat. Hamarosan épiiletfejlesztési

¢s korszerisitési munkak is megkezdddnek.

1. téblazat: 2011. jalius 7 —i tehénlétszadmok

Osszes tehén 1034
Befejt tehenek 908
Betegistalloban 1év0 tehenek 24
Szarazon 4ll6 tehenek 102
Kikeriilt tehenek 26

3.1.1 A Holstein fajta

A Holstein-friz fajta kitenyésztésének alapjat az észak-eurdpai, sikvidéki legelokon
kialakult lapaly fajtacsoport adja, amely fajtakor tilnyomorészt feketetarka, kisebb ardnyaban
vorostarka. Ose az un. "feketetarka marha" - rendszertanilag a Bos taurus primigenius
hollandicus tipusba tartozik - mar a XIV. szdzadban feltlint viszonylag magas tejtermelésével.
Az egyes valtozatokat mar a XV. szazadtdl exportaltdk Eurdpa, majd vilag-szerte. A ma
ismert tipikus fekete-fehér szinvaltozat csak a XIX. sz. elején jelent meg.

A fajta els6 hivatalos torzskonyvét 1872-ben, Amerikdban adtak ki. A XIX. szazad
masodik felében tobb amerikai tenyésztd is importalt holland friz marhat és mindegyik
szerepelt az 1885-ben megjelent holstein-friz torzskonyvben. A szédzadforduldn lett hires az
USA-Kanadai Holstein-friz, amely azutan vilagszerte elterjedt. Sok mas kontinens mellett a
fajta visszatért Eurdpaba is.

Szine fekete-, vagy vorostarka de a fekete szin dominans a vordssel szemben. Az
allatok lehetnek szinte teljesen fedettek, ugyanakkor pigment nélkiiliek is. Kozép-nagy testi,
kozépkoran ¢éré fajta. A tehenek marmagassaga 140 cm, sulyuk 600-700 kg, a bikdk
marmagassaga 152cm, sulyuk 1000-1200 kg. A testalakulas tekintetében az ivari
dimorfizmus jol megfigyelhetd. A bikak elolrdl hatrafelé keskenyedd alakja az izomszegény
fartajéknak koszonhetd. Ugyanakkor a tehenek testalakuldsa hatrafelé szélesedd, un. korte
format mutat, koszonhetéen a jol fejlett tdgynek. Ez a forma a specializalt tejeld fajtak
jellemzd sajatja, s a tejeld jelleg megitélésekor akar szembdl, akar pedig oldalrél nézve fontos

biralati szempont. A finom, nemes tejeld jelleg, altalaban hosszu és mély, viszonylag lapos

9



mellkassal, terjedelmes hassal, szikar, vékony csontozattal, illetve terjedelmes idedlis teknd
alakii téggyel parosul. A fajta élénk vérmérsékletli, anyagcsere-tipusat tekintve a
respiratorikus tipusba tartozik. Mindez azt jelenti, hogy a tejtermelés szintjének fenntartasa
érdekében - atmenetileg - sajat tartalékait is mozgdsithatja.

Iparszer(i tartasra alkalmas, fejhetdsége kivalo, technoldgiai tlirdképessége nagyon jo.
Tejtermelésben elsé a vildgon, a nagy tejmennyiség kozepes hasznosanyag-tartalommal
parosul. Az ilyen tejet fogyasztdi tejnek is hivjak. A - szamos résztulajdonsagbol allé —
hustermeld képessége viszont csak kozepes. Az ellések lefolyasa a tehenek esetében altalaban
probléma mentes, de az iisz6knél eldfordulhat a nehéz ellés is. A legtobb gond a tehenek
ujravemhesiilésével van. Napjainkban a tenyésztok a reprodukcios €és konstitiicids (fitness)
tulajdonsagok javitasan faradoznak.

Mintavételiink egy a mentességi igazolasokhoz kapcsolddo vérvételhez kapcsolddva
tortént EDTA-s Vacutainer tipusi vdkumos vérvételi csébe 2010 tavaszan. Osszesen 870

tehéntdl gytjtottiink mintat

3.1.2 A fajtak osszehasonlitasahoz felhasznalt tovabbi allomanyok

Dolgozatomban a tanszék azonos projektjében kordbban sziiletett adatokat is
felhasznalunk a sajat eredmények mas fajtakrol nyert eredményekkel torténd osszevetésekor.
Ezek Maroti-Agots 2009-ben  sziiletett munkajabdl és Magyar sziirke fajtara (n=150)

vonatkozo6 adatokat tartalmaznak.

3.2. DNS tisztitas

A DNS tisztitds célja az, hogy a teljes vérben taldlhaté genomi DNS-t tartalmazé
fehérvérsejtekbdl talalhaté megfeleld mennyiségli és tisztasagh DNS-t nyerjink ki tovabbi
vizsgalatok végzéséhez.

A nukleinsav tisztitdsa egy szilika oszlopos DNS-izolald kit alkalmazéasaval (QIAamp

DNA Mini Kit, Qiagen) tortét.

3.2.1 QIAamp DNA Mini Kit

A DNS tisztitasat a gyarto altal mellékelt protokoll szerint végeztiik el.
A mintahordézokat mintavevd palcakrdl steril szikepenge segitségével 2 ml-es

mikrocentrifuga csébe vagtuk. Ezutdn a csdben 400ul mennyiségii PBS-t, 20 ul QIAGEN
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Protease-t és 400ul AL puffert mértiink, majd 15 masodperces vortexeléssel dsszekevertiik. A
kovetkezd 1€pésben a sejtalkotd fehérjék lebontisa céljabdl a csoveket 30 percig 56°C-on
inkubaltuk. Az igy kapott homogenizatumhoz 400ul etanolt (96-100 %-0s) mértiink hozza,
ezt ujabb homogenizalas kovette. Az igy nyert homogenizatumot szilika oszlopra (QIAamp
Mini spin column) mértik at, majd a DNS felkotése céljabol 1 percig 8.000rpm-en
centrifugaltuk. A DNS-mentes folyadék a csd aljara keriilt, ahonnan eltavolitottuk. A DNS
mosasara az oszlopra 500ul mennyiségi AWI1 puffert mértiink (1 perc, 8.000rpm). A
gyljtdcsdben Osszegylilt folyadékot eldobtuk, majd 500ul AW2 mos6 puffert mértiink az
oszlopra. Ezt kovette kétszeri centrifugdlas (3 perc, 13.000rpm) eltavolitva a kozben
Osszegytlt mosopuffert. A szilika oszlopot, mely a DNS-t kototte tiszta mikrocentrifuga csdbe
helyeztiik at és 150ul extrakcidés (AE) puffert pipettaztunk ra. A csoveket ezutan 1 percig
szobahdmérsékleten inkubaltuk, majd centrifugéltuk (1 perc, 8.000rpm), igy a tisztitott DNS-
oldat (30 pl) a cs6 aljan gytilt 6ssze.

3.3. Agaroz gélelektroforézis

A DNS tisztitds eredményének ellendrizését agardz gélen végeztiik. Ezzel a mddszerrel
igazolhaté a DNS jelenléte, valamint mennyiségének szemikvantativ meghatarozasa is
elvégezhets. Atesé UV-megvilagitasnal a gélbe kevert interkalalo festék fényintenzitdsa a
felvitt DNS-minta koncentracidjatdl fiigg.

A DNS mintdkat 1%-os agardzgélen detektaltuk, melynek Osszetétele: 0,5 g agar6z
(Sigma), 50 ml 1x TEB puffer (Tris-EDTA pH=8,3: 10,78 g/l Tris, 5,5 g/l bérsav, 0,74 g/l
EDTA), 7,5 ul GelRed (GelRed Nucleid Acid Stain, 10.000%, Biotium). A gél zsebekbe 6 ul
tisztitott DNS minta és 2 ul bromfenolkék oldat keverékét mértiik. Az elektroforézishez a
Pharmacia Biotech GNA 100-as késziilékét hasznaltuk

Az agardz gélelektroforézis paraméterei:

1/1 program: 80 V fesziiltség, 150 mA aramerdsség, 100 W teljesitmény, 5 perc futtatdsi ido.
1/2 program: 100 V fesziiltség, 150 mA aramerdsség, 100 W teljesitmény, 30 perc futtatasi
ido.

Az elektroforézis befejeztével a DNS molekuldkat atesé UV-fénnyel tettiik 1athatoéva. Az

eredményeket digitalis fényképezdgéppel rogzitettiik.
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3.4. Polimeraz-lancreakcio, reakcié termékek tisztitasa

Polimeraz-lancreakciot (Polymerase Chain Reaction, PCR) alkalmazva a Strakey (2007)
korabban mar publikalt primer-parjat alkalmaztuk.

3F-HSP70 5'- GCCAGGAAACCAGAGACAGA -3'
3R-HSP70 5'- CCTACGCAGGAGTAGGTGGT -3'

A PCR 0sszedllitasa soran elore 6sszemértiik az dsszes, a reakcidhoz sziikséges reagenst,

un. mester mixet készitettiink.

2. tabldzat: A PCR reakcid dsszetevoi

Reagens térfogat (ul)
10 x PCR buffer 2,5
dNTPs Mix (10 mM) 2,5
MgCI2 (50 mM) 1
Forward primer 1
Reverse primer 1
Bovine Serum Albumin 1
Taq DNA polymerase 0.2
Ultra tiszta viz(UP) 15,3
Template 0,5
Ossztérfogat 25

Ezt kovetden a mixbol 15 pl-t pipettaztunk 200 pl-es vékony faltt PCR csoévekbe, majd az
1 ng/pl-re higitott DNS mintékat (10 pl, 6ssztérfogat 25 pl) mértiik hozza. A PCR reakcid
elvégzésére GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer) késziiléket alkalmaztuk a kdvetkezo
programmal: 95°C 10 p., 36 x(94°C 30 mp., 60°C 45 mp., 72°C 60 mp.), 72°C 10 p., 10°C oo.

A polimeraz lancreakci6 sikerességének ellendrzését s a keletkezett termékek mennyiségi
szemikvalitativ meghatarozasat agardz gélelektroforézissel végeztiik.

A PCR termékeket a tovabbi felhasznalas érdekében tisztitani sziikséges. A tisztitds soran
eltavolitjuk a PCR folyaman fel nem hasznalt komponenseket (primerek, nukleotidok, stb.),
ezaltal ,tiszta” templatszalakat biztositva a szekvendlasi reakcidhoz. A PCR tisztitdshoz

QIAquick PCR Purification Kitet (Qiagen) hasznaltunk kdvetve a gyartd itmutatasait.
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A tisztitashoz 1,5 ml-es mikrocentrifuga csoveket hasznaltunk, melyek anyaga szilikagél
oszlop. Ezen az oszlopon adszorbedlodik a hozzdadott az egy- és kétszalit DNS molekula
150pul PBI pufferre jellemzd pH és so koncentracio kovetkeztében. Az oszlopra mért 700l
PE pufferrel végzett moséassal (1 perc, 15.000rpm) eltavolitottuk a PCR reakcio
komponenseket. Az oszlopot 1,5 ml-es tiszta mikrocentrifuga csdbe helyeztiik és 30 pl elicios
(EB) pufferrel (10 mM Tris-Cl, pH 8,5) eludltuk a DNS-t (1 perc, 15.000rpm). A tisztitott

PCR termékek mennyiségének meghatarozasahoz agardz gélelektroforézist alkalmaztunk.

3.5. DNS szekvenalas, reakciotermékek tisztitasa, szekvenalasi termékek analizise

A tisztitott mintak szekvenaldsdhoz a BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit-et
alkalmaztunk standard protokoll szerint (Applied Biosystems).

A szekvendldsi reakcidhoz sziikséges reagenseket elére Osszemértiik, mester mixet
készitettiink, amely Osszetétele: 5,6 ul HPLC mindségii viz, 2 ul Ready Reaction Premix, 1 pl
BigDye 5x Sequencing Buffer, 1 ul primer (1,6 pM/ul), 0,4 ul DNS templat (100-300 ng).

A szekvendlési reakcidhoz hasznalt program: 96°C 1 p, 25%(96°C 10 mp., 50°C 5 mp.,
60°C 4 p.), 10°C «. A reakcidhoz a GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer) késziiléket
hasznaltuk. A szekvenalt termékek tisztitdsa a BigDye XTerminator Purification Kit (Applied
Biosystems) alkalmazasaval tortént.

A képzodott DNS szalak stabilizalasa érdekében a mintakhoz 45 pl SAM™ Solution-t
mértiink, majd 10 pul BigDye XTerminator Solution-t adtuk hozza a szekvenalds soran
feleslegben maradt nukleotidok megkdotésére. Ezt kovetéen 30 percig inkubaltuk ¢&s
centrifugaltuk (2 perc, 1000 rpm) a mintakat tartalmazd csoveket. A tisztitott, szekvenalt
DNS-t, amely a feliilasz6 folyadékban (kb. 30 ul) taldlhat6 ABI Prism 310 genetikai
analizator késziilékbe (Applied Biosystems) mértiik at. Ezutdn a szekvendlasi termékeket
elektroforetizaltuk és fluoreszcens festéssel detektaltuk. A nyers adatok kiértékelésére, a
szekvenciak szerkesztésére és illesztésére a Sequencing Analysis Software 3.4.1. és a

Seqscape 2.1. szekvencia analizald programokat hasznaltuk.

3.6. Restrikcios endonukleaz hosszusag polimorfizmus

Az RFLP-technika a bakteridlis restrikcios endonukledzok szekvencia-specifikus

hasitési tulajdonsagait hasznalja ki. A specifikus hasitasi hely megléte esetén elhasitjadk a DNS
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3. tablazat: A CviKI-1 endonukledz hasitasi pontjai az AP2 mutans HSP70 PCR termék

esetén

4. tablazat: A CviKI-1 endonukleédz hasitasi pontjai a vad tipusu HSP70 PCR termék esetén

MS hasitasi hasitasi hely és kornyékének fragmentum
pozicid szekvencidja hossz
1 38 27 ggaccttccc AG|CC ccteteeece 38
2 195 184 ccgacctgge AG|CC ccactgagcet 157
3 205 194 agccccactg AG|CT cggtcattgg 10
4 217 206 ctcggtcatt GG|CT gacgagggaa 18
5 238 227 gaaaaggcgg GG|CT tgatgaagaa 21
6 264 253 ataaacacag AG|CC gcctgaggag 26
7 285 274 gagaaacagc AG|CC tggagagagc 20
8 296 285 gectggagag AG|CT gataaaactt 11
9 312 301 taaaacttac GG|CT tagtccgtga 16
10 330 319 ccgtgagagc AGI|CT tccgeagacc 18
11 402 391 ggttccgaaa AG|CC cgagcttctc 72
12 408 397 gaaaagcceg AGICT tctcgtcgea 6
13 449 438 tcaggtttga AG|CT tatttcggag 41
14 461 450 cttatttcgg AG|CC ggaaaagcag 12
15 498 487 cgaaaaacac AGJ|CT atcggcatcg 37
41

MS hasitasi hasitasi hely és kornyékének fragmentum
pozicio szekvenciaja hossz
1 |38 27 ggaccttccc AG|CC ccteteccce 38
2 | 145 134 ggttccagaa AG|CC agggggcagg 107
3 1196 185 ccgacctgge AG|CC ccactgagct 51
4 |206 195 agccccactg AG|CT cggtcattgg 10
5 |218 207 ctcggtcatt GG|CT gacgagggaa 18
6 | 239 228 gaaaaggcgg GG|CT tgatgaagaa 21
7 | 265 254 ataaacacag AG|CC gcctgaggag 26
8 |286 275 gagaaacagc AG|CC tggagagagc 20
9 297 286 gectggagag AG|CT gataaaactt 11
10 | 313 302 taaaacttac GG|CT tagtccgtga 16
11 | 331 320 ccgtgagage AG|CT tccgcagacc 18
12 1403 392 ggttccgaaa AG|CC cgagcttctc 72
13 | 409 398 gaaaagcccg AG|CT tctegtegea 6
14 | 450 439 tcaggtttga AGI|CT tatttcggag 41
15 | 462 451 cttatttcgg AG|CC ggaaaagcag 12
16 |499 488 cgaaaaacac AG|CT atcggcatcg 37
41
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szalat amennyiben a felismerési hely szekvencidja nem taldlhatdé meg példaul deléciod,
inszercid, vagy mas mutacids jelenségek miatt nem hasit. Ezt utana elektroforetikus futtatassal
detektalhatjuk, a fragmentumok vagy az eredeti termék jelenlétének vizsgalataval. Esetiinkben
olyan restrikcios enzimet hasznaltunk, amely specifikus volt az emlitett AP2 mutaciora.
A PCR termék CVIKI 1 endonukledzzal torténd emésztését kovetden, ahol a 145. pozicidban
van a CVIKII1 specifikus wt/AP2 mutacid, mert ha a citozin jelen van, akkor a CVIKI hasit (4.
tablazat) ha nincs a delécio miatt, akkor nem torténik hasitas (3. tdblazat).

A genotipizélast ezek szerint a masodik fragmentum hossza alapjan végezhetjiik el: ha
107 bazispar hosszu, akkor vad tipus, ha 157 bazispar hosszu, akkor AP2 mutans van jelen.

Természetesen mindkettdt észlelhetjiik, amennyiben heterozigdta egyedrdl van szo (5. dbra).

‘size stan-

A57bp. T R ———y g
" e "._ A T R — ——
fapbps - -~

wiiwt wiwt wtGC wwt GC/GC wiiGC wtwt WHGC w/GC wt/GC

2. abra: Eltér6 genotipusu mintak SDS poliakrilamid gél elektroforézis képe, restrikcios

emésztést kovetden

3.7. SDS poliakrilamid gél elektroforézis (PAGE)

Az SDS-PAGE, (sodium-dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis),
moddszerét hasznaltuk a DNS fragmensek szétvalasztasahoz, mert az alternativat jelentd agar
gél elektroforézisandl joval pontosabb méret-meghatarozast tesz lehetdvé és a futas utan a

gélek archivalhatdak.
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Az SDS-PAGE futtatdshoz NOVEX futtato berendezést hasznaltunk. Az elektroforézist
folyamatos fesziiltség mellet (120 V) a festékfront kifutasaig végeztiik.

Az eziistfestés 15 perc fixalo folyadékban torténd 4ztatds utdn eziist-nitrat oldatban
torténd perfuzioval hajtottuk végre, és elohivast kovetden szaritottuk.

A gélek folpackkal burkolva, amely a kiszaradastdl védte 6ket hosszan tarolhatok.

3.8. Statisztikai feldolgozas

A statisztikai analizist a szabad felhasznalasu R statisztikai (R Development Core Team,
2008) programcsomaggal végeztiik. A Hardy-Weinberg egyensuly tesztelése €s dbrazolasa
Hardy-Weinberg csomag (GRAFFELMAN, 2008) felhasznaldsaval tortént, a szignifikancia
vizsgalatokat Fisher exact tesztel, a Pearson rezidudlisokat a VCD csomaggal abrazoltuk

(MEYER, 2006).
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4. Eredmények

4.1. Molekularis genetikai eredmények

Sikeresen vontunk ki sejtmagi a DNS-t gytijtott 250 mintabol

3. abra: Agar gél elektroforetikus futtatas fényképe a 1-10 és a 11-20 templat esetében az elsd

oszlop mindkét sorozat esetében kontroll minta volt.

250 sikeres PCR reakcioban sikertilt felsokszoroznunk a kérdéses promoter szakaszt.

4. dbra: 539bp PCR termék az agargél —elektroforézis utan, elsd oszlopban a méretstandard
Sikeresen hataroztuk meg a kivalasztott magyar sziirke és norvég vords, valamint

harom Holstein minta szekvencidjat és genotipusat a fentebb leirt didezoxi szekvenalas

modszerével (5. 6. 7. abrak).
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5. abra: Homozigdta norvég vords kontroll AP2 mutans AP2/AP2 (delécid a jelzett

szakaszon) elektroferogram

ATTGGTTUCCAG AAM CCAGGGG GCAGG ACTTG AGGCGAAY

6. abra: Homozigdta magyar sziirke kontroll vad tipus wt/wt (cc a jelzett helyen)

elektroferogram

AT TGGT TCCAG AAAGCCNGGGGNCHNGGOMNTHNGGEGEGE MNGA AC

7. abra: Heterozigota AP2/wt Holstein minta (duplacsucs a jelzett helyen) elektroferogram

forward primerrel

18



4.2. Az PCR-RFLP médszer eredményei

A PCR-RFLP vizsgalatok soran melyeket a k6zos projekt keretében korabban Marita
Skogseth munkdja alapjan végeztiink nem vart hibaval szembesiiltiink. A kordbban azonos
reagensekkel egyértelmii eredményt biztositd reakcid soran elbirdlasi nehézségekbe
titkoztiink.

Az SDS-PAGE soran kapott eredmények zavarosak, zajosak, elbiralhatatlanok voltak
tobb esetben. Az esetleges kontaminacid miatt az 6sszes reagens lecserélése sem vezetett
eredményre. A DNS tisztitds megismétlése sem oldotta meg a problémat.

Végiil az ismétlésekkel egyiitt csak 173 egyed genotipusanak meghatarozasa sikertiilt
egyértelmiien. A hibat utdlag a hasznalt restrikcids endonukleaz esetleges kontaminaciojara

vezettiik vissza, ennek ellendrzése a dolgozat befejezéséig nem tortént még meg.

9. abra: RFLP mintazat 10 vizsgalt egyed esetében agargél elektroforézis
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5. tablazat: A PCR-RFLP genotipizéalas eredményei

Krotalia Krotalia Krotalia

Sorszam sz4ma Genotipus Sorszam <zama Genotipus Sorszam szama Genotipus
3. 6587 wit/wt 315. 6131 wt/wt 171. 6385 WiH/AP2
4. 6850 wit/wt 1. 6879 Wt/AP2 173. 2004 wt/AP2
8. 1914 wit/wt 5. 5544 WHAP2 175. 6965 WiH/AP2
9. 4407 wi/wt 10. 6915 Wt/AP2 176. 4478 wt/AP2
12. 6436 wit/wt 14. 1077 WHAP2 177. 6893 Wit/AP2
13. 6797 wi/wit 19. 4096 WH/AP2 301. 7844 wt/AP2
16. 8240 wit/wt 22 1692 Wt/AP2 302. 5171 wt/AP2
17. 7246 wit/wt 26. 7517 WHAP2 310. 6206 WH/AP2
18. 5845 wit/wt 27. 8128 Wt/AP2 311. 4263 wt/AP2
20. 3362 wi/wit 28. 8268 WH/AP2 312. 4244 wt/AP2
21. 6930 wit/wt 32. 7982 Wt/AP2 313. 4350 wt/AP2
24. 8776 wi/wt 38. 8126 Wt/AP2 314. 877 wt/AP2
25. 8058 wit/wt 42. 8089 WHAP2 316. 2599 WiH/AP2
29. 8270 wi/wt 44. 8196 WHAP2 319. 7091 WH/AP2
30. 8395 wit/wt 52. 8312 WHAP2 321. 6280 Wit/AP2
33. 8201 wi/wt 54. 8355 WH/AP2 2. 7008 AP2/AP2
34. 8195 wit/wt 55. 5422 WHAP2 6. 6832 AP2/AP2
35. 8038 wit/wt 59. 6100 WHAP2 15. 5605 AP2/AP2
37. 7870 wi/wt 67. 6860 WHAP2 23. 8850 AP2/AP2
39. 8082 wit/wt 72. 81 WHAP2 31. 8176 AP2/AP2
40. 8307 wi/wt 78. 6069 WHAP2 36. 8266 AP2/AP2
43. 8145 wit/wt 81. 4861 WHAP2 41. 8143 AP2/AP2
45. 8153 wi/wt 82. 5507 Wt/AP2 48. 8171 AP2/AP2
46. 8184 wi/wt 83. 1761 WHAP2 50. 8222 AP2/AP2
47. 7991 wit/wt 85. 3157 WHAP2 56. 4792 AP2/AP2
53. 8105 wi/wt 86. 5330 WHAP2 57. 2109 AP2/AP2
60. 6478 wit/wt 87. 3080 WHAP2 58. 2290 AP2/AP2
61. 6097 wi/wt 90. 6603 WHAP2 68. 5423 AP2/AP2
63. 6566 wi/wt 2. 6914 WHAP2 69. 2600 AP2/AP2
64. 5866 wit/wt 102. 1334 WHAP2 70. 716 AP2/AP2
65. 4370 wi/wt 103. 6496 WHAP2 73. 4997 AP2/AP2
66. 516 wit/wt 104. 6372 WH/AP2 80. 6066 AP2/AP2
71. 5858 wi/wit 108. 6951 WHAP2 91. 5955 AP2/AP2
75. 4914 wit/wt 111. 7616 Wt/AP2 93. 4846 AP2/AP2
76. 6870 wit/wt 114. 7449 WH/AP2 106. 7539 AP2/AP2
77. 6943 wi/wit 119. 2343 WHAP2 107. 5595 AP2/AP2
84. 1368 wit/wt 120. 6527 WH/AP2 112. 9228 AP2/AP2
89. 5431 wi/wit 121. 8812 WHAP2 116. 9078 AP2/AP2

105. 6697 wit/wt 122. 4439 WH/AP2 117. 4623 AP2/AP2
109. 5517 wi/wit 128. 6621 WHAP2 118. 6393 AP2/AP2
110. 3459 wi/wit 129. 9387 WHAP2 134. 6048 AP2/AP2
115. 2587 wit/wt 132. 6308 WH/AP2 137. 6924 AP2/AP2
125. 485 wi/wit 139. 1346 WHAP2 138. 612 AP2/AP2
126. 5618 wit/wt 141. 6834 Wt/AP2 142. 6550 AP2/AP2
127. 6686 wi/wit 143. 6105 WHAP2 151. 5862 AP2/AP2
130. 3807 wit/wt 145. 5709 Wt/AP2 154. 6282 AP2/AP2
133. 9909 wit/wt 146. 6678 Wt/AP2 304. 7114 AP2/AP2
135. 4258 wi/wit 147. 5808 WHAP2 306. 3919 AP2/AP2
140. 6750 wit/wt 148. 9270 WH/AP2 307. 5299 AP2/AP2
144. 6448 wi/wit 157. 2471 WHAP2 308. 6328 AP2/AP2
149. 314 wit/wt 158. 4817 WH/AP2 309. 3173 AP2/AP2
150. 6504 wi/wt 160. 3249 WH/AP2 317. 6695 AP2/AP2
159. 6938 wi/wt 161. 6440 WHAP2 322. 5986 AP2/AP2
168. 3781 wit/wt 162. 6249 WH/AP2 324. 7197 AP2/AP2
170. 7859 wi/wit 163. 1785 WHAP2 325. 4988 AP2/AP2
172. 7797 wh/wt 164. 6858 WH/AP2
303. 3934 wi/wt 166. 4806 Wt/AP2
305. 6449 wi/wt 167. 6161 Wt/AP2

169. 6362 wt/AP2
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4.3. Statisztikai analizis

A Holstein fajtara vonatkozo adataink elemzésével a kovetkezdkre jutottunk:

6. tablazat: Genotipus megoszlas, dsszesitett eredmények

Genotipus wt/wt | wt/AP2 | AP2/AP2
n 59 73 40
szazalékban kifejezve 34,10% | 42,20% | 23,12%

mwt/wt
W wt/AP2
B AP2/AP2
10. Abra: Genotipusok megoszlasanak abrazolasa
7. tablazat: A HWE teszt eredménye a Holstein dllomanyban
Chi® p-érték D*
Holstein-friz 2.9899 0.08378534 -5.975291

*

Félszoras érték a HWEtSl a wt/AP2 genotipusnal
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wtAP2

a z6ld vonal pedig a Hardy-Weinberg egyensuly fennalldsanak konfidencia

intervallumat

Eredményeink alapjan az egyensuly fenndll, bar a heterozigdtdk aranyanak nagy mértéki
tobbletét jelzi a D érték.

A Holstein és a Magyar Sziirke fajta 6sszehasonlitasdhoz a Fischer Exact tesztet hasznaltuk, a
Pearson residudlisok megjelenitése az R programcsomag VCR csomagjaval tortént.

A p érték a Fischer teszt eredményeként 5.3512%107° ami az eltérés véletlenszertiségét
kizarja, azaz a két minta jelentdsen eltér a genotipusos megoszlasban. (12. dbra). Az oszlopok
magassaga a vart ¢s megfigyelt gyakorisag kiillonbségével aranyos. A kék szin tobbletet, a

voros hianyt jelez a vart gyakorisdghoz viszonyitva.
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Magyar szirke Holstein

wi vt

wt AP2

AP2 AP2

12. abra: Pearson rezidualisok a genotipusonként a fajta fiiggvényében
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4. Kovetkeztetések

Eredményeink alapjan megallapithat6, hogy a Hardy-Weinberg egyenstlyban 1évo
mintdnkban a nagyon magas a heterozigdtdk ardnya. Ez a tobblet amely szinte felboritja az
egyensulyt valamilyen adaptacids folyamat eredményeképpen allhatott eld. A telep fekvése és
klimatikus jellemzdi alapjan a szoba johetd, a genetikai valtozast el6idéz6 folyamatok koziil a
hésokkhoz valo alkalmazkodas valdsziniisithetden jelentds hatast gyakorolhat a populécidra.

A hosokkra erdteljesebb expressziovaltozassal reagdld egyedek pozitiv szelekcidja
helyett a gyengébben adaptalodo egyedek negativ szelekcios értéke allhat a hattérben (D=-
5.975291).

A magyar sziirke szarvasmarha fajtdval torténd 6sszehasonlitdsban szembetiind, hogy
a Holstein minta jelentds tobbletet mutat heterozigdta és homozigota AP2 mutans egyedekbol.
Ez valoészintsithetéen a modern tejel6fajta adaptacids hatranyanak tekinthetd a régen honosult
6shonos fajtahoz viszonyitva.

Tovéabbi vizsgalatokban a minta kiterjesztésén tul, sajat genetikai anyaggal dolgozd
telepeket lenne sziikséges vizsgdlni az esetleges nagyobb mértékii adaptacid jeleinek

feltarasara.
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5. Osszefoglalo

Szakdolgozatom célja az volt, hogy egy nagy-1étszamti Holstein tehenészetben a HSP-70
promoter genotipusait meghatdrozzam, és a mar rendelkezésre 4ll6 korabbi kutatasi adatokkal
azokat 6sszehasonlitva a lehetséges kozvetett szelekcid nyomait keressem.

Dél-magyarorszagi Holstein telepen térténd mintavétel utan sikeresen meghataroztuk 172
tehén genotipusat, egy kapcsolddo korabbi kutatasban kifejlesztett PCR-RFLP moddszerrel.

A kapott eredmények arra a megéllapitasra jutottunk, hogy a Hardy-Weinberg
egyensulyban 1évé mintankban a nagyon magas a heterozigotak aranya (D=-5.975291). Ez a
tobblet amely szinte felboritja az egyensulyt, valamilyen adapticidos folyamat
eredményeképpen allhatott eld. A telep fekvését és klimatikus jellemzdit figyelembe véve
feltételezhetd, hogy a genetikai valtozast el6idéz6 folyamatok koziil a hdésokkhoz valo
alkalmazkodas jelentds hatdst gyakorolhat a populéciora.

A hoésokkra erbteljesebb expresszidvaltozassal reagald egyedek pozitiv szelekcidja
helyett a gyengébben adaptalodd egyedek negativ szelekcios értéke allhat a kapott értékek
hatterében (D=-5.975291).

A magyar sziirke szarvasmarha fajtaval 6sszehasonlitva szembetlind, hogy a Holstein-friz
allomanybdl szarmazd minta jelentds tobbletet mutat heterozigota €s homozigota AP2 mutans
egyedekbdl. Ez az eltérés valoszintsithetden a modern tejelofajta adaptacids hatranyanak
tekinthet6 a régen honosult dshonos fajtdhoz viszonyitva.

Tovabbi vizsgdlatokban a minta kiterjesztésén tul, sajat genetikai anyaggal dolgozo
telepeket lenne sziikséges vizsgdlni az esetleges nagyobb mértékii adaptacid jeleinek

feltarasara.
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6. Summary

The aim of my study was the genotyping the promoter region of HSP70 Heat Shock
Protein gene promoter polymorphism in a large scale Holstein Farm in South-Hungary to find
out the possible sign of heat-shock adaptation.

The genotyping of 172 Holstein cow was successfully made by a earlier developed
PCR-RFLP method.

Concerning to the results the sample was in Hardy-Weinberg equilibrium but the
percentage of heterozygote was higher than the expected (D=-5.975291). This surplus was
presumably resulted by the negative selection pressure on AP2/AP2 mutants and not the
positive pressure on wild type homozygous.

The comparison between Holstein and Hungarian Grey sample was enlightened a
massive surplus of heterozygous and AP2 mutant homozygous in Holstein breed. Presumably
this surplus was resulted by the long adaptation mechanism of autochthonous Hungarian grey
breed.

Furter investigations are needed with extended sample size, and with a genetically

nearly isolated “Hungarian” Holstein stock.
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7. Koszonetnyilvanitas

Koszonetet szeretnék mondani a Szent Istvan Egyetem Allatorvos - Tudoményi Kar
Allattenyésztési, Takarméanyozastani és Laboréllat-tudomanyi Intézet Allattenyésztési és
Genetika Osztalyanak, hogy biztositottdk a szakdolgozat elkészitéséhez sziikséges
feltételeket.

Koszonetet szeretnék mondani Dr. Zoldag Laszlo osztalyvezetd trnak hasznos tanacsaiért.
Tovabbé koszonettel tartozom témavezetdmnek: Dr. Mar6ti — Agots Akosnak Gtmutatasaiért,
végtelen tiirelméért.

Kiilon koszonetet szeretnék mondani Keindl Agnes laborasszisztensnek is.
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