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Tiivistelma

Ruskeissa kananmunissa esiintyva kalanhaju on aiheuttanut mittavia ongelmia niin kananjal ostukselle,
tuottajille kuin kaupallekin. Ongelma koskettaa erityisesti eurooppalaisia kuluttgjia, silla EU-alueella
yli 90% kulutetuista munista on ruskeita. Suomessa ongelma on toistaiseksi ollut marginaalinen, silla
kulutustottumukset ovat suosineet vakoisia munia, ruskeiden myyntiosuuden jaddessa ale
kymmeneen prosenttiin.

Kuluttajan nakokulmasta ongelma kérjistyy ruoanlaitossa: hgjun on toisinaan havaittu
voimistuvan kasiteltdessd munia kuten esimerkiks keitettdessd tai  paistettaessa. Kaupan
laadunvalvonnan satunnaistesteista 10ydetyt kalanhgjuiset munat voivat johtaa koko sisdanostoerdn
hylk&&miseen. Pahimmassa tapauksessa tuottgja joutuu vaihtamaan koko kanalansa tuotantoel émet
muutaman haisevan munan takia

Hajun aiheuttava geeni tunnistettiin geenikartoituksen avulla. Taustalla on geenivirhe, joka
johtaa hajuhaittaan, kuitenkin vain yhdessa tietynlaisen, yleensa rypsi- tai rapsipohjaisen ruokinnan
kanssa. Vakoisilta kanoilta tdma geenivirhe puuttuu. Ruskeidenkaan kanojen munat eivét haise,
elleivét geenivirheen perineet kanat ole saaneet rehua, joka sisdltda hajun aiheuttgjaa. Yleensa noin
noin 5-10 prosenttia ruskei sta kanoista voi tuottaa hai sevia munia.

Perinteisesti DNA-tutkimuksiin on vaadittu verinaytettd, jonka ottaminen voi pahimmillaan
olla kanalle stressaava ja kivulias kokemus. Sen sijaan on mahdollista kayttaa testauksessa hdyhenié:
jo yhdessd hdyhentupessa on riittdvd méard DNA:ta, josta testi voidaan tehdd. Geenivirheen
testaamiseks onkin kehitetty hdyhenesta tehtévd nopea ja yksinkertainen laboratoriomenetelméa.
Menetelmén ansiosta voidaan ruskeita kanalinjoja valita risteytettaviks niin, ettel jalkeléisissd ilmene
hajuhaittaa ai heuttavaa geenivirhetta.

Testausmenetelmélle on haettu kansainvalistd patenttia. Talla menetelmélla jalostettujen
kanalinjojen markkinointi aloitetaan vuoden lopussa ja ensimmadiset hajuttomat untuvikot ovat
myynnissi elokuussa 2006. N&ma kanat aloittavat munintansa vuoden 2007 alussa. Testin ansiosta
luomutuotannossa on mahdollista kayttda rehun valkuaisldhteind kotimaista rypsia ja rapsia,
mahdollisesti siirryttéessa 100 %:n luomuruokintaan.

Avainsanat: Kananmuna, kalanhaju, geenikartoitus, geenitesti.
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Johdanto

Vastamunitut munat voivat toisinaan haista madantyneelle kalalle. Erityisesti ongelma vaivaa ruskeita
munijalinjoja. Ongelmaa on tutkittu 1970-luvulta l&htien, joilloin munijakanojen rehuun alettiin lisété
rypsirouhetta ja hgjua alkoi ilmetd. Koska hajuhaittaa esiintyi erityisesti ruskeilla munijalinjoilla,
syntyi virheellinen johtop&étts kalanhajun ja kuorenvérin kytkennastd&. Mydhemmin osoitettiin, etté
haju johtuu kuorenvéristd riippumattomasta perintotekijéasté; aiheuttaja oli keltuaisen sisdltédma
ylenméaardinen trimetyyliamiini (TMA) —yhdiste.

Hajuoireyhtymasta eivat karsi yksinomaan kanat; sitd tavataan myds ihmisilta ja lehméata
Ihmisilla oireet ilmenevét kehon eritteiden, kuten hien, syljen ja virtsan epdmiellyttévéna hajuna
Oireyhtymaa kantavat lehmét puolestaan voivat erittda maitoonsa kal anhajua ja—makua.

Normaalisti maksan entsyymi, mono-oksygenaasi (flavin containing mono-oxygenase 3,
FMO3) katalysoi elimistossa olevan trimetyyliamiinin hapettumisreaktiota hgjuttomaksi yhdisteeksi,
joka poistuu eritteiden mukana elimistosta Ihmisella ja lehméalla kalanhaju —syndrooman syyksi on
osoitettu  FMO3 —geenin  muutokset, jotka johtavat siihen etta eritteisiin padtyy hapettamatonta
TMA:ta, jolle on ominaista médan kalan haju. Téman tutkimuksen tavoitteena oli selvittéd saman
geenin osuutta tuoreiden kananmunien kalanhajuun geenikartoituksen avulla.

Aineisto ja menetelmat

Haju-ominaisuuden ja FMO3-geenin kytkentékartoitus tehtiin kahdessa toisistaan riippumattomassa
puolisisarusaineistossa. Ensimméiseen  Kkartoituspopulaatioon kuului 5  puolisisarusperhettd,
tayssisarusten lukumaarien vaihdellessa 90 ja 120 vélilla. Aineistossa tehtiin koko genomin kattava
kytkentdkartoitus. Geneettisind markkereina kaytettiin 119 mikrosatelliittimarkkeria 25:sta eri
kytkentdryhmésta

Haju-fenotyyppia tutkittiin kahden viikon ruokintakokeen jalkeen. Ruokintakokeessa
munivien kanojen rehuun oli lisétty 10 % rypsirouhetta. Arvioiminen tapahtui aistinvaraisesti
rikotuista munista.

Ensmmaisessa  kartoitusvaiheessa  kaytettiin - DNA-poolindytteitd, jolloin  yhdesta
puolisisarusperheesta tuli analysoitavaksi kaksi naytettd fenotyyppijakauman aéripdista: haisevat ja
normaalit. Poolianalyysilla etsittiin alueita genomista, joissa nékyy isén markkerialleelien jakaumien
vinoutuneisuus vastakkaisten (haju/normaali) poolinaytteiden vélilla. Tutkimus eteni tyypittamala
perheita yksil6tasolla poolianal yysin tulosten osoittamassa kohdassa genomia.

Toinen kartoituspopulaatio koostui 450 F,-kanasta. Sitd kaytettiin seka kytkent&tulosten
vahvistamiseksi ettd TMA:n assosiaatioanalyysiin. Tastd populaatiosta haju médritettiin
biokemiallisesti mittaamalla TM A -pitoisuutta.

Markkerigenotyypitysten ohella sekvensoitiin kandidaattigeenia (FMO3; flavin containing
mono-oxygenase 3). Sekvensensoinnissa etsittiin haisevien ja normaalien yksildiden valiltd DNA-
tason eroavaisuuksia. Sekvensointi tuotti useita yhden eméksen eroja DNA-tasolla (SNP, single
nucleotide polymorphism). Yhtd ndistd SNP-kohdista kéytettiin geneettisend markkerina
kytkentdanal yysissa.

Tulokset

Poolien jakaumien vinoutta 10ytyi usean kytkentdryhman (GGA4, GGA7, GGAS8 ja
E46C08W18) vyksittdisista markkereista. Ainoastaan kromosomi 8:n  (GGAS8) tulokset nayttivét
olevan johdonmukaisia verrattaessa vierekkdisia markkereita eri perheissd. Taman perusteella
kytkentdanalyysid jatkettiin  tdssd kromosomissa.  Kaikki  yksilot  tyypitettiin - neljdla
mikrosatelliittimarkkerilla (MCW0275, ADL0322, LEI0179, MCWO0305) ja kandidaattigeenin FMO3
SNP-markkkerilla viidessa perheessa. Kartoituksen avulla paikannettiin FMO3 —geeni kromosomiin 8.
Samoin voitiin osoittaa, etta hajuoireella oli tiivis kytkent& kandidaattigeeniin.
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Kuva 1. Kytkentékartta kromosomista 8. Kartoittamisessa kaytettiin neljéi mikrosatelliittimarkkeria (MCW275,
ADL322, LEI179 ja MCW305) sekd yhtd SNP-markkeria FMO3 —geenistd (FMO3). Hau kartoitettiin
assosiaatioanalyysin avulla kytkentékartalle.

Kytkentdanalyysin tulokset varmistettiin riippumattomassa  tutkimusaineistossa. Tasté
aineistosta saatiin hajulle luotettava biokemial linen maaritys keltuai sen TM A -pitoi suutena.

Sekvensoinnin tuloksena havaittiin 17 eroavaisuutta haisevien ja normaalien yksiléiden
vdlilta Y hdeksdn muutoskohtaa osuu geenin koodaavalle alueelle, mutta vain yksi eroavaisuus johtaa
aminohappomuutokseen. Muutos T329S sijaitsee FMO3-proteiinin hyvin konservoituneella (ns.
FATGY -moatif) alueella, joka on sdilynyt evoluution aikana samanlaisena mono-oksygenaasin
kaltaisissa proteiineissa aina bakteereista ihmiselle (Kuva 2). Sama muutos havaittiin kaikissa
kolmessa tutkitussa ruskeassa munijakanalingssa (Tetra, Isa Brown, Lohmann Brown). Alleeli S
esiintyi homotsygoottina kaikissa kanoissa, joiden munissa oli havaittu korkea TMA-pitoisuus, eika
koskaan kanoissa, joiden munat eivét haisseet rypsiruokinnan jalkeen.

Taulukko 1. T329 mutaation yleisyys eri kanapopulaatioissa: kaupallisilla ruskeilla munijalinjoilla (Isa Brown,
Lohmann Brown, TETRA) ja muutamassa erikoispopul aatiossa (Marans, puolaainen jaislantilainen
maatiai skana, transylvanialainen kana).(S=haiseva)

N Alledlifrekvenssi
T S

Viidakkokana (Gallus gallus gallus) 10 1.00 0.00
Fayoumi 10 1.00 0.00
puolalainen maatiai skana (green-legged partridge) 8 0.81 0.19
islantilainen maatiaiskana 10 1.00 0.00
ISA Brown 71 0.58 0.42
L ohmann Brown 67 0.62 0.38
Marans 111 0.96 0.04
TETRA 70 0.61 0.39
Transsylvanialainen kana (transylvanian naked-neck) 8 0.69 0.31
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Kuva 2. FMO —proteiiniperheen sekvenssilinjaus aminohappomuutoskohdassa T329S (-faT gy-). Proteiinin nimi
ja €eidlgji on esitetty vasemmalla, oikealla 20 aminohapon mittainen sekvenssi mutaatiokohdan ympérilta.
Konservoitumisastetta kuvaavat véarikoodit; mustalla merkitty aminohappo esiintyy jokaisella elitlgjissa, harmaa
>80 %:llaelidista
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Johtopaat ok set

Tassa tutkimuksessa on osoitettu, ettd kananmunien kalanhajun syy johtuu geenivirheestda FMO3 —
geeniss. Lisdks geeni on pystytty luotettavasti paikalistamaan kromosomiin 8. Edelleen,
geenivirheen testaamiseksi on kehitetty luotettava ja nopea geenitesti.

Alunperin harmiton hajun aiheuttava geenimuunnos lienee syntynyt kauan aikaa sitten
yksil6ss, josta useimmat ruskeat munijalinjat polveutuvat. Hajugeeni on nédin paassyt yleistymaan
ruskeissa kanoissa (taulukko 1). Vakoisista munijalinjoista muutosta el olla tavattu.

Tutkimustulosten perusteella geenivirheen e ole havaittu vaikuttavan mihinkd&n muihin
tuotanto- tai laatuominaisuuksiin hajua lukuunottamatta.

Geenitesti mahdollistaa sen esimerkiksi, ettd luomutuottajat eivat ole endd sidottuja
kayttamaan eri tuotantohybrideille tiettya rehuja, vaan ruskeillekin munijakancille voidaan sy6ttéa
rypsipitoista rehua. Jos luomutuotannossa siirrytdén 100 %:sti luomurehuruokintaan, on kotimainen
rypsi- ja rapsirehu varteenotettava raaka-aine munijakanojen valkuaistarpeen tyydyttamisessa,
erityisesti rikkipitoisten aminohappojen lahteena.
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