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Roviditések

BLAST - Basic Local Alignment Search Tool

bp — Base pair / Bazis par

Ce - Cervus elaphus / Gimszarvas

ddATP — Didedoxi-adenosine-triphosphate / Didedoxi-adenozin-trifoszfat
ddCTP — Didedoxi-cytesine-triphosphate / Didedoxi-citozin-trifoszfat

ddGTP - Didedoxi-guanosine-triphosphate / Didedoxi-guanozin-trifoszfat
ddTTP - Didedoxi-thymidine-triphosphate / Didedoxi- timidin-trifoszfat

DNS - Dezoxyribonucleic acid / Dezoxiribonukleinsav

dNTP — Dezoxyribonucleoside Triphosphate /Dezoxiribonukleozid-trifoszfatot
D-loop — Displacement loop / Mitokondrialis kontroll régio

EDTA - Ethylenediaminetetraacetic acid/Etiléndiamin-tetraecetsav

GenAlEx — Genetic Analysis in Excel

HVR — Hiper Variable Region / Hipervariabilis régio

kb — Kilobase pair / Kilobazis péar

Mb — Megabase pair / Megabazis par

mtDNS — Mitochondrial DNA / Mitokondrialis DNS

NGS — Next Generation Sequencing / Uj generacids szekvenalas

PCoA — Principal Coordinate Analysis / Fékoordinata analizis

PCR - Polymerase Chain Reaction / Polimeraz lancreakcio

QTL - Quantitative Trait Locus / Mennyiségi tulajdonsagot meghatarozo 16kusz
RNS - Ribonucleic acid / Ribonukleinsav

SNP - Single Nucleotide Polymorphism / Egy-pontos nukleotid polimorfizmus
sSDNS - Single strand DNS / Egy szald DNS

SSR - Short Sequence Repeats / Rovid szekvencia ismétlddések

STR - Short Tandem Repeats/ R6vid szekvencia ismétlddések

TBE — Tris-Borate-EDTA / Tris-borsav-EDTA puffer

tRNS — Transfer Ribonucleic Acid / Transzfer ribonukleinsav

UV - Ultra violet / Ultra ibolya

VIS -Visible / Lathaté fény tartomanya






1 Bevezetés

A gimszarvas (Cervus elaphus) Kozép-Azsiabol szarmazd, mara Eurépa szerte elterjedt
nagyvad. Az Ibériai-félszigett6l a Balti-tengerig megtalalhatd, a leggyakrabban el6forduld
szarvasfélék egyike. A kontinensen jellemz6 a dinamikus egyedszam novekedés, manapsag
mar 1,7 millié példanyra tehet6 a szamuk, mig husz évvel ezel6tt csak 1,1 millidan éltek ezen
a tertlleten. Ez az elszaporodas fuggetlen az Okoldgiai kondicioktol, a szocio-kulturalis
hattért6l és a vadaszati rendszert6l is (Burbaité & Csanyi, 2010).

A hazai populacié mérete becslések szerint 100 000 egyed f6lé tehet6 (Csanyi, 2014), amely
az utobbi par évtizedben indult jelentés novekedésnek. Ez a magas peldanyszam indokoltta
teszi az allomany csokkentését, hiszen élohelyiik teriilete is szikiilt, emellett az altaluk
okozott vadkar mértéke egyre inkabb n6. A magyarorszagi allatok tréfea minésége viszont az
egyik legkiemelked6bb a vildgon, szdmos hazdnkban kilétt allat szerepel elékelé helyen a

nemzetk6zi ranglistakon (www.naturhun.hu/magyar/gimszarvas.html).

A gimszarvas gazdasagi, kulturalis és 6koldgiai fontossaga is névekszik, ezért a gimszarvas
kutatasi programok elengedhetetlenek a faj fenntarthaté hasznositasahoz (Burbaité & Csanyi,
2010).

Hazé&nkban is sziikség van egy olyan atfogd program létrehozasara, ami lehet6vé teszi az
allomany ésszerli csokkentését, anélkiil, hogy maradandd karosodast okoznank a hazai

Okoszisztémaban és a Karpat-medencében €16 gimszarvas allomany minéségében.

Magyarorszagon a gimszarvas kutatasok tobb évtizedes multra tekintenek vissza, amelyekbe
tobb intézmény is bekapcsolddott (az EOtvos Lorand Tudomanyegyetem, a Kaposvari
Egyetem, a Szent Istvan Egyetem ¢és a godolldi Mezdgazdasagi Biotechnoldgiai
Kutatokdzpont). Az emlitett intézmények keretein bellil évek 6ta foglalkoznak a faj 6koldgiali
és genetikai vizsgalataval eés a hozza k6t6d6 human orvosi kutatasokkal. Ezek folyatdsaba
kapcsolodik be a mi tevékenysegiink is, amely reményeink szerint képes lesz Uj szempontbdl

béviteni a hazai gimszarvas populaciok genetikai strukturajarol alkotott kepet.


http://www.naturhun.hu/magyar/gimszarvas.html

2 Irodalmi attekintés

2.1 A gimszarvas altalanos jellemzése, jelentésége

A gimszarvas (1. dbra) modern rendszertani besorolésa szerint a Cetartiodachtyla férenden
bellil a Parosujju patasok (Artiodactyla) rendjébe, sziikebben pedig a szarvasfélék (Cervidae)
csaladjaba tarozik (Gilbert et al., 2006, Agnarsson & May-Collado, 2008, Szabolcsi,
2013).Altalaban testik 165-250 cm hosszu, marmagassaga 100 és 150 cm kozétt mozog,
tdmege eléri a 100-350 kg-ot is (Molnar, 2008). Az agancsanak sulya pedig akar a 10-15 kg-
ot is meghaladhatja (Stéger, 2011). ElShelye igen valtozatos, lombhullatdo és 6rokzold
erdékben gyakran el6fordul, de nyilt él6helyen is megtalalhato (Skog et al., 2009).
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l.abra A gimszarvas
(Forras: http://www.wildaboutbritain.co.uk/forums/mammal-forums/17903-tatton-park-deer-

rut.html)

A gimszarvas Eurazsidban Gshonos, de Afrika északi részén is megtalalhato, valamint
betelepitették Eszak- és Dél-Amerika, valamint Oceénia néhany teriiletére is (Horn, 2004).
Oroszorszag eurdpai vidékein és Skandinavia egyes részein kivil benépesiti a kontinenst
(2.4bra), beleértve Sziciliat és a Brit-szigeteteket is (Burbaité & Csanyi, 2010). Az itt ¢16
dllomanyok 6sei a jégkorszak alatt elszigetelddtek egymastdl. Ot f6 menedékhelyiik volt:
Ibéria, Olaszorszag, a Kaszpi régio, a balkani teriiletek és a Karpatok. Ezekhez a kiilonboz6
¢él6helyekhez valo alkalmazkodas okozza a gimszarvas genetikai dllomanyanak soksziniiségét

(Skog et al., 2009).

A gimszarvas komoly gazdasagi, kulturdlis és Okologiai fontossaggal és elénnyel bir. Az

allathoz kapcsolddo sport-tevekenység (vadaszat) és menedzsment segiti a helyi kozosségeket

5



munkahelyteremtéssel. Turisztikai eszkdzként is tekinthetink a vadallomanyra, ami szintén
hasznot hoz az ott é18k szamara, valamint a vadhtisfogyasztas is egyre népszeriibb. Okoldgiai
fontossaga, hogy taplalékul szolgdl mas nagyvadak szamara, emellett taplalkozasi
szokasainak koszonhetéen befolyassal bir a novényzet dsszetételére és szerkezetére. Sz&mos
elénye mellett sajnos hatranyos tulajdonsagokkal is rendelkezik: komoly kart okozhat
mezdgazdasagi teriiletekben és erdokben, mocsarakban is, koziton pedig gyakori szerepldje

kozlekedési baleseteknek, valamint betegségek terjeszt6je is lehet (Burbaité & Cséanyi, 2010).

F T T L oo

2.4bra A gimszarvas elterjedése Eurazsiaban
(Forras: http://en.wikipedia.org/wiki/Red_deer

(Vilagos z6ld egykori elterjedés, sotétzéld jelenlegi elterjedés)

2.2 Gimszarvas genomprogramjai

Uj-Zélandon a 2000-es években kezdédott egy kutatas az ott é16 szarvas populaciok sziil6i
vonalainak, diverzitidsanak és fajosszetételének vizsgalatara. Ehhez létrehoztak egy 768 SNP
(Single Nucleotide Polymorphism) vizsgalatara alkalmas chipet (Golden Gate Illumina)
(Bixley et al., 2009). Az SNP egyetlen nukleotidnyi valtozast jelent a DNS szekvenciaban. Ez
a valtozas lehet bazis kicserélddés (purin-purin, pirimidin-pirimidin vagy purin-pirimidin),

bazis kiesés vagy betoldddas. Ezeknek a valtozasoknak a kdvetkezményei képesek rogzilni a


http://en.wikipedia.org/wiki/Red_deer

genomban. Ha tébb SNP-t vizsgalunk egyutt, akkor haplotipusokba sorolhatjuk az egyes
egyedeket, ezért az SNP-k vizsgalata alkalmas populaciok elemzésére. (Vignal et al., 2002)
Az Uj-zélandi chip-hez 207 Mb-nyi SNP-t tartalmazo genomot szekvenaltak. Ezt harom fajta
szarvason veégezték, a keleti, a nyugati gimszarvason és a vapitin. Minden fajtabdl 25-25
allatot valasztottak ki. A létrejott chip és eredmények alapul szolgalnak tovabbi kutatdsokhoz
és a gimszarvas gazdalkodas fejlédéséhez (Bixley et al., 2009). A szekvenalasi adatok az
alabbi linken érhetéek el: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRX337866[accn]

Magyarorszagon az elsé de novo (elézetes informacidé nélkiili bazissorrend meghatarozas)
genom programot Dr. Orosz LaszIl6 és Dr. Horn Péter akadémikusok inditottak el az 1990-es

évek elején (http://mta.hu/tudomany_hirei/az-agancsfejlodes-genetikaja-72141/), amely a

korabbi ilyen irdnyu probalkozésokhoz képest sokkal eredményesebben zajlott. Mig az Uj-
zélandi szekvendlas soran a kapott genom lefedettsége csupan egyszeres volt, addig a
bdszénfai kapitalis bika szekevenaldsa utan kapott genom lefedettsége hetvennégyszeres. A
223 milliard bazisbol Dr. Barta Endre 437 412 darab contigot (nyers szekvenciakbdl
Osszeallithatd egybefiiggé DNS szekvenciak) hozott létre. Ezeket pedig scaffoldokba (nem
Osszeérd lancba rendezett contigok sora) rendezte, amelybdl 34 724 darab lett (Bana 2014,
Frank 2014).

Ez éaltal azonosithatova valtak tobbek kozott az agancs ciklus metabolizmusanak genjei
(amelyeknek a human rakkutatasban, illetve a csontritkulas — oszteopordzis — kutatdsban van
jelentdségiik) és az allattenyésztési szempontokbdl fontos QTL régiok is (Bana 2014, Frank
2014).

Ezen szekvenalési eredmények segitségével végeztik mi is a nemi kromoszoméas marker

fejlesztésiinket.

2.3 Az uj generacios szekvenalas

Szekvenciak meghatarozasara korabban két modszer létezett, a Maxam-Gilbert-fele (kémiai)
modszer és a Sanger moddszer. Ezek kozul az utdbbi, a Sanger-féle nyujtott lehetséget
fejlesztésre és a szekvenalds automatizalasara, amelyen az j generacios szekvenalds (NGS —

Next-Generation Sequencing) alapul (Szeberényi, 2004).

A Sanger lancterminécios eljaras alapja egy olyan DNS szintetizal6 rendszer, amely magaban
foglal radioaktiv modon jeldlt, szintetikusan eldallitott primer molekuldkat, négy féle

dezoxiribonukleozid-trifoszfatot (ANTP) és DNS polimeraz (1) enzimet. Miutdn a DNS


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRX337866%5baccn

templat szalahoz hozzakotédott a primer, a reakcid elegyet négy részre osztjdk és
mindegyikhez kiilonb6z6 didezoxiribonukleozid-trifoszfatot adnak (ddATP, ddCTP, ddGTP,
ddTTP). Mind a négy reakcid elegyben DNS szintetizalddik, amelyet a didezoxi molekulak
random beépulése allit meg. Az igy keletkezett eltéré hosszusagi lancokat gélben futtatjak

meg. A band-ek (savok) alapjan pedig le lehet olvasni a bazissorrendet (Szeberényi, 2004).

Az NGS technolégidk gyorsabb, egyszerlibb és jobban haszndlhaté megoldast jelentenek a
genomika terlletén. Emellett az 0j modszerekkel lehetdség nyilik korabban kivitelezhetetlen
vagy tdl bonyolult eljarasok veégrehajtasara is. A leggyakoribb NGS technikak a Roche,
Applied Biosystem, Helicos és Illumina (Metzker, 2009).

Részletesebben csak az Illuminardl szeretnék irni, mivel mintdink szekvenaldsa ezzel a

modszerrel tortént.

A szekvenalni kivant ssDNS-t apr0 darabokra hasitjak, ugy, hogy ,ragados” végek
keletkezzenek. Ezekhez adapter ligalodik. A mintat egy szekvenald lemezre viszik fel, ahol az
adapterrel komplementer oligonukleotidok (primerek) vannak kikdtve. Ezutdn hid
amplifikaciés modszerrel sokszorositjak fel a DNS-t: a DNS még nem kotodott vége is
hozzékapcsolodik egy oligonukleotidhoz, majd mellette Uj szal szintetizalodik. A két DNS
szal ezutan elvalik egymastol, az egyik végiik szabadda valik és hozzakotddik egy masik
primerhez. Igy névekszik tovabb a kozel 8 millio képzddott cluster. A beépiild nukleotidokat
fluoreszcens festékkel jelolik. Az altaluk emittalt fényt képes egy speciélis kamera rogziteni
(Metzker, 2009).

2.4 Mitokondrium, D-loop régio

Eukaridta sejtekben nuklearis genomjuk mellett megtalalhatdak extracellularis DNS-ek is,
amilyen a mitokondrium és — ndvenyeknél — a kloroplasztisz. Emlésokben a mitokondrium
kisméretli sejtszervecske, amely 10°-10* szamban fordul el6 sejtenként (Szeberényi, 2004).
Sajat, korilbelul 16 kb hosszUsaga cirkularis, kettés szala DNS-sel rendelkeznek, ezert

képesek fliggetlenul 6roklédni a sejtmagi DNS-t61 (Shao et al., 2014).

A mitokondridlis DNS-t (mtDNS) gyakran alkalmazzak populacidgenetikai vizsgalatokhoz.
Hibajavité rendszere nem miikodik olyan hatékonyan, mert hianyzik beldle a kivagasi javitas
(excision repair) rendszer, amely a pont mutaciok kijavitasaért felelés. Ezért mutacios rataja
egy nagysagrenddel nagyobb a sejtmagi DNS-énél. A mtDNS szekvencia mutaciokkal egyutt

megmutatja az adott egyed haplotipusat. Ha két egyed azonos ponton azonos polimorfizmust



mutat, akkor azok egy haplotipusba tartoznak. Mar egyetlen egyedben megjelent mutacio is
rogzilhet egy populacidban (Priskin, 2010). A mtDNS-ben nincs rekombinacid, ezért
feltételezhetd, hogy az azonos tipust mutatdo egyedek k6zos felmen6tdl szarmaznak. Szinte
teljesen anyai agon o6roklodik, ezért egészen eltérd variabilitdst mutat a sejtmagi DNS-t6l.

(Weaver & Headrick, 2000).

A gimszarvas mitokondridlis DNS-ének hossza kordlbelil 16 350 bp, 22 transzfer RNS gént,
2 riboszomalis RNS gént, 13 fehérje kddold gént és egy nem kodolé szakaszt, a D-loop vagy
mas néven szabalyozo régiot tartalmaz (3. abra). A szabalyozo6 régio merete 900 bp koril
mozog, a tRNS™™ és a tRNS™ gén hatarolja (Shao et al., 2014). A replikaciéhoz és a
transzkripcidhoz szikseges szabalyozé szekvencidkat hordozza magaban. (Fernandez-Silva et
al., 2003).
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3.abra A szarvasfelék mitokondrialis DNS-e benne a D-loop (kontroll) régidval
(Forrés: Pang et. al, 2008)

A D-loop régionak kiemelt fontossaga van: a mtDNS-en belul a leginkdbb valtozatos
szekvenciaban és hosszban a kiilonb6z6 fajok és egyedek kozott (Fernandez-Silva et al.,
2003). Nagyfoku polimorfizmus figyelheté meg benne, ezért hipervariablis régionak (HVR:
Hiper Variable Region) is nevezzik (Priskin, 2010), eme tulajdonsdgai miatt hasznélhato

populaciogenetikai vizsgalatokhoz.



2.5 DNS markerek, mikroszatellitak

A genetikai markerek olyan genom szakaszok, amelyek jellemz6éit DNS, fehérje vagy
fenotipus szinten vizsgaljuk. A genetikai markerek alkalmasak valtozatossag, eltérés
keresésere es jellemzesere. EImeéletben a genom minden pontjat hasznalhatnank markerkent,
gyakorlatban azonban vannak megkotések, példaul a konnyld kimutatds és kovethetdség.
Idedlisnak akkor nevezhetiink egy DNS markert, ha nagyfoku valtozatossag (polimorfizmus)
jellemzi, oroklédése kodominans, gyakori €s egyenletes eloszlast mutat a genomban

(Hajosné, 1999).

A mikroszatellitdk (STR: Short Tandem Repeats) 2-6 bazisparbdl alldé egymés utan
elhelyezkedd szekvencia motivumok (Zalapa et al., 2012). Prokariotak és eukariotak orokitd
anyaganak kddold és nem kodold régidiban is megtalalhatéak (Zalapa et al., 2012, Yu et al.,
2011). Tobb valtozatuk létezik attdl fiiggden, hogy hany bazis ismétlodik benniik, igy
elkdlonitink mono-, di-, tri- és tertranukleotidos mikroszatellitdkat valamint penta- és
hexanukleotidosakat (Jeong-Nam et al., 2011, Szabolcsi, 2013).

Szamos populacidgenetikai szempontbdl fontos pozitiv tulajdonsaggal rendelkezik: nagy
szamban fordulnak eld, lefedik a genom egészét, multiallélosak, kodominans maddon
oroklédnek (Guohong et al., 2013), nagy polimorfizmust mutatnak hosszukban, kénnyen
genotipizalhatéak (Cavagnaro et al.,, 2010). Ezeknek az elényoknek koszonhetden
eldszeretettel hasznaljak Oket rokonsagi, csaladi és demografiai strukturdk vizsgalatéra,
tovabba lokalis genetikai diverzitdsok megfigyelésére, valamint populaciok kozotti kapcsolat
tanulmanyozasara (Cavagnaro et al., 2010, Guohong et al., 2013, Janowski et al., 2014,
Szabolcsi et al., 2014).

Nagy el6nyiik tovabba, hogy primerparok ¢és polimeraz lancreakcidés (PCR) eljaras
segitségével konnyen detektalhatd hosszkilonbséget adnak (Thiel et al., 2003, Gilbert et al.,
2006)

Az U] generacios szekvendlasi technikak altal generdlt adatmennyiség és a szamitastechnikai
lehetdségek 1) alapot jelentenek a mikroszatellita markerek fejlesztésében (Jeong-Nam et al.,
2011, Castoe et al., 2012 Zalapa et al., 2012, Guohong et al., 2013, Janowski et al., 2014)
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3 A munka célja
A kutaté csoport céljai:

Kutatasunk célja a gimszarvas populaciok genetikai diverzitasanak megismerése és felmérése
- els6sorban Dél-Magyarorszagrol szarmazo mintak segitségével - a mitokondrialis DNS D-
loop régid, valamint genomikai adatok alapjan fejlesztett nemi kromoszomas (X-Y)
mikroszatellita markerek felhasznalésaval.

A teljes gimszarvas genom szekvenalasanak (2012 -2013) adatait felhasznalva Uj, els6sorban
XY kromoszoméas mikroszatellita markereket fejlesztiink és multiplex PCR reakciohoz
optimalizaljuk Oket. Ezek segitségével az XY kromoszémaékat a gimszarvas leszarmazasi
sorokban kovetni tudjuk.

Az autoszdmas mikroszatellit (2010-2013) markerekkel a populécidk diverzitasat is

felmérjuk, és dsszehasonlitjuk az XY kromoszomas markerek eredményeivel.

A kutatason belul az én feladatom:
Gimszarvas nemi kromoszoméas multiplex PCR rendszer optimalizalasa (Ce_XY3_KZS), és
ennek a segitségevel a dél-dunantali gimszarvas mintak vizsgalata.

e QDD programcsomag primereinek ellendrzése

e Multiplex primerek kivalasztasa

e DNS izolalas

e Multiplex PCR optimalizélas

e Dél-dunantuli gimszarvasok vizsgalata



4 Anyag és modszer

4.1 Avizsgalt gimszarvas mintak

A mintaink egyelére Dél-Magyarorszagrol szarmaznak (4. abra), amelyeket vadaszok
gyljtottek a munkankhoz. Erre a célra specialis mintavételi csomagot készitettiink, amely egy
kérdbivet tartalmazott az allatra vonatkozd kérdésekkel (nem, kor, becsiilt tomeg, becsiilt
agancs méret, agancs mindsé€g), valamint egy abszolut etanolt tartalmazd Eppendorf-csovet.
Ezekben koriilbeliil borsészem nagysagu has vagy mdj mintat kértiink, amelyek igy hiités
nélkiil is megorzik a kisérlethez sziikséges mindségiiket.

Ezen kivil a bdszénfai vadaskert kiildott szdmunkra mintdkat az ott ¢l6 gimszarvas
allomanybol. Bikakbol vérmintékat, valamint tehenekbdl és borjakbol szarmazo szérmintakat
kaptunk.

Gemencrdl pedig hullott agancsot €s kif6zott koponyat kaptunk egyedazonositas céljabol.

Az egyes teriiletekrél szarmazo mintak szamat az 1. tablazat mutatja.
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4. dbra A mintéink szarmazasi helye

(lilaval jelolt)
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1. tblazat A vizsgélt allatok szama és szarmazasi helyik

Szarmazasi hely Vizsgélt allatok szdma
Boszénfa 7
Labod 13
Vajszlo 21
Gemenc 2

4.2 DNSizolalas
A szovetbdl, a vérbdl torténd izolalast a Genomic DNA Mini Kittel (Genaid) végeztiik a

gyarto utasitasai szerint.

A szOrmintdknal igyekeztiink hagymas szélakat valasztani és azokbodl végrehajtani az izolalast

Genomic DNA Mini Kittel (Genaid) szintén a gyart6 utasitasai szerint.

A csontmintakbol alacsony fordulatszamua fardgéppel csontport készitettink, amelyet
folyékony nitrogénes mozsarban tovabb homogenizaltuk, majd a DNS izolalast a Ql1Aamp

DNA Investigator Kit-tel (Qiagen) végeztilk, a gyarto utasitasai szerint.

A DNS izolalas végeredményeként kapott DNS oldat koncentracidjat Nanodrop 1000
(Thermo Scientific) segitségével hataroztuk meg. A miszer UV/VIS tartomanyban miikodo
spektrofotométer. Elénye, hogy 2 mikroliteres térfogat mennyiségbdl is képes abszorbanciat

mérni, valamint mar nagyon kis koncentrécioét is képes meghatérozni.

Azokat a mintakat tekintettiik hasznalhatonak, amelynek koncentracioja legalabb 15 ng/ul és
tisztasaga (A260/280) 1,7 f6lé esett. Ezen mintakat 15 ng/ul-re higitottuk és felhasznéalasig
-20°C-on taroltuk.

4.3 Primer tervezés

A gimszarvas de novo genom szekvenalas eredményeként kapott contigokon és scaffoldokon
Frank Krisztian doktorandusz a QDD program segitségével sziirte a primertervezéshez
megfeleld mikroszatellita markereket. A contigok szekvencidjanak ismerete segitségével

kivalasztotta azokat, amelyek megfelel6 hosszisaguak, nem tartalmaznak SNP-t, valamint a
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termék mérete is megfeleld. Az igy kapott mikroszatellita markerekkel repeat maskerrel

ellenérizte (http://www.repeatmasker.org/), szarvasmarha genomra BLAST-olta, majd a

megfelelokre primert tervezett a Primer 3 segitségével.
(http://www.ncbi.nIlm.nih.gov/blast/Blast.cqi?PAGE TYPE=BlastSearch&BLAST SPEC=0
GP 9913 10708 és http://www.primer3.ut.ee/)

A Frank Krisztian altal tervezett primerek kozil a Ce_XY3_KZS multiplex PCR reakciohoz
kivalasztottakat manualisan ellenériztem a Primer3 programban. Az oldalon beallitott
paraméterek a kovetkez6k voltak: a PCR termék mérete 90 és 300 bp kozé essen, a primer
mérete 18 és 27 bp kdzé essen, de a legoptiméalisabb, ha 20 bp hosszd. A primer optimalis
olvadasi hémérséklete 60°C-ra essen, de legalabb 57°C, legfeljebb pedig 63°C legyen. Igy

manualisan ellenérizve is megkaptam a tervezett 8 primer part a megfeleld értékekkel.

UCSC in silico PCR segitségével ellendriztem, hogy a primerek szarvasmarha referencia

genomon X, illetve Y kromoszomas talalatot adjanak (http://genome.ucsc.edu/). Az in silico

PCR lényege, hogy szamitdgépes eljaras segitségével képes modellezni egy PCR reakcio
kimenetelét. Ennek kdszonhetben optimalizalja a primer tervezés két céljat: a szelektivitast és

a hatékonysagot.

4.4 Gimszarvas nemi kromoszomas multiplex mikroszatellita PCR

A polimeraz lancreakcid miikodési elve, hogy a DNS egy meghatarozott részérél a DNS
polimeraz enzimmel masolat késziill. A DNS két szalat hével szeparadljak és a tervezett
primerek segitségével kivalasztjak a felszaporitani kivant egységeket. A kivalasztott részen
mindkét szalrol masolat készil. Ezt kovetéen ujra Osszedllnak az elvalasztott részek a
bazisparosodasnak megfeleléen, a kovetkezé duplikaciohoz ismét hével kell kezelni a
molekulat. Minden ciklus befejezése utan megduplazodik a kivalasztott szakasz, igy a kivant
szakaszt tovabbi vizsgalatokhoz sziikséges koncentraciora tudjuk felddsitani (Weaver &
Hedrick, 2000).

A PCR 0Osszeméréséhez QIA Multiplex PCR Kit-et (Qiagen) hasznaltunk, amit kifejezetten
multiplex PCR-hez fejlesztettek, tartalmazza a reakcidéhoz sziikséges DNS polimerazt, puffert
és dNTP-t is. Tovabbi nagy elénye, hogy hot starttal miikodik, igy szoba hémérsékleten nem

keletkeznek a detektalast nehezitd elemek.

A PCR reakcidkhoz elézetesen Osszemértik az egy mikroszatellitahoz tartozd reverse és

forward primereket, majd a felhasznalni kivant primerekbdl egy elegyet készitettiink, ami
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nagyban meggyorsitotta a munkankat. A PCR reakcioban az 2. tablazatban talalhatd receptet

hasznaltam.

2. tablazat A mikroszatellita PCR reakciokhoz hasznalt recept

Reagens Koncentracid 1 reakciora (ul)

Templéat 15 ng/ ul 2,00
Multiplex PCR Master Mix 2X 7,50
Ce_X008_KZ 10 uM 0,60
Ce_Y005_KZ 10 uM 0,60
Ce_Y004 KZ 10 uM 0,36
Ce_X002_KZ 10 uM 0,31
Ce_X007 KZ 10 uM 0,20
Ce_X006_KZ 10 uM 0,15
Ce_X001_KZ 10 uM 0,13
Ce_X003_KZ 10 uM 0,12
DV 3,01
Osszesen 15,00

Az altalunk hasznalt PCR program protokollja a kdvetkezd volt:

95°C 15:00 1x
94°C 0:30

60°C 1:30 29X
72°C 1:00

60°C 60:00 1x

4.5 Mitokondrialis D-loop PCR

A mitokondrium D-loop régiojanak vizsgélatahoz szakirodalombdl vett primert (Skog et al.,
2009) hasznaltunk, az altaluk dsszeallitott recept és protokoll alapjan, amely a 3. tablazatban
lathato.
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3. tdblazat A mitokondrium D-loop PCR reakciokhoz hasznalt recept

Reagens 1 reakciora (ul)
Templat 4,0
Multiplex PCR Master Mix 12,5
279F 0,5
279R 0,5
DV 7,5
Osszesen 25,0

Az altalunk hasznalt PCR program protokollja a kdvetkezd volt:

98°C 0:30 1x
98°C 0:10

62,5°C 0:10 35x
72°C 2:00

72°C 5:00 1x

4.6 PCR termékek detektalasa

4.6.1 Gél elektroforézis

A kisméretli DNS molekulak mérete gél elektroforézissel elég jol becsiilhetd. Alapja, hogy a
DNS negativ t6ltésii, a benne 1év6 foszfat gerinc miatt, ezért megfeleld kdzegben a pozitiv
toltés felé mozog. Polimer gélben a DNS molekulak méretiiknek megfeleléen mozdulnak el
az elektromos erdtérnek koszonhetéen. Megfeleld ideig végzett futtatds utan a DNS-ek
méretiik szerint elrendez6dnek a gélben. Ha fluoreszcens festékkel jel6ljuk meg a DNS-t,
ultraibolya fény alatt lathatdva valnak a DNS fragmentek (Weaver & Headrick, 2000).

A gél elektroforézishez hasznalt 2%-os gél elkészitésehez 1,8 g agardzt (Lonza) és 90 ml

TBE-t (Duchefa Biochemie), valamit 90 ul etidium bromidot hasznaltam.

Az etidium bromid be tud kotni a DNS két szala kdzé és fluoreszcens tulajdonsaga miatt

képes lathatova tenni azt, ha UV fénnyel gerjesztjik.

A PCR termékbdl 5 pl-t adtunk Sul desztillalt vizhez és 2 pl 6 x festékhez, majd felvittiik a
gélbe. Viszonyitasként GeneRuler 100 bp DNA Ledder (Fermentas) molekula markersulyt

hasznaltunk.
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A gél képeket Chemi Doc™ MP Imaging System (Bio RAD) segitségével fényképeztiik.

4.6.2 Fragment-analizis
A mikroszatellita markereinket fragment-analizis segitségével értékeltiik ki, amelyet a Biomi

Kft. készitett el szamunkra ABI 3100 Genetic Analyser (Applied Biosystem) segitségével.

A fluoreszcensen jelolt (pl. 6FAM, HEX) primerekkel végzett PCR-ek termékeit a gél
elektroforézishez hasonléan futtatjak. Ennél az eljarasnal gél helyett kapillérist hasznalnak. A
mintan lézerfény halad at, ennek kovetkeztében a festék fluoreszkalni fog. igy a gyorsabban
mozgd kisebb fragmenteket és a lassabban mozgd nagyobb fragmenteket egy (CCD) kamera
érzékelni képes. A fluoreszcens informaciot elektronikus jellé alakitjak, amib6l tovabbi

atalakitasokkal elektroferogramot hoznak létre.

A kapott elektroferogramokat Peak Scanner Software v1.0 (Applied Biosystem) segitségével
értékeltiik ki. Az elektroferogram csucsanak jellemz6i koziil a csUcs elhelyezkedése mutatja
meg allél hosszusagat. Az allélhosszakat excel tablazatban rogzitettem, és a tovabbi

elemzésekhez ezt a fajlt hasznaltam.

4.6.3 Mitokondrdlis szekvencidk kiértékelése

Egy sejtben tébb mitokondrium is van, igy nagyobb kdpiaszamban talalhaté meg, mint a
sejtmagi DNS, ezért rosszabb mindségii, régi vagy kezelt mintakbdl is konnyebb kinyerni. A
mitokondridlis DNS vizsgalatdhoz szakirodalombol vett (Skog et al., 2009) primert
hasznaltunk, valamint PCR technikaval szaporitottuk fel a szdmunkra sziikséges D-loop
régiot. Az igy kapott 1014 bp hosszUsagu terméket Sanger lancterminacios modszerrel
szekvenaltattuk meg a Biomi Kft-nel. A fragmentek szekvenciait forward és reverse iranybdl
is meghataroztak. Eredményként nyers abl fajlokat kaptunk, amelyet a DNA Star 7.1-es
programcsomag SeqMan programjaval értékeltink Ki.

4.7 Populacio genetikai vizsgalatok

A mikroszatellita allél nagysagokat egyedenként rogzitettem, ez alapjan populacionként
allélgyakorisdgokat szamoltam. Az allélgyakorisagok alapjan Shannon-diverzitast, a
kromoszomas vonalak alapjan haplotipikus diverzitdst (Nei, 1978) szamoltam. A
diverzitasszamitasokhoz GenAlEx v.6.5. programot hasznaltam (Peakall & Samuse 2006,
2012). Tovabba az allélnagysagok alapjan meghatarozott egyedi genotipusokat fékooordinata
analizissel és cluster analizissel értékeltem. A tdbbvaltozos mddszerekhez PAST v2.17c

programot hasznaltam (Hammer et.al., 2001).
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5 Kisérleti eredmények és értékelésiik

5.1 DNSizolalas

A DNS izolalas a szovet, szOr és vér esetén sikeres volt. A csontszovetbdl vett mintak
izolalasa viszont nehézségekbe iitkozott. A kiillonbozo kezeléseknek kdszonhetden (hidrogén
peroxid) a szovetben megtalalhatd6 DNS mindsége romlott, a DNS nagyon széttoredezett,

ennek kovetkeztében pedig nehezebben volt PCR-ezhet6.
Néhany DNS nanodrop eredménye az alabbi tablazatban lathato:

5. tdblazat Az izolalt gimszarvas DNS-ek koncentracioja és minésége

ng/pl | 260/280 | 260/230
1326 38,88 1,96 0,20
1327 72,08 1,99 0,36
C7006 57,27 1,73 1,20
C7058 147,03 1,88 1,48
1146 52,33 1,87 1,63
1148 60,06 1,78 0,59
1526 13,06 1,63 0,51
1544 10,10 2,03 0,83

A DNS izolaladsok eredményeként tiszta (260/280-as érték, ami 1,5 folott megfelelonek

crer

kaptunk, amelyek alkalmasak voltak a tovabbi vizsgalatok elvégzéséhez.

5.2 Primer tervezés

A primer tervezés es informatikai tesztelés és valogatas vegeredményeként tizennyolc primer
part kaptunk. A primereket fragment hosszusaguk szerint sorba rendeztiik, majd ket multiplex
PCR reakcioba osztottuk Oket. Ezek a Ce_XY2_WJ, amellyel szakdolgoz6 tarsam Wilhelm
Julia végezte kiserleteit, valamint a Ce_XY3_KZS amivel én dolgoztam tovabb és ami jelen
dolgozatom targyat képezi. Az elosztas végeredményeként nyolc primer kerilt a
Ce_XY3_KZS mutiplexbe.

A nyolc primerre az utan kiilonb6z6 szineket terveztiink figyelembe véve, hogy azok a
fragment-analizis soran ne akadalyozzak egymas detektalhatosagat. A hasznalt jeldlések:
sarga (NED), kék (6-FAM), piros (PET) és zold (VIC) volt. A primereket az Applied

Biosystemtdl rendeltiik meg.
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A beérkezett liofilizalt primereket el6szor desztillalt vizben feloldottam, majd higitottam és

tobb, bika és tehén gimszarvas mintan teszteltiik 6ket egyesével.

A 6. tablazatban lathato a tizennyolc tervezett primer, a bazishosszusagukkal és a jeldlésiikkel
egyutt. A primerek szekvencidja még publikalas alatt all, ezért én nem kézoltem. A primerek

neve végén lathatd monogram jelzi, hogy melyik multiplex plate-hez tartoznak.

6. tablazat A gimszarvas X, Y mikroszatellita primerek

STR Chr  leldlés Szin  product size Primer

Ce_X001_KZ X  NED sérga 160 bp Ce_X001_KZ_NED_160 bp

Ce X002 KZ X  6FAM kék 102bp Ce_X002_KZ_6-FAM_102 bp
Ce_X001_WJ X  PET  piros 210 bp S
Ce X003_KZ X  VIC  z8ld 126 bp Ce_X003_KZ_VIC_126 bp
Ce_X002_WJ X 6-FAM kék 115bp Ce_X002_WJ_6-FAM_115 bp
Ce X003_WJ X  NED  sérga 151bp Ce_X003_WJ_NED_151 bp

Ce X004 WJ X  PET  piros 201kn Ce X004 W)_PET 201bp
Ce X005_WJ X VIC  z8ld 133 bp | Ce_X005_WJ_VIC_133 bp
Ce_X006_WJ X 6-FAM kék 223bp Ce_X006_W)_6-FAM_223 bp
Ce X006_KZ X  NED sérga 142 bp Ce_X006_KZ_NED_142 bp

Ce X007_W) X PET piros 190y Ce_X007_WJ_PET_100bp
CeX008KZ X  PET piros 30250 Ce X008 KZ PET 302bp

Ce X007.kZ X  VIC  z8ld 230 bp | Ce_X007_KZ_VIC_230 bp

Ce Y004 KZ Y  6FAM kék 452bp Ce_Y004_KZ_6-FAM_452 bp
Ce Y005 KZ Y  NED sirga 410bp Ce_Y005_KZ_NED_410 bp
CeYOO3 W) Y  PET  piros 200 bp [N
Ce YOO W) Y  VIC  z8ld 370 bp | Ce_Y009_WJ_VIC 370 bp

A KZ végzbdésiiek az altalam hasznalt multiplexben 1év6 primerek

5.3 A gimszarvas XY mikroszatellita (Ce_XY3_KZS) multiplex PCR reakcio
optimalizalasa
A primereket ezutdn multiplex PCR reakciokban is 0sszemertem, vizsgalva ezzel, hogy

zavarjak-e egymast ilyen korilmények kozott. Mar az elsé par PCR eredmenye is sikeresnek

volt tekintheté, a primereim multiplex reakcidéban dsszemérve is adtak terméket. Agardz
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gélben jol lathato er6s DNS fragmenteket kaptam, valamint a fragment analizis soran is

megkaptam a megfeleld cstcsokat.

A csoport kordbban is végzett PCR-es Kisérleteket és az akkor szerzett tapasztalatokbol
kiindulva els6 1épésként az eredeti protokollban szereplé mennyiségeket a konzulensem
tanacsara a felére csokkentettem - a vegtérfogat és az enzim mennyiség szempontjabol-
(Qiagen- Kick start protocol: 25 pl Multiplex Master mix enzim, 10x primer mix 5 pl,

végtérfogat 50 pl).

Ezutan a Kkiértékelés megkonnyitésének érdekében elkezdtem valtoztatni a primer
mennyiségeken (6. tdblazat).

A primerek mennyiségenek valtoztatdsat gél képek és elektroferogramok segitségével
vegeztem (7. tablazat). A tul magas csucsokat csokkenteni akartam, a tul alacsonyakat pedig a

zajtol valo jobb megkiilonboztethetdség érdekében kdzepes méretlire ndvelni.

7. tablazat A kisérlet soran hasznalt primer mennyiségek véaltozasa

Primer Eredeti mennyiség 1. véltoztatas 2. véltoztatas 3. véltoztatas
(1D (1D (ul) (1D
Ce_X001_KZ 0,5 0,36 0,19 0,13
Ce_X002_Kz 0,5 0,42 0,31 0,31
Ce_X003_Kz 0,5 0,25 0,13 0,12
Ce_Y004_KZ 0,5 0,50 0,50 0,36
Ce_Y005 KZ 0,5 0,50 0,60 0,60
Ce_X006_KZz 0,5 0,60 0,20 0,15
Ce_XO007_Kz 0,5 0,50 0,22 0,20
Ce_X008 KZ 0,5 0,25 0,55 0,60

20



0

o) 110 1% 150 im 190

b)

Ce_MWOD2_KI

b 110 1% 190

000

3000
2000
1000

i T

—\_fl “I-._hj L A

3 100 I
Ce_X002_KZ
a0 120 140 200

TO00
G000
5000
4000
3000
2000
1000

Ca X002 KZ

7o Fs] 3T 470

=
-

I 200X &2

I3 E00x =D

4 800X @D

S
e

|-
-

b o e

I 100% 8D

IH S00A 9D
I r00AT 2D

- _l. b
[n]
II.T
=
g
o
IX
(=]

T L00% 90

5. dbra Kiilonb6z6 mennyiségii primerekkel végzett PCR eredményeként kapott

elektroferogramok

a) Az eredeti mennyiségii primerek (0,5 pl); b) Els6 valtoztatas (0,42 ul); c) Masodik
véltoztatas (0,31 ul); d) Teljes multiplex elektroferogram képe
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A 5. dbran lathaté a Ce_X002_KZ primer optimalizalasi folyamata (a-b-c kép), valamint az
0sszes primer optimalizdlasanak végeredménye egy elektroferogramon. Bar a ferogramon van

néhany zavaro csucs, mégis a detektalni kivant jelek jol megkiilonboztethetdek a zajtol.

Tovabbi Iépéskent a multiplex master mix mennyiségét tovabb csokkentettem 7,5 pl-re. A
PCR reakcio végtérfogata igy 15 pl lett, amelyet jelenlegi tudasunk szerint nem lehet tovabb
csokkenteni.

Az optimalizalasi reakciot harom mintan végeztem. Ebbol ketté nagyon rossz mindségi
(1326-0s minta: ¢=38,88 ng/ul, 1526-0s minta: c=13,06 ng/ul ), egy viszont PCR reakciéhoz
Kivaloan hasznalhat6 volt (1146-os minta c=52,33 ng/ul ). A munk&mat tovabb nehezitette,
hogy a rossz mindségii mintakbol viszonylag kis mennyiség allt rendelkezésemre. A reakcio
soran a rossz mindségii DNS-bdl késziil6 PCR-ek templat mennyiségét megnoveltem, a
desztillalt vizet pedig elhagytam a reakciobdl. A megfelel6 mindségii (koncentracié nagyobb,
mint 15 ng/ul) mintakhoz. Az 5.4. fejezetben olvashaté PCR protokoll-t hasznaltam.

A PCR reakci6ban létrejott termékeket agar6z gélben futtattam és még a legrosszabb
mindségli ¢és kevés mennyiségii DNS-ben is értékelhetd jeleket kaptam, viszont a fragment

analizis eredményei nem voltak megfelelden kiértékelhetdek.

A j6 mindségli DNS agardz gélben jol latszodott €s az elektroferogramja is kiértékelhetd volt

(6.4bra).

1326 1526 1146 1326 1526 1146
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6.4bra Multiplex PCR reakcidk optimalizalasa
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Az igy modositott protokollt hasznaltuk azutan a legtébb mintan, mivel azok koncentracioja

15 ng/ul folott volt és igy 7,5 ul-nyi enzimmel is detektalhatoak voltak.

Ezzel az enzim mennyiséget 70%-kal csdkkentettilk, ami azt jelenti, hogy egy100 reakciora

méretezett multiplex kittel 300 reakciot tudunk 6sszemerni.

5.4 Ce_XY3_KZS eredményei

5.4.1 Mikroszatellita polimorfizmusok

A Ce_XY3_KZS nemi kromoszdémas mikroszatellita multiplex-szel 45 allatot vizsgaltam
meg. A vizsgalt allatok koziil kett6 tehén, negyvenhdrom pedig bika volt. Tenyész kertb6l
szarmazé és vadon ¢16 allatok mintai is szerepeltek a minta szettben, ezek szazalékos

megoszlasat az alabbi dbra mutatja:

20%
Zart kert

Szabad

80%

7.4bra A gimszarvas mintak szarmazasi helyének szazalékos megoszlasa

A zértkerti mintak kozo6tt csupan néhany bika, valamint limitalt szamu tehén talalhaté meg. A
minték alacsony szdma hatassal lehet a genetikai diverzitas mértékének becslésére, valamint
ennél a populaciénal a beltenyésztettség jelenléte is befolyasolhatja a kisérleti

eredményeinket.

A mikroszatellitak vizsgalatat az egyes lokuszokon megtalalhato allélek 6sszeszamolasaval
kezdtem. A lokusz a DNS egy adott pontja; mikroszatellitdk esetében az egyes I6kuszok
kiilonbségeit a hosszkiilonbségek jelentik, amelyek a tandem ismétlodések szamanak
eltérésébol erednek. A mikroszatellitak kodominansan o6roklodnek, ezért alkalmasak
populdciogenetikai vizsgalatok végzésére, a populaciokban megfigyelheté polimorfizmus

pedig a kiilonb6z6 hosszusagu allélek jelenlétét jelenti.

Osszehasonlitottam a Primer3 altal tervezett PCR termékek méretét a ténylegesen detektalt

mérettel (8. tablazat). Ezek eltérései abbol szarmazhatnak, hogy a genom 0sszerakas soran az
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ismétlédé motivumok problémat okozhatnak, emiatt a keletkezd termék hosszmeghatarozésa

Kissé pontatlan.

8. tablazat A tervezett és detektalt fragment hosszak

Primer név Primer3 altal Genom Detektalt allél
prediktalt allél szekvenalt allat méretek
méretek allél méretei
Ce X001 _KZ 160 bp 158 bp 150,152,158,
160 bp
Ce X002 Kz 102 bp 101 bp 101 bp
Ce X003 Kz 126 bp 125 bp 115,117,121,
125,127 bp
Ce Y004 KZ 457 bp 457 bp 457 bp
Ce Y005 KZ 410 bp 416 bp 416, 418 bp
Ce X006 _KZ 142 bp 136 bp 132,134,136 bp
Ce X007 _KZ 230 bp 231 bp 225,229, 231,
233,235 bp
Ce X008 KZ 302 bp 295 bp 295,297,299 bp

9. tdblazat A detektalt allélek szama

PRM Chr n Na
Ce X001 _KZ X 45 4
Ce X002 KZ X 45 1
Ce_X003_KZ X 45 5
Ce_ Y004 _KZ Y 43 1
Ce_Y005 KZ Y 43 2
Ce_X006_KZ X 45 3
Ce_X007_KZ X 45 5
Ce_X008 KZ X 45 3

A PCR termékek méretét mutatd elektroferogramok kiértékelése soran egy tablazatban

vezettem a kapott allélek nagysagat. Ez alapjan szamoltam azutan 0ssze az egyes
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primerparokhoz tartozo allél variaciokat. Ezt 0sszesitve a 9. tdblazatot kaptam, ahol a PRM a
primer nevét jelenti, a Chr a kromoszoma lokaliz&cidt, n a levizsgalt egyedek szamat, az Na
pedig a detektalt allélek szamat jelenti. Az allélek szama alapjan sikerilt viszonylag polimorf
mikroszatellitakat ~ kivalogatni a multiplex reakciomhoz, ezek populacidgenetikai

vizsgélatokhoz, leszdrmazasi vonalak azonositdsdhoz megfeleldnek tiinnek.

5.4.2 Populdcié genetika: X és Y kromoszomds vonalak

Mivel a nemi kromoszomak nagy resze nem rekombinalddik, ezért az arra a szakaszra esé
szekvenciakat valtozatlanul adjak at a szilék az utddoknak. Ezért a mikroszatellita allélek
alapjan az allatokat X kromoszomas vonalakhoz tudtam rendelni. Akkor tartozik két allat egy
kromoszomas vonalhoz, ha minden mikroszatellita I6kuszon ugyanolyan hosszusagu allélt
hordoz. Ha pedig legalabb egy l0kuszon kiilonboz6 hosszusagu allélek vannak, akkor

kiilonb6dz6 vonalakhoz tartoznak.

Az X kromoszomas markerekkel 27 vonalat sikerilt elkulonitenem, amelyek kozll sok az
unikalis (egy egyedet tartalmazd) vonal. Ez a kis minta szamnak is tulajdonithatd, de mar igy
is magas diverzitast jelent (10. tdbldzat). Az Y kromszomas mikrosztellita markerek
eredményét nem dolgoztam fel, mivel csak egy polimorf mikroszatellitat talaltam ezen is csak

két kiilonb6zo allél volt megtaldlhatod, ami nem tesz lehetdvé megfeleld felbontast.

10. tablazat A mikroszatellita allélek alapjan 1étrehozott X kromoszomas vonalak

[ [GENm0@NE[Ce X003 KZ[Ce X005 KZ[Ce X00 KZ[Ge K007 vz NN - |
Ce_chr 01 101 115 136 158 225 255 1
Ce_chr¥ 02 101 117 124 150 223 257

Ce_chr¥ 03 101 117 134 158 225 255
Ce_chrx_04 101 117 134 158 223 257 Z
Ce_chr¥ 05 101 117 134 158 iy 255 3
Ce_chr¥_0& 101 117 24 158 ) 257 3
Ce_chi 07 101 117 114 158 233 257 1
Ce_chr¥_DE 101 117 134 158 235 257 3
Ce_chr¥ 0% 101 17 136 158 ) 257 1
Ce_chr¥_10 101 117 136 158 ) 253
Ce_chi_11 101 117 136 158 235 257 2
Ce_chr¥_12 101 121 134 158 ) 257 2
Ce_chri¥_13 101 121 136 158 235 255 1
Ce_chr¥_14 101 125 134 150 21 257 2
Ce_chri_15 101 125 114 158 228 257 i
Ce_chr¥_16 101 125 134 158 225 253 1
Ce_chri 1T 101 125 134 158 228 255 1
Ce_chr¥_18 101 125 134 158 ) 25T 1
Ce_chr 13 101 125 124 158 231 255 4
Ce_chr¥_20 101 125 134 158 21 257 3
Ce_chrX 21 101 125 124 158 231 250 1
Ce_chr¥_22 101 125 134 158 233 25T

Ce_chr¥ 23 101 125 124 160 223 235
Cz_chrx_24 101 125 136 158 e 257

Ce_chr¥ 25 101 125 136 158 232 237
Ce_chr¥_28 101 T 134 158 ] 235

Ce_chr¥ 27 101 132 152 24 237

n: a haplotipusba sorolt egyedek szdmat jelenti
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A leggyakoribb haplotipus a Ce_chrX_19 volt, amelybe négy egyed tartozik, emellet a
Ce_chrX_20,a Ce_chrX_5, Ce_chrX_6, Ce_chrX 8 amikbe 3-3 egyedet soroltam.

Populacionként dsszevalogatva az X kromoszdmas vonalakat, a haplotipus gyakorisdgokat az

a 11. tablazatban rogzitettem.

A tablazatban az egyes teriiletekrdl szarmazd mintdk haplotipusai lathatdoak. Az n oszlop
megmutatja, hogy az adott teriiletr6l vagy é¢lohelyrél hany allat taldlhatd6 meg a minta
szettemben. Az egyes haplotipusok alatt szammal jeléltem, hogy az adott teriilet hany egyede

esik abba az X kromoszémas vonalba.

11. tablazat Az egyes haplotipusokba tartozo6 egyedek szama populacionként

Szabad | zart

N 21 13 2 7 36 7
Ce_chrxX 01
Ce_chrX_02
Ce_chrx 03 1 1
Ce_chrX_04 2
Ce_chrX_05
Ce_chrX_06 3

[y

Ce_chrX_07
Ce_chrX_08

PR, Ww w (N

Ce_chrX_09 1
Ce_chrX_10 1
Ce_chrxX_ 11

Ce_chrX_12
Ce_chrxX_13

Ce_chrX_14 2 1
Ce_chrX_15 1

Ce_chrX_16

Ce_chrX_17
Ce_chrX_18

Ce_chrX_19
Ce_chrX_20

Ce_chrX_21
Ce_chrX_22
Ce_chrX 23

R R RN

Ce_chrX_24
Ce_chrX_ 25

RIR|IR|R|RPR|(RPRINWR[R|[R|R|IN|R[|N|N |-

Ce_chrX_26 1
Ce_chrX_27 1 1
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A legtobb haplotipus esetén csak egy populacié egyedei tartoznak adott vonalba, azonban van
0t olyan haplotipus is, amely tobb populacioban fordul elé. Az unikalis (csak egy
populéacidban eléforduld) haplotipusok magas diverzitasra utalnak. Valamint a leszarmazasi

vonalak kovetésénél is jo elvalasztast tesznek lehetove.

Az egyes haplotipusokba tartozé egyedek alapjan haplotipus gyakorisdgokat szamoltam a
populaciokra. A gyakorisdgokbdl Nei féle haplotipikus diverzitast (Nei, 1978) szamoltam az
alabbi képlettel:

n

D=
(n-1@->pd)

Ahol n az egyed szam, p; az i-edik haplotipus frekvencidja, a D pedig a diverzitést jelenti.

A képlet figyelembe veszi, ha az egyes populaciokban kiilonb6zd a minta szam, ami
nyilvanvaléan befolyéasolja a diverzitasra kapott értékeket. Igy a kis mintaszamok felfelé

torzitjak a diverzitas indexet.

A szamolt haplotipus gyakorisdgokat a 12. tablazatban rogzitettem, ahol az n az egyed
szamot, a D pedig az egyedek szamaval torténd korrigadlt diverzitast jelenti. A kapott
diverzitas értékek alapjdn kovetkeztetni tudtam az egyes populaciok genetikai
valtozatossagara. Ezek alapjan a leginkdbb diverz populacié a vajszléi volt, a gemenci
populécid pedig az alacsony mintaszam miatt nem volt kiértékelhetd. Emellett az is latszik,
hogy a szabad allatok diverzitasa nagyobb, mint a zartaké, am nem tul nagymertékben. Ennek
oka a kis minta szdm, ami felfelé torzitja a diverzitds indexet, de a tenyésztés miatt a
populécidban n6 a beltenyésztettség, amelynek hatasat nagyobb mintaszam esetén ki tudnank

mutatni.
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12. tablazat Haplotipus gyakorisagok és diverzitasok populécionként

Szabad | zart
N 21 13 2 7 36 7
Ce_chrX 01 0,077 0,028
Ce_chrX_02 0,077 0,028
Ce_chrX_03 0,143 0,143
Ce_chrX_04| 0,095 0,056
Ce_chrX_05| 0,143 0,083
Ce_chrX_06| 0,143 0,083
Ce_chrX_07 0,077 0,028
Ce_chrX_08 0,077 0,286 0,028 0,286
Ce_chrX_09 0,5 0,143 0,143
Ce_chrX_10| 0,048 0,028
Ce_chrX_11 0,154 0,056
Ce_chrX_12 0,077 0,056
Ce_chrxX_13 0,077 0,028
Ce_chrX_14| 0,095 0,5 0,056
Ce_chrX_15| 0,048 0,028
Ce_chrX_16 0,077 0,028
Ce_chrX_17 0,077 0,028
Ce_chrX_18| 0,048 0,028
Ce_chrX_19| 0,095 0,143 0,083 0,143
Ce_chrX_20| 0,095 0,143 0,056 0,143
Ce_chrX_21| 0,048 0,028
Ce_chrX_22| 0,048 0,028
Ce_chrX_23| 0,048 0,028
Ce_chrX_24 0,077 0,028
Ce_chrX_ 25 0,077 0,028
Ce_chrX_26| 0,048 0,028
Ce_chrX_27 0,143 0,143
o [NOSGIONNIGEEN - WOSIEAN o.0s33 | o976

Shannon-féle diverzitasi indexet az alabbi egyenlettel lehet szamolni:

obs

H=->" plog, p,

i=1
ahol a p; az i-dik allél gyakorisagat jelenti, a H pedig a diverzitast.

Ugyanezzel az index-szel Frank Krisztian doktorandusz szamolta Szabolcsi Zoltan Altal
fejlesztetett autoszomas mikroszatellita markerek (Szabolcsi, 2013) diverzitas értékeit ezen

egyedeken. Ennek eredményeit az alabbi tablazat mutatja:
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13. tdblazat Az X kromoszomas és autoszomas markerek Shannon-féle diverzitas értékei

Szarmazasi hely X kromoszomas markerek Autoszomas markerek
H ertéke H erteke

Labod 0,528 1,911

Vajszlo 0,757 1,960

Bdészénfa 0,566 1,601

Gemenc a a

Szabad 0,709 2,054

Zart 0,566 1,601

a: alacsony mintaszam miatt nem szamolt

Az autoszémas markerek a nemi kromoszémas eredményekhez hasonld eredményt adnak.
Ennél a vizsgalatnal markansabban latszik a szabad és a zart populaciok kozoétti diverzitas
kilonbség, amelynek oka lehet a tenyésztett populacio magasabb beltenyésztettsége. Az
autoszomas markerek alapjan is a vajszloi populécid bizonyult a leginkdbb diverznek, de a
labodi populacié csak kis mértékben marad el ett6l. A bdszénfai allatok diverzitdsa mind
autoszomas, mind nemi kromoszoémas markerekkel alacsonynak mutatkozik, amelynek oka

lehet a beltenyésztettség is.

A cluster analizis egy tobbvaltozos statisztikai modszer, 1ényege, hogy az egyes vizsgalt
objektumokat (gimszarvas egyedeket) valamilyen mddon osztalyozni tudjuk — mi itt a
haplotipusok, allél gyakorisagok alapjan tettik. A hierarchikus klaszterezés soran elGszor
minden egyedet kiilon klaszternek (csoportnak) tekintiink, majd 1épésenként vonjuk Oket
0ssze az egymashoz legkozelebb allokkal kezdve. Ezen dsszevonasok grafikai megjelenitése a

dendogram.

A 8. abran lathato a cluster analizis eredmenyekent kapott dendogram, amelyen z6ld szinnel
vannak jel6lve a labodi allatok, pirossal a vajszloiak, kékkel a bdszénfaiak és lilaval a

gemenciek.
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8. dbra. Dendogram a nemi kromoszomas markerek alapjan

A dendogramon nem valnak el jol az egyes populéciok, amelynek oka a sok unikalis
haplotipus lehet. A két tehén jol elkiiloniil a bikaktol, amelynek oka az eltéré kromoszéma

készletiik.

A fOkoordinata analizis szintén tobbvaltozos statisztikai moédszer, lényege, hogy rész
informécidkat igyekszlink 6sszegezni, Ugyhogy, a leheté legkisebb legyen az
informaciovesztés. A mi esetiinkben az egyes egyedekre jellemzd allélek alapjan probalja a
program csoportokba rendezni az egyedeket. A mddszer segitségével megallapithatd, hogy

egyes populaciok az allélek jellemz6i alapjdn mennyire kilénilnek el egymaéstol.

A fékomponens analizist kiilon végeztem az X kromoszomas, valamint az Y kromoszomas
markerekre. Ennek vizualis megjelenitése lathatd a 9. és 10. abran, amelyeken z6ld szinnel
vannak jelélve a labodi allatok, pirossal a vajszldiak, kékkel a bdszénfaiak és lilaval a

gemenciek.
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A f6koordinata analizis eredményeként is megkaptuk a 27 X kromoszomaés, valamint a 2 Y
kromoszOmaés vonalat. Sem az X kromoszomas, sem az Y kromoszomas markerek alapjan
nem kuldnilnek el egymastdl a populaciok. Ennek oka X kromoszoma esetén az unikalis
haplotipusok magas szama lehet, ami miatt sok egyedet dob szét a program. Az Y
kromoszomas markerek esetén csak két haplotipust sikerlt elkiiléniteni, a markerek alacsony

polimorfizmusa miatt. Erdekes, hogy a bészénfai egyedek mind egy haplotipusba esnek.

5.4.3 Mikroszatellita marker kozelébe es6é QTL régidok
A QTL-ek (Quantitative Trait Locus) olyan régiok a genomban, amelyek valamilyen
mennyiségi jellegli tulajdonsag kialakitasaban vesznek részt. Ilyen kvantitativ jelleg lehet

példaul a testmagassag, testtomeg, alak (Weaver & Headrick, 2000).

A szarvasmarha genom nyilvanosan elérhetd QTL adatbédzisaban kerestem meg a primerek
kromoszoma  lokalizaciéjat  (http://www.animalgenome.org/cgi-bin/QTLdb/BT/browse). A
szarvasmarha X kromoszoman 37 QTL régi6 talalhaté meg, ebbdl a Ce X003 KZ két QTL
régidba is beleesik. Az egyik kromoszéma lokacidja Chr. X 5276122-44087629 bp, QTL
megnevezése ,,Zinc content”, a masik pedig Chr. X 7042383-44087629 bp, ,,Longissimus

musle area”. Mind a két régid elelmiszeripari szempontokbdl fontos lehet, mivel a vad
hisokat (koztiik a gimszarvas htsat is) egyre nagyobb elGszeretettel fogyasztjak (nemrég a
kozétkeztetésbe is bevezették). A cink fontos dsvanyi anyag, amely kiillonb6z6 husokban
eleve magas koncentracioban van jelen, emellett a felszivodasi aranyuk is egészen jo. A
»,Longissimus musle area” a karajt (széles hatizmot) jelenti, ami a szarvasmarhan egy

kdzkedvelt és sokszor fogyasztott rész (11. abra 2-es szammal jel6lt rész).

11. &bra A gimszarvas husrészei
(1: lapocka, 2: karaj, 3: comb, 4: has, 5: nyak)

(Forras: http://www.internationalstyles.net/recipes/meat-cutting/deer-cutting.htm)
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Ha élelmiszeriparban akarjuk alkalmazni a QTL régiok ismeretét, akkor lehetdség nyilik
olyan egyed szintli genetikai vizsgalatokra, amely fényt derit az egyes egyedek pozitiv
tulajdonsagaira (példaul magas tejhozam), amely utan megfelelé szaporitasi eljarasokkal a

tulajdonsag tovabb orokitheto.

5.5 Koponya és agancs megfeleltetés

Munkam soran lehetéség adodott altalunk nem ismert mintan a mitokondrium D-loop primer
tesztelésére. A labor megbizast kapott egy Gemencr6l szarmazd gimszarvas koponya és
agancsok vizsgalatara, hogy megallapitsuk, egy egyedtdl szarmaznak-e. Ha ez nem igaz, az
esetben az egyedek allnak-e barmilyen rokoni kapcsolatban. Emellett a kérés az volt, hogy
ugy vegyink mintat, hogy az agancs és a koponya 6sszeillesztése utan lathatd seriles ne

maradjon rajtuk.

A koponyat hidrogén peroxidos kiféz¢s utan kaptuk meg, ezért egy hatso 6rlé fog belsejébol
vettiink mintat, valamint az agancs rozsat is megfurtuk. Emellett mindkét agancs koponyahoz
csatlakozd végébdl vettiink mintdkat. Mindezt steril, alacsony fordulatszamt furdval

vegeztuk.

A mintat analitikai mérlegen mértiik meg, majd folyékony nitrogénnel dérzsmozsarban finom
csontporra 6roltiik. A veszteség meghatarozasa érdekében a mintat a nitrogén elparolgasa utan

Ujra megmertiik.

A DNS izolalast QlAamp DNA Investigator Kit-tel (Qiagen) végeztik a gyartd utasitasai

alapjan.

Az egyed azonositast Szabolcsi Zoltan altal fejlesztett autoszomas mikroszatellita
markerekkel végeztik (Szabolcsi et al., 2014). A ,DeerPlex” tévesztési valdsziniisége
2,67*10™°, ezért az ezzel elvégzett PCR eredménye alapjan biztosan &llithaté, hogy a koponya
¢s az agancsok nem egy egyedtdl szarmaznak, viszont az agancs egy part alkot. A
mikroszatellita allélnagysagokat 14. tablazatban dsszegeztem. A tablazatban jol latszik, hogy
a két agancsszar allél nagysagai pontosan megegyeznek, mig az agancs esetében eltérd

nagysagu alléleket is detektaltunk.
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14, tabldzat Detektélt mikroszatellita allél meéretek gemenci koponya és agancs
mintékon ,,DeerPlex” (Szabolcsi et al., 2014) segitségével

T108 | T123 T172 T156 co1 ‘ T507 ‘

koponya

jobb
agancs

agancs

= sz

anyai rokonsagi kapcsolatban &ll-e. Ehhez a 5.4. fejezetben leirt receptet és protokollt
hasznaltam. A szekvencidk kozott jelentds eltérés volt tapasztalhato, amely az aldbbi abran

szemléltetek:

Species/Abbrv Gr % kEkw ok kEkE K ® kk  ® k *
1. Ce koponya CACTAACCACACAACAAARATATGTAATGTAAATCTTATGCGCTTATA
2. Ce jobb agancs GCCATTAACTACACAAACTACATAGCAGTACACATAATATGACTTCA’
3. Ce bal agancs GCCATTAACTACACAAACTACATAGCAGTACACATAATATGACTTCA’

12.abra A koponya (felsé sor) és az agancsok (jobb-kozépsé sor, bal-also sor) D-loop
szekvencia részletei az eltérések bemutatasara

A koponya egy Skog és munkatarsai (2009) altal mar leirt haplotipusba, a CAS5 nevi
mitokondrialis haplotipusba tartozik, mig az agancsok egy eddig ismeretlenbe. Ez azt
tamasztja ala, hogy az egyedek anyai agon nem alltak rokoni kapcsolatban.

A mintdkat a Ce_XY3_KZS multiplex-szel is megvizsgaltam, hogy az X kromoszOmas
markerek is hasonlo eredményt adnak-e, valamint, hogy Y kromoszoman adddik-e koztiik
kulonbség. Az eredmény, ami a 15. tablazatban lathatd, alatdmasztotta a korabbi vizsgalatot,
miszerint a koponya és az agancs nem egy anyai vonalhoz tartoznak. Viszont az Y
kromoszdmas markerek esetében ugyanazokat az alléleket hordoztak az allatok, ami alapjan
egy apai 4ghoz tartoznanak, de a markerek kis szama és alacsony polimorfizmusa miatt nem

jelenthetd ki biztosan.

34



15. tdblazat A gemenci koponya és agancsok vizsgalatanal Ce_XY3_KZS multiplex-szel
kapott mikroszatellita allélek

Ce X001 _KZ |Ce X002 _KZ |Ce_X003 KZ|Ce Y004 KZ|Ce Y005 KZ|Ce X006 KZ|Ce X007 _KZ|Ce_X008_KZ
koponya 158 101 125 457 418 134 231 295
jobb
agancs 158 101 121 457 418 134 231 291
bal
agancs 158 101 121 457 418 134 231 291
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6 Osszefoglalas

A gimszarvas genetikai és genomikai kutatdsok lehetdvé teszik a gimszarvas élettani és
populécidgenetikai megismerését. A genom ismerete szamos human orvosi (csontfejlodés,

oszteoporozis) €s mezOgazdasagilag fontos populaciogenetikai vizsgalat alapjat képezi.

A gimszarvas genom szekvencidk lehetévé tették, hogy genomi szinten tudtunk
mikroszatellita markereket azonositani. Jelen dolgozat celjat sikeriilt megvaldsitani, olyan
nemi kromoszomas mikroszatellita markereket tudtunk fejleszteni, amelyek a késdbbiekben

lehetdvé teszik a magyar gimszarvas alloméany genetikai diverzitasanak felmérését.

A marker fejlesztés elsé lépéseként genom adatokbdl sziirt mikroszatellita markereket
ellendriztiik, majd a kivalasztott 16kuszokra primereket terveztiink. A tervezett 18 primert két
multiplex PCR reakcidra osztottuk, uUgy hogy szakdolgoz6 tarsam markerszettjebe
(Ce_XY2_W)) és az altalam fejlesztett mutiplexbe (Ce_XY3_KZS) is 8-8 primer par kerult.
A Ce XY3 KZS primereire eltérd jeloléseket terveztem, hogy azok a multiplex reakcié soran

ne zavarjak egymas detektalhatosagat.

Ezzel parhuzamosan vérbol, szovetbdl, szérbél és csontbol izolaltam DNS-t, a PCR
vizsgélatokhoz. Ezek eredményei sikeresnek tekinthetdek, mind koncentracié mind tisztasadg

szempontjabol megfeleldek voltak a tovabbi felhasznalashoz.

A multiplex reakciokban optimalizaltam a primer és a felhasznalt enzim mennyiségét; a
primerek optimalizalasat elektroferogramok és gél képek segitségével végeztem. A cél a
csticsok  zajtol  torténd jo  elkiilonithetdsége, valamint a konnyen értékelhetd
elektroferogramok elérése volt. Az enzim mennyiséget harom 1épésben siker(lt optimalizalni,
a 2x multiplex master mix mennyiségét eldszor 25 ul-rél, 15-re, majd 7,5-re csokkentettem.
Ennek eredményeként egységnyi mennyiségli enzimmel haromszor tobb reakciot tudunk
elvégezni. A multiplex reakciok optimalizdlasanak eredményeként egy egyszerd,

koltséghatékony vizsgalati modszert sikerilt 1étrehoznom.

Az altalam fejlesztett Ce XY _KZS X és Y kromoszémas mikroszatellita markerszett
segitségével ez idaig 45 allatot vizsgaltam meg az orszag dél-dunantuli teriileteirél. Ennek
eredményeként 27 X kromoszomas anyai vonalat sikerult elkilénitenem, amely segitsegével
az egyes populaciokat (Bdszénfa, Labod, Vajszl6, Gemenc) diverzitasuk szempontjabol
értékelni tudtam. Az Y kromoszémas mikroszatellita I6kuszok alacsony szama és

polimorfizmusa miatt csak két Y kromoszomds vonal elkiilonitésére adtak lehetdséget, de
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tovabbi mikroszatellitdkkal bdvitve a markerszettet jobb felbontds érhetd el. A populaciok
diverzitasat Nei- és Shannon-indexekkel hataroztam meg. A diverzitasi eredmények alapjan a
leginkabb sokszinii allomanynak a vajlszl6i bizonyult. A Shannon-diverzitast megvizsgaltuk
autoszomas markerek esetén is, amely eredmények nagyrészt megfeleltek a nemi
kromoszémas markerek eredményeink. Fokoordindta és klaszter analizist végeztem, amely
alatdmasztotta a 27 X kromoszémas és a 2 Y kromoszomas vonal meglétét, de még nem
alkalmas populaciok teljes elkilonitésére. Nagyobb markerszettel egy nagyobb szdmu mintan

vegzett vizsgalat esetén reményeink szerint erre is alkalmas lehet.

A gimszarvas mikroszatellitek szarvasmarha ortologjainak vizsgalatakor talaltam olyan
markert (Ce X003 KZ), amely a nyilvanosan elérhet6 szarvasmarha QTL adatbazis alapjan
két gazdaségilag és élelmiszeripari szempontbdl fontos régidba is beleesett. Egyik a karaj

méretéért, masik a his cink tartalméért felelds régio volt.

Lehet6ségem adddott a markereim gyakorlati felhasznéldsara is, amikor egy gimszarvas
koponya és hullott agancsszarak egyedazonositasa, illetve rokoni kapcsolatanak megallapitasa
volt a cél. Az egyedazonositdshoz autoszOmas és nemi kromoszoémas markereket is
hasznaltam, az anyai ag vizsgalatadhoz pedig Skog és munkatarsai altal leirt mitokondrialis
primereket. A vizsgalatok soran bebizonyitottam, hogy az agancsszarak egy part alkotnak, a
koponya viszont mas egyedtdl szdrmazik. A koponya és az agancs kozott anyai rokonsag

nincs, viszont eddigi ismereteink alapjan feltételezhetéen egy apai vonalhoz tartoznak.

Tovabbi célként a hazai gimszarvas allomany genetikai diverzitasat szeretnénk felmerni,
kilonos tekintettel a zempléni és gemenci gimszarvas populaciokra, autoszémas illetve nemi
kromoszomas mikroszatellita markerekkel. Vizsgalatainkat tovabb folytatjuk Zemplénbdl
(Eszak-Magyarorszag) szarmaz6 gimszarvas mintak bevonaséaval, valamint a déli mintak
(Gemenc) bévitésével. Emellett mitokondrialis D-loop szekvencia vizsgalatokat is végziink,
hogy haplotipusokba tudjuk sorolni az allatokat. A kapott haplotipusokat azutan tovabbi

alcsoportokra bontanank a mikroszatellita markereinkkel a jobb elkiilonithetoség érdekében.
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