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1. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

A gimszarvas, mas néven rétvad (Cervus elaphus) Magyarorszag legnagyobb testii
vadfaja. Holarktikus elterjedésti, megtalalhato Eurdpaban, Kozép-Azsidban, Afrika északi
részén, Szibéria deli terlletein, valamint a Tavol-Keleten. Gazdasdgi haszna miatt
betelepitették Uj-Zélandra, Chilébe, Argentindba, Ausztraliaba és irorszagba (FARAGO 2002,
HORN 2004).

A szarvasrol kiilonboz6 mondak és regék sziilettek, mert 6sidék 6ta bizonyos csodalat
és tisztelet 6vezi, nem csak a magyarsagra jellemzéen, hanem minden népcsoport vilagaban,
ahol ez a vadfaj él. Mar az 6sember idejében is megjelent barlangrajzok és vésetek motivumai
kozott. A gordg mitoldgidban Artemisznek, a vadaszat istenndjének egy szarvasiing az
allando kisérdje. Kiilonbozd népek mondavilagdban megjelenik a vezérlé szarvas legenddja.
Altaldnosan ismert a magyarok regéje, melyben a ,csodaszarvas” kivezette Gseinket az
Etelk6zb6l a Karpat-medencébe (BALINT et al. 1985, GEIST 1998).

1984-2005-0s irodalmi adatok alapjan a gimszarvas populaciok Osszlétszama
Eurdpaban novekedést mutatott, annak ellenére, hogy jelent6s antropogén hatasok érték ezt a
fajt, illetve a vadaszati teriték, azaz az elejtett egyedek szama is ndvekedett. Példaul
Ausztridban, Németorszagban, Franciaorszagban, Olaszorszagban és Magyarorszagon. Egyes
orszagokban stagnal (példaul Irorszag, Norvégia, Portugélia), mig a délkeleti orszagokban —
Gorogorszag, Romania, Bulgaria, Ukrajna, Fehéroroszorszag, Moldovai Koztarsasag és a volt
Jugoszlav &llamok — csokkené tendenciat mutattak a faj allomanyai. Ezek az adatok
valoszinlileg annak tudhatéak be, hogy a kutatds ideje alatt ezek az orszagok (kivéve
Gorogorszag) jelentds politikai valtozasokon mentek keresztiil és a vadaszatok nem voltak
thlzottan szabalyozottak. Tovabbi indokok a csékkenésre, hogy nem dokumentaltak pontosan
az esemenyeket, illetve ezeken a terlleteken a nagyobb testli ragadozd fajok szama
jelentdsebb (BURBAITE & CsANYI 2009, 2010).

A gimszarvas mind eszmei, mind gazdasagi szempontbdl Magyarorszag legfontosabb
kér6dzo vadfaja. Nem csak husa miatt, de Eurdpa legkeresettebb trofedit biztositja a vadaszati
idoszakok soran. A gimszarvas sokféle gazdasagi haszonnal bir és jelentds dkologiai értéke is
van, jelenlétével a vegetacio 0sszetételét és struktdrajat befolyasolja (FARAGO 2002, MILNER
et al. 2006).

Hazankban talalhatunk szabadon ¢é16 gimszarvas populéciokat és zart Kkerti
allomanyokat is. Az egyik legnagyobb és legjelentésebb magyarorszagi szarvasfarm a

Somogy megyei Bészénfan talalhaté (httpl). A gimszarvas allomanyok megorzése és



megfigyelése munkahelyeket teremt, vadgazdak es erdészek szamara, illetve a turizmusban,
¢lelmiszeriparban is jelentds szerepet jatszik.

Az 1980-as években megkezd6dott Magyarorszagon a gimszarvas tenyésztésbe
vonasa. Az 1990-es években Dr. Orosz Laszl6 és Dr. Horn Péter akadémikusok megkezdtek a
gimszarvas genetikai kutatasokat. A kutatasban kozremikodé intézmények a g6dolléi
Mez6gazdasagi Biotechnoldgiai Kutatointézet, a Kaposvari Egyetem, az E6tvos Lorand
Tudoméanyegyetem és a Szent Istvan Egyetem (HORN 2004, http2).

Munkank elsddleges célja X és Y kromoszomas markerek fejlesztése, melyek lehetové
tennék gimszarvas anyai agak részletes feltérkepezeset, valamint apai vonalak meghatarozasat
és nyomon kovetéset. Ezen vizsgalatokat Osszevetnénk mitokondrium D-loop szekvencia
adatokkal, igy a populaciok diverzitdsanak felmérését, illetve a leszarmazasi vonalak
kovetését is pontositanank.

Célunk lenne az orszag déli terlletein él6 populaciok X és Y kromoszomas
diverzitasanak felmérése és tsszevetése zartkertben tartott allomanyok diverzitasaval, tovabba
a tenyésztésbe vont allomanyokban az apai és anyai vonalak felmérése és kovetése. A DNS
diagnosztikdhoz a jeldlt primereket multiplex PCR-reakciéhoz szeretnénk optimalizélni egy

id6- és koltséghatékony mddszertan kidolgozasaval.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A gimszarvas altalanos jellemzése

Az europai gimszarvas (Cervus elaphus hippelaphus) az emlésok (Mammalia)
osztalyaba, a paros ujju patasok (Artiodactyla) rendjébe, a kér6dz6k (Ruminantia) alrendjébe,
ezen belul az igazi szarvasok (Cervidae) csaladjaba tartozé faj. A legujabb taxondmiai
allaspont szerint harom alcsalad sorolhaté ide: az Ujvilagi szarvasfélék (Capreolinae), az
ovilagi szarvasfelék (Cervinae) és a vizi 6zformak (Hydropotinae). A gimszarvas az ovilagi
szarvasfélék alcsaladjaba sorolt faj (PALL 1985, PITRA et al. 2004, LOVARI et al. 2008, MYERS
et al. 2013).

Magyarorszag legnagyobb testli kér6dz6 vadfaja, melyre jellemzé az ivari
kétalakusdg. A him egyedeket bikanak, a ndstényeket tehénnek, megtermékenyités elott
inének, juvenil alakjat borjunak (iinéborju, bikaborju) nevezziik. Az érett gimszarvas bika
megjelenése impozans, az erdd ,,koronas kirdlyanak™ is nevezik. Ezt a cimet agancsanak
koszonheti, mely egy olyan csontképzédmény, amit az allat minden évben Gjrandveszt, majd
elhullajtja (BALINT et al. 1985, FARAGO 2002, STEGER et al. 2010).

A homlokcsap megjelenéséig a bika es a tehén kozott kiilsére nincs kiilonbség, nehéz
megkiilonboztetni 6ket. A borjak szérzete a hati oldalon pettyes, 5 hetes kortdl elhalvanyul,
végiil az 6szi vedléssel elhagyjak ezt a mintazatot. A felnbtt gimszarvasok szine nyaron
rozsdabarna, télen sziirke alaptonusu barnas. Két éves korig az egyedek kora fogvaltas alapjan
becsiilheté meg. A bika méretei jelentésen meghaladjak a tehénekét. A bika 5-6 évesen, a
tehén 2-3 évesen éri el a végleges nagysagat. A bika testhossza 170-240 cm, marmagassaga
115-150 cm, testtdmege 130-170 kg, nyaka erdteljesebb, a feje szélesebb, mint a tehén
szarvasok esetén. A tehén testhossza 150-200 cm, marmagassaga 130-150 cm, testtémege 50-
100 kg. A populaciok stirtiségének novekedése, valamint a rosszabb mindségii, kevesebb
élelemforrés hatdsara (él6helyi hatas) az egyedek mérete csokken. SZEMETHY et al. (2005)

A faj kedvelt él6helyei a tisztasokkal tagolt lombhullatd vagy tiileveli erd6k és a folyo
menti ligetek. Novényevo, kérodzo, taplalékanak jelents részét lagyszaru ndvények teszik ki,
de tavasszal cserjek, fas szar( novenyek rlgyeit, kérgét, leveleit is elészeretettel ragcsalja,
mellyel jelentés kdrokat okozhat erdészetekben, gytimolcsosokben. Téarsas lény, természetes
korilmények kdzott csapatokban, ugynevezett rudlikban €l. A csoport legratermettebb bikaja
haremet tart, azaz nem jut minden him ndstényhez, hogy parozhasson vele. A kapitalis bika
megvédi haremét, bar klzdelemre ritkdn kerul sor, igy altaldban a dominans egyedek

genetikai allomanya adodik tovabb. A bogési (szaporodasi) idészakon Kivil ezek az allatok



vagy néstényekbdl és borjakbol, vagy csak himekbdl allo csapatot alkotnak. Ezen poligin
életmdd miatt a tehenek helyhez kotottek, mig a bikak hajlamosabbak a vandorlasra. Minél
idésebb egy bika, annil messzebb hajlandé vandorolni a néstényekért. Ezzel a
magatartasformaval lehetévé valik genetikai allomanyanak terjesztése, a populaciok kozotti
genetikai aramlas (BALINT et al. 1985, SZEMETHY et al. 2005, SKOG et al. 2009).

1. &bra: A gimszarvas — Cervus elaphus (forras: http3)

2.2. A gimszarvas genetikaja

A gimszarvas kromoszéma szama 2n=68, mely megegyezik a David-atya szarvaséval
(Elaphurus davidianus) és a kariotipusuk is hasonld, bar a megjelenésiik és bioldgiajuk
jelent6sen eltéré (WANG 1988, SLATE et al. 2002). E két faj hibridjét hasznaljak F, backcross
(Bc) populéciok létrehozasahoz, melyek géntérképezésben jatszanak szerepet. A Haldane
fajhibridekre vonatkozé szabéllyal ellentétben az F, Bc him egyedek fertilisek, mely
jelentdsen segiti a mesterséges megtermékenyitést.

A pérosujju patdsok géntérképezésére QTL gének, azaz termeléssel kapcsolatos
mennyiségi jellegeket meghataroz6 gének éllnak rendelkezésre. Ehhez két f6 markertipus
tartozik, az l-es és |ll-es tipusi markerek. Az l-es tipusi markerek fajok kozotti
polimorfizmust mutatnak ki, ezek evoluciésan konzervalt 16kuszok. A Il-es tipusu markerek a
fajon beliili valtozékonysagot szemléltetik. Osszehasonlitd géntérképezést tesznek lehetéve,

melyek az evolucids genom szervez6dési aspektusokat is feltarhatjak. A géntérképezést segiti
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egy masik faj mar ismert genetikai térképe. Sikeres gimszarvas gentérképezést I-es tipusu
markerek tesznek lehetdvé kapcsoltsagi csoportok azonositasaval (linkage group). Tovabbi
térképpontok szarvasmarha (Bos taurus) és birka (Ovis aries) mikroszatellitek
meghatarozasaval lehetségesek, melyek a Il-es tipusu markerek. Eddig 33 autoszomalis
kapcsoltsagi csoportot sikertlt megallapitani, valamint a nemi kromoszémakat (TATE et al.
1995, SLATE et al. 2002).

Gimszarvas esetén az eddigi genomtérkép rovid, melynek oka lehet az interspecifikus
hibridek alacsony rekombinacids rataja, illetve a térképmarkerek stirisége nem elég nagy. A
gimszarvas interspecifikus géntérképezése lehetévé tenné haszonallatok Gsszehasonlito
elemzését, melyekkel gazdasagilag fontos génekre lehetne kovetkeztetni. A gimszarvas teljes
genom szekvencidjat Uj-Zélandon mar megaéllapitottak, de az adatok nem publikusak.
SEABURY et al. (2011)

2.3. Mikroszatellit markerek

A genomban el6forduld 2-6 bp hosszusagu szekvencia motivum ismétlédéseket,
mikroszatelliteknek, VNTR-nek (Variable Number of Tandem Repeats), SSR-nek (Simple
Sequence Repeats) vagy STR-nek (Short Tandem Repeats) nevezik. HAIJOSNE (1999) Minden
eukaridtaban megtalalhatéak és szdrtan helyezkednek el a genomban. TAUTZ & RENZz (1984)
Az ismétlédések szamanak valtozasa miatt polimorfak, és jellemzé rajuk, hogy variabilisak,
konzervativak, és kodominansan 6roklédnek (SAGHAI et al. 1994, RAKOCZY-TROJANOWSKA
& BoLIBOK 2004). Az ismétlddéseket hatarolo specifikus szekvenciakra tervezett primerekkel
a lokuszok polimeraz lancreakcioban (PCR — Polimerase Chain Reaction) felszaporithatdk,
igy vizsgalhatova valnak.

A PCR termékek szétvalasztasa torténhet agar6z- vagy poliakrilamid-, illetve
kapillaris gélelektroforézissel. WENZz et al. (1998) Megkuldnboztetiink mono-, di-, tri-, tetra-,
penta- és hexanukleotidokat. A mono egy bazisparos ismétlédé szekvencia, a di kettd, a tri
harom, a tetra négy, a penta 6t és a hexa hat. A tetranukleotid ismétlédések szamitanak a
legkedveltebbnek a méretkilonbségek detektaldsanak viszonylagos egyszerlisége miatt.
HAJOSNE (1999)

2.4. Mitokondrialis DNS, D-loop

A mitokondrium az eukaridta sejtekben eléforduld, a citoplazma jelentds részét

elfoglald képlet. Az eukaridta sejtek életében alapfeltétel a mitokondrium jelenléte. A



sejtlégzésben és az energiatermelésben jatszik szerepet. Mar a tizenkilencedik szazadban
felfedezték jelenlétuket, elég nagyok ahhoz, hogy fénymikroszkopban lathatoak legyenek.
ALBERTS et al. (2002)

Napjainkban feltételezik, hogy a sejtmag, a mitokondrium és a kloroplasztisz
evolucioja 6sszefligg. A mitokondriumok azért jelentds molekularis biologiai eszk6zok, mert
a sejtmag mellett benniik is talalhato 6rokité anyag és nagyobb kdpiaszamban vannak jelen a
sejtben. A mitokondrium kettds szala cirkularis DNS-t tartalmaz, melynek mérete kortlbeldl
12.000 bp (12 kb). Az emlésok mitokondrialis DNS-e nem tartalmaz intronokat, és a
bazisoknak tobb, mint 90%-a valamilyen kodold szekvenciahoz tartozik (VENETIANER 1998,
PASSARGE 2012).

A sejtmagi DNS-t6l fiiggetleniil replikalodik, és tizszer magasabb a mutacios ratdja,
igy a mutaciok felhalmozodhatnak. A pontmutéaciok felhalmozddasanak oka, hogy nem
miikodik az excizids reparacids rendszer, amely Kijavitana az amplifikacié soran keletkezett
hibékat, valamint nincsenek jelen hisztonfehérjék, amelyek szerepet jatszanak a DNS szalak
védelmében. Sziiletéskor a mitokondriumok DNS-e egyforma (homoplazmia). Ha a replikéacio
soran maradand6 mutacié lép fel, amely megmarad a DNS szekvencidjaban, tovabb
oroklédhet és a mitokondrialis populaci6 DNS allomanya mar nem lesz egyforma
(heteroplazmia) (SHADEL & CLAYTON 1997, PASSARGE 2012).

A mtDNS anyai 4gon 6roklédik, az oocitakban tobb szazezer mitokondrium van jelen,
a spermatozodkban néhany szaz. A megtermékenyités soran csak a feji része jut be a
spermiumnak, ami mitokondriummentes. Ha az apai eredetli mitokondrium be is jut a
zig6tdba (a spermium nyaki részével) egy ubiquitin-fiiggd mechanizmus elpusztitja a
spermiumbdl szarmazé mitokondrium képleteket. Igy a mtDNS az anyatol szarmazik, amely
evollcios kapcsoltsagi vizsgalatok alapjaul szolgalhat (SuTovsky & ScCHATTEN 2000,
PASSARGE 2012).

A mtDNS a kodol6 régidkon kivil, egy bizonyos nem kédold, D-loop (Displacement-
loop) szekvenciat tartalmaz, amely egy szabalyozd régio. Korilbelul 900 bp hosszu,
szekvenciaja valtozatos a kiilonb6z6 fajokban és egyedekben. A D-loop szekvencidval
polimorfizmus figyelhetd meg, a benne bekdvetkezé6 mutaciok gyorsan rogziilnek, ezért
alkalmas eszkdz a populaciogenetikai vizsgalatokhoz (HoweLL et al. 1992, MARINCS et al.
2013).



2.5. Magyarorszagi gimszarvas kutatasok
2.5.1. Szarvastenyésztés

Eurdpaban méar évszazadok ota foglalkoztak nagyvadak hosszutava fenntartasaval. Az
1960-as években megkezd3datt a gimszarvas tervszer(i haziasitasa Skociaban és Uj-Zélandon.
Az utdébbirdl elmondhatd, hogy sikertorténetté valt és a magyarorszagi gimszarvas tenyésztés
is az Uj-zélandihoz kapcsolodik. Uj-Zélandra az 1850-es években kezdtek el kiilonbozd
angliai és skociai gimszarvas torzseket betelepiteni. A cél tehet6sebb eurdpai telepesek
szamara vadasztelepek kialakitdsa volt, melyek gyorsan létrejottek, koszonhetbéen a dus
vegetacionak, a természetes ragadozok hianyanak és a kivalo életfeltételeknek. 1968-ban
megbiztak a Lincoln Egyetemet, hogy dolgozzanak ki egy tervszeri gimszarvas farmtartasi
technoldgiat. Maganbefektetok jelentés alapokat fektettek be kutatasokra, par évvel kés6bb
kutatasi program indult. 1973-ban gimszarvas tenyésztési kozpontot hoztak létre az
Allattenyésztési Kutatd Kozpontban. Szerte a szigetorszagokban gyorsan nétt a gimszarvas
farmok szama koszonhetden a tékearamlasnak és a nagy barkas-agancs keresletnek. A
gimszarvasok gyorsan alkalmazkodtak az 0j koriilményekhez és tartasuk jovedelmezébbnek
bizonyult a juh- vagy husmarhatartashoz képest. Napjainkban tobb, mint két millié szarvast
tartanak Uj-Zélandon, 5000 farmbdl 1900 csak gimszarvas tenyésztéssel foglalkozik. A tobbi
Ugynevezett vegyes tartasu tenyésztés, gimszarvas mellett juhot és hismarhat is tartanak. Az
Uj-zélandi vadon €16 allomanyt 250.000-re becsilik. HORN (2004)

A Kaérpat-medence kivalo ¢léhelyiil szolgal a gimszarvas allomanyoknak megfelel6
természeti adottsagai miatt. Els6sorban ennek koszonhetd a magyarorszagi gimszarvasok
népszeriisége. Az 1960-as évek 30.000-es gimszarvas létszama az 1980-as évek vegere
120.000 koriilire nétte ki magat. SUGAR (2003) 1991-ben megalapitottdk a Somogy megyei
Bészénfan Magyarorszag mara mar legnagyobb és legjelent6sebb vadaskertjét. A Kaposvari
Egyetem EC Vadgazdalkodasi Tajkozpontjanak ad otthont a zselici dombok kozott
elhelyezked6 falu. Ennek az agazatnak létrehozdja Dr. Horn Péter, az MTA rendes tagja, a
Kaposvari Egyetem rector emeritusa. A vadaskert kutatasi programként indult, mara sikerult
Kbzép-Europa egyik legjelentdsebb zarttéri allomanyava kinénie magat. Az 1300 hektaron
elhelyezked6 birtok tobb, mint 1500 gimszarvasnak és egyéb vad fajnak, tovabba
haziallatoknak is él6helye. A vadaskert szamos tevékenysége mellett kiemelendd a Kaposvari
Egyetemmel val6 egylittmiikodése, melynek keretein beliil kiilonb6zd kutatasi programokon
dolgoznak és az egyetem hallgatdinak oktatasa, mely hozzajarul a tanulok gyakorlatainak és

tapasztalatainak megszerzéséhez. Tovabbi tevékenységeik kozé tartozik a turizmus,
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kiilonboz6 latogatotarak szervezése, erd6- és vadgazdalkodas, takarmanytermesztés, vadaszati

lehetdségek biztositasa €s vadhusfeldolgozas (HORN 2004, httpl).

2.5.2. Gimszarvas genetikai kutatasok

Az 1990-es években Dr. Orosz Laszlo és Dr. Horn Péter akadémikusok vezetésevel
Magyarorszagon elséként megkezd6dott a gimszarvas genetikai kutatasa. A kutatasban
kozremiikodé intézmények a godolléi Mezdgazdasagi Biotechnoldgiai Kutatdintézet, a
Kaposvari Egyetem, az E6tvos Lorand Tudomanyegyetem és a Szent Istvdn Egyetem. A
program jelenlegi célja, hogy a teljes gimszarvas genom-szekvenciat meghatarozzak. A
genomikai kutatasok lehetdséget biztositanak az allatok tenyészértékének becslésére (http2).

Az egyedek genotipusai alapjan prediktalhatova valnak a kiilonb6zé gazdasagilag
fontos tulajdonsagok (pl: betegsegekre valo hajlam, jobb hus- kihozatal és minéség, jobb
trofea mindség). Ez pedig segitséget jelent egy tervszeriibb farmgazdalkodas kidolgozasaban,
mellyel a beltenyészet talzott kialakuldsa és hatranyai megeldzhetéek lennének. A program
alapjat az 0j generacios genom szekvenalasi mddszerek biztositjdk (NGS — New Generation
Sequencing). A munkalatokhoz fontos a megfelelé bioinformatikai ismeret, melyeket Dr.
Barta Endre a Mezdgazdasagi Biotechnologiai Kutatdintézet Mezdgazdasagi Genomikai és

Bioinformatikai Csoport vezetéje végez (http2).

2. &bra: Gimszarvas bikak a bészénfai szarvasfarmon (forras: http1)
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Bioinformatikai markerfejlesztés

A gimszarvas genomprogram csoport munkajanak tovabbi fontos része a
mikroszatellit markerek fejlesztése. A markerek tervezesét Frank Krisztian doktorandusz
hallgaté végezte QDD szoftvercsomag segitségevel. Ez egy ingyenes, Perl programozasi
nyelven irodott programok gylijteményét tartalmazo szoftver, amely Linux és Windows
operacios rendszereken egyarant mikodik. MEGLECZ et al. (2010)

A genomprogram keretein beliill megszekvenalt bészénfai kapitalis gimszarvas bikabol
rendelkezésre alltak szekvencia adatok. Ebb6l a nagy adatmennyiségbdl tortént az ismétlédod
motivumok (mikroszatellitek) sziirése QDD programcsomag segitségével. Frank Krisztian a
kisziirt régiok szekvenciajara Primer3 program segitségevel primereket tervezett. ROZEN &

SKALETSKY (2000) A primer tervezeshez hasznalt beallitasok a kovetkezok voltak:

Minimum PCR termék 90 bp
Maximum PCR termék 300 bp
PCR termék intervallum 50 bp
Primer minimum nagysag 18 bp
Primer maximum nagysag 27 bp
Primer optimalis nagysag 20 bp
Primer optimalis hdmérséklete 60,0 °C
Primer minimum hdmérséklete 57,0 °C
Primer maximum hémérséklete 63,0 °C

Ezutan a szekvenciakat szarvasmarha referencia genomra illesztette és sziirte az X
illetve Y kromoszoman térképezddd szekvenciakat és az altaluk hordozott mikroszatelliteket
(BLAST analizis).

Munkank soran ezekb6l a kiilonb6z6 mérettartomanyd nemi Kromoszomas
mikroszatellita 16kuszok kozll vélasztottunk primereket. A kivalasztas fontos szempontja
volt, hogy a primerek kiilonb6zé méretii termékeket adjanak, melyek lehetévé teszik
multiplex PCR-ek kifejlesztését és optimalizalasat. A kivalasztott primereket tovabbi
szoftverekkel ellenériztiik, hogy megfelelé termeket amplifikalnak-e. Az egyik program a
Primer Express® v3.0.1 (Applied Biosystem, USA) volt és az UCSC In-Silico PCR, amellyel
megvizsgaltuk, hogy szarvasmarha szekvencia genomra kapunk-e termékeket. RHEAD et al.
(2009) A megfeleld eredményeket add szekvencidkbdl fluoreszcensen jel6lt primereket
rendeltiink (Applied Biosystem, USA).
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3.2. Gimszarvas mintak

A tanulményban felhasznalt szdvetmintdk Magyarorszag déli térségeibdl szarmaznak:
Bészénfarol (Somogy-megye), Labodrdl (Somogy-megye) és Vajszlorol (Baranya-megye) (3.
abra). A mintdk szdma 0sszesen 45, ebbdl 36 darab szabadbdl szarmazik, mig a maradék
bdszénfai tartasbol (3. tablazat).

A vizsgalt szabadtéri populaciokbol 1 db tehen és 35 db bika, mig a zart kerti
szarvasok kozott 2 db tehén és 7 db bika szerepel (1. melléklet). A tanulmanyunk soran
felhasznalt allati szdvetek izombol, sz6rbol, csontbdl és vérbol szarmaznak, felhasznalasig -20

°C-on taroltuk Oket. A szOvetmintak adatait az altalunk vezetett biobankban rogzitettik.
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3. dbra: A tanulméanyban felhasznalt gimszarvas mintak szarmazasi helyei,
z6ld — Labod, sarga — Boszénfa, piros — Vajszlo (http4)

1. tdblazat: A tanulmanyban felhasznalt mintdk szama

Tartasforma Szarmazas Nem Darabszam
1
20
15

Labod (Somogy-megye)

szabadon él6

Vajszl6 (Baranya-megye)

zart kerti Bdszénfa (Somogy-megye)

Os| 40| Oy Oy 4O
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3.3. DNS izolalas

Gimszarvas szdr, izom-, csont- és vérszovetekb6l vontunk ki DNS-t. Az izomhoz,
vérhez, hagymaval rendelkez6 sz6rh6z Genomic DNA Mini Kit-et (Geneaid, Taiwan), a
csonthoz QlAamp DNA Investigator Kit-et (Qiagen, Németorszag) hasznéaltunk és a gyarto
utasitasait kovettik. A kivont DNS mennyiségét, minGségét és tisztasagat NanoDrop (Thermo
Scientific, USA) késziilékkel és 2%-os, etidium-bromiddal (EtBr) megfestett TBE agar6z
gélen ellendriztiik, hogy megfeleléek-e PCR vizsgélatokhoz. A tovabbi vizsgélatokhoz
alkalmas mintak tisztasaga 260/280 abszorbancian minimum 1,7 értéket kellett, hogy
mutasson. Amennyiben a DNS kivonas sikertelennek bizonyult, az izolalasi kisérletet
megismételtiik. PCR reakcié 0sszeméréséhez a nyers DNS mintdkat koncentracidjuktol
fiiggben 15 ng/ul-re higitottuk ki desztillalt vizzel. A kapott mennyiségeket az altalunk
vezetett DNS banki tablazatokban rogzitettik.

3.4. PCR vizsgalatok
3.4.1. XY kromoszomas primerek

A megrendelt X és Y kromoszomas primereket el6szor a megszekvenalt kapitalis
gimszarvas bika, majd egy bészénfai tehén DNS-én ellendriztiik. Minden primerrel legalabb
négyszer elvégeztik a PCR reakciokat és vizsgaltuk, hogy kapunk-e termékeket. Amennyiben
megfelelonek talaltuk a primerek miikodését, Multiplex PCR-hez optimalizaltuk ket eltérd
mérettartomany alapjan. A primerek 5° forward veéget az Applied Biosystem fele Standard
Festék szettel (Applied Biosystem Standard Dye Sets for Genotyping Applications, USA)
jeloltik. Munkédm sorén a tervezett X és Y primerek kozil kivalasztottam nyolcat (2.
tablazat), melyeket megfeleldnek talaltam multiplex PCR 0sszeéllitdsdhoz és a tovabbiakban
ezt a plexet prébaltam optimalizalni.

PCR reakcidkhoz a QIAGEN Multiplex PCR Kit-et (Qiagen, Németorszag)
hasznaltunk. Az optimalizalt reakcié 15ul végtérfogatban tortént (3. tablazat). Az 6sszemért
reakciokat PTC-200 (Bio-Rad, USA) tipusu PCR késziilékben amplifikaltuk. A PCR program

ciklusait a 4. tdblazatban 0sszesitettik.
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2. tablazat: Ce_XY_WJ plex, multiplex PCR reakciohoz tervezett primerek

Primer neve  Kromoszéma Vart mérettartomany (bp)

Fluoreszcens jelolés

Ce_01_X_WJ X
Ce_02_X_WJ
Ce_03_X_WJ
Ce_04_X_WJ
Ce_05_X_WJ
Ce_06_Y_WJ
Ce 07_Y_WJ
Ce 08_Y_WJ

< <X <X X X X X

100
115
133
151
210
290
370
457

PET™

6FAM™

VIC™
NED™
PET™
PET™
VIC™

6FAM™

A kész PCR termékeket 2,4%-0s etidium-bromiddal megfestett TBE agar6z gélen
futtattuk meg (1 h, 20 V/cm) és UV fényben tettiik lathatova ket (Chemi Doc™ MP Imaging

System, Bio-Rad, USA). A megfelelének talalt PCR termékeket fragmentumhossz analizisre
kildtik a Biomi Kft-hez (G6doll6), ahol a pontos fragmentumméreteket ABI PRISM 3100
Genetic Analyzer 50 (Applied Biosystems, USA) készulék segitségével allapitottak meg.

3. tdblézat: A tanulményban alkalmazott multiplex PCR mix

Reagens Koncentracié 1 reakciora (ul)

Templat DNS 15 ng/pul 2

Multiplex PCR Master Mix 2X 7,5
Ce_04_X_WJ primer mix 10 uM 0,12
Ce_03_X_WJ primer mix 10 M 0,13
Ce_01_X_WJ primer mix 10 M 0,15
Ce_05_X_WJ primer mix 10 uM 0,24
Ce_08_Y_WJ primer mix 10 pM 0,36
Ce_07_Y_WJ primer mix 10 M 0,43
Ce_02_X_WJ primer mix 10 M 0,5
Ce_06_Y_WJ primer mix 10 uM 0,6
Desztillalt viz - 2,97
Végtérfogat: 15
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4. tablazat: A tanulmanyban alkalmazott multiplex PCR program fazisai

Folyamat Hoémérséklet (°C) | Idé (perc) | Ciklus
Iniciacio 95 15:00 x1
Denaturacio 98 00:30
Primerek kotodése 60 01:30 X 29
DNS amplifikacio 72 02:00
Végs6 extenzid 60 60:00 x1

3.4.2. Mitokondriélis D-loop vizsgalatok

A mitokondrium D-loop kontroll régiora szakirodalombol (SkoG et al. 2009)

valasztottunk primereket, amelyek segitségével PCR vizsgalatokat végeztiink. A PCR reakcio

receptje az 5. tAblazatban lathat6, a PCR program pedig a 6. tblazatban.

5. tablazat: Tanulmanyunkban alkalmazott mitokondrialis PCR mix

Reagens Koncentracié 1 reakciora (ul)
Templéat DNS 15 ng/pl 4
F primer 10 uM 0,5
R primer 10 uM 0,5
Phusion HS puffer 5X 5
Phusion HS II. enzim 1 u/ul 0,2
dNTP 2,5 uM 2
Desztillalt viz - 12,8
Végtérfogat: 25

6. tablazat: A tanulmanyban alkalmazott mitokondrialis PCR program fazisai

Folyamat Hoémérséklet (°C) | Idé6 (perc) | Ciklus
Iniciacio 98 0:30 x1
Denaturacio 98 00:10
Primerek kotddése 62,5 00:10 X 35
DNS amplifikacio 72 02:00
Végs6 extenzio 72 5:00 x1
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A PCR termékek tisztitasa utan elkildtik a Binomi Kft-hez (G6do6l16), ahol az ABI
PRISM 3100 Genetic Analyzer 50 (Applied Biosystems, USA) tipusu készilékkel
megszekvenaltak 6ket. A mitokondriélis haplotipusok vizsgélatat 3 db mintan végeztik el
(1148 &, 1528 &, C7006 2), melyek a bdszénfai zart kerti populaciobodl szarmaznak. A

mitokondrialis haplotipus eredményeinket az esettanulmanyunk soran fogom részletezni.

3.5. Adatok kiértékelése

A fragmentumhossz analizis eredményeket fsa formatumu fajlban kaptuk meg a Biomi
Kft-tol, melyeket PeakScanner™ v1.0 (Applied Biosystem, 2006) szoftver segitségével
értékeltiink ki. Az igy kapott kromatogramok eredményeit Excel (Microsoft Office, 2013)
tablazatban rogzitettik, és a tovabbi értékelésekhez ezeket az eredményeket hasznaltuk.
A tablazatokbol kiszirtiik, hogy a primerek milyen allélvaltozatokat amplifikaltak az
egyes lokuszok esetén. A GenAlEx v.6.5 (Genetic Analysis in Excel) programmal statisztikai
szamitasokat végeztink (PEAKALL és SMOUSE 2006, 2012). Nei-féle koefficiens alapjan
haplotipus diverzitasi értékeket, genetikai tavolsdgokat és hasonldsagokat szamoltunk,
valamint kiszamoltuk a Shannon-indexet. NeI (1978) A PAST v2.17c program segitéségével
fékoordinata-analizist és dendogramot is készitettiink. HAMMER et al. (2001)
A f6koordinata-analizis abrazolasahoz a beallitasok a kovetkezOk voltak:
Hasonldségi index: Jaccard
Transzformacios kitevo: c=2

A torzsfa dbrézolashoz az alkalmazott beallitasok pedig:
MinY: 0,2365
Algoritmus: Parositott csoport

Hasonl6sagi index:  Jaccard
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4. EREDMENYEK

4.1. Kisérleti el6zmények

A magyarorszagi gimszarvas genomprogram soran megszekvenalt boszénfai kapitalis
bik&dbdl tobb mint 223 milliard bazist sikerult meghatarozni. A gimszarvas 100 bp-os
szekvencidkat (readeket) de novo szekvencia illesztéssel kontigokba rendezték. A kontigok
egybefiiggd DNS szekvenciak, amelyek Osszeallithatoak a nyers szekvenciak segitségével. A
keletkezett kontigok szama 437.412 volt, atlagos meéretik 7,5 kilobazis. A kontigokat
nagyobb egységekbe flizték, ugynevezett scaffoldokba. A scaffoldok lancszerlien linearisan
elrendezett nem Osszeéré kontigok sorai. A scaffoldok szdma 34.724 lett, atlagos méretiik
gap-ek nélkul 265 kb, gap-ekkel egyiitt 430 kb.

Irodalmi adatok alapjan 33 gimszarvas autoszomas kapcsoltsagi csoporton
végighaladva kigyljtotték a gimszarvas rekombinacidos géntérkép 621 markerpontjanak
szekvencidjat. Ezen szekvencidk szarvasmarha ortoldg génjeit is megvizsgaltak. A 33 testi
kromoszéméhoz t6ébb, mint 3.400 nagyobb egységekbe rendezett scaffold parosithat6. A
szarvasmarha gének kozul 17.000-nél tébbet is sikeriilt felhelyezni a gimszarvas kapcsoltsagi
csoportokra. A markerpontok és a gének gimszarvas szekvencidinak ismerete lehetévé teszik
a gimszarvas referencia genom elkészitését (Bana Nora doktorandusz hallgatd szoébeli
kozlése).

Primertervezés

Frank Krisztian doktorandusz hallgatd a QDD programcsomag segitsegével 771.401
szekvencia darabon 6sszesen 978.010 db ismétlédé motivumot szirt ki. Ezek koziil 446.436
mono-, 126.158 di-, 36.612 tri-, 254.889 tetra- 100.295 penta- és 12.917 hexanukleotid
ismétlédés volt (4. dbra). A Primer3 program 6sszesen 73.870 szekvenciara tervezett primert,
melyek kozil 29.454 az X és 714 mikroszatellit pedig az Y kromoszdémara esett (5. és 6. abra)

(Frank Krisztian doktorandusz hallgat6 szébeli kdzlése).
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6. dbra: Mikroszatellitek Y kromoszéman

A kiszlirt mikroszatellita adatok alapjan 18 primer péart valogattunk ki a tovabbi
vizsgalatokhoz. A primerek UCSC In-Silico PCR programmal szarvasmarha referencia
genom X, illetve Y kromoszomdjan adtak talalatot, és a fragmentumméretek is a vart
értékeket mutattak. A megrendelt primereket liofilizaltan kaptuk, melyeket 10 pmol
koncentracidra higitottunk, majd a primer parokat eléteszteltiik PCR segitségével. A primer
parok kozul 3 nem adott értékelhetd terméket, ezért azokat a tovabbi vizsgalatokbol
kihagytuk.

Az elbvizsgalatokat kovetden mikodoképesnek bizonyuldo 15 primer par kozll
kivalasztottam 8-at, melyeket multiplex PCR 6sszeméreéseéhez optimalisnak talaltam. A tébbi
primer péarral Kalman Zsofia Bsc hallgaté dolgozott tovabb. A munkédmhoz kivalogatott
primerekb6l az UCSC In-Silico PCR 5 X kromoszémas taldlatot adott, Y kromoszémara
pedig 3-at. Primerek multiplexbe vald szétvalogatasanal fontos szempont volt, hogy valtozo
mérettartomanytl fragmentumokat adjanak és a fluoreszcens jeldlésiik is eltérd legyen az

egymashoz méretben kozelebb all6 primerek kdzott (7. tablazat).
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7. tdblazat: Munk&m sorén (Ce_XY_WJ) és Ké&lman Zsdfia (Ce_XY_KZS) altal hasznélt

primerek
Primer neve | Kromoszoma Vart méret (bp) Flu_oreszcens
jelolés
Ce 01_ X WJ X 100 PET™
Ce 02_X WJ X 115 6FAM™
Ce 03_X_WJ X 133 VIC™
Ce XY_WJ | Ce_04 X _WJ X 151 NED™
plex Ce_05_X_WJ X 210 PET™
Ce 06 Y WJ Y 290 PET™
Ce 07.Y WJ Y 370 VIC™
Ce 08 Y WJ Y 457 6FAM™
Ce_ X001 KZ X 160 NED™
Ce_X002_KZ X 102 6FAM™
Ce_X003_KZ X 126 VIC™
Ce XY_KZS | Ce_X006_KZ X 142 NED™
plex Ce_X008 KZ X 302 PET™
Ce_X007_Kz X 230 VIC™
Ce_Y004_KZzZ Y 457 6FAM™
Ce_Y005_KZzZ Y 410 NED™

4.2. Gimszarvas DNS izolalas

Eddigi munkdm sorén 45 gimszarvas mintabol izolalt DNS-t hasznaltam fel, amelyet
Kalman Zsofia hallgatotarsammal kdzdsen izolaltunk. Gimszarvas izom- (34 egyed), sz6r- (7
egyed), véer- (2 egyed) és csontszovetbol (2 egyed) vontunk ki DNS-t. A csont hidrogén-
peroxiddal torténé elézetes kezelése miatt a szovetek, sejtek és a benne 1€évo 6rokitéanyag
karosodott, ezért abbol nehéz volt megfelel6 mennyiségii ¢s mindségii DNS-t izolalni A DNS
izolalas eredményei a 2-es szamu mellékletben talalhatoak.

4.3. PCR vizsgéalatok

Az 0sszemért multiplex PCR termékei mar az els6 vizsgalatok soran megfelel6 DNS

fragment hosszakat mutattak az agardz gélen elvalasztva. Némelyik primer talzottan erds
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PCR terméket adott, vagy ellenkezdleg, alig detektalhatdo volt. Ezért megprobaltam a
gélelektroforézis mintazata és az elektroferogram adatok alapjan megbecsiilni, hogy

csokkentsem vagy néveljem a primerek mennyiségét.

4.4. Fragmentumhossz-analizis eredményei

A fragmentumhossz-analizis eredményeinek kiértékelése soran informéciot kaptam a
primerek altal amplifikalt termékek méretérol. Errél a kromatogramok, azaz a diagramokon
megjelend csucsok alapjan tudtam tdjékozdédni a fluoreszcens festéknek megfeleld
szintartomanyban. A mintak egy része lathato és szép csucsokat adott (8. abra) mig voltak
ugyan kiértékelhetd, de nem elkiilonithetd képletek, a kromatogram ,,dadogott” (7. abra).

A nem megfeleld kromatogramok esetén a PCR reakciot megismételtem, melynek
soran valtoztattam az 6sszemért primerek mennyiségén. Amennyiben a csucsok tal magasnak
bizonyultak, esetleg a dadogas kiértékelhetetlenné torzitotta az eredményt, csokkentettem a
bemért primerek mennyiségén. Ha az eredmény tal alacsony vagy nem megjelend cstcsokat

mutatott, a primerek mennyiségét ndveltem.
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7. &bra: Nem megfelelé kromatogram cstcs a Ce_02_X_ W1J primer esetén, 6FAM™
fluoreszcens jelolés (PeakScanner™ v1.0)
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8. abra: Megfelel6 kromatogram csucs a Ce_02_X_WJ primer esetén, 6FAM™ fluoreszcens
jelolés (PeakScanner™ v1.0)
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4.5. XY multiplex mikroszatellit markerszett (Ce_XY2_WJ) fejlesztése

A 8. tablazatban lathatd a munkéam soran detektalt allélok szdma (Na) és hogy hany
egyed (n) esetén amplifikalt termékeket az adott primer.

8. tablazat: Munkank soran detektalt allélok szdma (Na)

STR primerek Kromoszoma n Na
Ce 01_X WJ X 45 2
Ce 02_X WJ X 45 1
Ce 03 _ X WJ X 45 2
Ce 04 X WJ X 45 2
Ce 05 X WJ X 45 2
Ce 06_Y_WJ Y 42 3
Ce 07_.Y_WJ Y 42 2
Ce 08_Y_WJ Y 43 1

A 9. t&bldzatban 0Osszehasonlitottam a Primer3 program Altal josolt, valamint a
kutatdsom soran ténylegesen detektélt allélméreteket. A Ce 06 Y WJ és a Ce 08 Y _WJ
primerek esetében megkaptam a vart nagysagu termékeket, a tébbi primerrel nem pontosan a
vart terméknagysagokat kaptam. A Ce 01 X WJ, Ce 02 X WJ, Ce 03 X WJ és
Ce 08_Y_WJ primerek esetén egy allélméretet sikertlt amplifikdlnom, ezen l6kuszok
monomorfok voltak. Polimorfizmust a Ce 04 X WJ, Ce 05 X WJ, Ce 06 X WJ és
Ce_07_X_WJ primerek esetén figyeltem meg.

9. tblazat: VVart és munkank soran detektalt allélméretek

Genomszekvenalt bika o
) __ Vizsgélt egyedek
STR primerek In silico Tényleges o
o o allélmeéretei (bp)
allélmeretek (bp) allélmeretek (bp)
Ce 01_X_WJ 100 98 98
Ce_02_X_WJ 115 113 113
Ce_03_X_WJ 133 132 132
Ce 04 X _WJ 151 152 152, 154
Ce_05_X_WJ 201 212 209, 212
Ce_06_Y_WJ 290 288 288, 290, 292, 296
Ce 07_Y_WJ 370 375 373,375
Ce 08_Y_WJ 457 457 457
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A 10. és 11. tabldzatban bemutatom a primerek altal detektalt X és Y
kromoszémavonalakat, valamint az egyes vonalakhoz tartoz6 egyedek szdmat (n). X
kromoszoma esetén 3 (X1, X2, X3), Y kromoszéma esetén 5 (Y1, Y2, Y3, Y4, Yb5)
haplotipust kilonitettem el.

10. tdblazat: X kromoszéma vonalak

Ce 01 X Ce 02 X Ce03 X Ce04 X Cel05 X
WJ WJ WJ WJ WJ "
X1 98 113 132 152 209 1
X2 98 113 132 152 212 33
X3 98 113 132 154 212 9

11. tdblazat: Y kromoszoma vonalak

Ce_06_Y_WJ Ce_07_Y_WJ Ce 08.Y WJ | n
Y1 288 373 457 2
Y2 288 375 457 36
Y3 290 373 457 2
Y4 292 373 457 1
Y5 296 373 457 2

A 12. és 13. tablazatokban feltlintettem az X és Y kromoszoma haplotipusok
eléfordulasat populacioszintre lebontva, ahol n az adott haplotipusba esé egyedek szamat
jeldli. Az X1 és Y1 haplotipusok csak a szabadon €16 vajszIl0i populacio esetén fordultak eld.
Az X1 haplotipus 1 egyed, mig az Y1 haplotipus 2 egyed esetén fordult csak el6. A
leggyakoribb haplotipusok az X2 és Y2 vonalak voltak.

12. tablazat: X kromoszdéma vonalak populacionként

n X1 X2 X3
Labod 21 - 16 5
Vajszlo 15 1 13 1
Boészénfa 7 - 5 2
Szabad 36 1 29 6
Kert 7 - 5 2

24



13. tablazat: Y kromoszoma vonalak populacionként

n Y1 Y2 Y3 Y4 Y5
Labod 21 - 18 1 - 2
Vajszlo 15 2 12 - 1 -
Bészénfa 7 - - 1 - 6
Szabad 36 2 30 1 1 2
Kert 7 - - 1 - 6

A haplotipusok gyakorisaga alapjan szamolt Nei-féle diverzitasi adatokat a 14. és 15.
tablazatban 6sszegeztem populacidszintre lebontva kiilon X és Y vonalak esetén. A D értékek

jelolik a haplotipikus diverzitasi értékeket. Minél magasabb a D érték, annal nagyobb a

diverzitas.
14. t&blazat: Haplotipus diverzitas X kromoszdma vonalak esetén
n X1 X2 X3 D
Labod 21 - 0,762 0,238 0,3810
Vajszlo 15 0,067 0,867 0,067 0,2571
Bdszénfa 7 - 0,714 0,286 0,4762
Szabad 36 0,028 0,806 0,167 0,3317
Kert 7 - 0,714 0,286 0,4762
15. tablazat: Haplotipus diverzitas Y kromoszéma vonalak esetén
n Y1 Y2 Y3 Y4 Y5 D
Labod 21 - 0,857 0,048 - 0,095 0,2762
Vajszl6 15 0,133 0,800 - 0,067 - 0,3667
Bészénfa 7 - - 0,143 - 0,857 1,1429
Szabad 36 0,056 0,833 0,028 0,028 0,056 0,3103
Kert 7 - - 0,143 - 0,857 1,1429
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A haplotipus diverzitas értékeket 0sszevetettem az allélgyakorisagok alapjan szamolt
Shannon-féle diverzitas index (sHa) értékeivel is, amit a kordbban fejlesztett 10 autoszomas
marker (SzaBoLcsl et al. 2014) valamint az altalam vizsgalt X és Y kromoszémas markerekre

is meghataroztam a GenAlEXx program segitségevel (16. tablazat).

16. tablazat: Haplotipus diverzitasi ertékek (D) 0sszevetese Shannon-féle diverzitasi index-

szel (H)

Autoszomas X markerek Y markerek

Populacio n

H H D H D

Labod 21 1,911 0,110 0,381 0,304 0,276
Vajszlo 15 1,961 0,128 0,257 0,248 0,367
Bdszénfa 7 1,601 0,120 0,476 0,273 1,143
Szabad 36 2,054 0,124 0,332 0,305 0,310
Zart 7 1,601 0,120 0,476 0,273 1,143

A PAST program segitségével fokoordinata-analizist és cluster-analizist készitettem
(9., 10. és 11. abra). Az X és Y kromoszomas mikroszatellita markerekkel készilt
fékoordinata-analizis jol szemlélteti, hogy a kiilonb6z6 haplotipus csoportok kategoridjuknak
megfelelden elkiiloniiltek (9. és 10. abra). Az X kromoszoémas markerek harom haplotipust
adtak, az Y kromoszdmas markerek pedig 6tot.

A cluster-analizis eredményeként kapott dendogramon két nagy féagat figyelhetink
meg. Az egyik agon csak a gimszarvas tehenek fordulnak el6, jol elkllonilve a bikaktol. A
masik féagon tovabbi csoportosuldsokat figyelhetiink meg a bikdk kozott. A Bdszéntarol,
Vajszlorol és Labodrol szarmazd populaciok viszonylag elkulonllnek egymastol, bar két

vajszlbi egyed keveredést mutat a labodi populacidval.
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4.6. Esettanulmany: Tehén-Bika-Borju leszarmazasi vizsgéalat

Kutatasunk sordn megfigyeltiik hdrom bdszénfai gimszarvas ’anya x apa — borju’
kapcsolatat az X és Y kromoszdmas tervezett primereinkkel. Ezzel a tanulmannyal ellendrizni
szerettuk volna, hogy az utddok nyomon koévetése mennyire valdsulhat meg primereinkkel,
illetve milyen az X és az Y kromoszoémak 6roklédése, illetve probaltuk ellenérizni, hogy a
tervezett primereinkkel a késdbbiekben anyai és apai leszarmazasi vonalakat fel tudunk-e
térképezni.

Szabolcsi Zoltan és munkatarsai Kifejlesztettek két multiplex PCR-hez hasznalhatd
mikroszatellita szettet, melyek gimszarvas egyedazonositdshoz alkalmazhatéak (DeerPlexl,
DeerPlex2). Mindket plex ot-0t darab, autoszomas kromoszomaékra tervezett primer pért
tartalmaz. Tanulmanyunkhoz ezt a tiz primer part hasznaltuk fel, hogy egy bdszénfai
szarvasfarmon nevelt gimszarvas bikaborju (biobanki azonositd: 1528) apjat és anyjat
meghatarozzuk (17. tablazat). A DeerPlex1 és DeerPlex2 segitségével megallapitottuk, hogy
az anyatehén a C7006-0s, az apabika az 1148-as biobanki azonositoju sziil. A
tablazatunkban jol latszik, hogy a bikaborji mely autoszémas kromoszoma lokuszokat
orokolte a sziil6kt6l. SzaBoLcsl et al. (2014)

A PCR vizsgalatokat elvégeztilk a tanulmanyunkban fejlesztett X és Y kromoszomas
primerekkel is. Azt szerettik volna ellendrizni, hogy az altalunk tervezett primerek
alkalmasak-e gimszarvas utédok nyomon kdvetésére, illetve milyen az X és Y kromoszémak
oroklddése. Probaltuk megfigyelni azt is, hogy a primerek a tovabbiakban alkalmasak
lehetnek-e leszarmazasi vonalak feltérképezésehez.

Bioldgiai eléismereteinkbdl, tudjuk, hogy a him utdéd az X kromoszémajat az anyatol,
az Y kromoszémajat pedig az apatol orokli. A 17. tablazatunkban feltintettlik, az X és Y
kromoszoméas primerekkel detektalt allélméreteket, mind a bikaborji, és mind a sziil6k
esetében. JOl latszik, hogy a bikaborja X kromoszémas primerekkel kapott allélméretei
megegyeznek az anyatehénevel, illetve az Y kromoszOmés primerek esetén megkaptuk az
apabika Y kromoszdmas allélméreteit.

Tovabbi kisérletekben elvégeztik az anyatehén, az apabika és a bikaborju
mitokondrialis D-loop szekvenciaira tervezett primerrel a PCR reakcidkat. A D-loop
szekvencia megszekvenaldsa utdn azt az eredményt kaptuk, hogy az mtDNS anyai agon
oroklodik.
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17. tablazat: Utédok nyomon kovetése a Ce_XY_WJ plexel

Alléiméretek (bp)

STR , ) ] ., ,
. Kromoszoma| apabika | bika borju | anyatehén
primerek
(1148) & | (1528) & (C7006)<
111 107 107
C229 21 111 111 111
159 176 180
T26 14 176 184 184
132 132 141
DeerPlex1 T193 13 162 141 141
121 121 129
T103 20 150 129 159
125 117 117
T123 10 129 125 129
139 139 145
501 23 139 145 167
112 116 116
e 28 136 136 140
149 140 132
DeerPlex2 T156 29 173 149 140
230 209 209
GOt 14 230 230 209
191 187 187
T507 9 195 191 199
98 - 94
1 XW X
Ce_01_X_WJ i 08 08
114 - 114
Ce 02 X WJ X ] 114 114
Ce 03 X WJ X 132 . 132
- = - 132 132
152 - 152
4 X W X
Ce XY _WJ Ce 04X W) - 154 154
Plex Ce 05 X WI % 212 - 212
- == - 212 212
2 2 -
Ce 06 Y WJ Y 5_38 5_38 ]
Ce 07_Y_WJ Y 375 375 )
457 457 -
Ce 08.Y WJ Y > >
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5. ERTEKELES ES KOVETKEZTETESEK

A Dbioinformatikai szlirések soran oOsszesen 73.870 ismétlodé motivumot hatarold
szekvenciara lehetett primert tervezni, amelyek kozil 29.454 az X és 714 mikroszatellit pedig
az Y kromoszomara esett. A kiszlirt mikroszatellit primerek kozll kivalasztottunk 18 primer
part, melyeket megrendeltiink és teszteltiink gimszarvas DNS mintdkon PCR-rel. A 18 db
primer parbol 3 db nem miikodott igy a tovabbi vizsgalatokhoz 15 db-ot talaltunk
alkalmasnak. A QDD programcsomaggal és a Primer3 programmal a sziirések miikodtek,
tehat ezek a bioinformatikai szoftvercsomagok primer tervezésre alkalmasak.

Ebbél a 15 markerb6l 8 vizsgalatat végeztem el, hogy a tovabbiakban multiplex PCR-
hez optimalizalhassam. A kivélasztas fontos szempontja volt az eltéré allélméret és az
egymashoz kozel all6 primerek fluoreszcens jel6lésében vald kilonbség. Az elvégzett
kisérletek utan megallapithatd, hogy a tervezett primerek miikddnek és multiplex PCR-ben
hasznélhatéak, nem zavarjak egymas amplifikécidjat. A multiplex PCR egy gyors,
koltséghatékony és konnyen alkalmazhaté maédszer, mely kevesebb munkaigénnyel jar, mint
kilén-kulon reakcidban 6sszemeérni a primereket.

A multiplex PCR-t 45 gimszarvas mintan végeztem el, melyek Magyarorszag déli
tertileteirél — Labod, Vajszld, Bészénfa — szarmaznak. A mintak koziil 9 egyed zart kertb6l és
36 szabad éléhelyr6l szarmazott. A legmagasabb detektalt allélszam (Na) 3 volt a
Ce 06 _Y_WJ primer esetén, a Ce 02 X WJ és Ce 08_Y_WJ mikroszatellitek pedig
monomorfnak bizonyultak. Harom X kromoszéma haplotipust és 5 Y kromoszoma
haplotipust sikertlt elkllonitenem. A legtébb egyed (n) az X2 (33 db) és Y2 (36 db) vonalba
tartozott, mig a legkevesebb az X1 (1 db) és Y4 (1db) vonalba. A kapott allélszamok és a
polimorf l6kuszok szama kevés, de ennek oka lehet a rendelkezésemre allé alacsony
mintaszam.

Osszehasonlitva a Primer3 program altal prediktalt és a tanulmanyunkban PCR utan
detektalt allélméreteket megfigyelhetd, hogy kis eltérések vannak a mérettartomanyok kozott,
de a vart mérettartomany kozelébe esé méreteket kaptuk, tehdt a bioinformatikai primer
tervezés hasznalhaté eredményeket adott.

Populacidkra lebontva az eredményeket a megfigyelt X haplotipusok a kovetkezOként
alakultak: a labodi populéaciot 2 (X2 es X3), a vajszloi populaciot 3 (X1, X2, X3) és a
bészénfai populaciot 2 (X2, X3) haplotipusba tudtuk sorolni, azaz a vajszloi populé&ciéban
talaltunk egy unikalis, csak adott populaciora jellemzé X kromoszoémas vonalat. Az Y

haplotipus esetén: Labod 3 (Y2, Y3, Y5), Vajszlé 3 (Y1, Y2, Y4) és Bdszénfa 2 (Y3, Y5)
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haplotipusra kilonult el. Ebben az esetben is a vajszléi populécidban talalhato egy unikalis
haplotipus, tehat ez a populacid kiiloniil el leginkabb a tobbitdl. A szabadon ¢él6 gimszarvas
populdcidkndl mind a harom X ¢és mind az 6t Y haplotipus el6fordult. A zart kerti
populécional csak ketté X (X2, X3) ¢és kettd Y (Y3, Y5) vonal taldlhaté meg, ami arra utal,
hogy a tenyészkerti populacional magasabb a beltenyésztettség, bar a vizsgalt mintak szama
ebben az esetben még elég alacsony.

A Nei-féle haplotipus diverzités és a Shannon-index értékei elég alacsonyak, azaz kis
genetikai variabilitasra utalnak. Erdemes megfigyelni, hogy a zart kerti bdszénfai populacio
diverzebb X kromoszomara, mint a szabadon él6 populaciok. Ez abbol adodhat, hogy az
indexek értékei korrigdlva vannak a mintaszammal, ezért az alacsony mintaszam felfelé
torzitja az értékuket, igy a felhasznalt mintdk szama nem elég ahhoz, hogy pontos
populaciogenetikai kdvetkeztetéseket vonhassunk le.

A PAST program segitségével abrazolt torzsfa jol mutatja, hogy az egyes populaciok
nem kilonllnek el egymastol tokéletesen, kozottiik kismértékli atfedés lathatd. Ennek oka
lehet, hogy ezek a populéaciok térben viszonylag kdzel esnek egyméashoz, ezért a populéciok
kdzott bizonyos keveredés van. A bdszenfai zart kerti allomany az eredetileg a teriileten ¢é16
gimszarvasok bekeritésével lett kialakitva, és a létrehozas Ota tobbszor frissitették az
allomanyt a kornyékrol szarmazo allatokkal, ezért kevert allomanyrdl van szé.

Az éaltalam fejlesztett X és Y kromoszomés mikroszatellit markerek fragmenthossz
méreteibdl fékoordinata-analizist készitettem a PAST program segitsegével. Ahol
egyértelmiien megkaptam a harom X és 6t Y haplotipus csoportokat. A késObbiekben tovabbi
X-Y mikroszatellit marker panellel (Ce_XY_KZS), valamint autoszdmés mikroszatellit
markerekkel (SzaBoLcsli et al. 2014) egytt vizsgaljuk az északi zempléni populéciét és a dél-

dunantuli gimszarvas populéaciokat.

Tehén-Bika-Borju leszarmazési vizsgélat

Esettanulmanyunk megerdsiti az X kromoszoma anyai agon torténd 6roklédését, bar a
mikroszatellitek alacsony polimorfizmusa miatt sok k6zos allél figyelheté6 meg az apabika és
az anyatehén kozott. A Ce_04 X WJ primer az, amely szemlélteti, hogy az X kromoszomat
az anyatdl orokolte a borju. Y kromoszoma esetén pedig az apaval valé rokonsag latszik. A
mitokondridlis vizsgalatunkban megszekvenalt D-loop szekvenciak 6sszehasonlitdsa is azt

mutatja, hogy a mitokondrium anyai agon 06roklédik, mivel a borji mtDNS szekvenciaja

=z 7
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6. OSSZEFOGLALAS

Az europai gimszarvas (Cervus elaphus) Magyarorszag faunajanak egyik
legjelentdsebb nagyvadja. Sokféle gazdasagi haszonnal bir, jelentds dkologiai értéke van, mas
allatok szamaéra élelemforras, valamint a vegetacio dsszetételét és strukturdjat is befolyasolja.
Dr. Orosz L&szl6 akadémikus vezetésével Magyarorszagon els6ként elkezd6dott a gimszarvas
genomprogram, amely az eurdpai gimszarvas teljes genomjanak azonositasat tiizte ki célul.

A gimszarvas genom ismeretében a QDD programcsomag segitsegével a teljes
genomra tobb, mint 950.000 mikroszatellit markert azonositottunk, majd a mikroszatellitek
hatarold régidira 73.800 genomi I6kuszra sikerlt primert tervezniink a Primer3 program
segitségével. A genom szekvenalasbol szarmazo szekvenciakat szarvasmarha (Bos taurus)
referencia X és Y kromoszémara illesztve az 0j markerek kdzil nemi kromoszomas
markereket valogattunk, melyekkel az anyai és apai leszarmazési sorokat szerettik volna
nyomon kévetni.

A DNS diagnosztikahoz a fluoreszcens jeldlt primereket multiplex PCR reakciohoz
optimalizaltam, majd a biobanki gimszarvas mintakon elkezdtem meghatarozni az allél
gyakorisagokat az egyes egyedeken és populaciokon, valamint megvizsgaltam a zart kerti és a
szabadon €16 gimszarvas populaciok kozotti kapcsolatot.

A koréabbi eurdpai felmérés Magyarorszagrdl harom haplotipust irt le a mitokondrialis
kontroll régi6 szekvenciak alapjan. SkoG et al. (2009) Az eddig rendelkezésiinkre allé
szekvencia adatok alapjan ennél t6bb haplotipust tudtunk leirni a dunantuli populacioban.

Az elvégzett X és Y kromoszdéma genotipizalas eredményeként a tesztelt 18 marker
kozul az altalam vizsgalt 5 X kromoszdmas mikroszatellita eseteben 16kuszonként atlagosan
1,8 allélt, a 3 Y kromoszomas markernel pedig atlagosan 2 allélt talaltam. A mikroszatellitek
kozul eddig 6 mutatott polimorfizmust, azaz ezeknél legalabb kettd allélt figyeltem meg. Ezen
markerek segitségével eddig 3 kiilonbozé X kromoszomas és 5 kilonbozé Y kromoszomas
vonalat tudtam azonositani. A szdmolt diverzitas-indexek alacsony értékeket adnak a vizsgalt
populaciokban, de az alacsony mintaszam torzitja a valos diverzitas értékeket.

A dolgozatban leirt markerek lehetdvé teszik az X, illetve Y kromoszomak
leszarmazéasanak egyértelmii kovetését, €s a mitokondrialis haplotipusoknal nagyobb

felbontast mutatnak.
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9. MELLEKLETEK

1. melléklet: Tanulmanyunkban felhasznalt mintak pontos adatai

Biobaqki S,zérma,zés, Tartasforma Nem
azonositd (Dél-Dunantul)
329 Labod szabad Q
326 Labod szabad 3
327 Léabod szabad 3
328 Léabod szabad 3
330 Labod szabad 3
332 Léabod szabad 3
333 Labod szabad 3
334 Léabod szabad g
335 Labod szabad a
336 Labod szabad a
337 Léabod szabad 3
344 Labod szabad a
357 Léabod szabad 3
358 Labod szabad a
359 Léabod szabad g
360 Léabod szabad g
788 Labod szabad a
798 Léabod szabad 3
832 Labod szabad a
833 Léabod szabad g
845 Labod szabad 3
733 Vajszlo szabad 3
736 Vajszlo szabad 3
737 Vajszlé szabad 3
741 Vajszlo szabad 3
748 Vajszlé szabad 3
750 Vajszlo szabad 3
751 Vajszlo szabad 3
835 Vajszlé szabad 3
1326 Vajszlo szabad 3
1328 Vajszlo szabad 3
C7006 Bészénfa zZértkert Q
C7058 Bészénfa zZértkert Q
1146 Bészénfa zartkert a
1148 Bdszénfa zartkert g
1526 Bészénfa zartkert a
1528 Bészénfa zartkert g
1541 Bészénfa zartkert a
1544 Bészénfa zartkert a
1559 Bészénfa zartkert 3
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2. melléklet: Gimszarvas mintakbol kivont DNS koncentracidja és tisztasagi adatai

ng/ul 260/280 260/230
329 53,29 2,02 0,82
326 137,25 1,61 1,09
327 135,05 1,57 0,87
328 301,05 1,56 0,5
330 61,3 2,05 1,37
332 26,21 2,11 15
333 223,53 1,62 0,49
334 261,64 1,94 2,23
335 37,47 1,84 1,45
336 16,88 1,77 1,22
337 47,73 1,97 0,65
344 70,85 1,68 1,41
357 136,85 1,84 2,03
358 162,51 1,9 2,09
359 50,93 1,78 1,41
360 163,18 1,74 1,2
788 85,74 1,95 191
798 215,27 1,99 2,05
832 130,65 19 1,7
833 128,18 2,02 2,13
845 105,07 1,97 2,06
733 177,98 2 2,16
736 13,49 1,65 0,6
737 63,04 1,99 1,94
741 33,41 1,68 0,97
748 73,91 1,95 1,84
750 37,26 1,58 0,67
751 103,46 1,89 1,45
835 86,38 1,98 1,81
1326 38,88 1,96 0,2
1327 72,08 1,99 0,36
C7006 57,27 1,73 1,2
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
1528 88,11 1,54 0,63
1541 8,21 1,95 0,46
1544 10,1 2,03 0,83
1559 13,06 2,19 1,14
763 87,57 1,68 1,02
836 134,83 1,94 1,71
838 150,03 1,94 2,21
839 12,88 1,33 0,47
841 55,62 1,95 1,88
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