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I. BEVEZETES

Hazankban mar az 1900-as évek elejétdl 1étezik ipari nytltenyésztés. Godollon 1952-ben,
els6ként inditottak szervezett kutatdst a nytltenyésztéssel kapcsolatban. A rendszervaltas eldtt
az arutermeld nyultenyésztés nagy iitemben fejlodott Magyarorszagon, viszont a rendszervaltas
utdn a mezogazdasagi feltételek valtozasa miatt ez jelentdsen lecsokkent, mara mar csak a 14-
ik helyet foglalja el a vilagban (Szendr6, 2014). >’1990 6ta atrendezOdott az egész agazat,
besziikiilt a hagyomanyos, haztaji koriilmények kozott termelt nyual piaca” (Jurasko, 2017). A
hanyatlast tobb tényezd okozta, példaul: a megemelkedett lizemanyagéar, a takarmany-és az
energiadrak novekedése. Mig régebben hazankban a felvasarolt nyulak 90%-a kisiizemekbdl
szarmazott, addigra manapsag mar csak 1-2% szarmazik ilyen telepekrdl (Szendrd, 2015). A
tamogatasoknak, illetve a jobb alkupozicidonak koszonhetden (Szendrd et al. 2010) lehetdség
nyilt arra, hogy a hazinyulat nagylizemi koriilmények kozott tartsak (Szendrd, 2015).

A tenyésztok legfobb feladata az, hogy minél nagyobb genetikai értékii allomanyokat
hozzanak létre és ezt hosszu tavon fent tudjak tartani. Abban az esetben, ha az el6zdekben
emlitett feltételeket nem teljesitik, akkor beltenyésztettség alakulhat ki, vagyis a nem kivanatos
gének homozigota formaban rogziilhetnek a populacioban (Szabo, 2004). Az ilyen
informaciokhoz a szdrmazas ismeretében, pedigré analizissel vagy genetikai markerek
segitségével végzett vizsgalatok soran jutunk (Gyovai, 2011). Az egyes populaciok genetikai
valtozatossaganak feltarasa az utobbi években el6térbe keriilt (Wooliams et al. 2002). Ezen
informaciok ismeretében képet kapunk az dallatok Jseirdl, oldalagi rokonair6l, mely
segitségével fontos szamitisokat végezhetiink el a populacié genetikai szerkezetének és
valtozasanak megallapitasara (Maignel et al. 1996). A mikroszatellitek jelenleg az egyik
leghatékonyabb genetikai markernek tekinthetdek és hasznélatuk széles korben elterjedt a

genomikaban (Kiss 2005, Kimberly & Tonnen 2006).

TDK dolgozatomban a hazinyulak populacidgenetikai vizsgalataval foglalkozom,
autoszomas mikroszatellit markerek segitségével. E16z6ekben mar kidolgoztak egy molekularis
marker szettet, mely szekvencidkat irodalmi adatokbdl gydjtotték ki (Alves et al. 2015,
Sternstein et al. 2015), azonban ezeket a mikroszatelliteket harom plexben sikeriilt csak
Osszesiteni, valamint dinukleotid ismétlédést is mutattak, igy kevésbé voltak informativak, €s
gazdasagilag hasznosak. Ezért ugy dontottiink, hogy olyan markereket alkalmazunk, melyek
tetranukleotid ismétlodést mutatnak, 100-500 bazis par hosszusag kozott helyezkednek el,

polimorfak és egy multiplexbe 0Osszeallithatoak. A tetranukleotid markerek igy sokkal

5



koltséghatékonyabbak lehetnek, illetve az egyedazonositas szempontjabol is jobbnak
bizonyulhatnak, mint a dinukleotidok.

II. CELKITUZES

Célunk az, hogy a genomszekvendldsbol szarmazo adatokat bioinformatikai modszerek
segitségével feldolgozzuk, ezt kovetden primereket tervezziink, hogy a populéaciok diverzitasat
fajspecifikus multiplexek segitségével tovabbiakban vizsgalhassuk. Igy lehetdségiink nyilik a
kiilonbozo fajtak és fajtahibridek mikroszatellit marker alapt elkiilonitésére, illetve
populéacidgenetikai vizsgalataira, igymint rokonsagvizsgalatra fajtakon beliil és genetikai

tavolsag becslésére.



III. IRODALMI ATTEKINTES

3.1 A hazinyul eredete

Az tregi nyal (Oryctolagus cuniculus) (1. 4bra) a hazinyal &6se. A jo
alkalmazkodoképességének koszonhetden ma is egész Eurdpaban elterjedt fajnak szamit
(Bakonyi et al. 1995). A kiilon fajhoz tartoz6 mezei nyulat sok esetben osszekeverik a vadas
szinii tiregi nyullal (Lepus europeus) (1. abra). A kozhiedelemben sokszor a hazinyul dsének a
mezei nyulat tekintik, azonban a hazinyll és a mezei nyul kozott csak csalad szinten van
szarmazasi kapcsolat. Az tiregi nytl a hazinyutllal sikeresen keresztezhetd, viszont a mezei
nyullal nem. Ennek oka, a két faj kozotti kromoszoma szam kiilonbség. Ugyanis a mezei
nyulnak 48 kromoszémadja van, az liregi nyulnak pedig 44, igy eléfordulhat, hogy az ivarsejtek
egyesiilésekor az anyai és apai kromoszoémak nem talaljadk meg a megfeleld parjaikat (Holdas,
1985).

Mezei nyl Uregi nyial/Hazinyul
(Lepus europaeus) (Oryctolagus cuniculus)

1. Abra: Mezei és iiregi nyul 6sszehasonlitasa (Foto: httpl)



3.2 A hazinyul rendszertana

A hazinyulat rendszertanilag (2. abra) a gerincesek torzsébe (Vertebrata), azon beliil az
allkapcsosok altorzsébe (Gnathostomata), az emldsok osztilydba (Mammalia), a
tulajdonképpeni emldsok alosztalydba €s a magasabb rendii emldsok (Eutheria) csapatdba
soroljak. Ebben a csapatban tobb oregrend talalhatd, melyek koziil a nyalfélék a ragesalok
(Glires) oregrendjébe tartoznak. Ebben két rendet allitottak fel a zooldogusok. Az egyik a
nyulszer( ragcsalok (Lagomorpha), a masik pedig a ragesalok (Rodentia) rendje. Az utobbiba
tartoznak az egerek és a patkdnyok. A nyulszerii ragcsalok rendjén (Lagomorpha) beliil talaljuk
a gazdasagi szempontbol jelentds nytlfék (Leporidae) csaladjat (Holdas, 1985). A Leporidae
csalad 9 nemzetséget tartalmaz (Lepus, Sylvilagus, Oryctolagus, Romerolagus, Pentalagus.stb)
¢és Osszesen mintegy 50 kiilonbozd fajt kiilonitiink el (Lebas et al. 1986). Az egyik genus az
tiregi nyulaké (Oryctolagus), ahova a hazinytl 8se is az tiregi nyul tartozik. A hazankban vadon

¢16 masik nyulféle, a mezei nyul (Lepuseuropaeus) a Lepus genusba tartozik (Holdas, 1985).

osztaly Emldsok (Mammalia)

abszialy Tulsjdonképpent emldsdk (T herig)

csapat Magasablbrendi emldsok (Eutheria)

oregrend Régcsallék (Glires)

rend Nyilszend rlégcsa’lék (Lagomorpha) Régesdlok ﬁlRodem'a)

alrend Mékuslalakliak Ege’ralalkfzak Sulalékliak
(Sciurimorpha) (Myomorphs) (Hystricomorpha)

csalid Pocoknyilfélék Nylfélék

(O chotoridae) (Leporidae)

I [ |
nem | | Nesolagus Pentallagus Promllagus Rome!'o]agus Ca;:u'lo]agus Poelagus Sytvilagus
Oryctolagus Lepus
(Ureginyulak) (Tuly dovTe'ppen.i nyulak)
faj Ureginyil Mezei il
(Oryctolagus cuniculus) (Lepus europaeus)
Héingyil

2. abra: A hazinyul rendszertani besorolasa (Foto: Holdas, 2000)



3.3 Nyulhus termelés helyzete a vilagban

A nyulhus a korszerii taplalkozas alapjanak szamit, hiszen alacsony az energia tartalma,
konnyen emészthetd, nagy biologiai értéki, illetve kivald tulajdonsagainak kdszonhetden a
bébiétel gyartok is eldszeretettel hasznaljak (Bleyer, 2002). Lényeges, hogy a koleszterin-, zsir,
illetve fehérje tartalma magas, emelett vitaminokban ¢s asvanyi anyagokban gazdag szemben,
a sertéssel vagy marhahussal, amelyek zsirsavtartalma az Gsszes zsiron beliil, eléri a 63%-ot
(Lugasi, 2007). A 3. abran is lathatd, Magyarorszagon a rendszervaltas utan (1990- 2009-ig)
jelentés mennyiségben csokkent a felvasarolt nyalhiis mennyisége, illetve ezzel aranyosan az
export is visszaesett.

Ev Egységar USD/kg|  Arbevétel (ezer USD)
Felvasarolt él3saly, tonna [Export (tonna)

(Year) (Price) (Export sales, Thousand USD)
(Purchase, live rabbits, tons)

1990 33 468 16 763 3.1 52 283
1991 37 132 19 224 3.0 58 226
1992 34 444 18 512 3.1 58 060
1993 26 255 13 346 2.9 38039
1994 15 732 8 845 3.3 29 339
1995 16 939 8129 3.5 28 595
1996 15 959 8 B66 35 314325
1997 13 743 7263 3.2 22 840
1998 13 903 6419 3.4 21727
1999 12 716 6359 3.2 20 407
2000 10 870 5118 3.3 16 846
2001 12 761 5615 3.7 20 643
2002 11 887 5388 3.4 18 161
2003 10932 5045 4,6 23 156
2004 12 074 5287 5.9 31 180
2005 13 520 5310 4.3 22 825
2006 12 979 44917 ? 21 458
2007 12 070 5530 4.8 26 542
2008 9 900 4900 4,85 23 765
2009 9 700 4 800 4.9 23 520

3. abra: Hasnyul felvasarlas és az export alakulasa a Nyul terméktanacs 2009. évi beszamoldja alapjan

(Foté: Bogd, 2013)

"o

Kina utan a vildg masodik legnagyobb nyulhus eldallitdja az Eurdpai Unio (Eurdpai
¢lelmiszerbiztonsagi hatosag, 2020 alapjan) (http2). Magyarorszag a nytlhuas termel6 orszagok
kozott a vilagban a 14-ik helyet foglalja el (Szendrd, 2014). A nytlhts prémium terméknek
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szamit eldallitasa sokkal dragabb, mint a csirke- vagy a sertéshusé, a hazai fogyasztok tobbsége
a prémium marha vagy baromfitermékekhez hasonléan a nytlhus fogyasztasat sem engedheti
meg maganak. Magyarorszagon minddssze 10 dkg nyulhus fogyasztas jut egy fore egy évre
levetitve (Szendrd 1998; Tanai 2007). A termelés célja az export (Virag 1996; Bodnar et al.
2003), hiszen hazank a legnagyobb nyulhus exportald orszagok kézott van a vilagban Spanyol-
¢s Franciaorszag mellett (Cullere & Dalle Zotte, 2018). Itthon leginkabb vidéken van
hagyomanya a nyalhus fogyasztasnak és haztaji nyal tartasnak, az emberek sajat fogyasztasra
tenyésztik ezeket a joszagokat, ami a csalad hus bevitelét bizonyos mértékben kiegésziti
(Bodnar et al. 2003).

A 4. abra bemutatja, hogy a Magyarorszagon tenyésztett nyulak nagy részét, mely
orszagokba exportaljak (pl.: Svajc, Belgium, Olaszorszag, Németorszag) (Lugasi, 2007).

4. abra: A magyar nyalhusexport célorszagai (sziirke arnyalattal jelolve) (Fotd: Szendrd, 2015)

3.4 Fajtak és Hibridek

Napjainkban mintegy 200 nyulfajtat kiilonboztetnek meg. Legtobbjiik, valamilyen gazdasagi
szandékkal jott 1étre, egy résziik pedig a véletlennek kdszonheté (Harangi, 2005).

A fajtatiszta Pannon fehér nyul (5. abra), egy Magyarorszagon nemesitett fajta. Néhany
évvel ezeldtt, ezért a Kaposvari Egyetemen — a hibrid anyai és apai vonalakhoz hasonléan —
egy anyai és egy nagytestil vonalat alakitottak ki. Az anyai vonal szaporasagban, tejtermeld- és
nevelSképességben tiinik ki. A nagytestii vonal viszont stilygyarapodasban kival6. Uj-zélandi
fehér nyulat (NZW) (5. abra) hasznaltak szinte kivétel nélkiil a hibrid vonalak kialakitasahoz.

Emellett mas, szaporasdgban jo teljesitményre képes allomanyt is bevontak a nemesitd
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programba. Az apai vonalak kialakitdsanal tobbnyire valamelyik nagytestli fajtat vontak be a

tenyésztésbe (Szendrd et al. 2010).

5. abra: Uj-Zélandi fehér nyul, Pannon fehér nyil (Foté: Szendrd et al. 2010)

A hazai piacon 1995-ben jelentek meg a Hycole hibrid tenyésznyul vonalak (D, C, X (XXL),
Color, Mixte) (6. abra), mint honositott nytlhibridek, illetve elséként kaptak fajtaclismerést és
forgalmazasi engedélyt Gerber Johann tenyésztésvezetd munkajanak kdszonhetden. A hibrid
fenntartasa és sikeres hazai forgalmazasa, a hazai tenyésztok jelentds részének tenyészallomany

valtasa, genetikai frissitése zajlott le a vezetése alatt allo Gerend, majd Leporex Kft. neve alatt
(http3).

. { )
=2 j:&/

6. abra: Hycole C, Hycole D sziil6par néstények (Fotd: http3)

Francia nyulhibrid a Hyplus (7. abra), amibdl tobb hazai nyultelepre kertiltek allatok. Anyai
vonalait ugyancsak a toulouse-i I’Institut National de la Recherche (INRA) kutatointézettel
egylttmiikodve nemesitik. A termelési cél hatdrozza meg, hogy ugyanazt a sziilépar anyat
standard, nagytestli, vagy szines (burgundi vords vagy champagni eziist) apai vonallal

termékenyitik meg (Szendrd et al. 2010).
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7. abra: Hyplus hibrid nyulak (Foto: http3)
Németorszagban nemesitik a Zika (8. dbra) hibrid nyulat. Napjainkban csokken a szerepe,

viszont kordbban nagyobb létszamu allomany keriilt beldle Magyarorszagra (Szendrd et al.

2010).

8. abra: Zika hibrid nyulak (Fotd: Szendr6 et al. 2010)

Az elozéekben megemlitett hibrid nyulak mellett még el6fordul hazankban a Hyla; a
Cunistar; az Eurolap; az Elco; és a Provisal, viszont ezeknek jelenleg nincs jelentds szerepiik a

magyarorszagi vagonyul-termelésben (Szendrd et al. 2010).

3.5 Populacidgenetikai vizsgalatok alapjai

A természetes populaciok genetikai diverzitasdnak vizsgalatdra alkalmazzdk a
populéacidgenetikai modszereket (Robert & Philipp 1997). A rendelkezésre all6 modszerek
nagy fejlddésen mentek keresztiil az utdbbi évtizedekben, igy a vizsgalati célok is jelentdsen
boviiltek.

A legkorabbi populaciogenetikai vizsgalati modszer a Randomly Amplified Polymorphic
(RAPD). Ennél a technikanal random, 9-12 nukleotidbol all6 primer alkalmazasaval végeznek

PCR-t, a kapott fragmentumok szama pedig attol fiigg, hogy a primerek hanyszor talalnak
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komplementer szakaszokat a DNS molekula két szalan (Burlando et al. 1996; Senthil et al.
2011). Az RAPD modszerhez képest a mikroszatellit vizsgalatok elénye, hogy egy lokuszon
tobb allél is eléfordulhat, illetve heterozigocia is detektalhatd. Viszonylagos hatranya az, hogy
tobbé-kevésbé fajspecifikus, illetve kozeli fajoknal csak részlegesen alkalmazhatok (Hidas,
2002).

3.6 Autoszomas mikroszatellit markerek

A mikroszatellitek olyan repetitiv szekvencia csaladba tartoznak, ahol néhany bazis, illetve
szekvencia ismétlédik egy szakaszon, viszont a kopiaszam nagymértékii variabilitast mutat. A
tandem ismétlodo régiokat VNTR-nek (Variable Number Tandem Repeats= valtozd szamu
tandem ismétlddés) (Edwards et al. 1991) mikroszatellitnek (Litt & Luty, 1989) vagy SSR-nek
(Sipmle Sequence Repeat = egyszerii szekvencia ismétlddés) (Jacob et al. 1991) nevezziik. A
mikroszatellit 16kuszok olyan nem atirodd DNS-régiok, amik 2-6 bazisparbol allnak és
egyenletesen oszlanak el a genomban (Buduram et al. 2005; Litt & Luty 1989; Weber & May
1989; Tautz & Renz 1984; Jeffreys et al. 1985). Az STR ismétl6dé szekvenciak elnevezése az
ismétlédé motivum hossza alapjan di-, tri-, tetra-, penta- illetve hexanukleotid, melyek a
nevilknek megfeleléen 2, 3, 4, 5 vagy 6 nukleotidbol allnak. A mikroszatellitek nagy
polimorfizmust mutatnak, azaz egy populacioban, meghatarozott génhelyen (lokusz) allélok
egész sora azonosithatdo (DeWoody & Avise, 2000). A repetitiv minta kedvez a mutécioknak,
ami a mikroszatellitek polimorfizmuséanak az egyik oka. A mikroszatellitek mutacios rataja 10
4 és 5 x 10%-ra becsiilik (Edwards et al. 1992; Dallas 1992; Craighead et al. 1995).

A mikroszatellitek hasznalata széles korben elterjedt a genomikéaban, populécidgenetikdban
valamint a kvantitativ tulajdonsagok genetikai vizsgalataban is. Az ismétlddésszamban
kifejezett allélhosszak a laboratoriumok k6zotti informaciocserét is egyszerisitik a gélfotokon
rogzitett mintazathoz képest (Kiss 2005, Kimberly & Tonnen 2006).

A tetranukleotid ismétlédések magas aranya azért fontos, mert technikailag az ilyen
markerek allélhosszisdgainak értékelése a legkdnnyebb (Edwards et al. 1991, Szabolcsi et al.
2014). A tetranukleotid markereket pontosabban lehet elemezni, ezért sokkal kdzkedveltebbek.

Napjainkban elsdsorban tetranukleotid ismétlédéseket hasznalnak a human igazsagiigyi
genetikaban (Edwards et al. 1991, Szabolcsi et al. 2014), viszont emellett alkalmaztdk mar

gimszarvasok egyedazonositasara (Zoltan 2013), kutyak genetikai térképezésére (Francisco et
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al. 1996), sertésekben szarmazasi vizsgalatokndl (Cherel et al. 2011), illetve lovak esetében
genotipizalasnal (Builes et al. 2013) is. A nem-human populacidogenetikai vizsgalatokban
azonban még a dinukleotid markerek a domindnsak (Zsolnai et al. 2009, Kalia et al. 2011, Cai

et al. 2013, Szabolcsi et al. 2014).

3.6.1 Mikroszatellit markerek alkalmazasa hazinyulakban

A hazinytl j6 modellallatnak bizonyul a laboratoriumokban zajlé a kutatdsokhoz, mind a
kutatasban, mégis nagyon kevés informacionk van -e faj genomi eréforrasainak osszetételérol.
A Nemzeti emberi genomkutat6 intézet (USA) 2004 augusztusaban jelentette be a nyltilgenom
részleges szekvenalasara iranyuld programot (Chantry-Darmon et al. 2005). A genetikai
térképezés még mindig nagyon korlatozott ebben a fajban (Fox 1994, Korstanje et al. 2001).
Az UlInstitut National de la Recherche Agronomique (INRA Franciaorszag) 2001-ben
nyulgenom-feltérképezést inditott, melynek célja a Quantitative trait loci (QTL, mennyiségi
tulajdonsagot befolyasolo 16kusz) feltérképezése, illetve a jelolt gének azonositdsa termelési
tulajdonsagok szempontjabol. A cél az volt, hogy rendszeresen integralt citogenetikai és
genetikai térképet készitsenek el mikroszatellitek alapjan elosztva a nytl genomjaban (Chantry-
Darmon et al. 2006).

Sternstein 2015-ben kiadott tanulmanyanak 6 célja a meglévo kapcsoltsagi térképek javitasa
¢és a kvantitativ tulajdonsagi l6kuszok (QTL) feltérképezése volt, a hasitott test €s a hismindség
jellemzoire. A vizsgélatot egy F2 populacidban végezték el, melyben a kezdeti keresztezéseket
az Orias sziirke és az Uj-zélandi fehér nyal kozott hajtottik végre. Az eredmények a
legatfogdbb genetikai térképet €s az elsd genomszintli QTL-térképezést mutattak be a hasitott
test €s a husmindség jellemzdire nyulakban (Sternstein et al. 2015).

Tajvanban 2018-ban mikroszatellit marker alapt populaciogenetikai vizsgalatokat végeztek
laboratoriumi nyulakon (Lai et al. 2018). A kutatds sordn 5 populacid alapit6itol izolaltak DNS
mintakat. A genetikai elemzésekhez 18 mikroszatellit markert terveztek, melyek nagyfoku
diverzitdst mutattak. Az eredményekbdl az kovetkezett, hogy a helyi populaciok
nagymértékben beltenyésztettek. Ugyanakkor a molekularis varianciaelemzés eredményei
szerint a kisérlethez hasznalt laboratoriumi nyulak magas szintli (83%-0s) populacion beliili
genetikai differencialtsagot mutattak (Lai et al. 2018). A tanulmany f6 célja mikroszatellit

markerek létrehozésa volt a helyi nyualpopuldcidok genetikai nyomon kdvetésére, €s ezen
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mikroszatellit markerek felhasznalasaval lehet6ségiik volt meghatarozni a populaciokon beliili

genetikai variaciot, valamint a genetikai szerkezetet (Lai et al. 2018).
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IV. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 Kisérleti és kontroll allatok

Kisérleteink soran négy fajtat és azok hibridjeit vizsgaltam meg. Mivel a célzott
nyulallomanyunk tobbvonalas hibridekbdl tevodik 6ssze, emiatt sziikség van mintakra nemcsak
a hibridallomanybol, hanem az azokat kialakito sziil6i populaciokbol is. A 96 darabbol (Plate_I)
allo referencia mintak (2. melléklet) esetén az egyedeket ugy valogattuk dssze, hogy kozeli
rokonok, illetve fele-fele aranyban himek és néstények is legyenek kozottiik. A 101 darabbol
allo masodik mintaszett (Plate_lI) a tenyésztésben fontos C, D és XXL fajtaji néstényeket
tartalmazta (3. melléklet).

Mindkét esetben a valogatasnal elsddleges szempont volt, hogy minden fajtabdl és azok
hibridjeib6él is minimum 12 minta alljon rendelkezésre. A populacidgenetikai elemzések
értékeléséhez minél nagyobb mintaszdmra van sziikség, mivel ezek alapjan hatidrozhat6é meg,
hogy az altalunk tervezett és optimalizalt mikroszatellit markereknek mekkora a fajok/fajtak
vagy vonalak kozotti szétvalasztd ereje, illetve mennyire képesek egyedazonositasra és a
rokonsagi kapcsolatok feltarasara.

A vizsgalatokhoz sziikséges minden adatunkat a sajat Biobankunkban taroljuk, mely
rendszerben sziiréseket lehet hasznalni tobb tulajdonsagra is, pl.: fajtakra; ivarra; azonositd
szamra; DNS koncentraciora stb., ennek koszonhetden gyors és egyszerli a keresés a tobb ezer

minta kozott.
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4.2 Mintavétel

A kisérleti allatok mintait kisérleti nyutltelepekrdl gytijtottik be, a résztvevd allatokat
egyedileg, ketrecekben tartottak. Az ¢l6 allatok fiilvénajabdl vért vettiink kilenc milliliteres
Vacuette EDTA-t tartalmaz6 csovekbe, ha nem allt rendelkezésiinkre vérminta, akkor egyéb
mintatipusbdl izolaltuk a DNS-t, mint pl.: fiil, tetem, fiilcsipke (9. &bra). Az izolalas
megkezdéséig a mintakat a rajtuk 1évé és hozzajuk tartozo flilszammal és az altalunk hasznalt
azonositoval feliratozott zacskokban -20 °C-on tartottuk. Vér esetében a vérvevd csoveket
feliratoztuk a nyulak flilszamaval vagy ketrec szamaval, majd az altalunk készitett adatbazisban

ezekhez is Biobanki (azonositd) szamokat rendeltiink, illetve ebben az esetben is -20C°-on

fagyasztokban taroltuk a mintakat a feldolgozasaig.

9. abra: Vér és nyulfiillmintak (Fotd: Pasztor Adrienn)

4.3 DNS izolalas

A DNS izolalasat kiilonb6zd protokollok alapjan végeztem, attol fiiggden, hogy vér vagy
egyeb szdvetminta volt a kiindulasi anyag.

Szovetminta esetén a DNS kivonasat MagCore® Genomic DNA Tissue Kittel végeztem,
MagCore® Automated Nucleic Acid Extractor robotban (RBC Bioscience Corporation) (10.
abra). ElsO 1épésként 1x PBS-sel letakaritottam a fiilnek a belsd részét, majd egy kis teriiletet
metszettem ki a fiil fels6 rétegébdl, ugy hogy a porcot ne vagjam bele, mivel igy a Proteinaz K
enzim jobban kifejti a hatasat. Minden egyes fiilnél kiilon steril szikét hasznaltam a
kontaminalodas elkeriilése miatt. Ezt kovetden a sejtek jobb feltdrasa érdekében 400 pl GT

buffert és 20 pl Proteinaz K enzimet adtam a mintdkhoz, majd vortex segitségével
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homogenizaltam 6ket. Ezt kovetéen a mintakat 90 percre 55 °C-0s thermomixerbe helyeztem,
majd ennek lejarta utan ellendriztem, hogy az enzim sikeresen megemésztette-e a fehérjéket.
Kovetkezo 1épésként pedig a mintakat szlird oszlopokon sziirtem at és 5 percen keresztiil
centrifugaltam maximalis fordulatszamon. Ezutdn minden mintabol 400 ul-t pipettaztam at a
mintacsObe, majd a mintakat behelyeztem a DNS izolalo robotba. Az izolalas utolsé 1épéseként
beallitottam a roboton a megfeleld programot, ami ebben az esetben a 401-es szamu volt. A

DNS-t 100 ul vizben vettem le.

& pE. ?W
e v
%ﬁ *+

10. abra: A laborban talalhaté, DNS izolalashoz hasznalt MagCore® Automated Nucleic Acid Extractor

(fotd: Pasztor Adrienn)

4.4 DNS mindségének és mennyiségének ellendrzése

A DNS mennyiségét NanoDrop ND-1000 spektrofotométerrel (Thermo Fisher Scientific)
ellendriztem Abban az esetben, ha a DNS koncentracidja meghaladta az 50ng/pl-t és a

tisztasaga elérte az 1,8 feletti értéket, akkor a tomény DNS-t 15ng/ pl -re higitottam.
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A DNS mindségének ellendrzését agaroz gélelektroforézis segitségével végeztem. 150-200
ng DNS-t futtatam 1 %-os gélben, 45 percig 120 Volton. Létraként GeneRuler 1 kb plus

molekula témeg markert hasznaltam.

4.5 Tetranukleotid STR markerek tervezése

Az STR markerek tervezése soran eldszor a genomszekvenalasbdl szarmazo nyers
szekvencidk referencia genomhoz illesztése tortént meg. A kovetkezd 1épésben a QDD
szoftvercsomag segitségével a rendelkezésiinkre allo mikroszatelliteket kivalogattuk, annak
fiiggvényében, hogy hany allélt (idealisnak a 6-8 allélt tartalmazokat vettiik) tartalmaznak. Ezt
kovetéen mar csak az altalunk hasznalni kivant mikroszatelittekkel dolgoztunk tovabb,
melyeket egy BED (Browser Extensible Data) file-ba konvertdlva Integrative Genomics
Viewer-be (IGV) toltéttiink. Az Integrative Genomics Viewer (IGV) rendszere egy nagy
teljesitményii, konnyen hasznalhaté interaktiv eszkdz, ami lehetdséget ad a genomi adatok
vizualis feltarasahoz (http4). Az IGVtools segédprogramnak koszonhetéen (ami
eszkozkeészletet biztosit az adatfijlok eldzetes feldolgozasdhoz) az eddig levélogatott
mikroszatellitekbdl tetranukleotid STR markereket kerestiink. A program tovabbi
alkalmazéasaval elvégeztiink még néhany vizsgalatot, pl.: meg tudtuk nézni, hogy a
tetranukleotid markereknek milyen a frekvencidjuk, illetve ezen feliil még egyéb sziiréseket is
ezkozoltiink. A mikroszatellit markerek hatarold régioira primereket terveziink a Primer3
program segitségével. Abban az esetben, ha megvannak a primerek, a tervezést kovetd 1€pés
azok mikodoképességének ellendrzése, amely az University of California Santa Cruz Genome
Browser (UCSC in-silico) program segitségével tortént. A kivalogatott tetranukleotid STR
markereknek megnéztiik a variancidjat, hiszen a genotipizalas annal sikeresebb minél
polimorfabb az adott mikroszatellit.

A bioinformatikai programok hasznalata utan a szamunkra megfeleld primereket alternativ
plexekbe probaltuk elhelyezni az allélméreteik alapjan. A multiplex reakciok tervezésénél az
volt a {6 szempont, hogy az allélméretek fluoreszcens jeldlésiik szerint eltérd mérettartomanyba

essenek, igy a kapott jelek nem interferalhatnak a genotipizalasnal.
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4.6 PCR vizsgalatok

A DNS mintdkat a PCR vizsgalatokhoz 15 ng/ul koncentracidra higitottuk; a 15 ng/ul
koncentraciot el nem éréd DNS termékeket higitas nélkiil hasznaltuk a tovabbi vizsgalatainkhoz.

Els6 korben az altalunk tervezett tetranukleotid STR markereket (23 db) jeldletleniil
rendeltiik meg. A PCR vizsgélatok soran a mikroszatelliteket hasznélhatjuk kiilon-kiilon is
reakcionkként, de a vizsgalatok multiplex kornyezetben is elvégezhetok. Ez azt jelenti, hogy
egy reakcioban parhuzamosan tobb markert is vizsgalunk, ezzel a vizsgalatok koltség,- illetve
id6hatékonysdga novelhetd. Nagyon fontos, hogy az 4ltalunk tervezett primereket az
optimalizalds utan majd egy reakcioba tudjuk rakni. A mintak genotipizaldsdhoz az alatlunk
tervezett tetranukleotid STR markereket a kapillaris elektroforézis jelerdssége alapjan
optimalizaljuk. Torekedtiink arra, hogy a kromatogrammon minden esetben jol detektalhato

csucsokat kapjunk, melyek a megfeleld bazispar hossz tartomanyban vannak.

4.7 Populaciogenetikai elemzések

A mikroszatellitek fluoreszcensen jel6lt primerekkel végzett multiplex reakciok
eredményeként kapott PCR termékek meéretét kapillaris elektroforézissel hataroztdk meg a
BIOMI Kft-nél, ABI 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems Group, USA) késziiléken.
Az elektroferogrammokat Peak Scanner version 1.0 program (Applied Biosystems Group,
USA) segitségével értékeltem, majd ezeket az adatokat Osszevetettem a Geneious
(Microsatellites plugin for Geneious Prime) automatizalt aléllolvasast végzd program
eredményeivel és a kapott adatokat Excel tdblazatban rogzitettem. Az allélek Osszesitését
(allélfrekvenciak, heterozigozitds) €s a populacidgenetikai vizsgalatokat GenAlEx version
6.501 (Peakall & Smouse 2012) programmal végeztem.

A rokonsagi kapcsolatok kiértékeléséhez a Colony Version 2.0.6.5. (Wang, 2018) programot
alkalmaztam. A szoftver alapja egy valdsziniiségi modszer, amely két paronkénti valoszintiségi
eljarast valosit meg az egyedek kozotti sziildi, testvéri és klontarsak (duplikdtumok)
hozzarendelésére meghatdrozasdra a tobb l0kuszii genotipusok felhasznaldsaval. Az
eredemények kiértékelésénél kiilonbozé output fajlok koziil lehet valogatni, mi a Best Cluster-
t; a Best_FS_Family-t; a Pairwise Maternityt €s Paternityt néztiilk meg. A Best Cluster esetében
lehetdségiink van szazalékos aranyok alapjan kiértékelni az utédok anyai €s apai kapcsolatait

iS. A szazalékos eredményeknél a 80% felett 1év6 értékeket vettem alapul.
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V. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1 DNS vizsgalatok

Az anyag ¢€s modszertanban leirtak alapjan végeztem el a DNS izolalasokat. A 11. abran jol
lathato, hogy az izolalas sikeres volt, hiszen nem toredezettek és nem szenyezettek a genomialis

DNS-ek.
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11. abra: Nyul genomialis DNS gélképe. Az ,,M” betli 1 kbp plus molekula tomeg markert jelent.
A gél 1%-0s volt.

5.2 Tetranukleotid STR markerek multiplexelése és genotipizalasa

Az altalunk tervezett 23 marker miikodoképességét egyenként vizsgaltam meg. Ennek
eredménye a 12. abran 1évé gélképen lathat6. Vannak olyan esetek, amikor halvanyan latszanak
az amplifikalt fragmentek, vagy pedig egy elmosodott (pl.: gélkép 7, 12, 17-es mintai) sav

jelenik meg.
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12. abra: Az altalunk tervezett 23 tetranukleotid STR marker gélképe, Az ,,M” betli 100 bp plus molekula

tomeg markert jelent. A gél 1,5%-0s volt.

Az eredmények azt mutattak, hogy a 23 mikroszatellitb6l 16 tetranukleotid STR (1. tablazat)
jol miikodik. fgy a genotipizalashoz hasznélt 16 markert az allélmérteik alapjan sikeriilt egy
multiplex reakcioba Gsszerakni, melynek neve az Orycun Tetra Multiplex_I, ennek eredménye
az 1. mellékletben lathato.

A multiplex reakcid optimalizalasa soran templatként DNS pool-t (tobb egyed DNS-e
azonos koncentraciokban Osszekeverve) alkalmaztam, amit olyan egyedek DNS-ébdl
valogattam Ossze, melyeknek a teljes genomszekvencidja a rendelkezésiinkre allt. Igy ezek
segitettek a markerek bioinformatikai szelekciojaban. A kiinduldsi PCR Osszemérdje és

programja a 2. tablazatban talalhato.
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Primer Hossz (bp) Szin Fluoreszcens jel6lés

14_276F piros

14_276R 286-340

1_150F piros

1_150R 395-423

8_521F kék

8_521R 239-271

15_859F kek

15_859R 372-400

14_158F sarga ATTO550
14_158R 267-327

9 831F sarga ATTO550
9_831R 386-402

15_416F z6ld YAKYE
15_416R 257-276

17_341F z6ld YAKYE
17_341R 312-336

1_836F z6ld YAKYE
1_836R 397-421

7_319F piros

7_319R 98-118

3_946F piros

3_946R 141-165

4_730F piros

4_730R 175-199

9_376F kék

9_376R 133-151

17_753F kék

17_753R 177-197

14_467F sarga ATTO550
14_467R 89-109

3_719F sarga ATTO550
3_719R 195-218

14_158F sarga ATTO550
14_158R 267-327

3_946F piros

3_946R 141-165

14_276F piros

14_276R 286-340

1. Tablazat: Altalunk tervezett primerek és a hozzajuk tartozo fluoreszcens jeldlések
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Nydl TETRA STR PA,SV 20201110 X reakciéra (ul)
Reagens Konc. 1 reakcidra 4
Templat DNS 15 ng/ul 5
Multiplex PCR Master Mix |2x 25 100
14_467F _ATTO550 10 M 0,5 2
14 46720045 R 10 uM 0,5 2
7 319F_ATTO565 10 M 0,25 1
7_31986080_R 10 uM 0,25 1
9 376F_FAM 10 uM 0,25 1
9_37678321_R 10 uM 0,25 1
4_730F_ATTO565 10 uM 0,25 1
4_73019350_R 10 uM 0,25 1
17_753F_FAM 10 uM 0,25 1
17_75376163_R 10 uM 0,25 1
3_719F_ATTO550 10 uM 0,25 1
3 71956084 R 10 M 0,25 1
8_521F_FAM 10 uM 0,25 1
8 52100925 R 10 uM 0,25 1
15_416F_YAKYE 10 uM 0,25 1
15_4169160_R 10 uM 0,25 1
17_341F_YAKYE 10 uM 0,25 1
17 34100777 R 10 UM 0,25 1
15_859F _FAM 10 uM 0,25 1
15_8595115_R 10 uM 0,25 1
9 831F ATTO550 10 M 0,25 1
9 8316247 R 10 uM 0,25 1
1_150F_ATTO565 10 uM 0,25 1
1 150695743 _R 10 uM 0,25 1
1_836F YAKYE 10 uM 0,25 1
1 83632863_R 10 uM 0,25 1
Desztillalt viz 13 52
Végtérfogat 50|45-45

PCR

95C° 15:00

94C° 0:30

60C° 0:40 35x

72C° 0:01:00

60C° 0:30

2. Téblazat: Orycun Tetra Multiplex_I kiindulasi 6sszemérd tablazata fluoreszcensen jelolt

primerekkel, Orycun Tetra Multiplex_I PCR program

Az altalunk tervezett fluoreszcensen jelolt tetranukleotid STR markerek fragment
analizisének eredménye kiilonb6z6 nyil mintdkban (optimalizalas el6tti elektroferogrammok
13. abra — optimalizalas utani eredmények 14. dbra). Tovabbiakban a markerek mennyiségét a

csticsok intenzitdsa alapjan allitottuk be.
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14. abra: Kapillaris elektroforézis eredménye optimalizalds utan iiregi nyulban és C fajtaja nyualban
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A kapillaris elektroforézis eredményének koszonhetéen sikeriilt a 16 tetranukleotid STR
markert tartalmazo Orycun Tetra Multiplex_I markerszettet (3. Tablazat) optimalizalni az eltéré

nyulfajtdkban és azok hibridjeiben.

Nyul TETRA STR PA,SV 20210122  |X reakcidra ()
Reagens Konc. 1 reakcidra 10
Templat DNS 15 ng/ul 5
Multiplex PCR Master Mix [2x 25 250
14 _467F_ATTO550 10 uM 0,35 3,5
14 46720045 R 10 uM 0,35 3,5
7_319F_ATTO565 10 uM 0,35 3,5
7_31986080_R 10 pMm 0,35 3,5
9 376F_FAM 10 pM 0,5 5
9_37678321 R 10 uMm 0,5 5
4_730F_ATTO565 10 uM 0,5 5
4_73019350_R 10 uM 0,5 5
17_753F_FAM 10 uM 0,5 5
17 _75376163_R 10 uM 0,5 5
3_719F_ATTO550 10 pM 0,5 5
371956084 R 10 uMm 0,5 5
8_521F_FAM 10 uM 0,35 3,5
8_52100925_R 10 uM 0,35 3,5
15_416F_YAKYE 10 uM 0,35 3,5
15_4169160 R 10 uM 0,35 3,5
17 _341F_YAKYE_IDT 10 pM 0,5 5
17_34100777_R 10 uM 0,5 5
15_859F_FAM 10 uM 0,5 5
15_8595115_R 10 uM 0,5 5
9 831F ATTO550 10 uM 0,25 2,5
9_8316247_R 10 pMm 0,25 2,5
1_150F ATTO565 10 pM 0,45 45
1_150695743_R 10 M 0,45 4,5
1_836F_YAKYE 10 uM 0,5 5
1 83632863_R 10 uM 0,5 5
14 158F_ATTOS550 10 uM 0,25 2,5
14_158992270_R 10 M 0,25 2,5
3_946F_ATTOS565 10 M 0,25 2,5
394669804 _R 10 pMm 0,25 2,5
14 _276F_ATTO565 10 uM 0,35 3,5
14 27650661 R 10 uM 0,35 3,5
Desztillalt viz 7,1 71
Végtérfogat 50|45-45

PCR

95C° 15:00

94C° 0:30

60C° 0:40 35x

72C° 0:01:00

60C° 0:30
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3. Tablazat: Optimalizalt Orycun Tetra Multiplex_I PCR 6sszeméréje és PCR programja




5.3 Tetranukleotid STR markerek alkalmazasa hazinyulakban
5.3.1 Referencia mintaszett vizsgalata

A 16 tetranukleotid STR markert tartalmaz6 Orycun Tetra Multiplex_I szétvalaszto erejét a
96 egyedbdl allo (Plate_l) referencia mintaszetten vizsgaltam meg. A gélképen (15. abra)

lathatoak a sikeresen amplifikalt fragmentek az {iregi nyulban, illetve a hazinytl fajtakban és

fajtahibridekben.
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Oc_Plate_| minték: XXL, XXL/CD Oc_Plate_| minték: XXL/TP, TP/CD

I =

15. abra: Orycun Tetra Multiplex_I gélképei a 96 darab mintaval (Oc_Plate I). Az ,,M” betii 100 bp plus

molekula tomeg markert jelent. A gél 1,5%-0s volt.

A genetikai diverzitasvizsgalat eredménye (4. Tablazat) alapjan genetikailag legtavolabb az
tiregi nyulhoz képest a C nyulfajta van, ennek eredménye 0,788. Legkdzelebb a C és a D fajtak
allnak egymashoz. A nyul allomanyunk tobbvonalas hibridekbdl all, igy ezek genetikailag

kozel allnak egymashoz, aminek eredményét a genetikai diverzitas vizsgélata is alatamasztja.
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Mean Population Genetic Distance Matrix for Codominant Genotypic Distance

Uregi C D XXL CD hibrid XXLCD hibrid XXLTP hibrid TPCD hibrid

0,000 uregi

0,788 0,000 C

0,759 0,248 0,000 D

0,723 0,624 0,525 0,000 XXL

0,640 0,106 0,149 0,599 0,000 CD hibrid
0,600 0,288 0,189 0,224 0,237 0,000 XXLCD hibrid
0,612 0,572 0,426 0,179 0,525 0,174 0,000 XXLTP hibrid
0,699 0,222 0,210 0,337 0,197 0,192 0,209 0,000 TPCD hibrid

Mean Population Genetic Distance Matrix for Codominant Genotypic Distance

Uregi C D XXL CD XXLCD hibrid XXLTP hibrid TPCD hibrid

1,000 uregi

0,455 1,000 C

0,468 0,780 1,000 D

0,485 0,536 0,591 1,000 XXL

0,527 0,899 0,862 0,549 1,000 cD

0,549 0,750 0,828 0,800 0,789 1,000 XXLCD hibrid
0,542 0,564 0,653 0,836 0,592 0,840 1,000 XXLTP hibrid
0,497 0,801 0,810 0,714 0,821 0,826 0,811 1,000 TPCD hibrid

4. Tablazat: Genetikai diverzitas vizsgalat eredménye (GenAlex Peakall & Smouse 2012)

A Fokoordinata-analizis (PCoA) eredményét a 16. dbra mutatja, ahol egybdl észrevehetd az
tiregi nyulak teljes elkiiloniilése a hazinytl fajtdkhoz és azok hibridjeihez képest. A koordinata
rendszerben egymashoz kozel 4all6 egyedek és csoportok genetikailag is kozel allnak
egymashoz. Az eredmények azt mutatjak, hogy sikeriilt a fajtadkat, illetve azok hibridjeit
szétvalasztani egymastol, igy kimutattuk a fajtdk kozotti kapcsolatot az altalunk tervezett

tetranukleotid markerszettel.
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Principal Coordinates (PCoA)
a 10311
4 4033HL7
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A 10310 & 10313
A 23823 * 23768
4203
76&
A 23822 24198 1233
4.
A 23821 ? 2%?12_:!.4 24204
= 3339
- oaead 1838, U
* #3 4
e 22831 + 23756 24210
= 10338 54300 e 229623765
= 10343
24223
* 22800
= 10352 Ry = 10346
~
g 22688, 5 32 RaETR, (52279322795 ° 73049
23201
- 22811 E!il.?;g;%BB"
23214
+ 24117 + 24056 23185 23285 0341
A 240744 22776 a 726770 232p2
23189+ 24052 o aagan®23240% 22815
& 22715
a 24073 & 22686
* 24116 SaSsaen ‘§m7 A 22759
* 24115
4 22766
o 24604 a 22722
& 23T3T
+ 24054
® 24058 + 24059
* 24050
* 24055
Coord. 1

16. abra: Fékoordinata analizis PCOA eredménye az altalunk vizsgalt referencia mintaszetten (GenAlex Peakall & Smouse 2012)
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5.3.1.1 Rokonsagi kapcsolatok vizsgalata

A rokonsagi kapcsolatok vizsgalatit a Colony szamitogépes programmal végeztem. Az
eredmények szerint (5. tablazat) az iiregi nyulak kozott sikeriilt édestestvéreket talalni,

melyeknek az anyjuk és apjuk is a mintak kozott volt, illetve féltestvéri kapcsolatokat is sikertilt

azonositani.
Uregi nyul rokonséagi kapcsolatok
utod 10309 utod 10311|utod | 10314[utod | 23817{utod | 23818|utdd | 23821|utod | 23822|utéd | 23823
Apa 10316|Apa - Apa | 10316Apa | 10316|Apa | 10316|Apa |23817|Apa | 10316|Apa | 10316
Anya 10315(Anya 10315{Anya |- Anya | 10315[Anya |- Anya |- Anya |- Anya

testvérek 10309 23817 9%

5. Tablazat: Uregi nytil rokonsagi kapcsolatok vizsgalata Colony Version 2.0.6.5. programmal
(Wang, 2018)

A Best_FS_Family adataival meg tudjuk nézni szintén szazalékos értékekkel, hogy melyek
azok az egyedek, amelyek egy csaladba tartoznak. Ennek kdszonhetden visszaigazolast kaptunk
a markerek megfelel6 mitkodésére, hiszen az XXL/CD egyedek rokoni kapcsolatok alapjan
allitottuk Ossze és a program eredménye is azt mutatja, hogy 99%-os valosziniiséggel
rendelkeznek azok, akik egy csaladba tartoznak. Tehat az altalunk tervezett és optimalizalt

tetranukleotid STR markerek alkalmasak a rokoni kapcsolatok kimutatasara is.

5.3.2 Tetranukleotid markerek alkalmazasa a tenyésztésben

Az el6zoekben miikodd 96 darabbol 4ll6 referencia mintdk utdn szerettiik volna
megvizsgalni, a markerszettiink elvélasztd képességét a tenyésztésben fontos C, D és XXL
fajtaji nostény nyulakon is. A Fékoordinata analizis (PCoA) eredménye (17. abra) azt mutatja,
hogy sikeriilt elkiiloniteni egymastol a C; D; XXL fajtaji ndstény nyulakat. A genetikai
diverzitas eredményét megerdsiti a PCoA éabraja, mivel a C és D fajtaja nyulak itt is szemmel
lathatoan kozelebb vannak egymashoz, mint az XXL fajtaja nyulak. A genetikai diverzitas
eredményébdl (6. tablazat) az kovetkezik, hogy a legtavolabb egymastol az XXL és C fajtajua
nyulak, legkozelebb pedig a C és D fajtajuak allnak.
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Principal Coordinates (PCoA)

Coord. 2

24532
29588 4534
JaShy®3
24533 576
24549 4537
24543
24667 , 4584 24525 4794 * 24594608
.
24530 * Ja674 + 24680 * 24695
* 24725 + 24600
= 24678 24545 + 24601
= 548034661 ™ 24646 = 24669 * 24@?‘5_&1?554602
= 24663 + 24726 - 20506 +5 * XXL
= 24688 o5 24675 ¥ 24679 34637 . 02431265900 .
= 247071
= 24634 * + 24689 ¢ 24702 5
= 24649 + sacan & P 2 * 24607
= 24657 2 62482918+ 24709
= 24633 u 24640 . 246’9 mamfﬂ
& 24688 1665 W 24628 + 24606 * 24628687
" 24042 + 24700 * 24604
= 24632 ¥ 28600574 %4508
= 24629
u 24647 @ 24653 24664
= 24662
Coord. 1

17. abra: Fékoordinata analizis PCOA eredménye az altalunk vizsgalt C; D; XXL néstény nyulakon (GenAlex Peakall & Smouse 2012)
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Genetic Distance Matrix for Codominant Genotypic Distance

XXL C D
0,000 XXL
0,772 0,000 C

0,490 0,260 0,000 D

Genetic Distance Matrix for Codominant Genotypic Distance

XXL C D
1,000 XXL
0,462 1,000 C

0,613 0,771 1,000 D

6. Tablazat: Genetikai diverzitas vizsgalat eredménye (GenAlex Peakall & Smouse 2012)

5.3.2.1 Rokonsagi kapcsolatok vizsgadlata

Az eredmények (7. tablazat) azt mutatjak, hogy nagy szazalékos valdszinliséggel vannak
olyan néstények, amik egy csaladba tartoznak, illetve vannak olyanok, amik édestestvérek
egymassal sok esetben pedig azt tapasztaltam, hogy a vizsgalt néstény allatok féltestvéri

kapcsolatban allnak egymassal.

| Edestestvérek Egy csalad

24711 24712 97% 24711 24712 97%

24608 24599 99% 24608 24599 97%

24647 24631 97% 24617 24689 90%

24678 24661 99%

24678 24639 91%

24678 24666 91%

24661 24666 98%

24675 24641 94%

24641 24665 99%

24525 24526 98%

Féltestvérek

24709 24686 89,00% 24623 24689 92%
24709 24618 88% 24691 24700 95%
24711 24724 94% 24691 24694 96%
24686 24602 90% 24643 24663 88%
24686 24618 93% 24642 24633 88%
24713 24706 86% 24642 24639 95%
24710 24612 90% 24642 24666 95%
24724 24712 98% 24642 24631 92%
24684 24619 92% 24678 24633 87%
24708 24618 89% 24669 24632 93%
24708 24691 88% 24633 24632 95%
24708 24687 87% 24663 24641 87%
24616 24601 91% 24657 24632 87%
24608 24701 89% 24664 24649 91%
24605 24694 88% 24641 24649 89%
24609 24688 91% 24632 24540 90%
24609 24618 90% 24543 24584 96%
24609 24687 92% 24575 24534 95%
24599 24694 88% 24532 24534 92%
24604 24688 93% 24532 24537 94%
24624 24695 87% 24525 24534 90%
24624 24691 92% 24534 24537 93%
24622 24694 94%
24688 24699 98%

7. Téblazat: Rokonsagi vizsgalatok eredményei Colony Version 2.0.6.5. programmal (Wang, 2018)
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5.4 A két mintaszett dsszehasonlitasa

A referencia mintaszettet, illetve a tenyésztésben fontos néstény nyulak adatait is
Osszevetettem egymassal. A Fékoordinata analizis (PCOA) eredményébdl lathato (18. abra),
hogy az iiregi nyulak ebben az esetben is teljes mértékben elkiiloniiltek a hazinytl fajtaktol,
illetve azok hibridjeit6l. Az XXL ¢és C fajtaja nyulak kézott pedig észrevehetd az atmenet,
illetve az is, hogy a hibridek mely fajtakhoz allnak kozelebb. Az dbra alapjan legtavolabb
egymastol a C és az XXL fajtaja nyulak vannak, mig nagyjabol a kett6 kozott helyezkednek el
a D fajt4ju nyulak.

A 8. tablazatban lathato az altalam megvizsgalt 197 minta 16kuszonkénti allélok (Na) és az
effektiv allélok (Ne) szama. Az eredmények alapjan a legkevesebb allélt (2db) az iirgi nytlban
a9 831;7 319;4 730; 14 276 16kuszokon, a C nyulfajtaban a 8 521, az XXL nyulfajtaban
9 376,aCD-bena 17 341;1 836, migaz XXLTP esetében pedig 9 376-0s 16kuszon talaltam.
A legtobb allélt (6db) tartalmazd 16kuszok a kiilonbdz6 nyul fajtak esetében: C nyulfajtaban a
15 416_os; a D esetében a 14 158; az XXL-nél 17_753, 8 521, 3_946; az XXLCD-ben a
17_753; az XXLTP-ben pedig a 8_521-es volt. Az atlagos allél szam az iireginél és a CD-nél
3;aC, D, XXLCD, XXLTP, TPCD esetében 4, mig az XXL-nél 5 volt.

A 9. tablazat mutatja, hogy az itiregi nyulban a privat allélok jelenléte magasabb, mint a

hazinyul fajtakban és azok hibridjeiben, ezt a beltenyésztettség okozza.
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18. abra: Fékoordinata analizis (PCoA) eredménye az altalunk vizsgalt két mintaszetten (GenAlex Peakall & Smouse 2012)
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Locus Uregi(n=12) C(n=44) D(n=28) XXL(n=65) CD hibrid(n=12) |XXLCD hibrid(n=12)] XXLTP hibrid(n=12)] TPCD hibid(n=12)
Na Ne Na Ne Na Ne Na Ne Na Ne Na Ne Na Ne Na Ne
9 376-1 4 3,84 3 2,26 3 2,10 2 1,51 3 1,88 3 2,88 2 1,80 3 2,57
17_753-1 4 2,42 5 2,17 5 4,32 6 3,37 5 2,77 6 4,72 3 2,80 5 3,74
8 521-1 3 2,27 2 1,82 4 2,56 6 2,44 3 1,52 5 2,82 6 3,03 5 3,27
15_859-1 4 2,40 4 2,55 4 1,96 4 3,17 4 3,03 5 3,39 4 3,43 4 3,16
15_416-1 3 2,17 6 3,75 5 2,54 5 3,69 5 3,10 4 3,06 5 4,17 5 3,65
17_341-1 4 3,31 3 1,20 3 1,91 3 2,35 2 1,88 4 2,42 3 2,27 4 2,22
1.836-1 3 2,17 3 1,73 3 2,10 4 2,92 2 1,99 4 3,27 3 2,74 2 1,99
14_467 -1 3 2,88 3 2,90 3 2,08 4 1,49 3 2,97 3 2,67 3 2,13 3 2,46
3.719-1 3 2,07 3 1,80 3 2,12 4 2,73 3 2,13 3 2,46 4 2,55 3 2,64
14_158 -1 3 1,95 4 2,63 6 3,30 5 2,09 4 1,96 4 2,55 4 2,42 5 4,17
9 831-1 2 1,18 3 2,42 5 1,91 5 3,08 4 3,39 4 3,03 3 2,57 4 1,70
7.319-1 2 1,18 3 1,40 4 3,07 5 2,46 3 2,27 3 2,64 4 3,16 5 4,50
3.946-1 3 2,80 4 2,53 5 3,82 6 3,38 4 2,53 5 2,77 5 2,97 5 3,13
4 730-1 2 1,38 5 2,88 5 3,82 4 2,80 3 1,52 4 2,38 4 3,03 5 3,39
14_276-1 2 1,09 4 1,94 5 3,59 5 2,97 4 2,38 4 3,51 5 2,77 4 3,13
1.150-1 3 2,13 3 2,07 5 2,51 5 2,78 3 2,57 5 2,85 3 2,18 3 2,13
Overall 3 2,20 4 2,25 4 2,73 5 2,70 3 2,37 4 2,96 4 2,75 4 2,99
8. Tablazat: N=vizsgalt mintak szima;N,=talalt allélek szama;Ne=effektiv allélok szama; Overall=Populacioban 1év6 atlagos allél szam

Summary of Private Alleles by Population
Pop Locus Allele Freq

C 7 _319-1 101 0,011
C 1 150-1 417 0,023
D 8_521-1 264 0,036
D 14 _158-1 329 0,018
D 9 831-1 387 0,018
uregi 9 376-1 154 0,250
uregi 9 376-1 158 0,208
uregi 15_416-1 257 0,167
XXL 8_521-1 274 0,008
XXL 9 831-1 407 0,008
XXLCD 1.836-1 424 0,083

9. Téblazat: Privat allélok 6sszefoglalasa populacionként (GenAlex Peakall & Smouse 2012)
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A célkitlizéseinknek eleget téve sikeriilt a genomszekvenalasbol szadrmazd adatokbol
bioinformatikai méodszerekkel feldolgozni és tervezni olyan markereket, amelyek polimorfak,
multiplex kornyezetben alkalmazhatoak, ezaltal a veliik valé vizsgalatok koltséghatékonyabba
tehetok, igy lehetdségiink van vele a populaciok genetikai diverzitasat vizsgalni. Az Orycun
Tetra Multiplex_I-nek koszonhetéen lehet6ségiink van a Kiilonbozo fajtak és fajtahibridek
mikroszatellit marker alapu elkiilonitésére, illetve populaciogenetikai vizsgalatara, agymint
rokonsagvizsgalatra fajtdkon beliil és genetikai tavolsag becslésére. Tovabbiakban sziikség lesz
egy ivarhatarozo marker beillesztésére a multiplexbe, ami lehetéséget nyujt a fiatal egyedek

nemének meghatarozasara is.
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VI.  OSSZEFOGLALAS

A tenyésztok legfobb feladata az, hogy minél nagyobb genetikai értékii allomanyokat
hozzanak létre és ezt hosszu tavon fent tudjak tartani. Abban az esetben, ha az elézdekben
emlitett feltételek nem teljesiilnek, akkor beltenyésztettség alakulhat ki, vagyis a nemkivanatos
géneket homozigota formaban fixalhatjuk a populacioban (Szabo 2004). Az ilyen
informéciokhoz a szdrmazas ismeretében, pedigré analizissel vagy genetikai markerek
segitségével végzett vizsgalatok soran jutunk (Gyovai 2011).

Genetikai vizsgélataink alapjan elmondhatd, hogy a hiishibrid vonalak erds beltenyésztettség
alatt allnak. Eléz6ekben mar kidolgozdsara keriilt egy mikroszatellit markerszett, mely
mikroszatellitek irodalmi markerekbdl keriiltek kigytjtésre (Alves et al. 2015, Sternstein et al.
2015), azonban ezeket a mikroszatelliteket harom multiplexben sikeriilt csak Osszesiteni,
valamint dinukleotid ismétlddést mutattak, igy kevésbé voltak informativak és gazdasagilag
hasznosak. Ezért ugy dontottiink, hogy olyan markereket alkalmazunk, melyek tetranukleotid
1smétlddést mutatnak, 100-500 bazis par hosszusag kozott helyezkednek el, polimorfak és egy
multiplexbe 6sszeallithatoak. A tetranukleotidok igy sokkal koltséghatékonyabbak, illetve az
egyedazonositas szempontjabdl is jobbnak bizonyultak, mint a dinukleotidok.

Az altalunk kivalogatott és optimalizalt 16 tetranukleoitd STR segitségével tortént a
kiilonb6z6 fajtaju mintak genotipizalasa, ami lehetGséget nyujt tobbek kozott tenyésztési
vizsgalatokhoz, illetve populéaciok diverzitasanak vizsgalatara is.

Osszesen 197 mintat vizsgaltam meg az Aaltalunk tervezett és optimalizalt 16
mikroszatellitbol allo markerszettel. Els6 korben egy 96 egyedbdl allo mintaszettel dolgoztam
melyben, négy fajtat és azok hibridjeit vizsgaltam meg, majd ezt kovetden kiilonb6zo
populdciogenetikai programmal végzett vizsgaltok alapjan azt az eredményt kaptam, hogy
sikeriilt olyan tetranukleotid STR markerszettet 1étrehozni, ami képes kiilonvalasztani az iiregi
nyulakat a hazinyul fajtaktol €s azok hibridjeitdl, illetve meg becsiiltem a genetikai tavolsagukat
¢és a rokonsagi kapcsolatukat is. Ezek alapjan végeztem el a tenyésztésben fontos néstények, az
XXL, C és D fajtaja nyulak vizsgalatat is. Az eredmények azt mutattak, hogy a markerek kiilon
valasztottak a kiilonb6z6 csoportokat egymastol, illetve a rokonsagi viszonyokat €s a genetikai
diverzitast megvizsgalva tanacsot adtunk a nyutltelepnek a tovabbi tenyésztésekhez, csokkentve

a beltenyésztettséget az adott populaciokban.
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Az eredmények azt bizonyitjak, hogy az altalunk fejlesztett tetranukleotid STR markerek
alkalmasak a vonalakon beliili genetikai tdvolsagok felmérésére. Tovabbiakban sziikség lesz
egy ivarhatarozo marker beillesztésére a multiplexbe, ami lehetdséget nyujt a fiatal egyedek

nemének meghatarozasara is.
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IX. MELLEKLETEK

W41 i 89-109bp

3719 3 195-2180p

418 1 %1327

9831 9 386402

1. Melléklet: A miikodé 16 tetranuleotid STR marker allélméretei és fluoreszcens jeloléseik
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HAZINYUL TETRANUKLEOTID STR MARKERSZETT FEJLESZTESE
POPULACIOGENETIKAI VIZSGALATOKHOZ

Development of a tetranucleotide STR marker set for population genetics studies in domestic
rabbits

Készitette: Pasztor Adrienn, Magyar Agrar-és Elettudomanyi Egyetem, Genetika ¢és
Biotechnolégia Intézet, Godoll6, Mezdgazdasagi biotechnologus, MSc, II. évfolyam

Témavezeté: Dr. Stéger Viktor, Tanszékvezet6 MATE-GBI, Magyar Agrar-¢és
Elettudoményi Egyetem, Genetika és Biotechnologia Intézet, Godo116

Témavezetd: Dr. Varga Laszlo Andras, Intézetigazgaté helyettes MATE-GBI, Magyar
Agrar-és Elettudomanyi Egyetem, Genetika és Biotechnolégia Intézet, G5do116

TDK dolgozatomban a Hazinyul tetranukleotid STR fejlesztésével foglalkoztam
populaciogenetikai vizsgalatokhoz. Elozdekben mar kidolgozasara keriilt egy molekularis
marker szett, melyek irodalmi adatokbdl lettek kigyiijtve (Alves et al. 2015, Sternstein et al.
2015), azonban ezeket a mikroszatelliteket harom plexben sikeriilt csak Gsszesiteni, valamint
dinukleotid ismétlddést mutattak, igy kevésbé voltak informativak és gazdasagilag hasznosak.
Ezért iigy dontottiink, hogy olyan markereket alkalmazunk, melyek tetranukleotid ismétlodést
mutatnak, 100-500 bazis par hosszusag kozott helyezkednek el, polimorfak és egy plexbe
Osszeallithatoak. A tetranukleotid markerek igy sokkal koltséghatékonyabbak lehetnek, illetve
az egyedazonositas szempontjabol is jobbnak bizonyulhatnak, mint a dinukleotidok.

Célunk az volt, hogy a genomszekvenalasbol szarmaz6 adatokat bioinformatikai modszerek
segitségével feldolgozzuk, ezt kdvetden primereket tervezziink, hogy a populaciok diverzitasat
faj specifikus plexek segitségével tovabbiakban vizsgalhassuk. Igy lehetéségiink nyilik a
kiilonbozd fajtak és fajtahibridek mikroszatellit marker alapt elkiilonitésére, illetve
populécidgenetikai vizsgalatokra, igymint rokonsagvizsgalatra fajtakon beliil és genetikai
tavolsag becslésére.

Osszesen 197 mintat vizsgaltam meg az altalunk tervezett és optimalizalt 16 mikroszatelitbl
all6 markerszettel. Elsé korben egy 96 egyedbdl allo mintaszettel dolgoztam melyben, négy
fajtat és azok hibridjeit vizsgaltam meg, majd ezt kdvetden kiilonb6z6 populacidgenetikai
programmal végzett vizsgaltok alapjan azt az eredményt kaptam, hogy sikeriilt olyan
tetranukleotid STR markerszettet 1étrehozni, ami képes kiilonvalasztani az iiregi nyulakat a
hazinyul fajtaktol és azok hibridjeitdl, illetve meg becsiiltem a genetikai tavolsagukat és a
rokonsagi kapcsolatukat is. Ezek alapjan végeztem el a tenyésztésben fontos ndstények, az
XXL, C és D fajtaja nyulak vizsgélatat is. Az eredmények azt mutattak, hogy a markerek kiilon
valasztottak a kiilonb6zd csoportokat egymastol, illetve a rokonsagi viszonyokat €s a genetikai
diverzitast megvizsgéalva tandcsot adtunk a nyultelepnek a tovabbi tenyésztésekhez, csokkentve
a beltenyésztettséget az adott populacidkban.

Az eredmények azt bizonyitjak, hogy az altalunk fejlesztett tetranukleotid STR markerek
alkalmasak a vonalakon beliili genetikai tavolsagok felmérésére. Tovabbiakban sziikség lesz
egy ivarhatarozo marker beillesztésére a multiplexbe, ami lehet6séget nyujt a fiatal egyedek
nemének meghatarozasara is.
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