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Osszefoglalas

A Compact hiperizmolt egér és a legtobb duplan izmolt szarvasmarhafajta fenotipusat ugyanabban a génben, a
miosztatinban bekovetkezett mutacidk, valamint tovabbi modifikitor gének hatdrozzdk meg. A miosztatint csoportunk
az egér 1 kromoszémdjara poziciondlta, és megtalalta benne a hiperizmoltsagért felelés 12 bp-os deléciét (Mstn“™"
APy A Comp9 hiperizmolt homozigéta mutdns, és a normél izomzati CAST/Ei (Mus musculus castaneus)
beltenyésztett torzsek keresztezEésébdl kialakitott F2 populdcion végeztiink genetikai térképezést. Ennek eredményeként
tobb kromoszéman is kaptunk tdgabb régidkat, amelyek még til sok poziciondlisan esélyes gént tartalmaztak. Az
Advanced Intercross Lines (AIL) kisérleti populéci6 az irodalmi adatok alapjan alkalmas a tag régiok sziikitésére. Az
AIL egy tobbgenerdcids intercross, amellyel jelentésen meg lehet novelni a rekombindcids események
bekovetkezésének az esélyét, igy a térképezés hatékonysdga is jelentdsen nd. A vonalapité parok az elébbiekben
emlitett F2 populdcié egyedei voltak. A soron kovetkezd tenyészgenerdcidkat szemirandom intercross pdrositassal
hoztuk létre, fiiggetleniil az egyedek fenotipusitdl és genotipusatdl. F7 generaciotol kezdddden viszont a vad tipusi
egyedeket a tovabbi tenyészgeneraciok létrehozdsandl melldztiik, igy novelve a homozigéta mutdnsok részardnyat,
amelyek nagy hatékonysaggal hasznalhat6k fel a genetikai térképezésben. A tudatos szelekciés munka eredményeként
a mintegy 3100 egyedbdl 4ll6 F11 térképezési generaciénak mar 91,1%-a homozigéta formaban hordozta a Mstn®™"
AR mutdciot.

Kulcsszavak: miosztatin, Compact egér, Advanced Intercross Lines (AIL), térképezési populacid

Advanced intercross lines (AIL): establishment and breeding
Abstract

The phenotype of the hypermuscular Compact mouse and the majority of the doubled muscled cattle breeds are
determined by mutations in the same gene: the Myostatin and also additional modifier genes. Previously, we have
mapped the Myostatin gene to mouse chromosome 1 and found the 12 bp deletion (Mstn“™""*) "in that essential for
hypermuscularity. We performed genetic mapping on the F2 population of an intercross between Comp9, a
hypermuscular inbred line homozygous for the mutation, and CAST/El (Mus musculus castaneus), an inbred line
showing normal muscularity. Relatively wide regions were found on several chromosomes, incorporating a huge
amount of positional candidate genes. The Advanced Intercross Lines (AIL) is a feasible tool to narrow genetic
regions, according to literature. AIL is a multi-generation intercross that significantly enhances the chance of
recombination, thus enhances the effectiveness of genetic mapping. The line-founder pairs were generated from
individuals of the above mentioned F2. Subsequent breeding generations were generated by semirandom intercrossing
without considering the individual phenotypes and genotypes.
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However, from the F7 generation, the wild type individuals were excluded from breeding, thus increasing the
proportion of the homozygous mutants that can be used effectively in genetic mapping. As the result of conscious
selection, 91.1 % of about 3100 individuals were homozygote for the (Mstn“™*""***) mutation in the F11 mapping
generation.

Keywords: myostatin, Compact mouse, Advanced Intercross Lines (AIL), mapping population

Irodalmi attekintés

A Compact egér mutins az egész testére Kkiterjedd hiperizmoltsdgot mutat. Az &ltaldnos
fejlodésbiologiai €s genetikai jelent6ségén tul azért is kiemelkedd, mert ez a fenotipus kifejezett hasonlésagot
mutat a haszondllat tenyésztésben is kozismert ,,dupldn izmolt jelleggel”, amely tobb hazidllatfajban is
eléfordul, igy példdul a szarvasmarhdndl és a sertésnél is.

A Compact egér és egy normdl izomzati (Balb/c) beltenyésztett egértorzs keresztezésébol 1étrehozott
F2 generéacion végzett finomtérképezési kisérlet bebizonyitotta, hogy ezt a fenotipusos jelleget egy fogén,
illetve modifikdtorok determindljdk. Kutatécsoportunk a fégént az 1. kromoszémdra térképezte fel, a
centromertdl 27,7 cM-ra (Varga és mtsai, 1997). A miosztatin gént ezutdn fedezte fel egy amerikai
kutatécsoport (McPerron és mtsai, 1997). Ennek a génnek a funkcidja az, hogy a fajra jellemzd normalis
1izomtomeget negativ modon reguldlja. Ha a gén muténs, akkor hiperizmolt fenotipus keletkezik, mint ahogy
a fehér-kék belga szarvasmarhdban is tapasztaltdk (Kambadur és mtsai, 1997, Grobet és mtsai, 1997,
McPherron és mtsai, 1997). A Compact egér esetében is ennek a génnek a mutédcidja torténik, melyet
(Mstn“™P 1A%y esoportunk fedezett fel (Szabd és mtsai, 1998).

A modifikdtorok a fogénen keresztiil hatnak, a fenotipust a normdl izomzattél a hiperizmoltsagig
képesek moduldlni. A modifikatorok térképezéséhez 1étrehozott ujabb keresztezés (Comp9 x CAST/Ei) F2
populdcidjanak genetikai analizise kimutatta, hogy hat kromoszéma (3., 5., 7., 11., 16. és az X) is hordoz
modifikdtorokat tartalmazo régidkat (Varga és mtsai, 2003). Ezek az intervallumok az F2 esetében még tul
tdgak voltak, és til sok gén kozott kellett volna keresni azon esélyes géneket, amelyek a fenotipus
kialakitdsdban részt vehetnek. Az egér esetében lehetdség van arra, hogy specidlis keresztezésekkel a
modifikator intervallumokat besziikitsiik.

Az Advanced Intercross Lines (AIL) egy ilyen kisérleti populdcié. Célja, hogy egy hagyomanyos
intercross keresztezés F2 populdci6jabdl kiindulva egymads utdn létrehozott generdcidk sordn nagyszamu

rekombindcids eseményt halmozzon fel.
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Azt a generdciot, amelyben a térképezést kivanjuk elvégezni, felszaporitjuk, megndvelve ezzel generacion
beliil is a rekombindciok szdmat. Az AIL létrehozdsdnak két leglényegesebb feltétele, hogy a
beltenyésztettség mértéke a minimalis legyen, valamint az, hogy adott generacidkon beliil a csalddok szama

ne csokkenjen 50 ald (Darvasi és Soller, 1995).

Anyag és médszer

Egértorzsek

A Comp9, a mutdciét (Mstn“mP-dAbe

) homozigéta formdban hordozé torzs him egyedei és a
CAST/Ei, a Mus musculus castaneus-bol szarmazo, ,,vad” miosztatin allélt hordozé beltenyésztett torzs
nostény egyedeinek pdrositdsaval alakitottuk ki a Cross4 interszubspecifikus keresztezést.

Az éllatokat standard koriilmények kozott tartottuk, dllandé hdmérséklet (22°C +/- 1°C), pératartalom

(55% +/- 10%) és megvilagitas (12 ora vilagos és 12 6ra sotét) mellett.

Advanced Intercross Lines

Az Advanced Intercross Lines (AIL) kisérleti populdcié kialakitdsiat a Cross4 keresztezés F2
generdcidjabdl kiindulva kezdtiikk meg 2002-ben, az F2 genericié tovdbbtenyésztésével. Az egymadst kovetd
tenyészgenerdciokat a tovabbiakban félig-meddig véletlenszerii (semi-random) intercross-szal hoztunk létre,
a beltenyésztés maximalis elkeriilése mellett, ahol az els6 és egyik legfontosabb szempont, hogy ne forduljon
eld édestestvér parositas. Az erre a célra kidolgozott parositdsi rendszerek koziil korkords rotacios parositast
végeztiink. A kiindulé F2 tenyészparokat kiilonboz6 apai nagyapatol szarmazé egyedekbdl hoztuk 1étre. A
kiinduldsi 65 F2 tenyészpart létrehozdsuk sorrendjében betiikkel jeloltilk. A megsziileté utdédcsoport a két
szild Osszesitett betiijelét kapta. Tehat ha egy F2 ,,a” himet a ,,b” ndsténnyel kereszteztiik, akkor az utédaik
betilijele ,,ab” F3 generdcioban. Minden generdcidban ugyanezt az elvet kovetve az utédokndl el6szor az apai,
majd az anyai F2 genomhdnyadot jel6ld betiisort tiintettiik fel (/. dbra). Arra torekedtiink, hogy egy
csaladban legaldbb két-két utddot nyerjiink ivaronként, ezzel biztonsdgossa téve a tenyésztést. Csalad alatt
azokat a tenyészpdrokat értjiik amelyeknél az F2 genomhdnyadokat jel6l6 betiisor azonos sorrendben fordul
eld. A tenyészparokat az F3-F6 generdciokban az ivarérettség elérése utan 4-8 hetes életkorban, az F7-F10
generdciokban vizudlis birdlatot kovetden az egyedek genotipusdnak ismeretében 8-10 hetes korban hoztuk

létre. Az F11 generaciot felszaporitottuk, mivel ebben a generacidban terveztiik a finomtérképezést.
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1. dbra: Advanced Intercross Lines tenyésztési séma

Figure 1. Advanced Intercross Lines (AIL) Breeding Strategy

Fenotipus meghatdrozdsa

A vizudlis birélat sordn pontozdssal hatdroztuk meg, hogy az egyedek milyen mértékben hordozzédk a
hiperizmolt fenotipust. Annak érdekében, hogy a lehetd legpontosabb fenotipizéldsi eredményt érjiik el, mar
kordbban kidolgoztunk egy haromismétléses fenotipizdldsi rendszert. Ennek az a 1ényege, hogy az azonos
koru egyedeket (6-8 hetes), hdromszor, egymdstol fiiggetleniil szemrevételezi és pontozza mindig ugyanaz az
egy személy (Miiller G.). Ez utébbi az dsszehasonlithatésdg szempontjdbol 1ényeges. A pontozdsndl a birdlo
figyeli a test és a farok hosszit, a végtagok és a hat izmoltsdgit. A pontszdmok 1-t8l 5-ig terjednek. Otos
pontszamot azon egyedek kaptak, amelyek rovid, tomorebb testalakuldsuak, rovid farkidak, valamint egy
normdl izomzati egyedhez képest a mellsd ldbon, illetve a nagyhdtizom és a biceps esetében jelentds
hipertréfidt mutattak (Varga és mtsai, 1997). A normdl fenotipust egyedek mindkét ivarban 1-es pontszdmot

kaptak. Az egyedileg kapott pontszdmok atlagaibdl 13 fenotipusos kategoria alakult ki.

A térképezésbe bevont utédcsoport-kategoriak

A térképezés szempontjabol azon egyedek a leginkdbb informativak, amelyek a teljes fenotipusos
eloszlas két extrém kategoridjaba tartoznak, ezért a szelektiv genotipus meghatarozds elve szerint elég ezeket
a kategoridkat bevonni a térképezésbe (Darvasi és Soller, 1994). Négy extrém kategoridt alakitottunk ki az
ivar (M = him, F = n6stény), a hdromszori fenotipusos birdlati atlag (1 = normdl izomzatu, 5 = hiperizmolt
fenotipus) és az Mstn“™P 4% genotipus (K = Mstn“™ AP /Mstn“mPHaAY H = Mstn@™ 1A% /14 B = +/+)
alapjan: M1K, M5K, FI1K és F4K (ez ut6bbi kategodria azért 4-es fenotipus jelli mert a ndstények nem érik el

a himekre jellemzd legmagasabb 5-6s szintet).
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Mivel eldszor az X kromoszéman taldlhaté modifikdtor régié besziikitését kivantuk elvégezni, négy
olyan vizsgélati csoportot képeztiink (G1, G2, G3, G4), amelyek egyardnt tartalmaztak M1K és MSK
egyedeket. A G1 vizsgélati csoportba bevontuk az Osszes addig megsziiletett MSK egyedet sziiletési
idejiiknek megfeleléen és kivalasztottunk hozza annyi normdl fenotipusit (M1K), hogy a csoport 120
egyedbdl dlljon. A G2 csoport kialakitdsdnal a csalddhatds elkeriilése volt a cél. Ezért azon csalddokbdl mér
nem vontunk be M5K egyedeket, amelyek a csoport kialakitdsanak idopontjdban rendelkezésiinkre alltak
ugyan, de olyan csalddokba tartoztak, ahonnan mar két, vagy anndl tobb egyedet kivdlasztottunk a Gl
l1étrehozédsakor, igy 19-19 4j csaladbdl keriiltek be egyedek az el6zd csoporthoz képest. A G3 és a G4

csoportok kialakitdsandl bevontuk a maradék extrém egyedet is mind a két fenotipus kategdridbol.

Eredmények és értékelés

Cmpt-dl1Abc

A Compact fenotipust modifikdlé gének térképezésére a Mstn mutiaciét homozigéta

formdban hordozé egyedek hasznélhatok fel a legnagyobb hatékonysdggal. Ennek érdekében az F7

generdcioban Ujra elkezdtiik a fenotipizéldst €s a genotipizalast. A fenotipizdldshoz elvégeztiik a haromszoros

Cmpt-dl1Abc

vizudlis birdlatot. Majd a lebirdlt egyedeknek meghatdroztuk az Mstn genotipusat annak érdekében,

hogy a térképezési genericiban minden tenyészpartél tudjunk nyerni homozigéta mutdns (Mstn“"PrltAbe

/Mstn“mPH-aAbey genotipusti utédokat. Célunk az volt, hogy a térképezési generdcid legnagyobb részben,
esetleg 100%-ban homozigéta mutins egyedekbdl élljon. A csalddok kiilonb6zd ardnyban hordoztdk a

Cmpt-dl1 Ab 2 7 .. 1r . . s 2 . e i s
Mstn """ “ allélt, ebbdl kdvetkezéen mds-mds generdciokban véltak homozigotava.
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1. tdbldzat: Fenotipus-kategoriak az F11 generacioban

~ S
-’ B H K 2
\,m% O
% |egyed(3)| % |egyed(3)| % |egyed(3)|egyed(3)
1 0 |0 5,789 10 | 157 246
1,33 0 [0 0 |0 0 |0 0
1,67 0 |0 1,218 4,7 173 91
2 0 |0 0 |0 0,11 1
2,33 0 |0 0,517 5,3 |82 89
2,67 0 |0 0 |0 0,8 |12 12
3 0 [0 1,5]23 12 182 205
3,33 0 |0 0,3 4 7,6 | 118 122
3,67 0 |0 0,1]1 7,2 113 114
4 0 |0 0,23 13 204 207
4,33 0 |0 0 |0 8,1 127 127
4,67 0 |0 0 |0 6,2 |97 97
5 0 |0 0 |0 16 250 250
Ossz.(2)|0 |0 9 |145 91 |1416 1561
5 S
\%\ B H K 2
2 O
:<ZD % |egyed(3)| % |egyed(3)| % |egyed(3)|egyed(3)
1 0 |0 8,2 125 40 |612 737
1,33 0 [0 0 |0 0 |0 0
1,67 0 |0 0,11 8,6 | 131 132
2 0 |0 0 |0 0,11 1
2,33 0 |0 0,112 10 |154 156
2,67 0 |0 0,1]1 0,5 |7 8
3 0 |0 0,1]1 19 |288 289
3,33 0 |0 0 |0 4,5 |69 69
3,67 0 |0 0 |0 4,2 |64 64
4 0 |0 0 |0 4,8 |73 73
4,33 0 [0 0 |0 0,11 1
4,67 0 |0 0 |0 0,11 1
5 0 [0 0 |0 0,11 1
Ossz.(2)[0 |0 8,5 1130 92 1402  |1532

Table 1. Phenotype categories in F11.

Male(1), altogether(2), individual(3), female(4)
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Az F11 térképezési generdcié mintegy 3100 egyedének genotipusos és fenotipusos eredménye (/.
tdbldzar) alapjan tehat jol lathatd, hogy a homozigéta mutdns egyedek felszaporitdsdra irdnyuld tenyésztés
sikeres volt. Az AIL F11 generacijaban az Mstn“™P"A* deléciét majdnem a teljes populdcié (91,1% )
homozigéta formdban hordozta. Ezen egyedeknek pedig 24 %-a tartozott a normdl izomzatdi (M1K — 157
egyed, és F1K - 612) fenotipusos kategdridba, mig 10,5 %-a a leger6sebb izmoltsagi kategérakba (MSK és
F4-5K), amelyek felhaszndlhatéak a finomtérképezésben a szelektiv genotipus meghatirozas értelmében. A
két ivarban jelentOs a fenotipusbeli eltérést tapasztaltunk. Az F11 generdcidéban a himek koziil 246 egyed
kapott mind a harom forduléban 1-es birdlati eredményt, amelyek koziil 157 egyed, az 6sszes him 63,82%-a
volt homozigéta mutdns. A ndstényeknél az egyedszam jelentdsen magasabb, 737 volt az 1-es fenotipusos
kategéridban. Ezen egyedeknek a 83%-a hordozta az Mstn“™"4* deléciét homozigéta formaban. A
legerésebb izmoltsdgi kategéridba a ndstényeknél az F11 generdcié egyetlen egyede tartozott, ezért a
szelektiv genotipus meghatdrozast ndstényeknél a négyes, és anndl magasabb fenotipus-dtlagot elért
egyedeken végeztiik. Ezekben a fenotipusos kategéridkban az egyedek 100%-a homozigéta mutdns
genotipusu volt mind a két ivarban.

A Compact-AIL térképezési hatékonysdgat eldszor az X kromoszéma modifikédtor intervallumainak
pontos feltérképezésének sordn mértiik le. Harmincegy mikorszatellit keret-marker segitségével, a G1 és G2
utédcsoportok bevondsdval hatdroltuk be durva felbontéssal a legerdsebb hatdst mutaté kromoszomarégiokat,

majd ezeket tovabb sziikitettiikk a G3-G4 csoportok hozzdadasaval (Veress és mtsai, 2008).
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