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Bevezetés:

Molekularis szexalas

Bizonyos valtivaru él6lényeknél el6fordulhat, hogy az egyedek ivara nem allapithatd meg
kizarolag morfologiai jellegek alapjan, illetve egyes fajoknal csak az ivarérést (vagy az
atalakulast) kovetden alakul ki az ivarra kovetkeztetni engedd morfologiai bélyeg. A
molekularis szexalas viszont lehetévé teszi az é161ények genetikai ivaranak megallapitasat akar
az egyedfejlédés korai stadiumaiban is. Az ilyen vizsgalatokra tervezett markerek ivar-
specifikus régidkat amplifikdlnak, amelyek lehetnek ivari kromoszémakon, de akar
autoszomakon is. A genetikai ivardeterminacioval rendelkez6 allatoknal, azaz azoknal az
¢lélényeknél, amelyek ivardnak kialakitdsdban csak és kizarolag a genetikai dllomanyuknak
van szerepe, a molekularis szexalas megbizhaté modja az egyedek mind genotipusos, mind

fenotipusos ivaranak megallapitasara [1].

A molekularis szexalas alapjaul az szolgal, hogy a kiilonb6z6 ivara allatokban genetikai
kiilonbségek is felfedezhetdek. A legtobb melegvérii dllatban a heteromorf ivari kromoszoémak
kozotti kiillonbségeket hasznaljak ki a molekularis szexalasra, emlésokben példaul azzal, hogy
az Y kromoszomara terveznek markereket, igy csak a him egyedek adnak PCR terméket [2].
A fals pozitivak elkeriilése érdekében ilyenkor egy autoszoman 1évé gént is fel szoktak
szaporitani [2]. A fals pozitivak kisziirése érdekében tovabbi megoldas lehet tigynevezett
gametolog szakaszokra molekularis markert tervezni. Ezek olyan homolog szakaszok, amelyek
szekvenciai ugyan hasonloak a két ivarban, de nem teljesen megegyezdek [3, 4]. llyen
szekvenciak keresésére alkalmazhatd a RADseq (Restrikcios hely asszocialt szekvenalas) [4],
illetve GWAS (Teljesgenom-asszociacios vizsgalat) technoldgia [5], amennyiben az adott faj
genomja még nem ismert. Amennyiben az adott faj genomja rendelkezésre all, a RADseq vagy

GWAS technologia elhagyhato, és a kutatds a hasonl6 szekvencidk illesztésével kezdddik.

Molekularis markerek tervezése soran olyan szekvenciakat idealis keresni, amelyek
gametologok, és van egy vagy tobb nagyobb méretii inszercids/delécios kiilonbség koztiik. Ez
azért fontos, mert igy egy adott primerpar felsokszorozhatja mindkét szekvenciat, amely a
homokromatikus ivarban azonos hosszusagu PCR terméket eredményez, mig a két kiilonb6z6
ivari kromoszoémaval rendelkez6 ivarban két kiilonbozé PCR terméket ad. Az kapott PCR

termékek kozotti méretkiilonbséget pedig gél elektoforézissel lehet vizualizalni [6].

Ha ilyen markerek nem tervezhetdek egy fajban, akkor kisebb, akar SNP szeri (1-2 nukleotid)

kiilonbségekre alapozva is lehet molekularis szexalasi modszert kifejleszteni. Ilyenkor viszont



bonyolultabb az analizis, ugyanis a gametolégok kozott nincs méretbeli kiilonbség. Tobb
megoldas lehet ilyen esetben, példdul primer kotohely tervezése pontosan a kiilonb6z6 részre,
igy csak az egyik ivar eredményez PCR terméket. Ilyen esetben viszont megnd fals pozitiv

eredmények valosziniisége, ezért ez a megoldas nem idealis [7].

Tovabbi megoldas viszont, primereket tervezni olyan moédon, hogy az 1-2 nukleotidnyi
szekvenciakiilonbség a felsokszorozandd szakasznak nagyjabol a kozepén legyen
megtalalhat6, majd egy restrikcids enzimet alkalmazni az egyik génvaltozat hasitasara. Ennél
a megoldasnal egy gél elektroforézis utan hasonld képet kapunk az inszercids/delécios

kiilonbségeket tartalmazo markerhez [8].

Végiil hasznalhaté HRM analizis, azaz nagy felbontdsu olvadési goérbe analizis, amely sordan
az olvadaspontbol lehet kovetkeztetni, hogy melyik valtozatat latjuk a szekvencianak. Ehhez

az analizishez viszont qPCR sziikséges [9].

Amennyiben nincs elkiiloniilt ivari kromoszéma, a molekularis szexaldsra akkor is van
lehetdség, ugyanis autoszémakon is lehetnek ivardeterminans régiok. Ezen ivardetermindns
régiok a kiilonbozé ivaru allatok genetikai allomanyanak 6sszehasonlitasaval feltarhatoak [10].
Még gyakrabban eléfordulhat, hogy vannak ivari kromoszomak, viszont ezek homomorfak. A

molekularis szexalas ilyen esetekben is lehetséges, a fent emlitett modszerekhez hasonléan

[11].

Ivardeterminacios rendszerek
A melegvérli (endotherm) gerincesek esetében az ivardetermindcid genetikai alapu, és az
ivardeterminacios rendszereket két nagy csoportba osztjuk az ivari kromoszomak morfologidja

alapjan: XY és ZW rendszereket kiilonboztetiink meg. Fontos, hogy a hasonlé morfologiaju

ivari kromoszoma rendszerek ivardeterminacios mechanizmusa kozott is lehet kiilonbség [12].

Az XY rendszerben a himekben kiilonbozé (XY) mig a néstényekben azonos (XX)
morfologiaju ivari kromoszomak figyelhetdek meg. Az XY ivari kromoszomak az emldsokre
jellemzdéek. Az ember esetében példaul az Y kromoszéman kodolt SRY gén felelds a him

fenotipus kialakitasaért, igy Y kromoszoma hianyaban néstény fenotipus fog kialakulni [13].

cre

kromoszoémak eredményeznek him fenotipust, és a kiilonbozéek (ZW) néstényt. ZW ivari



kromoszomak tipikusan a madarakban, illetve poikilotherm gerincesekben megfigyelhetéek
[12, 14].

Az ivari kormoszomak kialakulasa ugy torténik, hogy egy homolég autoszéma par
valamelyikén egy random mutacié miatt megjelenik egy ivardeterminans gén, igy kialakul egy
homomorf proto-ivari kromoszoéma. Ezen ijonnan megjelent gén koriil megjelenhetnek tjabb
ivardeterminans szerepli, vagy szexualisan antagonisztikus gének, amelyek a homolog
kromoszoémak kozotti rekombinacid csokkenéséhez vezetnek [15, 16]. A rekombinacid
csokkenésének hatterében legvaldsziniibben az Ujonnan kialakuld ivari kromoszémaknal
megfigyelhetd replikaciés mintizat aszinkronitasa, illetve egyéb epigenetikai kontroll allhat.
Ez a rekombinacios gatlas, illetve az ez altal felhalmoz6dd mutaciok vezethetnek a
kiilonbség a him ivart determindlé Y vagy a ndstény ivart eredményezé W kromoszoman,
amely kiilonbség tovabb erdsiti a rekombinacios gatlast [15, 17]. A heteromorf ivari
kromoszomak kialakuldsat eredményezd valtozasok lehetnek deléciok, transzlokaciok, illetve
pericentrikus inverzi6 is [18], tovabba felhalmozodhatnak ismétlédé elemek is a
kromoszoman, amelyek akar (retro)transzpozon eredetliek is lehetnek. Mivel rekombinaciosan
gatoltak az ivari kromoszomak, az jonnan kialakult ivardeterminacids rendszer nem tud

egyszeriien megszlinni, ugyanis ezen kromoszomak sokkal kevésbé valtozékonyak.

Az endotherm gerincesekben viszonylag egyszer(i a molekularis szexalas kifejlesztése, ugyanis
mindig megfigyelhetdek a fent emlitett ivari kromoszomak, igy egyszeriien felfedezhetdek a

szexalashoz hasznalhato ivarspecifikus markerek.

Az ivardetermindcid nem csak genetikai alapu lehet (GSD), mint az endotherm gerinceseknél,
hanem lehet kornyezeti (ESD), illetve kevert rendszer is. A kornyezeti és a kevert
ivardeterminacios rendszerek a poikilotherm (hidegvérli) gerincesekre jellemzdek, amely
¢élélényekben nincs agyi termoregulacio, illetve kiiltakar6juk még nem szigeteli el olyan
mértékben a kiils6 kornyezetet a belsé kornyezettdl, mint példdul az emldsoknél vagy a

madaraknal [19-21].

Ivardeterminacios rendszerek kétéltiiekben

A poikilotherm gerincesekben (igy a békakban is) az ivardeterminans régié nem olyan
konzervalt, mint az emlds6kben vagy a madarakban. Ezeknél a fajokndl gyorsan véltozhat,
hogy melyik lokusz ivardetermindns, igy kozeli rokon fajok kozott is eltérhet az

ivarmeghatarozasi rendszer [4].



Minden eddig vizsgalt kétéltli fajnal kimutattak ivari kromoszémakat, vagy ivardeterminans
régidt bizonyos autoszoémakon, viszont ezeknél az allatoknal kevert ivardeterminacios rendszer
is eléfordulhat [20-22]. A kétéltiieknél megfigyelhetéek mind homomorf, mind heteromorf
ivari kromoszémak, és az ivardetermindcios rendszer kifejezetten plasztikus, igy sziikebb
rendszertani kategéridkon beliil is megfigyelhetoek kiilonbozo tipusti ivardetermindcids
rendszerek [14]. Egyes fajok esetében megfigyelték, hogy akar az adott faj két kiilonb6z6
rugosa, Xenopus tropicalis) (1. abra) [14]. Az békak rendjére (Anura) jellemz6 a homomorf
ivari kromoszomak jelenléte, ugyanis ez a taxon ~75%-anal megfigyelhetd. A homomorf ivari
kromoszomak esetében a békaknal jellemzden XY rendszer megfigyelhetd. A békak maradék
~25%-a rendelkezik csak heteromorf ivari kromoszomakkal, és ezen ~25%-ban nagyjabol
egyenlden oszlanak el a ZW ¢és az XY rendszerek. A békak evoluciodja soran az eddigi kutatasok
szerint legalabb 16-szor alakultak ki heteromorf ivari kromoszémak az dsinek tekintett
homomorf allapotbdl. Ezen rendben megfigyelhetd Y-autoszoma fzid is, melynek soran a az

Y ivari kromoszoma egyesiil egy autoszémaval [14].
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1.4bra: Az abran a kiilonb6z6 békafajok ivardeterminacids rendszerei megfigyelhetoek. Pirossal jeloltiik a

kutatasunk alapjaul szolgalé fajt [14].

A kevert ivardeterminécios rendszerekben altalaban van ivari kromoszdma, viszont valamilyen
mechanizmus altal a kdrnyezet is beleszolhat a fenotipusos ivar kialakitasaba [20, 21]. llyen
kevert rendszerekben megfigyelhetd ivarvaltas is, ami a genotipusos €s fenotipusos ivar
eltérését jelenti [3]. A nem GSD allatokban az ivardeterminaciot befolyasold kornyezeti
tényezOk lehetnek a homérséklet (ezt a szakirodalomban sokszor TSD-nek roviditik, mint
“temperature-dependent sex determination”), szocialis tényezOk, vagy hormon- (illetve

pszeudo hormon-) hatasu vegyiiletek [23].



Vizsgalt faj

Napjainkban a kétéltii-populaciok egyedszamai tobb antropogén tényezd hatasara rohamosan
csOkkennek. Legfontosabb ilyen tényezOk a varosiasodasbol eredd feldarabolodésa az
él6helyeknek, a globélis klimavaltozas, illetve az Azsiabol elterjedt kitridiomikozis fertézés
[24]. A kétéltliek jellegzetessége, hogy életiik korai szakaszaban, pete- és larvaallapotban
vizben fejlédnek, majd az atalakulasukat kovetden szarazfoldi életmodra térnek at. A farkatlan
kétéltlieck az extrém szdraz sivatagokon ¢€s a sarkvidékeken kiviil az egész vilagon
megtalalhatoak, és mindenhol fontos elemei mind a vizi, mind a szarazfoldi 6koszisztémaknak,
fogyasztoként és prédaként egyarant, igy a fent emlitett tényezok nemcsak hazankban
Afrikaban is, ahonnan a hobbiallatként elGszeretettel tartott afrikai 6korbéka (Pyxicephalus
adspersus) is szarmazik [25]. Ezen faj jelenleg az International Union for Conservation of
Nature (IUCN) regionalis listajan ,Near Threatened (NT)”, azaz mérsékelten fenyegetett

statuszban szerepel [46].

Az afrikai Okorbékat elGszeretettel tartjak tobben hobbiallatként, ugyanis meghdkkentd
méretiikkel SOk ember érdeklddését felkeltik a vilag egyik legnagyobb méretii békafajanak him
egyedei, (2. abra) [26]. A fajra jellemz0 ivari dimorfizmus a méretbeli kiilonbség (Himek:
~400-1000g, Nostények: ~90-300g), illetve a hasi oldalon megfigyelheté szinezetbéli
kiilonbség. A himek jelentdsen nagyobbra ndének a ndstényeknél, €s a szinezetiilk a torok

magassagaban sarga, a ndstényekre jellemz6 krém szin helyett [27].



]

2.4bra: Az afrikai 6korbéka egy him (jobbra) és egy ndstény (balra) egyede.

Az afrikai 6korbéka iddszakos tavakban szaporodik, amelyek az esds évszakban vannak jelen,
majd a szaraz évszak alatt kiszaradnak. Az ebihalak a peterakas utani par hétben hatalmasat
nének, és at is alakulnak juvenilis békakka. A békava alakulas tobb napos vagy akar egy-két
hetes folyamat, aminek sebességét nagymértékben befolyasolja a viz hémérséklete. Erre a
gyorsasagra azért van sziikség, mert az idészakos tavak gyorsan kiszaradnak. Ugyan az
ebihalak tul tudnak ¢élni egy kozel kiszaradt pocsolydban is azzal, hogy befirjdk magukat a
sarba, ilyen esetben a kezdetben lerakott peték nagyon kis szazalékabol lesz juvenilis béka [28,
29].

Szaporodasi idészakon kiviil a faj egyedei félszaraz régiokban megfigyelhetéek, €s hossza

utakat tesznek meg a szaporodasi helyek kozott. Leggyakrabban a homokos teriileteken
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fedezhet6ek fel, ugyanis itt tudjak magukat konnyen beasni a fold ala a szaraz évszak talélése

érdekében [30].

Ezen iddszakos tavak, illetve félszaraz teriiletek az urbanizaci6 hatasara egyre kevésbé vannak
jelen és amely él6helyek meg is maradtak, azokban is jelentds a kornyezetszennyezés mértéke.
Ezen feliil a vizes ¢16helyek nagyon fragmentaltakka valtak (3. abra), ami a genetikai diverzitas
csokkenéséhez vezet a faj természetes €l0helyein, példaul a dél-afrikai Guateng tartomanyban
[27, 28]. A faj megbrzése érdekében kulcsfontossagu a szaporodasi viselkedés megismerése,

¢s a fajra jellemz0 ivardeterminacidos mechanizmus megértése.

>
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3. abra: Az abran az afrikai 6korbéka elterjedési teriilete latszik (AmphibiaWeb)

Az afrikai O0korbéka heteromorf, ZZ/ZW rendszerli ivari kromoszomakkal rendelkezik,
amelyek mérete jelentdsen kiilonbozik (Z:~19.5MB, W:~101.9MB) (4. abra) de genetikai
ivarmeghatarozasra még nincs kifejlesztve egyszerti és olcsé eljaras, igy arrdl sincs informécio,

hogy ennél a fajnal megfigyelhetd-e ivarvaltas.
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4. abra: Az abran az afrikai 6korbéka kromoszomai lathatdak [22]

A Kkutatas jelentosége

Az egyszerli genetikai alapu szexalds lehetdvé teszi az ivarvaltds kutatdsat, illetve egyéb
konzervaciobioldgiai kutatasokban is hasznosnak bizonyulhat. A molekularis ivarmarkerek
fejlesztésére eddig kevés kétéltii faj esetében keriilt sor, ugyanis mint ahogy mar fent emlitésre
kertilt, ezekben a fajokban az ivardeterminacié kifejezetten variabilis, igy a molekularis
szexalast lehetové tevd ivarmarkerek sok esetben csak egy adott génuszon, sét esetleg csak

adott fajon beliil mitkddnek, és minden vizsgalni kivant fajra specifikus markert kell fejleszteni.

A hobbiallat-tenyésztok szdmara is felhasznalhato a genetikai marker ivarmeghatarozésra. Ez
utobbi alkalmazas azért is lehet fontos, mert a vasarlok korében a him egyedek, nagyobb
méretiik miatt, sokkal kelendobbek a ndstényeknél, viszont az ivari dimorfizmus csak az
allatok masfél, kétéves korara, azaz az ivarérést kovetden alakul ki. A molekularis markerekkel
az egyedfejlodés korai szakaszaban is megallapithato az allatok genetikai ivara, igy
elkeriilhetd, hogy a tenyésztok olyan egyedekbe is energiat fektessenek, amelyeket késdbb

potencialisan képtelenek volnanak értékesiteni.

12



Célkitiizés
Kutatdsunk sordan egy olcsdé ¢és egyszerlien hasznalhaté PCR-alapti markerkészletet

fejlesztettiink, azzal a céllal, hogy:

= Az afrikai 06korbékaval foglalkozd hobbiallat-tartok €s tenyésztok felhasznalhassék a
markerkészletet a fogsdgban tenyésztett allatok korai ivarmeghatarozasara.

= A markerek konzervaciobiologiai, illetve egyéb alapkutatdsokban hasznalhatdéak
legyenek példaul ivararany ¢és annak valtozasanak vizsgalatara bizonyos
populéciokban.

= A fajban az ivarvaltds kutatdsat segitsiik a genetikai ivar biztos megallapitdsanak

lehetdsége révén.
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Anyag és modszer:

Mintagyiijtés

A markerfejlesztéshez az afrikai 6korbéka DNS mintakat, tenyésztoktdl szarmazo, 12 néstény
ivara és 14 him allatbol izolaltuk, amelyeket az Allatorvostudomanyi Egyetem Egzotikusallat-
¢s Vadegészségiigyi tanszéke biztositott szamunkra. Az izoldlast 7 elhullott allat
izomszovetébol, valamint 20 vérmintabdl végeztiik. Minden mintat ivarérett alatokbol vontunk
ki, amelyek fenotipusos ivarat boncoléssal, illetve szovettani vizsgalat alapjan allapitottuk meg

(5. abra). A DNS kivonashoz hasznalt szoveteket a felhasznalasig 96%-os etanolban taroltuk.

5. abra: Szovettani metszetek és fotok a boncolasrol, amelyek alapjan az egyedek ivarat megallapitottuk. Az

ivarokat piktogramokkal jeloltiik.

A fent emlitett mintdkon kiviil noninvaziv mintavételt is végeztiink. Ez azért is volt fontos,
mert ezen mddszer haszndlatara tobb tenyésztdé hajlandd, mint a kockazatos €s bonyolult
vérvételre. Igy feltételezhetd, hogy a kész markereket is tobben fogjak hasznalni, illetve tobb
mintdn tudjuk tesztelni a fejlesztett markereket. A noninvaziv mintavételhez szdj- és
kloakatamponokat hasznaltunk, két him €s két ndstény okorbékan. Ezeket a mintakat ivarérett,

fenotipusosan szexalt egyedektdl vettiik.
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Markerfejlesztés

A markerfejlesztés alapjaul az NCBI (National Center for Biotechnological Information)
adatbazisba feltoltott GCA_004786255.1 azonositoja Pyxicephalus adspersus genomot
hasznaltuk, amelyet Illumina HiSeq X platformon szekvenaltak 2019-ben, az University of
Connecticut munkatarsai. Ez a genom kromoszémara-szerelt, ami azt jelenti, hogy a teljes DNS
allomény kromoszémakra van bontva, de a genomban taldlhaté elemek, mint a gének, a
szabalyozo6 régiok, és egyéb strukturalis elemek pozicidja még nincs, vagy csak kevéssé van
feltérképezve [31]. Igy killon fajlként megtalalhatoak és letolthetbek a kromoszoémak
szekvenciai. A 12 par autoszéma 12 kiilon fajlként, mig a heteromorf ivari kromoszomak
tovabbi 2 fajlként vannak feltoltve az adatbazisba. A fejlesztés elsd szakaszaban csak a két
ivari kromoszomat illesztettiilk 0Ossze, majd a primer tervezésnél hasznaltuk a tobbi

kromoszoémat is.

Az ivari kromoszomék globdlis illesztéséhez a Geneious Prime (v24.0.5) program Mauve
eszkOzét hasznaltuk [32]. A globalis illesztés 1ényege, hogy a szekvenciak teljes hosszaban
torténik az illesztés. A Mauve eszkoz rovidebb szakaszokra darabolja az illesztett
kromoszomakat a lokalisan egyez6 blokkok (LCB) szerint, igy 6sszesen 168 mindkét ivarban
megtalalhatd DNS szakaszt (contig) kaptunk, amelyekben a potencialis markereket kerestiik.
Az illesztett szakaszokon olyan 300-600 bazis hosszu szekvenciakat kerestiink, amelyekben
megfigyelhetdek teljesen azonos szekvencidk is, viszont ezen egyez6 szakaszok kozotti részen
jelentés (~80-150 bazis hosszi) méretbeli (inszercios/delécids) kiilonbségek s
megfigyelhetéek (6. abra). Igy az egyezé szakaszokhoz bekoté primerek kiilonbozé méretii
PCR termékeket eredményeznek a két kromoszoman, amelyek egy egyszeri

gélelektroforézissel is alkalmasak a genotipusos ivar megallapitasara.
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6. abra: A fels6 két sorban a Geneious Prime program altal illesztett Z és W szekvenciak figyelhetéek meg egy tavoli
(felso) és egy kozeli (alsd) nagyitasban. Az also két sorban az adott lokuszra tervezett primerek lathatéak a az illesztett
Z és W kromoszoéma- szakaszokkal, két kiillonb6z6 nagyitasban, az AliView programmal megjelenitve. Fekete nyillal

jeloltiik a kromoszomak kozotti delécids kiillonbséget.
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Diagnosztikus primerek tervezése

A primerek tervezését az NCBI primer tervezé eszkozének (Primer-BLAST) segitségével,
illetve manudlisan végeztiikk. A primertervezés soran a tobb szempontot vettiink figyelembe,
mint a 18-25 bazis k6zotti méretet; 55°C és 65°C kozotti olvadaspontot, de a primerparok
olvadaspontja k6zott ne legyen tobb, mint 5°C eltérés; 40% ¢és 60% kozotti GC aranyt; és hogy
rovid szekvencidk ne ismétlédjenek sokszor a tervezett primerben (pl.: AAAAA, ATATAT)

Azokra a lokuszokra, ahol az agardz gélen is jol detektalhatdé méretli inszercids/delécios
kiilonbségeket talaltunk, olyan primereket terveztiink, amelyek az Z és a W kromoszémak
megegyez0 szakaszaihoz egyarant kotddnek. A primertervezés fontos része ellendrizni, hogy
a primerek nem kotnek-e be a faj genomjaban a tervezett helyen kiviil mas lokuszokra is. Ennek
ellenérzéséhez a Geneious programon beliill egy BLAST algoritmust hasznaltuk, amelynek
célja, hogy lokalisan illesztené a primercket a testi kromoszomakra, amennyiben ezekben
megtalalhatéak a primerek szekvenciai. Az ellenérzés utan 8 primerpart talaltunk alkalmasnak

tovabbi tesztelésre.

A PCR-eket Life ECO TC-96/G/H(b)C (Bioer) gépen végeztik. A PCR-elegyeket 10ul
végtérfogatban készitettiik, amelyek 2ul FIREPol Master Mix (5x, Solis BioDyne) -et, 1-1pul
primer-t és 3ul vizet és 3ul DNS kivonatost tartalmaztak. A primerek teszteléséhez gradiens
PCR-t alkalmaztunk. A PCR héprofilja egy 2 perces 94°C-os denaturacioval kezd6dott, majd
35 cikluson keresztiil a denaturalasi homérséklet minden mintanal 94°C-volt, majd az bekotési
(,,annealing”) hdmérséklet egy gradiens mentén 55°C-t6l 65°C-ig, 1°C-onként valtozva volt
bedllitva, majd a lancok meghosszabbitasa alatti hdmérséklet univerzalisan 72°C volt, és a 35

ciklus lefutasat kdvetden is ezen a héfokon tartottuk a mintékat tovabbi 5 percig.

A megfeleléen miikodo primerparok altal felsokszorositott PCR-termékeket az agardz gélbol
kitisztitottuk, majd Sanger-modszerrel szekvenaltuk, hogy ellendrizziik a sajat mintak ¢és az
adatbazisba feltoltott szekvencia egyezését. A Sanger szekvenalast a BIOMI Biotechnologiai
Szolgaltato Kft. (G6dollo) végezte ABI 3500xI Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific)
automata DNS-szekvenatorral. A sajat mintakbol felszaporitott és megszekvenalt régiokat a
Staden Package és a MEGA szoftver [33, 34] segitségével illesztettiik a Mauve eszkoz altal
talalt ivari kromoszéma-régiokra. Erre azért volt sziikség, mert az adatbazisbol letoltott
szekvenciak egy egyedbdl szarmaztak, igy ellendrizniink kellett, hogy a faj mas egyedeiben is

mukodnek-e a tervezett markerek.
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A markerek tesztelése

A fejlesztett markereket a fent emlitett, 14 him és 12 ndstény egyeden teszteltiik, amelyek
genomi DNS-ének kivonasat Omega E.Z.N.A. Tissue DNA Kit-el végeztiik a gyarté utasitasai
szerint. A protokolltdl csak az emésztési id6ben tértiink el, ugyanis egész éjszaka hagytuk a
mintakat emésztodni. A tisztitott DNS feloldasahoz 100ul eludl6 puffert hasznaltunk.

A markerek teszteléséhez, az idedlis bekotési hdmérséklet megéllapitasa utan, a tovabbiakban
a bekotési hdmérsékletet 61°C-ra allitottuk. Igy az dsszes marker esetében a hasznalt PCR
hoprofil egy 3 perces 95°C-os denaturacidoval kezdddott, majd 35 ciklus 30 masodperces
denaturacio kovetkezett 95°C-on, majd 30 masodperc 61°C-os bekotési hdmérsékleten, és 40
masodperc elongacio 72°C-on, végiil a 35 ciklust kovetden egy 10 perces elongacios szakasszal

fejeztiik be a reakciot 72°C-on.

A PCR termékeket 45 percig futtattuk 2%-os agardz gélen, 1%-0s TAE pufferben, 100V-on a
méret szerinti elkiilonités érdekében. A hasznalt FIREPol Master Mix eldre tartalmazza a gélre
toltéshez sziikséges festékanyagokat, illetve a stirliséget noveld anyagot, igy a PCR utdn nem

adtunk kiilon Loading Dye-t a mintakhoz.

A teszteket ,,vakon” is elvégeztiik, azaz mas ember valasztotta a tesztelendd mintékat, és mas
végezte a tesztet, igy a PCR reakciot és a gél elektroforézist végzé ember nem tudta a tesztelt
mintakhoz tartozo allatok ivarat, igy csak a tesztre hagyatkozott a genetikai ivar

megallapitasaban.

A fejlesztett markereket a noninvaziv mintavétellel gyiijtott mintakon is leteszteltik. A
tesztelés soran a tamponokbdl DNS-t vontunk ki, majd a mintdkat a fent emlitett modon

teszteltiik a fejlesztett markerek segitségével.
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Eredmények:

Markerfejlesztés és -tesztelés

A 168 gametologbdl négy markert talaltunk ivar-meghatarozasra alkalmasnak, amelyek a vart

mérettartomanyba esd, méret alapjan egyértelmiien elkiilonithetd terméket adnak. Ezeket LCB

16, LCB 59, LCB 78 és LCB 84 néven kodoltuk. A tervezett genetikai ivarmarkerek ~300-450

bazis hossziusagu DNS szekvencidkat szaporitanak fel, amelyekben az ivari kromoszémak

kozotti inszercids/delécios méretkiilonbségek ~90-150 bazis hosszasaguak (1. tablazat)

Termék  IN/DEL Self 3' self
Contig Primer Primer szekvencia (5' -> 3') / Tm (°C) GC% .
(bp) (bp) complementarity complementarity

LCB16_F cgtatgtggaggaacccaggtg 7=312 63 59 nincs

LCB16 _ 116 nincs
LCB16_R agcattaccctacatctgecc W=195 60 52 nincs
LCB59_2_F gtgtcacagcgcgtaccaaaagta 7=445 69 50 nincs

LCB59 g 100 nincs
LCB59_2_R atctgttgacagatgtggatgagtgc W=354 69 46 nincs
LCB78_F cagctgaaagtcaaacacagcagce Z=435 69 50 nincs

LCB78 _ 89 nincs
LCB78_R gaattgtacaggtgagccttgca W=346 67 48 nincs
LCB84_F  tacacgaagaagacactgtgggagg =419 69 52 nincs

LCB84 = 156 nincs
LCB84_R  gcgctagctacaagaaccgtagtcc W=265 69 56 nincs

1. tablazat: A négy ivarmeghatarozasra alkalmasnak talalt markerhez tervezett primerpar adatai.

A PCR tesztek segitségével megallapitott genetikai ivar mind a négy marker esetében

megegyezett a korabban morfoldgia €és szovettan alapjan megéllapitott fenotipusos ivarral, igy

kijelenthetjiik, hogy a fejlesztett markerek ivari kotddése 100%-0s (7-10. abra).
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7 abra: Az LCB16 marker futasai 2% agar6z gélen. Amennyiben két kiilonb6z6 csikot latunk a gélen, az adott
egyed két kiilonboz6 ivari kromoszomaval rendelkezik, azaz néstény. Ha csak egy csik lathato a gélen, akkor az
adott egyed him ivarG. A W kromoszoémarol szaporitott termék minden markerben révidebb, mint a Z

gametolog. Az ivarokat a megfelel6 piktogrammal jeldltiik a gélen futott PCR termékek alatt.

LCB59 2

0'd 09 0 dICG O Y G

8 abra: Az LCB59 2 marker futasai 2% agardz gélen.
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9 dbra: Az LCB78 marker futasai 2% agar6z gélen.

Q3 FQF FFFQQCJ

10 abra: Az LCB84 marker futasai 2% agar6z gélen.

A g€lbdl kivagott és megszekvenalt amplikonok szekvenciainak illesztése soran nem talaltunk
eltérést az NCBI adatbazisbol letoltott referenciagenomhoz képest egyik PCR termék esetében
sem (11-14. abra), igy megbizonyosodhatunk arr6l, hogy a tervezett primerck a megfeleld

szakaszokat sokszorozzak meg, és nem miterméket figyeltiink meg a gélen.
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primers
cM016€428_z
D7male_2z
CM0164295 W
l4female W

primers
CM016428_2z
07male_2z
M016429 W
l4female W

orimers
cM016428_z
07male_32
CM016429 W
l4female W

primers
M016428_2
D7male_2z
M016429 W
l4female W

11. bra: Az LCB16 marker illesztései a GeneDoc szoftverben megjelenitve [35]. A gélbdl kivagott és

megszekvenalt mintak (07-es him egyed Z kromoszomaja és 14-es ndstény egyed W kromoszoémaja) és az

: * 20 = 40 * €0 w 80
K R e S A R B g = e e e e e e e e e s
CGTATGTGGAGGAACCCAGGTGGAGACCATTGTATAGCCTGCTGGTAAGACCTTAGCTGTGGTCTTTGTTCCTATGGAGG
CGTATGTGGAGGAACCCAGGTGGAGACCATTGTATAGCCTGCTGGTAAGACCTTAGCTGTGGTCTTTGTTCCTATGGAGG
CATATGTGGAGGAACCCAGGTGCAGACCATTGTATAGCCTGCTGGTARAACCTTAGCTTTGGTCTTTGTTCTTATGARGG
CGTATGTGGAGGAACCCAGGTGCAGACCATTGTATAGCCTGCTGGTAARACCTTAGCTTTGGTCTTTGTTCTTATGAAGG

* 100 -y 120 % 140 ¥ 160

7]

CACAGTTGGACTCAGTGCACCAAARARTTGGCCCAATAGTATGACTGGTGATTGGTTTAAACAACCATCAACTTCTTCTC
CACAGTTGGACTCAGTGCACCAAARATTGGCCCAATAGTATGACTGGTGATTGGTTTARACAACCATCAACTTCTTCTC
CCACAGAAAGAATCCATGCACCCAARATCTACCCARTAGTATGGCTGETG——————————————————————————————
CCACAGAAAGAATCCATGCACCCAAAATCTACCCAATAGTATGGCTGGTG——————————~————————————————————

Q

CATCTTGGGACTTCTGATACCTGGAACTGACTTCCCAAGTCTGCTTACCATTTGTAGAGTCTTCCATAATATGCAAARRG
CATCTTGGGACTTCTGATACCTGGAACTGACTTCCCAAGTCTGCTTACCATTTGTAGAGTCTTCCATAATATGCARARAG

—————————————————————————————————————————————————————————————————————————— AARRAAG
—————————————————————————————————————————————————————————————————————————— AARRAAG
* 260 * 280 * 300 *
--------------------- - —— GGGCAGATGTAGGGTAATGCT : 43
CAGAAATGGAAGCAGAACTCCTATATCTGGCTTTACAGT TGTCCAAGGGTAGGGCAGATGTAGGGTAATGCT = 312
CAGAAATGGARGCAGAACTCCTATATCTGGCTTTACAGTTGTCCATGGGTAGGGCAGATGTAGGGTAATGCT : 312
CAGCAATGG-AGCAGGACTCCTAGATCTGGCTTTT-—GT————————— GTAGGGCAGATGTAGGGCAATGCT : 196
CAGCAATGG-AGCAGGACTCCTAGATCTGGCTTTT-~GT————————— GTAGGGCAGATGTAGGGTAATGCT : 196

160
160
130
130

240
240
136
136

adatbazisbol let6ltott referencia-kromoszoémak, valamint a tervezett primerek lathatoak. Az IN/DEL szakaszokat

sarga szinnel emeltiik ki.
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* 20 * 40 * €0 o 80 %

primers : GTGTCACAGCGCGTACCARRAGTAE : 24
CM016428_Z : GTGTCARACAGCGCGTACCARAAGTAATAATGGACAGTCACCAACAGTCAGACAGTCGGGTCTCTGGGTGGCTGTTGCCTATTGGRAGATCT ¢ 90
07_mﬂle_z : GTGTCACHnnnnGTACCAARAGTAATAATGGACAGTCACCAACAGTCAGACAGTCGGGTCTCTGGGTGGCTGTTGCCTATTGGAAGATCT ¢ 90
CM01€429 W : GTGTCACAGCGCGTACCAARAGTAATAATGGGCAATCGCCAACC——————— TGTCGAGTTTCTGGGTGGTTGTTGCACGTTGGAGGTTCT = 83
14_femal W : gTGTCACAGCGCGTACCAAAAGTAATAATGGGCAATCGCCAACC——————— TGTCGAGTTTCTGGGTGGTTGTTGCACGTTGGAGGTTCT @ 83
100 * 120 * 140 * 160 * 180
primers : X >
CM01€428_2Z : TCAATGARATGGCAAGTAAAGCTTACTGAGAGCAGTATATATGGAGCAACARAACACAATACAGTGTTAGTGGGCTTGAAACTGCATATC : 180
07_mu1e_z : TCAATGARATGGCAAGTAAAGCTTACTGAGAGCAGTATATATGGAGCAACARRACACAATACAGTGTTAGTGGGCTTGAAACTGCATATC @ 180
CM016429_W S DA R G G L G o e Lol o e e ¥t oo oot o o e s et SV P e 9 =S S B PR e e et e e | GAGAGCACATGACTACATTTC : 115
14 fenal W = AT GRS e s = ——GAGAGCACATGACTACATTTC : 115
¥ 200 d 220 % 240 L 260 *
primers 3 s =
CM016428_2 : TAGCTCTCTAAARATTGACACAGAGCTACAAATCACTCCTTCGTGATCCACAATTGGCTCCTGGACTAACCTGATCCATGGGCTGTGGGT @ 270
07_male Z : TAGCTCTCTAARAATTGACACAGAGCTACAAATCACTCCTTCGTGATCCACAATTGGCTCCTGGACTAACCTGATCCATGGGCTGTGGGT : 270
CM016429 W : CAGTCCTCTAATAACTGACACCAGACTATAAATCACTCCCTTATCATCCGCAAGTTGCTGCTG~——========= ARTTAACTGTGGGT : 192
14_femal W : CAGTCCTCTAATAACTGACACCAGACTATAAATCACTCCCTTATCATCCGCAAGTTGCTGCTG-———————=—=—~— AATTAACTGTGGGT : 192
280 o 300 * 320 o 340 o 360
primers 5 - ——— F -
CM016€428_2Z : GGAAGCCGTGGTGGCTGTGTGGCCTCCGGCTTCTCTGCTTTGTCACATGATCTCCCATCCTCAGACAGATGGARACCCTTCTGACATGCG «+ 360
07_male_z : GGAAGCCGTGGTGGCTGTGTGGCCTCCGGCTTCTCTGCTTTGTCACATGATCTCCCATCCTCAGACAGATGGARACCCTTCTGACATGCG + 360
CM016429_“ 2 GGARGCTGTE = TGGCCTCTGTCTTCTCCACTTTATCACATGATCTCTCATCCTCARACAGACAGABACCCTCCTGARACCCA @ 273
14 _femal W : GGAAGCTGTG————————— TGGCCTCTGTCTTCTCCACTTTATCACATGATCTCTCATCCTCARACAGACAGARACCCTCCTGAAARCCCA @ 273
o 380 -4 400 % 420 > 440
pximezs S o s B e e e L S e == ===GCACTCATCCACATCTGTCAACAGAT : S0
CM016428_2Z : CAATGGAAGCTGCCAGCGGTGTTCACACATGTATGTGCACAGTGATGACTTCCTGTTGTGCACTCATCCACATCTGTCAACAGAT : 445
07_male_2Z : CAATGGAAGCTGCCAGCGGTGTTCACACATGTATGTGCACAGTGATGACTTCCTGTTGTGCACTCATCCACATCTGTCAACAGat @ 445
CM01€429 W : CAATGGAAGCTGCCAGCAATGTTCACACG----TGTGCACAGTGATGGCTTACCGTTGTGCACTTATCTACATCTGTCAACAGAT : 354
lé_femal_w : CAARTGGAAGCTGCCAGCAATGTTCACACG----TGTGCACAGTGATGGCTTACCGTTGTGCACTCATCCACATCTGTCAACAGat : 354

12. 4bra: Az LCB59 marker illesztései a GeneDoc szoftverben megjelenitve [35]. A gélbdl kivagott és
megszekvenalt mintak (07-es him egyed Z kromoszomaja és 14-es ndstény egyed W kromoszomaja) és az
adatbazisbol let6ltott referencia-kromoszoémak, valamint a tervezett primerek lathatoak. Az IN/DEL szakaszokat

sarga szinnel emeltiik ki.
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1
¥ 20 " 40 > €0 * 80 o

primers : AGCTGAAAGTCARACACAGCAGC- o i s 23
CM016428_2Z : AGCTGAAAGTCAAACACAGCAGCCTTCTTGACAGCCCTTAGTTAAGCAAAGATATGGCTTATTTAGTAAACTAATCTATGCACTGCAGCA @ 90
07male_z : AGnTGARAGTCAARCACAGCAGCCTTCTTGACAGCCCTTAGTTAAGCARAGATATGGCTTATTTAGTAAACTAATCTATGCACTGCAGCE ¢ 90
CM016429_W : AGCTGARAAGTCAAACACAGCAGCTGTATTGACAGCCATTATTTAAGCAAATATATGGTTTATTTAGTAAGCTAGTGTATGCAGTGCAGCE S0
l4femal w : AGCTGAAAGTCARACACAGCAGCTGTATTGACAGCCATTATTTAAGCAAATATATGGTTTATTTAGTAAGCTAGTGTATGCAGTGCAGCA S0
100 i 120 o 140 > 160 x 180
primers £ 3 =
CM016428_Z : AGCTGTATCAARCARACC GTTTAATTCATTTTGTTCATTTCAGTAATCTGCTTCCARCAAACTARAATATGATTGGTTGCTTTGG &+ 174
07male_z : AGCTGTATCAACARRACC GTTTAATTCATTTTGTTCATTTCAGTAARTCTGCTTCCAACARACTARAATATGATTGGTTGCTTTGG : 174
CM016429_W : AGCTGTATCAACARATATTGTTAATTTAATTATTTTTGTTAATAACAGTGAGCTGCTTCCACTTAACTARAATCTAATTGGTTGCTTTGG 180
léfémal_w : AGCTGTATCAACAARATATTGTTAATTTAATTAT T TTTGTTAATAACAGTGAGCTGCTTCCACTTAACTARAATCTAATTGGTTGCTTTGG 180
* 200 % 220 % 240 * 260 &
primers : : =
CM016428_2 : -AACCCCCCATAAATCTGGTCACACACAGTTTGATTTTGTTTCTGATTTCACTTTTTGTATTACCATTTTTTACAATGGTGTGATAGTTA : 263
O7male_z : —AACCCCCCATAAATCTGGTCACACACAGTTTGATTTTGTTTCTGATTTCACTTTTTGTATTACCATTTTTTACAATGGTGTGATAGTTA : 263
CM016429 W : GATACCCCCATACATCTGGTCACACACAGCTTGATTTTGTTTCAGATTTCA = = : 231
14fema1_w s GATACCCCCATACA  CTGGTCACACACAGCTIGAT T I G T L G A s s e s 233
280 - 300 " 320 = 340 ® 360
primers — e - - - = = = 2 =

CM016428_2Z : AAAAGAATACCTTTACAAATCCTAAAATGATATCCAGAAAAGGCAGAGCCAAACACAGTACAGTTGGTGGTAAAAGTTAAAAARAATGTT : 353

O7male_z 1 ARARAGAATACCTTTACAAATCCTARAATGATATCCAGARAAGGCAGAGCCARAACACAGTACAGTTGGTGGTAARAGTTAARAARAATGTT 353
CM016429 W : —- = R =
L4 femal W 1 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e z -
‘ 380 - 400 * 420 i 440
primers : = =0 = TGCAAGGCTCACCTGTACAATTC : 46
CM016428_2 : ARATTTGTGTGTCCAATGATCGACTTGTCAGATTACCATATTTITCCTAARAATCATGTTGCAAGGCTTACCTGTACAATTT : 434
07male_z : ARATTTGTGTGTCCAATGATCGACTTGTCAAATTACCATATTTTCCTARRAAATCATGTTGCAAGGCTCACCTGTACAATTC @« 434
CMOIG{ZS_W : —~TCTTGTGTGTCCAGCAATTGTCCTGTCAGATTACCATACTTTTATAAAAATATTTGTGCAAGGCTCACCTGTACAATTC @ 310
lﬂfemal_w : ——-TCTTGTGTGTCCAGCAATTGTCCTGTCAGATTACCATACTTTTATAAARATATTTGTGCAAGGCTCACCTGTACAATTe 310

13. abra: Az LCB78 marker illesztései a GeneDoc szoftverben megjelenitve [35]. A gélbdl kivagott és
megszekvenalt mintak (07-es him egyed Z kromoszomaja és 14-es ndstény egyed W kromoszomaja) és az
adatbazisbol let6ltott referencia-kromoszoémak, valamint a tervezett primerek lathatoak. Az IN/DEL szakaszokat

sarga szinnel emeltiik ki.
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primers
CM016428_2
O7male_2
CM016429_W
l4female W

pPrimers
CM016428_2
07male_2
CM016429_W
l4female W

primers
CM016428_2
O7male 2z
CM016429 W
l4female W

primers
CM016428_2z
O7male_ 2
CM016429 W
l4female W

primers
CM016428_2
07male_z
CMO16429 W
l4female W

14. abra:

* 20 = 40 * 60 » 80 *
N A B R T N T T o e e e e e e e e e e e s e e s e o
TACACGAAGAARGACACTGTGGGAGGACTTGCTGTCTGCTCAGGGTTCTCCCGCCATGCCTTGTCAGGGAGGAAGGCCCTATAGGATTTGG
tACACGAAGAAGACACTGTGGGAGGACTTGCTGTCTGCTCAGGGTTCTCCCGCCATGCCTTGTCAGGGAGGAAGGCCCTATAGGATTTGG
TACACGAAGAAGACACTGTGGGAGGACTTGCTGTCTGCTC
tACACGRAGARGACACTGTGGGAGGACTTGCTGTCTGCTC

CTGAGATGGATGGAGTGCCTGCACATGGTCTTCACTGCTGCACTCTATACATTTAATGGGAATTTTGCAGTTCTTTGCAAAGAGTTCAGG
CTGAGATGGATGGAGTGCCTGCACATGGTCTTCACTGCTGCACTCTATACATTTAATGGGAATTTTGCAGTTCTTTGCARAGAGTTCAGG

= 200 W 220 o 240 Cd 260 X

: BAGRAGCACAACATCGAAAGCACACTCCAAATTTTTTCAARAGTTICTTTGCGTTCTTGARATGGTTTCTTTCTARAGCCAATACACTATTT

: AGARAGCACAACATCGAAAGCCCACTCCAARATTTTTTCAARAAGTTCTTTGCGTTCTTGARATGGTTTCTTTCTARAAGCCARTACACTATTT
C

GAAAGCACACTCCAAATTTCTTTAARAAGTTCCTTGTGTTCTTGAAGTGGTTTCTTTCTARAGCCAATACACTTTTT
GAAAGCACACTCCAAATTTCTTTAAAAGTTCCTTGTGTTCTTGAAGTGGTTTCTTTCTAAAGCCAATACACTTTTT

280 ¥ 300 ® 320 i 340 ¥ 360

GAGAGGATGTGGCTTCTTATGTATGGGGCATARACAARTTAGGGTTTTCAATGTGATCACTCTGTTTACCTCTGTTTGGAGCTGATGTGGE
GAGAGGATGTGGCTTCTTATGTATGGGGCATARACAATTAGGGTTTTCAATGTGATCACTCTGTTTACCTCTGTTTGGAGCTGATGTGGG
AAGAGGATGTGGCTTCTTATGTAAGGGGCATAAACGATTAGGGTTTTCAATGTGATCACTCTGTTTACCTCTGTCTGGAGCTGATGTGGG

: ARAGAGGATGTGGCTTCTTATGTAARGGGGCATAAACGATTAGGGTTTTCAATGTGATCACTCTGTTTACCTCTGTCTGGAGCTGATGTGGGE

* 380 * 400 %
---------------------------------- GGACTACGGTTCTTGTAGCTAGCGC : SO
TGTAGGARGAARCACCAGTCTTTTTCACAGACAGTGGACTACGGTTCTTGTAGCTAGCGE : 419
TGTAGGAAGAACACCAGTCTTTTTCACAGACAGTGGACTACGGTTCTTGTAGCTAGCG! 419
TGTAGGAAGGACATCAGTCTTTTTCATAGACATTGGACTACGGTTCTTGTAGCTAGCGE : 265
TGTAGGAAGGACATCAGTCTTTTTCATAGACATTGGACTACGGTTCTTGTAGCTAGCGE @ 265

aQ

Az LCB84 marker illesztései a GeneDoc szoftverben megjelenitve [35]. A gélbdl kivagott és

180

270
270
116
116

360
360
206

206

megszekvenalt mintak (07-es him egyed Z kromoszomaja és 14-es ndstény egyed W kromoszomaja) és az

adatbazisbol let6ltott referencia-kromoszoémak, valamint a tervezett primerek lathatoak. Az IN/DEL szakaszokat

sarga szinnel emeltiik ki.

A noninvaziv modon vett mintak esetében a sz4j- 4s klodkatamponokra raragadé hamsejtekbol

kivonhatd DNS mennyisége elegendének bizonyult a molekularis szexalashoz. Minden

tamponmintanal kaptunk PCR-termékeket, és a szexalds eredménye minden markerrel

megegyezett az ivarérett allatok fenotipusos ivaraval (15.-18. abra).
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15. abra: Az LCB16 marker futdsai 2% agardz gélen, a noninvaziv modon vett mintakkal végzett PCR teszt
utan. Az 1-es, 2-es, 5-6s és 6-os mintakat szajtamponnal vettilk, mig a 3-as, 4-es, 7-es és 8-as mintakat

klodkatamponokbol vontuk ki. Az egyedek ivarat piktogramokkal jeloltik.

LCBS9_2

16. abra: Az LCB59_2 marker futasai 2% agaroz gélen, a noninvaziv modon vett mintakkal végzett PCR teszt

utan.
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17. abra: Az LCB78 marker futasai 2% agar6z gélen, a noninvaziv médon vett mintakkal végzett PCR teszt

utan.

18. abra: Az LCB84 marker futasai 2% agardz gélen, a noninvaziv moédon vett mintakkal végzett PCR teszt

utan.
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Diszkusszio

Eddig csak kevés kétéltt fajban fejlesztettek ki egyszerti PCR alapu ivarmarkereket. A ma €16
farkatlan kétéltii fajokbol 6sszesen 6t faj molekularis szexalasardl van publikalt adat (Rana
clamitans, R. dalmatina, R. dybowskii, R. temporaria, Bufo bufo), amely 6t fajbol az elsé négy
XY ivari kromoszomakkal rendelkezik [3, 4, 36-38]. A ZW ivari kromoszomarendszerrel
rendelkez6 farkos kétéltiick molekularis szexalasara a Bufo bufo kivételével még nincs

kifejlesztve egyszerti modszer.

A kevés publikécio hatterében is az allhat, hogy a békak nagyjabol haromnegyedénél az ivari
kromoszoémak homomorfak, igy sokkal nehezebb inszercids/delécios kiilonbségeket talalni
homolog régiok kozott. Ilyen esetekben viszont sokkal bonyolultabb, és koltségesebb az

ivarmarkerek fejlesztése, még akkor is, ha ismertek erre eljarasok (RADSeq, GWAS) [3-5].

Ez a kutatds modszertani alapul is szolgalhat jovobeli kutatasoknak, ugyanis bebizonyosodott,
hogy az NCBI adatbazisba feltoltott, kromoszomara szerelt genomok segitségével is lehet in
silico médon, mitkod6 ivarmarkereket tervezni, annak ellenére, hogy ezen genomok nagy része
egy-egy egyedtdl szarmazik. Jelenleg (2024.10.08) 62 farkatlan kétéltiifaj genomja elérhet6 az
NCBI adatbazisban [39], igy ezen fajokbdl azokra, amelyek mindkét kiilonbozé ivari
kromoszoémaja meg van szekvenalva, a fent leirtak szerint lehetne in silico ivarmarkert
tervezni, és nem sziikséges RADSeq, GWAS vagy egy tjabb teljes genom szekvenalasa. Nem
ez az els6 kutatas in silico ivarmarker fejlesztésre [40], de tudomasunk szerint kétélti

ivarmarker még nem volt in silico médon fejlesztve .

Az antropogén hatdsoknak fokozottan kitett teriileteken a kétéltliek ivarvaltisa egyre
gyakrabban megfigyelheté [28]. Egyes peszticidek, fogamzasgatlok, gyogyszerek illetve a
hémérséklet megvaltozasa okozhatnak ivarvaltast is, feltételezések szerint az aromataz
enzimek expressziojat megvaltoztatva [23]. Ezen jelenségek az ivararany eltolddasahoz
vezetnek, altalaban a néstények maszkulinizacidjaval [23]. Az ivarvaltas Iényege, hogy a
genotipusos ivar eltér a fenotipusos ivartdl, igy az ivarvaltds tényének megallapitasahoz
kulcsfontossagl a genotipusos ivart megallapitani képes ivarmarkerek felhasznalasa [3]. Az
altalunk vizsgalt fajban még nincs adat ivarvaltasrol, de a tervezett markerkészlet fényt derithet

erre a kérdésre.

Az ivarfiiggd mortalitas hasonlo ivararany-eltolodast eredményez, mint az ivarvaltas, amde a

hatterében mas jelenség all: ebben az esetben az egyik ivarra nagyobb szelekcidés nyomas hat
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bizonyos kornyezeti tényezok (példaul rovarirtok), hatasara, igy a masik ivar aranya jelentdsen

megnovekszik az adott populacioban [41].

Az ivarvaltas, ivarfiigd mortalitds, illetve egyéb ivari kiilonbségekre alapuld kutatdsokban
altalaban morfologiai bélyegeket hasznalnak a fenotipusos ivar megallapitasara [42], ami
sokszor téves kovetkeztetéseket eredményez. Ezen jelenségek pontos elkiilonitéséhez ugyanis
elengedhetetlen a genetikai ivar pontos ismerete, ami molekularis szexalas nélkiill nem
lehetséges. Tovabba a markerek felhasznalhatoak egyéb ivarossaggal foglalkozé kutatdsokban
is, mint példaul populédcié dinamikai vizsgalatokban, vagy a kiilonb6z6 ivarok szaporodasi

sikerének vizsgalataban [43].

Az altalunk fejlesztett markerek segithetik a fajjal kapcsolatos evoliciobiologiai és
konzervacidbioldgiai kutatasokat is. Mar tobb kutatas kimutatta az afrikai 6korbéka populaciok
egyedszamainak csokkenését, aminek hatterében leginkabb a szaporodasi siker csokkenése all,
mégpedig a szaporodasi teriilet megvaltozasa miatt [28, 30]. Erdemes volna vizsgélni az ivarok
kozotti kiilonbségeket a novekvd kornyezeti stresszorok tolerancidja szempontjabol. A
legnagyobb ilyen stressz, amely a vizsgalt fajt éri, az id6szakos tavak vagy pocsolyak
kiszaradasa, amelyben az ebihalak fejlédnek [44]. A kifejlesztett markerek hasznalatat
jelentésen megkdnnyiti, hogy noninvaziv mintavétellel is megbizhatéan miikodnek. Ez
ugyanis a mintavételt is egyszeriibbé teszi, tovabbd nem sziikséges jO mindségli szovet a
markerek hasznalatahoz [45], ami tovabb noveli a markerek alkalmazasi lehet6ségeit. A sokkal
kisebb zavarassal jar6 tamponos mintazds mind a tenyésztok szamara, mind terepi
kutatasokban egyszeriibben kivitelezhetd, és az allatokat kevésbé terheld eljaras, mint a

vérvétel vagy a csonkoldsos szovetminta-vétel.

Osszefoglalva, az altalunk tervezett ivarmarkerek megfeleld megbizhatosdggal hasznalhatoak
az egyedek genetikai ivardnak meghatarozasdra. Sajat mintdk megszekvenalasaval
megbizonyosodtunk roéla, hogy az in silico fejlesztett markerek a megfelelé szakaszokat
amplifikaljak, és nem miiterméket eredményeznek. A tervezett markerek felhasznalhatoak
tovabbi kutatasokban akar noninvaziv mintavételezéssel is, illetve kutatasunk modszertana

alapul szolgalhat a jovében tovabbi in silico ivarmarkerek fejlesztéséhez.
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Osszefoglalas

Az afrikai oOkorbéka (Pyxicephalus adspersus) ZZ/ZW ivari kromoszomarendszerrel
rendelkezik, de molekuléris ivarmeghatdrozasara még nincs kifejlesztve modszer. A faj him
egyedei joval nagyobbra nének, mint a ndstények, de a fenotipusos ivar csak az ivarérést
kovetden allapithatd meg, viszont egy olcsd €s egyszerlien hasznalhatd genetikai marker
segitségével akar mar a juvenilis egyedek genetikai ivara is azonosithatd volna. Ezen kiviil a
molekularis szexalas segitheti az afrikai 6korbéka populaciok védelme érdekében folytatott
konzervacidbiologiai kutatasokat, tovabba a hobbiallat-tenyészték szamara is felhasznalhat6
lehet a genetikai marker korai ivarmeghatdrozasra. A poikilotherm gerincesek ivardeterminans
régiol kevésbé konzervaltak, mint a melegvériieké, ezért ezeknél az allatokndl gyakran
el6fordulhat, hogy eltérd 16kusz felelds az ivardeterminacidért, és még a kozeli rokon fajok
esetében is kiillonbozhet az ivarmeghatarozasi rendszer. Emiatt a molekularis szexalasra
fejlesztett markerek csak egy-egy fajon vagy egyes esetekben csak egy génuszon beliil
mitkddnek. Kutatasunk célja olyan olcso és egyszeriien hasznalhatdo PCR-alapi markerkészlet
fejlesztése volt, amely lehetdvé teszi az afrikai 6korbéka molekularis ivarmeghatarozasat. A
genetikai ivarmarkerek fejlesztésé¢hez az NCBI adatbazisba feltoltott afrikai 6korbéka genomot
hasznéltuk, amely egy nOstény egyedbdl szarmazik, igy mindkét heteromorf ivari
kromoszomat tartalmazza. Az adatbéazisbol let6ltott ivari kromoszoémak illesztése soran a
Geneious Prime program Mauve eszkdzének segitségével 168 potencidlisan ivarhoz kotott
szakaszt azonositottunk, amelyek a markerek alapjaul szolgaltak. A 168 szakaszbdl eldzetesen
25 lokuszra terveztink primerparokat, amelyek tartalmaztak megfeleld méretii
inszercios/delécios kiilonbségeket, ezzel lehetdvé téve az egyszerli méret szerinti elkiilonitést
az agardz gélen. Ezek kozill a tesztelés sordn négy markert itéltiink ivarmeghatarozasra
alkalmasnak. A PCR-termékeket Sanger-féle modszerrel megszekvenaltuk az adatbazisba
feltoltott szekvencidkkal valo egyezés validalasa érdekében. A markereket 26 ismert ivaru (14
him, 12 ndstény) egyeden teszteltiik le, izomszdvetbdl és vérbdl kivont DNS mintdk
felhasznalasaval. Az izomszoveteket juvenilis békakbol nyertiikk, amelyek ivarat az
ivarmirigyek morfologiaja és szovettan alapjan hataroztuk meg, a vérmintékat pedig ivarérett
egyedektdl vettiik, amelyek fenotipusos ivarat morfologiai bélyegek segitségével allapitottuk
meg. A PCR-tesztek altal meghatarozott ivar mind a négy marker esetében egyezett a korabban
megallapitott fenotipusos ivarral, és a megszekvenalt amplikonok illesztése soran sem talaltunk
eltérést a referenciagenomhoz képest, igy kijelenthetjiik, hogy a fejlesztett markerek ivari

kotodése 100%-0s.
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Summary

The African bullfrog (Pyxicephalus adspersus) has a ZZ/ZW sex chromosome system,
however, a method for molecular sexing is yet to be developed. Males grow considerably larger
than females, but phenotypic sex can only be determined following sexual maturation.
However, with the aid of an affordable and easy-to-use genetic marker, the sex of even
juveniles can be identified. In addition, molecular sexing could assist conservation biology
research in the protection of African bullfrog populations. Additionally, it could also be used
by breeders to identify the genetic sex of individuals at an early stage of ontogeny. In
poikilothermic vertebrates, the sex-determining regions are less conserved than in warm-
blooded animals, so different loci may often be responsible for sex-determination in these
animals. Furthermore, in these taxa even closely related species may have different sex-
determination systems. Consequently, markers developed for molecular sexing may only work
within a single species or, in some cases, within a single genus. The aim of our research was to
develop an inexpensive and easy-to-use PCR-based marker set that enables the molecular
sexing of the African bullfrog. For the development of these genetic markers, we used the
African bullfrog genome uploaded into the NCBI database, which was sequenced from a
female bullfrog and thus contains both heteromorphic sex-chromosomes. The alignment of the
sex-chromosomes, downloaded from the database, was performed using the Mauve tool in the
software Geneious Prime. We identified 168 potentially sex-linked sequences which served as
the basis for the markers. From the 168 sequences, we designed primer pairs for 25 loci that
contained insertion/deletion differences of appropriate size, which allows for the easy
differentiation of PCR products on the agarose gel by size. Out of the 25 designed markers, we
deemed 4 to be suitable for identifying genetic sex during testing. The PCR products were
sequenced using the Sanger method to confirm their alignment with sequences uploaded into
the database. We tested the markers on 26 individuals of known sex (14 male, 12 female) using
DNA samples extracted from muscle tissue and blood. The muscle tissues were obtained from
juvenile frogs, whose sex was determined by morphology and histology of the gonads. Blood
samples were collected from mature individuals, whose phenotypic sex was determined based
on morphological traits. For all four markers, the genetic sex determined using the PCR tests
matched the previously established phenotypic sex, and no differences were observed in the
sequenced amplicons aligned to the reference genome. Therefore, we can conclude that the

developed markers show 100% sex linkage.
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Koszonetnyilvanitas

Eldszor is szeretném megkdszonni Balogh Emese €s Dr. Szab6 Krisztian témavezetdimnek a
kutatas elvégzésében, ¢s a dolgozat megirdsaban nyujtott segitségiiket. Utmutatasuk, és
tanacsaik hatdsara mind a labori munkam, mind el6adasi készségeim ¢€s a dolgozatirasi

készségeim is rengeteget fejlodtek az egy év alatt, ami 6ta egyiitt dolgozunk.

Halaval tartozom tovabba az oktatéimnak, akik megértéssel fordultak hozzam, és segitették a

munkamat a dolgozat megirasa alatti idészakban.

Tovabba szeretném megkoszonni a csalddomnak a rélam valdé gondoskodast, hogy teljes

erébefektetéssel tudjak a dolgozat irasaval foglalkozni.
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