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ROVIDITESEK JEGYZEKE
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n-szer ismétlédé T és G nukleotidbol 4lld6 motivum, T: timin, G: guanin
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sokszorositott fragmenthossz polimorfizmus (Amplified Fragment Length
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ammonium-perszulfat (Ammonium-persulfate)
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szarvasmarha szérumalbumin (Bovine Serum Albumin)

felszaporitott szekvencia hasitasabol kialakul6 polimorfizmus (Cleaved
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centimorgan, a genetikai tavolsag alapegysége
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National Center for Biotechnology Information,
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1. BEVEZETES

A 2000-es FAO adatok szerint, hamarosan varhatdéan drasztikusan nd a Fold népessége,
azaz elorelathatélag meghaladja a 9-9,5 milliard f6t. Ezt az eldrejelzést azota tobben is
megerdsitették, példaul egy 2010-ben a vilagélelmezésrol tartott Eurdpai Unids konferencian
(Eggen 2012)

A kozeli jovoben vérhatd ¢lelmiszerhidny elkeriilése ¢érdekében az élelmiszer
mennyiségét legalabb a duplajara kellene novelni. Ezeket a torekvéseket hatraltatja, hogy
mind a gabona- (0,5 %/év), mind az allati termék (pontosan nem ismert, de nagyobb, mint a
gabona¢) eldallitds novekedési liteme alatta marad a népesség novekedési litemének (1,5
%/év). Mivel a Foldon a termelésre alkalmas teriiletek nagysaga behatarolt, ezért nem elég
csak a termesztési teriiletek és az dllomanyok méretének nodvelésén gondolkodni, hanem a
termelés hatékonysaganak javitasat kell megoldani (Baile 2000). Az energianévények egyre
erételjesebb megjelenésiik és elterjedésiik altal jelentés foldteriiletet foglalnak el az
élelmiszernovények karara. Igy ezek is jelentés befolyasold tényezének tekintendék (Molnar
2004, Barkoczy et al. 2007).

Mindekdzben kiilon figyelmet kell forditani a termesztett novények és a tenyésztett
allatok biodiverzitasanak fenntartdsara, és a génmegorzésre. A génmegdrzés altalanos célja a
genetikai valtozatossag és az alkalmazkodoképesség fenntartasa, mely tulajdonsagok a fajok
¢és populaciok hosszu tava fennmaradasanak 1ényeges feltételei.

Sajnos a klasszikus nemesitési eljarasok elméleti és gyakorlati tartalékai nem minden
esetben bizonyulnak kelléen gyors eszkoznek az imént felvazolt célok eléréséhez, tehat olyan
modszerek kellenek, amelyekkel rovid idon beliil jelentds eredményeket érhetiink el.

E modszerek tarhazaban szerepel a biotechnologia és a molekularis genetika is, amelyek
a 20-21. szazad leggyorsabban fejlddd tudomanyagai kozé tartoznak. Ez latszik abbol, hogy
mig munkdm kezdetekor a legujabb markerek kozé tartozott a mikroszatellit marker, mint
hatékony molekularis eszk6z, mara mar a fajok genomi szekvencidjanak meghatarozésa kertilt
elétérbe.

1990-ben kezdddott az emberi genom szekvencidjanak meghatarozasa (Wingerson 1990),
amelyben tobb nagy tarsulas is versenyzett: Celera (Myers 1999) és a Human Genome Project
(HGP; Wills 1991). A program kezdetén még 15 évet josoltak a teljes projekt hosszanak. Az
els6é kromoszéma szekvenciaadatok a Celera részér6l 2000-re jelentek meg (Marshall 2000a,
2000b), majd 2001-ben bejelentették, hogy elkésziiltek a human genom szekvencia
meghatarozasaval (Venter et al. 2001). Az International Human Genome Sequencing

Consortium ugyanabban az évben jelentette be, hogy 6k is elkészitették a human genom
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béazissorendjének elsé valtozatat (Lander et al. 2001). Ok a 2004-es év soran mar az
eukromatikus szekvenciaadatokat (International Human Genome Sequencing Consortium
2004), majd 2006-ban az els6 emberi személyes genom diploid szekvenciajat mutattak be
(Gregory et al. 2006, Dhand 2006, Levy et al. 2007). A technika fejlédése felgyorsitotta a
folyamatot, ¢s ma mar tobb, mint 73 emlds genomjanak teljes szekvenciaadata ismert, &m ez a
szam szinte naprol napra novekszik (Ensembl Genome Browser - www.ensembl.org).
Mindemellet a molekuléris markerek jelentdsége tovabbra sem csokken, mivel alkalmazéasuk
koltsége 1ényegesen kisebb, és az eredmények értekelése is sokkal egyszerlibb és gyorsabb,
mint a genomszekvenciaé. A genomszekvenalas lehetévé tette az SNP markerek
genomméretli feltarasat is. Mivel ezek a markerek a genomok teljes hosszdban mindeniitt
megtalalhatok, és analizisiikre nagy ateresztOképességii technologiakat fejlesztettek ki, ezek
szamitanak a teljes genomok vizsgalatara alkalmas legkorszeriibb markereknek. Mindezek
ellenére a genomszekvencidval nem rendelkezd fajok esetén, vagy a nem teljes genomra
kiterjedd analiziseknél, populacid vizsgalatoknal (a tobb allélvaltozat miatt) a legtobbet
alkalmazott molekuldris markereknek a mikroszatellit markerek szamitanak.

A molekularis kutatdsok egyik fontos irdnya a termelési tulajdonsdgok genetikai
hatterének DNS-szintli megismerése, pl. QTL-ek (Quantitative Trait Loci - mennyiségi
tulajdonsagot meghataroz6 16kuszok) azonositasa és nyomon kovetése genetikai markerek
segitségével. Ha ratalaltak a QTL-el megfelelden szorosan kapcsolt markerre, akkor a marker
alkalmazhat6 a MAS soran (Marker Assisted Selection - markerek segitségével végzett
szelekcio) (Soller és Beckmann 1982, 1983). Ez nagy eldrelépés, mert mielétt még pontosan
azonositandk — a szekvenciaadatok segitségével — hogy melyik gén felelds az adott
tulajdonsag kialakitasaért, az mar eldtte bevonhato a szelekcidba, akar mikroszatellitek, akar
SNP markerek alkalamazasdval. A kapott eredményeket az allattenyésztésben dolgozo
szakemberek felhasznalhatjak az allattenyésztési és nemesitési munkaik soran.

Fel kell hivjam a figyelmet a génrezerv allomanyok fontossdgara, hiszen jeleniink
modern allattenyésztése segitséglikkel barmikor visszanyulhat az ,,6s1” gének tartalékaihoz,
mivel a kiilonb6z6é nemesitési modszerek alkalmazasa a fajtdkon beliil a genetikai variabilitas
csokkenéséhez vezet. Emellett az 0j fajtak a kevésbé fejlett orszagok allattenyésztésében is
egyre nagyobb teret hoditanak. Ennek az a kdvetkezménye, hogy az dshonos, parlagi fajtak
fokozatosan visszaszorulnak, eltlinnek, pedig ezek kinilnak lehetdséget a genetikai
valtozatossag megdrzéséhez, fenntartdsdhoz. Hazadnkban jelenleg tobb ilyen dshonos allatfajta
is létezik (pl. magyar sziirke marha, racka juh, mangalica sertés, bronzpulyka, erdélyi
kopasznyaku tyuk, magyar fodros tollu lud stb.). Ezeknek a fajtdknak (populécidoknak)

azonban a kultarfajtdkkal végzett nemesités és a fajtavaltds miatt altalaban igen csekély a
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létszama. Nagyon fontos tehat, hogy tenyésztésiikk sordn az egyes populacidgenetikai
jellemzoket (beltenyésztettség, heterozigozitds/homozigozitas stb.) figyelemmel kisérjiik,
nehogy beltenyésztési leromlds Iépjen fel, vagy esetleg egyes genetikai valtozatok
kivesszenek a populaciobol. Igaz, hogy mindezeknek a gazdasagi jelentésége most még nem
érzékelhetd, de az igényes kulturfajtak tovabbi nemesitéséhez a génallomanyukra sziikség
lehet (Hidas és Szalai 1998, Hidas et al. 2000, Hidas et al. 2002, Hidas 2002).

Napjainkban a korszerli, egészséges taplalkozas térhoditasanak hatasara ezekben a
korokben egyre nagyobb igény mutatkozik a baromfihis fogyasztasara. Egyes baromfifajtak
esetében igen kedvezd az arany az eldallitas koltsége és sebessége kozott. A baromfifajok
husa, koztiik a pulykaé is, igen izletes, ugyanakkor zsirszegény, aminek koszonhetden egyre
novekvd népszeriségnek oOrvendenek. A haziszarnyasok eldnye az egyéb tenyésztett
allatfajokkal szemben (pl. szarvasmarha): a révidebb generacids id6, az egyszeriibb, olcsobb
tarthatosag, (feltéve, ha az intenziv tartasmodot tekintjiik) illetve, hogy a pulyka rovid id6
alatt igen nagy mennyiségii termék (mellhtis, combhus) eldallitasara képes (kiilondsen a
nagytestii hustermel6 hibridek tekintetében).

Munkam kezdetekor a pulyka és lud fajokban csak nagyon kevés alkalmazhatd genetikai
marker volt ismert. Ezért célul tliztem ki, hogy markereket adaptaljak, illetve fejlesszek e
fajok genetikai vizsgalatdhoz, génmegdrzéséhez, nemesitésének eldsegitéséhez. A munka a
kovetkezo részcélokra bonthato fel:

- A tyuk fajon mar alkalmazott mikroszatellit markerek adaptalasa a pulyka és lud fajok
vizsgélatdhoz, majd a gyorsabb és pontosabb kimutatishoz a fluoreszcens jelolésti
primerekbdl csoportok kialakitasa.

- A sikeresen adaptalt mikroszatellit markerekkel egy génrezerv bronzpulyka €s egy
fodros tollii lid populacio vizsgalata és jellemzése. Uj mikroszatellit szekvenciak
izolalasa ismétlédésekben dusitott genomidlis DNS konyvtarakbol a pulyka és a lud
esetében.

- Az 1j, egyedi szekvencidkra primerek (lancinditdo szekvenciaparok) tervezése és

hasznalhatosaguk tesztelése, kimutatasuk optimalizéalésa.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 A pulyka faj rovid bemutatiasa és gazdasagi jelentosége

2.1.1 A pulyka szarmazasanak attekintése

A pulyka &ése a vadpulyka (Meleagris gallopavo), amely Kozép- és Eszak-Amerika
tertiletén Gshonos. Haziasitdsat mar i.e. 1000 koril megkezdték a mexikoi teriileteken €16
indianok a mexikoi alfajtabol (Meleagris gallopavo mexicana). Napjainkban is talalkozhatunk
az amerikai erd6ségekben vadpulyka egyedekkel, ugyanis a fajt fenntartjak, mivel kedvelt
célpontja az amerikai vadaszoknak, de ezek az 4allomanyok jelentdések génmegdrzési
szempontbol is. Jellemz0 rajuk a kisebb testméret, amely alkalmassa teszi dket a repiilésre. A
szabadon €16 populacidkra jellemz6, hogy az éjjeleket csoportosan a fakon toltik (Siité 1997).

Az Eurdpai teriiletekre csak az amerikai kontinens felfedezése utdn jutott el, bar
vannak ennek ellentmond6 bizonyitékok is. Kiilonbdzd europai teriileteken végzett
asatasokon eldkertilt leletek azt bizonyitjak, hogy mar Amerika felfedezése elott 1000 évvel
eljuthatott Eurdpaba a pulyka; viking hajosok hozhattak magukkal nyugat-eurodpai teriiletekre,
ahonnan azutan az egész eurdpai kontinensen, igy Magyarorszagon is elterjedt (Szalay 2002,

Mihék 2006).

2.1.2 A pulyka rendszertani besorolasa

A pulyka rendszertani besorolasa a kovetkezOképpen alakul:
Madarak osztalya — Aves
Tyukalakuak rendje — Galliformes
Valadi tyukfélék alrendje — Galli
Facanfélék csaladja — Phasianidae
Pulykafélék alcsaladja—  Meleagridiane
Meleagris nem
(LINNAEUS, 1758)

Ezen belill a pulykanak két ismert fajat kiilonboztetjiik meg, ezek az 1.) Ocelot vagy
pavaszemes pulyka (Ariocharis ocellata / Meleagris ocellata) és a 2.) pulyka (Meleagris
gallopavo). Ez utobbit a foldrajzi eléfordulas és a tollazat szinbeli kiilonbozosége alapjan hat

tovabbi alfajba soroljuk.
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Alfajok:

1) Meleagris galllopavo gallopavo (Mexikoi pulyka); LINNE, 1758

2.) Meleagris galllopavo silvestris (Kelet-Amerikai pulyka); VIELLIOT, 1817
3.) Meleagris galllopavo intermedia (Rio Grande-i pulyka); SENNET, 1879
4. Meleagris galllopavo mexicana (Gould-féle pulyka); GOULD, 1856

5. Meleagris galllopavo oscelota (Floridai pulyka); SCOTT; 1890

6.) Meleagris galllopavo merriami (Merriam-i pulyka); NELSON, 1900

(Integrated Taxonomic Information System 2013).

Vadpulykak éltalanos jellemzése:

Erételjes felépitést, nagy testtomegli tyukalkatu madarak, melyek karcsu testformaval
¢s viszonylag magas csiiddel rendelkeznek. Szegycsontjuk ¢és kidomborodobb, testiik
keskenyebb, mint a haziasitott unokatestvéreké. Sok tekintetben nagyon hasonlitanak a
parlagi bronzpulykahoz, kivéve azt, hogy 1ényegesen sovanyabb felépitésiick. Mellizomzatuk
¢s combjuk nem olyan terjedelmes, mint amit a modern hdzi pulykatol elvarunk és
tapasztalunk. A vadpulyka htsanak ize ugyanakkor jobb, és nyoma sincs a vadiznek (Siitd

1997).

2.1.3 A pulyka magyarorszagi eléfordulasa

Az el6zd fejezetben is emlitésre keriilt, hogy a pulyka mar az amerikai kontinens
1492-es felfedezése eldtt eljuthatott Eurdpaba. A feltarasokon talalt leletek szerint hazankban
a X—XII. szazadi, a szentesi €és a tapéi temetOkbodl szdrmazd pecsétgyliriikon mar lathatd a
pulykadbrazolas. Idorendben ezt a schleswigi dom 1280 koriil készitett dombormiivén talalt
pulykadbrazolas koveti, majd Svéjcban egy 13. szdzadbeli varrom feltardsakor eldkeriild
pulykacsont-maradvanyokrél tesznek emlitést (Szalay 2002). Ezt kovetéen hazankban az
1590-es években késziilt feljegyzések mar biztosan tantiskodnak a pulyka magyarorszagi
jelenlétérdl. Az 1870-es évekbdl mar kiilféldre irdnyuld szallitdsarol is vannak irdsos
emlékek. A két vilaghdboru kozotti idodben a pulykatartds ujabb pozitiv lendiiletet vett az
alfoldi régiokban. A legnagyobb hdnyadban bronzpulykat tartottak a tenyésztok, emellett
kisebb létszamban, de megtalalhatd volt a fehérpulyka és a rézpulyka is.

Ma Magyarorszagon Oshonos fajtanak szamit a fehér magyar pulyka, a fekete magyar
pulyka, a rézpulyka, mas néven ,,bosnyak™ pulyka; és itt kell megemliteniink a bronzpulykat

(1. abra) amely hazankban honosult fajtanak tekinthetd (Siit6 1997).
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1. abra. Bronzpulyka bak (Jend). (4 fotot Nagy Tibor készitette.)

2.2 A lud faj rovid bemutatasa és gazdasagi jelentésége

A 1ud haziasitisa valésziniileg Délnyugat-Azsidban az idSszamitasunk elétti 4.
évezredben tortént. Mas forrasok szerint Babiloniaban kezd6dott, és hosszabb idon keresztiil
parhuzamosan folyt tobb foldrajzi korzetben. Irasos emlékek szerint az dkori Egyiptomban
haziszarnyasként tenyésztették, és emellett Isis istenndnek szentelték, a libatojas az élet
jelképe volt. A tartds mellett mar ie. 2800 évvel a tenyésztéssel és hizlalassal is foglalkoztak.
A wvallasos tisztelet a gorogoknél is megfigyelhetd, ahol Perszephoné szent allataként
tisztelték. A ludat mar 6k is tenyésztették. A romai csdszarsag idejébdl pontos leirdasokkal
rendelkeziink a tenyésztésérdl, takarmanyozasarol és hizlalasardl, ugyanis kiilondsen kedvelt
csemegének szamitott a hizott libamdj. Ezenfeliil a ludat a kodexirashoz sziikséges irétollak

miatt a legtobb nép nagy tiszteletben tartotta.

Napjainkban is folyik itthon a ludtartas kiilonb6z6é hasznositasi iranyokkal. Ezek
alapjan kiilonboztetiink meg: pecsenyelud-nevelést, tolltermeld, huslud eldallitdo tartést,

majtermelést célzd tomdalapanyag-eldallitast.
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2.2.1 A lud rendszertani besoroldsa

Rendszertani besorolasa a kdvetkezdképpen alakul:

Madarak osztalya — Aves

Ludalakaak rendje — Anseriformes
Récefélék csaladja — Anatidae

Luadformak alcsaladja—  Anseridae

Ludak nemzettsége — Anser

Faj: Nyari lud — Anser anser

Alfaj: Hazilud — Anser anser domesticus

(LINNAEUS, 1758)
A hézilud fajtakat két nagy csoportba oszthatjuk:

1) Az Europa nagy részén elterjedt fajtdk a nyari ludtol (Anser anser) szarmaznak,
melyet a kovetkez0 népies neveken is emlitik: t6késlud, sziirkelud, marciusi lud. A héziasitas
soran a lud teste nagyobb lett, feliil és alul szélesebbé és lapitottabba valt. Szine foleg fehér,
de gyakoriak a sziirke és a tarka tollu fajtdk és szinvaltozatok is. A nagyiizemi arutermelésben

jelentds szerepet betoltd tipusok mindegyike ebbe a csoportba tartozik.

2.) A masik csoportba tartozo tavol-keleti és amerikai eredetii fajtaknak a Kinai hattyalad
(Biitykos hattyulad) (Anser cygnoides vagy Cygnopsis cygnoides) az ése. A kiilonb6zo
eredetli haziasitott ludak természetes Uton is keresztezddnek, a fajhibrid termékeny. Kelet-
Eurdpaban tobb fajtat is kialakitottak ezekbdl az dllomanyokbol. A faj sajatossdga, hogy a hus
mellett nagyon értékes egyéb termékek is eldallithatok vele, mint példaul a libamgj és a jo

mindségl toll (Szalay 2002).

2.2.2 A lid magyarorszagi el6fordulasa

frasos emlékek alapjan tudjuk, hogy hazankban a 11-12. szdzadban mar egyhazi
tizedet szedtek a libak utdn. A parlagi ladféleségek allomanyaibdl alakult ki az Gn. magyar
parlagi 10d, azaz a ,,magyar 10d”. Ennek tobbfajta szinvaltozata (fehér, sziirke és tarka) és
tajfajtaja (lévai, makoi, kisalfoldi, balatoni, szegedi, stb.) volt megtalalhaté az orszag
teriiletén.

Az 1800-as évek elejére ezekbdl alakult ki a fodros tollu lud. Még nem pontosan
tisztazott, hogy mutéacionak kdszonhetden hazai parlagi allomanyok valamelyikébdl jott 1étre,

vagy kelet, illetve délkelet feldl jutott el hozzank. Ez utobbira kdvetkeztethetiink a népies
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elnevezéseibdl: torok, asztrahani, szevasztopoli lud. Az elsé tenyésztdi adatok 1844-bdl,
Obecse kornyéki tenyészt6tl szarmaznak: ,,felnevelésiik konnyebb, mint az emdenié, husuk
hofehér, porhanyos, hizas és tomhetdség tekintetében az elsé helyen allnak, majuk masfélszer
nagyobb, mint barmely mas 1ad¢, a toll és a pehely arabol pedig az etetési koltség fedezhetd™.

Emellett hazankban eléfordul még nagyobb szamban a szdzadforduld kornyékén (19-
20. szazad), a parlagi allomanyok nemesitése céljabol behozott emdeni lud.

Jelenleg is van tobb fodros tollt lud fajtafenntarté alloméany az orszag teriiletén.
Debrecenben Prof. Mihok Sandor, Tapiogyorgyén pedig Fehér Sandor iranyitja egy-egy ilyen
allomany tenyésztését. Ezek mellett 1998-ban erre az allomanyra alapozva a Haszonallat
Génmegodrzési Kozpont (HAGK) is 1étrehozta a fodros tolli magyar lud (2. abra) gébankjat
G06dollon, Barta I1diko és Szalay Istvan vezetésével (Szalay 2002).

2. abra. Fodros tolli magyar lud. (4 HiGK goddlléi telepén késziilt a foto.)

A fodros tolli magyar lad kiillemi leirdsa megegyezik a magyar lad leiradsaval, attol
csak tollszerkezetében kiilonbozik.

A magyar lud fodros tolli valtozata a Kérpat-medence egyik kiilonlegessége.
Latvanyos, testtdl elalld tollazata miatt eldszeretettel tenyésztették hazank egyes vidékein. A
tollak fodrozottsaga egy gén (F = frizzled) altal meghatarozott, dominans tulajdonsag, amely
heterozigodta allapotban részleges dominanciat mutat. A fodros tolli magyar ladnak — mint a
magyar ludnak altaldban — kiilonb6zd (fehér, sziirke és tarka) szinvéltozatai ismeretesek
(Szalay 2002, Mihok 2006).

A fodros tolli magyar lud 2004-t61 6shonosként regisztralt fajta (Szalay 2002).
17
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2.3 Genetikali markerek

A genetikai markerek fogalma egy igen nehezen koriilirhato, kevéssé deffinialt,
tdg fogalom. Valojaban barmi lehet genetikai marker, aminek segitségével a genomok,
genomrészletek, gének, genetikai elemek nyomon kovethetok a sejtekben, szdvetekben,

egyedekben, populacidkban, vagy azok utddaiban.

Itt kell megemlitenem az un. ,,idedlis genetikai marker/ek” jellemzdit:

- polimorfak és sok (minél tobb, annal idealisabb) all¢llel rendelkeznek egy adott
populécioban,

- kodominans 6roklésmenetet kdvetnek,

- a kornyezeti hatasok jelentésen nem befolyasoljak,

- az egyedfejlodési fazistol, fizioldgiai allapottol legyenek fliggetlenek,

- kdnnyen, gyorsan €s olcson kimutathatok,

- konnyen izolalhatoak/fejleszthetoek egy faj vizsgalatahoz,

- viszonylag egyenl6 eloszlastiak és gyakoriak a genomban,

- elényos, ha beldliik minél tobbet sikeriil kimutatni a genom barmely teriiletén,
valamint ha poziciojuk ismert a genomban (Hearne et al. 1992, Bruford és Wayne
1993, Kashi et al. 1997, Sunnucks 2000, Hajosné 1999).

Genetikai  markerként  felhasznalhatok  fenotipusos  bélyegek,  biokémiai
polimorfizmusok, de ma leginkdbb a DNS polimorfizmusok vagy markerek vizsgalata az
elterjedt, amiket szamos teriileten felhasznalhatunk, igy a gyakorlati allattenyésztésben is.

Genetikai markereket hasznalnak az egyes tulajdonsdgok oOroklodésének nyomon
kovetése mellett pl. populaciok genetikai struktirijanak jellemzésénél, evolucios,
szarmazasellendrzési €és rokonsdgi vizsgalatoknal, genetikai térképek készitésénél, vagy
génmanipulécios eljardsok sordn a génkonstrukciok nyomon kovetésére, illetve a kérnyezetbe

kerlilt szervezetek folyamatos megfigyelésére, stb. is (Hale et al. 1989).

2.3.1 Fenotipusos markerek

A legrégebbi genetikai markerek lathatd fenotipusos jegyek voltak (pl. szdrzet szine,
szarvaltsag vagy szarvatlansag stb.). Alkalmazasuk a gyakorlatban kevéssé terjedt el, de
néhany eseben még ma is nagy sikerrel alkalmazzak, amire a legjobb példa talan az egyes
tyuk fajtak ivar meghatarozasara hasznalt tollszinezet, vagy tollndvekedés gyorsasaga (Fésiis

et al. 2000).
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Ezek a hagyomanyos markerek sem polimorfizmusuk tekintetében, sem szamukban

nem voltak elégségesek atfogd genetikai térképezés végrehajtasara.

2.3.2 Fehérje markerek

Az 1930-as években kezdett kibontakozni az un. immunogenetika ¢és biokémiai
genetika, melynek targya a vércsoportok, vérenzim polimorfizmusok vizsgalata, majd késébb
a fehérvérsejt antigének és a hisztokompatibilitasi komplex tulajdonsidgainak megismerése
volt. Az 1950-60-as években jelentek meg az els6 olyan eredmények, melyek megprobaltak
parhuzamot vonni az egyes fehérjék valtozatai/izoformai és a kiilonb6zo, szdmukra érdekes
gazdasagi tulajdonsagok kozott. Az egyes fehérjék kimutatasara specifikus rendszereket
dolgoztak ki, amelyek nagy eldnye, hogy konnyen adaptalhatok mas fajok vizsgalatara is

(Fésiis et al. 2000).

2.3.3 DNS markerek

A DNS polimorfizmusok/markerek vizsgélata jelends eldrelépést jelent a korabbi
genetikai markerekhez viszonyitva. Szamos valtozatuk létezik, és még ennél is tobb
kimutatasi eljarasuk ismert. Némelyikiik jellemz6i egészen megkozelitik az ,,idealis genetikali
marker” tulajdonségait, bar teljesen egyik sem teljesiti azt.

Az egyes markertipusok (pl. a mikroszatellitek, RAPD - random amplifikalt polimorf DNS
(Randomom Amplified Polymorphic DNA), RFLP - restrikcios fragmenthossz polimorfimus
(Restriction Fragment Length Polymorphism), AFLP - sokszorositott fragmenthossz
polimorfizmus (Amplified Fragment Length Polymorphism), RDA - genomok kozotti
kiilonbségek felerdsitése (Representational Difference Analysis), GMS - genomok kozotti
azonossagok kihasznalasa (Genomic Mismatch Scanning), stb.) tulajdonsagaiktol és a
vizsgalt mintatdl, egyedtdl, populaciotdl, fajtol, stb. fliggden mas és mas esetekben lehetnek
alkalmasak a kiilonb6z6 vizsgalatokra. Jelen dolgozatban, a terjedelemre valo tekintettel csak

a fontosabb DNS markertipusokat ismertetem roviden.

2.3.3.1 Miniszatellit marker, VNTR (Variable Number of Tandem Repeats)

A miniszatellitek olyan 2-100 nukleotidbol allé szekvenciacsoportok (klaszterek),
melyek tobbszor is ismétlddhetnek a genomban. Ezeknek a valtozé szamu tandem ismétlodo
szekvenciaknak a hossza elérheti a 0,5-30 kb-t is (Jeffreys et al. 1985a, 1985b, Jeffreys et al.
1986, Vergnaud és Denoeud 2000).
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Az ismétlodések szama az adott fajra, egyedre jellemzd. A VNTR-szekvencidk
restrikcidés endonukleazokkal végzett emésztése és Southern blottoldsa utdn kapott DNS
ujjlenyomat az egyedre jellemzo.

A technika elényei:

A miniszatellit régidk nagyon variabilisak (valtozatosak). Kimutatasuk azonos az
RFLP technikaval.

A technika hatranyai:

A mai korszeribb markerekehez képest kimutatasuk hosszadalmas, és jellemzben
radioaktiv technikat igényel, tovabba az eredményként kapott komplex mintazat kiértékelése
bonyolult, emellett sok pontatlansagot hordozhat a nem szomszédos mintak
Osszehasonlitdsdnal. Ma mar nem hasznaljak.

Felhasznalas:

Az 1980-1990-es években volt jelentéségiik, akkor ugy vélték, hogy emberi genom
kapcsoltsagi analizisekhez megfelelé markerek (Nakamura et al. 1987). Ezen kiviil kiillonb6z6
betegségek molekularis térképezéséhez alkalmaztak (Murray et al. 1999), és hasznaltak

egyedazonositasi célokra (pl. apasagi teszt) is a technikat.

2.3.3.2 RFLP — Restrikcios fragmenthossz polimorfizmus (Restriction Fragment Length
Polimorphism)

A molekularis vizsgalatokban mar 1975-t61 elemezték a restrikCios endonukleazokkal
kapott kiilonb6z6 DNS részleteket (fragmenteket) (Nathans és Smith, 1975), de molekularis
markerkénti felhasznalasukrol elészor Botstein és munkatarsai irtak, 1980-ban. Elsé 1épésként
a vizsgalt genomot restrikcids endonukleazzal emésztették, majd agardz gélen valasztottak el,
ami egy Osszefliggd DNS savot adott. Ehhez az 6sszefiiggd fragmentum tomeghez szdmukra
érdekes bazissorrendli probat hibridizaltak, és megkaptak az egyedre jellemzé DNS
fragmentum mintazatot.

Az egyedek kozott megfigyelhetd kiilonbségeket a hasitasi helyek hianya, illetve
megjelenése szolgaltatja, amelyet tobbféle genetikai kiilonbség okozhat. Legvalosziniibb,
hogy egy vagy néhdny kiilonbség van a hasitasi helyen, illetve annak kozelében a DNS-t
felepitd bazisok sorrendjében; esetleg tobb bazisbol 4ll6 motivum beépiilése, illetve elvesztése

is okozhatja a kiilonbséget (Botstein et al. 1980, Williams et al. 1990, Zsolnai 2005).
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A technika elényei:

A DNS szekvenciajaban jelen 1évo kiilonbségeket mutatja meg, és nemcsak a kodolo
régioban. A kiilonbségek a génexpressziotol nem fliggenek, és elméletileg mutacios
eseményeket jeleznek.

A technika hatranyai:

Viszonylag nagy mennyiségli DNS-t igényld modszer. Ez id6- és munkaigényes,
ugyanakkor koltséges modszer.
Felhasznalas:

A technika alkalmazéasaval lehet6ség nyilt fajtaazonositasra, rokonsagi kapcsolatok
megallapitdsdra. Emellet a tulajdonsdgok térképezésekor ¢és a markereken alapuld
szelekcioban (Marker Assisted Selection, MAS) is fontos szerepet jatszott a 2000-es évek

el6tt (Hajosné 1999). Napjainkban ezt a technikat mar nem hasznaljak.

2.3.3.3 PCR-RFLP —.Polimerdz lancreakcié (Polymerase Chain Reaction) — Restrikcids
fragmenthossz polimorfizmus (Restriction Fragment Length Polymorphism)

Az 1980-as évek végére mar megjelent az eldbb ismertetett modszer tovabbfejlesztett
valtozata, a PCR-RFLP (Deng 1988, Bourquini et al. 1995). Ekkor a vizsgalni kivant DNS
szakaszt specifikus primereket alkalmazva egy PCR reakcidban felsokszorozzak. A
reakcioban kapott terméket hasitjak enzimmel. Igy lehetdség nyilik a genom egy-egy pontjan
a restrikcios enzim hasitohelyeinek egymastol fiiggetlen vizsgélatara.

A technika elonye:

Kisebb szamii DNS szakaszt kell Osszehasonlitani az enzimes hasitds utan, igy
konnyebben értékelhetd. A fragmentek kodomindns 6roklédésmenetet mutatnak. Az RFLP-
hez viszonyitva kisebbek a kdltségek és kevésbé munkaigényes a kimutatasuk.

A technika hatranyai:

Id6- és munkaigényes modszer.
Felhasznalas:

A PCR-RFLP tesztet ma is alkalmazzak, pl. a szarvasmarhaban a BLAD (Bovine
Leukocyte Adhesion Deficiency) esetén, amikor a borjak védekezési képessége csokken a
fert6zésekkel szemben (Zsolnai és Fésilis 1997). Szintén PCR-RFLP vizsgalatokkal szirik a
DUMPS-ot (Deficiency of Uridine-5’-Monophosphate Synthase), amikor a novekedési erély
csokken, ¢és mentalis karosodas is kialakul (Schwenger et al. 1992a, 1992b). A sertések
stresszérzékenységének megallapitasara, ami elhullasokat okoz a nagyiizemi tartastechnologia

alkalmazasakor, szintén PCR-RFLP tesztet alkalmaznak, amely segitségével lehetséges a
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veszteségek csokkentése (Hughes et al. 1992, Brenig és Brem 1992). A 16tenyésztésben, a
versenylovak betegségeinek kisziirésére alkalmazzak a kovetkezd PCR-RFLP teszteket: a
quarter versenylovak hyperkalémias periodikus bénulasa HYPP (Hypercalemic Periodic
Paralysis) elnevezésli betegségére, ¢és a sulyos foku kombinalt immunhiany SCID (Serve

Combined immunodeficiency disease) megallapitasara (Rudolph et al. 1992).

2.3.3.4 RAPD - \Véletlenszeriien felszaporitott DNS-polimorfizmus (Random Amplified
Polimorphic DNA)

A RAPD PCR alapt technika, amikor egy véletlenszerlien megvalasztott rovid,
altalaban 10-12 bazisbol all6 primerrel (illetve modositott valtozatdban 2 primerrel)
sokszorosithatoak a DNS szakaszok. A DNS fragmentumok mérete fiigg a primer kotdhelyek
eléfordulasi tavolsagatol (200-2000bp) (Williams et al. 1990).

A technika elonyei:

A technika eldnye, hogy nem kell ismerni a vizsgalt DNS szekvencidjat; kevés DNS
minta elegendd a vizsgélathoz; legtobbszor nagyfokt polimorfizmust mutat.
A technika hatranyai:

Az ismételhetdség nagyban fligg a koriilményektdl, pl. a vizsgalt minta tisztasdgatol,
az alkalmazott vegyszerektdl és PCR késziilék tipusatol. A polimeraz reakcid utdn kimutatott
fragmentek dominans oroklddésmenetet kovetnek, igy a heterozigbta eredmény nem
azonosithato.

Felhasznalas:

Az 1990-es években, ezen technika alkalmazéasaval lehet6ség nyilt fajtaazonositasra, a
rokonsag megallapitasara. Fontos szerepet jatszott a tulajdonsagok térképezésében, és ,,DNS
ujjlenyomatot” is készithettek vele (Williams et al. 1990).

Az 1d6 eldérehaladtaval tobbfajta valtozatot fejlesztettek ki beldle, a kiilonbség a
tervezett primerhosszokban és az alkalmazott primer bazisdsszetételében van. Példaként
alljon itt néhany technika és a hozzajuk tartoz6 irodalmi forrds: AP-PCR - tetszdleges
primerrel készitett PCR (Arbitrarily Primed Polymerase Chain Reaction), (Welsh ¢és
McCleland 1990, Welsh et al. 1991), DAF - DNS amplifikacios fingerprint (DNA
Amplification Fingerprinting) (Bassam et al. 1991, Caetano-Anollés et al. 1991, 1992,
Caetabo-Anollés és Bassam 1993), SCoT - startkodont célzd polimorfizmus (Start codon
targeted polymorphism) (Collard és Mackill, 2009, Guo et al. 2012).
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2.3.3.5 AFLP - Sokszorositott fragmenthossz polimorfizmus (Amplified Fragment Length
Polymorphism)

A vizsgalt genomot egyidejiileg két enzimmel emésztik, melyek koziil az egyik
gyakran, a masik ritkdn hasité enzim. Az igy keletkezé DNS szakaszok (fragmentek) végeire
rovid DNS szakasz (un. adapter/ linker) szekvenciat ligalnak (,,ragasztanak™), amelyre a
Kimutatashoz hasznalt, primereket (lancinditdé szekvencia) tervezik. A vizsgalni kivant
termékek elkészitése két 1épésben torténik. FEldszor, az un. pre-amplifikacio (eld-
sokszorositas) soran, az adapter szekvencian 1 bazissal tilnyald primert haszndlnak; majd
masodszorra, az un. szelektiv amplifikdcioban mar 3’ tilnytlé bazissal rendelkez6 primereket
hasznalnak, tovabb szlikitve a végtermékek szamat. A végtermékeket (a keletketzd
fragmentek szama 200 felett is lehet), amelyek 50 -500 bp nagysagti DNS fragmentumok,
poliakrilamid gélen valasztjdk el. A detektalas moddja fligg attdl, hogy az alkalmazott
pimemerek, hogyan voltak jeldlve (jeloletlen — eziistfestés, izotdpos jeldlés - autoradiografia,
fluoreszcens jelolés - fluoreszcens jelzés detektalasa).

Az azonositott fragmentek kozotti méretbeli eltéréseket, a restrikcids (enzimes
hasitasi) helyek hianya vagy megjelenése okozza (Vos et al. 1995, Mueller és Wolfenbarger
1999, Kiss 2005).

A technika elonyei:

A technika barmely fajra, eldzetes informacio nélkiil alkalmazhat6. Nem sziikséges
kiilonleges miiszerezettség. Jol ismételhetd eredmények kaphatoak. Az azonositott
fragmentek kozotti méretbeli eltéréseket, a restrikcids (enzimes hasitasi) helyek hidnya vagy
megjelenése okozza.

A technika hatranyai:

A kiindulasi DNS-nek igen jo mindéséglinek kell lennie a hasitasra hasznalt enzimek
érzékenysége miatt. A mintazatok kimutatasa és értékelése egyik jelolés esetén sem egyszerii
legyen az az eziistfestés, a radioaktiv-, illetve a fluoreszcens jelolés. A DNS szakaszokrol nem
lehet eldonteni, hogy homo- vagy heterozigoéta marker lathato, vagyis dominans- recessziv
oroklédés menetet kovetnek.

Felhasznalas:
Genetikai térképek készitése, kapcsolt markerek keresése. Fajtavédelem. Genetikai

kiilonboz6ségek vizsgalata a nemesitési alapanyagokban (Hajosné 1999).
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2.3.3.6 SNP — Egyetlen nukleotid polimorfizmus (Single Nucleotid Polymorphisms)

Az SNP rovidités egyetlen bazis megvaltozasaval 1étrejové mutaciot jeldl, barmely

genomban igen gyakori, és jellemzden két allélel redelkezik (Vignal et al. 2002).
Az emberi genom esetében az eldzetes cél a 300000 SNP marker fejlesztése volt, azonban az
elsé a vizsgalatok végére szamuk mar elérte az 1,4 milliot (Thorisson és Stein 2003). Az
ember Ensembl adatbazisa jelenleg csaknem 55 mill6 SNP-t (54965377 db; Ensembl Genome
Browser adatbazis, Genome assembly: GRCh37, 2013.07.19) tartalmaz. Az SNP-k szamat a
tyuk esetében is tobb mint 2,8 milliora becsiilik (Wallis et al. 2004, Wong et al. 2004,
Cogburn et al. 2007, Muir et al. 2008, Groenen et al. 2009, Groenen et al.2011).

A genomon beliili elé6fordulasi hely szerint az SNP-K t6bb tipusat kiilonboztetik meg:

A nem kédol6 régioban ¢s a kodolo régioban bekodvetkezd mutaciok, amik tovabb
csoportosithatok a genombeli elhelyezkedés szerint. Ezek lehetnek: a néma mutaciok (néma
= szinonim, vagy neutralis (semleges)), vagyis azokat a pontmutaciokat nevezik igy, amelyek
nem okoznak aminosav valtozast. Lehetnek aminosav valtozast okoz6 mutaciok, melyekbdl
szintén kétféle van: missense mutacio, azaz masértelmii mutacio, amely esetében az egyetlen
baziscsere aminosav valtozast okoz; mig a nonsense mutacid olyan pontmutacié (baziscsere),
amely egy aminosavat kodolo tripletbdl stop kodot képez.

Az SNP elemzésekhez ismerni kell az adott szekvenciarészletet tobb egyedbdl, esetleg
tobb fajbol. A vizsgalatkor a pontmutacioval 1étrejott bazisvaltozasokat azonositjak (Vignal et
al. 2002). ,,Vonzo” polimorfizmus, mert gyakori az eléfordulasa a genomban (Li et al. 1999,
Gu et al. 1998, Marth et al. 1999, Stoneking 2001, Chakravarti 2001, Sachidanandam et al.
2001, Jiang et al. 2011, Li 2013).

A mikroszatellitekkel Gsszehasonlitva a kodold szekvenciarészekben bekdvetkezett
SNP kiilonbségek stabilabbak (lasd 2.3.4). Ott gyakrabban figyelheté meg az ismétlédések
szdmaban mutacid miatt bekovetkezd valtozas.

Picoult-Newberg és munkatarsai (1999) szerint 7-9 kétallélos SNP marker ugyanannyi
genetikai informacidval rendelkezik, mint 3-4 tobb alléllal rendelkezé mikroszatellit marker
(Kruglyak 1997).

Az SNP-k esetén bekovetkezd baziscsere kimutatasdhoz hasznalhat6 technikak tarhaza
igen széles. Néhany példa erre: PCR-RFLP (Deng 1988, Bourquini et al. 1995, Williams et al.
1990), CASPS marker (Konieczny és Ausubel 1993, Michaels és Amasino 19998), SSCP
(Suzuki et al. 1991, Dockhorn-Dworniczak et al.1991), Cell gél (Oleykowski et al 1998,
Oleykowski et al 1999, Pimkim et al 2007, Jiang et al. 2013), mikrochip (Ferrari et al. 2003,
Mardis 2008, Ansorge 2009), SNUPI (Litos et al. 2007).
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Az technika elényei:

Az SNP technika barmely fajra alkalmazhat6. Jo1 ismételhetd eredményeket kapunk.
Az technika hatranyai:

Mivel altalaban 2 allélel rendelkez6 SNP markereket hasznalnak, igy azokbol 2 — 3-
szor tobbre van sziikség egy genetikai térkép elkészitéséhez, mint a tobb alléllal rendelkezd
mikroszatellitek esetében.

Felhasznalas:

Egyre fontosabb a gyakorlati alkalmazasa az SNP markereknek az allattenyésztésben.
A hosszu ¢életidejii szarvasmarhakat mar életilk korai szakaszaban tudjak tesztelni fontos
genetikai betegségekre, illetve fontos értékmérd tulajdonsagokra (termékenység, az utddoknal
- a tejeld tehenek varhatd tejmennyisége). A tenyészbikak, kosok spermdjanak mindsitésére,
pontos beazonosithatosagara (Hayes et al. 2013). Genetikai azonossagok ¢és kiilonbozéségek
vizsgalatara, rokonsagi kapcsolatok megallapitasara (Heaton et al. 2002). A versenylovak
szarmazasanak azonositasara ¢s ellenérzésére (Chowdhary és Raudsepp 2008, Petersen et al.
2013). Tovabbi fontos gazdasagi allatok, mint a juhok, a sertés, a baromfi bizonyos
gazdasagilag jelentés genetikai értékméro tulajdonsaganak elézetes vizsgalatara (Mohammadi
et al. 2013, Knight et al. 2013, Zhang et al. 2013, Nonneman és Rohrer 2003, Ponsuksili et al.
2005, Aslam et al. 2010, Reed et al. 2006).

Genetikai térképek készitésére alkalmas markertipus (Wang et al. 1998, Picoult-
Newberg et al. 1999). Hasznaljak még a fajtavédelmi feladatokban az dshonos, réghonosult

allomanyok vizsgalatainal

2.3.4 Mikroszatellitek

A mikroszatellitek (STR: Short Tandem Repeat, SSR: Simple Sequence Repeat)
felfedezése az 1970-es évekre tehetd, de fontossagukra csak 1982-ben hivta fel a figyelmet
Hamada a munkatarsaival (a, b). Kutatocsoportja tobb szaz poli TG vagy (TG)n (az n az
ismétlédések szadmat jelenti) szekvencia kopiat taldlt a humén genom vizsgalatanak
eredményeképpen. Ezt 1984-ben masok is megerdsitették (Tautz és Renz 1984). 1989-ben
tobb fajon is igazoltdk, hogy a mikroszatellitek nagyfoka polimorfizmust mutatnak (Litt és

Luty 1989, Weber és May 1989, Hearne et al. 1992).

2.3.4.1 Mikroszatellitek jelentdsége
A mikroszatellitek kozel allnak az ,,idealis genetikai marker” fogalmahoz. Viszonylag
egyenletesen oszlanak el a genomban, a kodoldo és a nem kodold régidban egyarant

eléfordulnak. Igen egyszerti, néhany bazispar hosszu szekvencia-ismétlédésekbol allo (1-6 bp
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pl.. GTC, CAG, TGGG) DNS-motivumok, amelyek az adott genom egyetlen pontjara
jellemz6 szekvenciarészlet kozott helyezkednek el (Miesfeld et al. 1981, Hamada és
Kakunaga 1982). Becslések szerint 10°-10° bp-onként fordulnak el8, igy az eukariota
genomban koriilbeliil 10*-10° mikroszatellit talalhato (ez fajonként eltérhet), kodominansak,
relative olcson ¢és gyorsan detektalhatok kis mennyiségii DNS-b6l. Az eredmény pedig
konnyen és jol értelmezheté (Hamada et al. 1984, Weber és May 1989, Kashi et al. 1997) (a
mikroszatellit vazlatos rajza a (3. abra).

A technika, mikroszatellitek alkalmazasanak elényei:

Az ismétlédések szama a néhanytol, a tobb tucatig terjedhet (0-40), mig a
mikroszatellit teljes mérete (ismétlddo szekvenciat+hatarold szekvencia) 50 és 500 bp kozott
valtozik (Armour et al. 1994). Polimorfizmusuk (allélvaltozataik) az ismétlédések szamanak
eltéréseibol adodik (3. abra). Ez elsdsorban a viszonylag gyakori masolasi hibak, spontan
mutacioik kovetkezménye (pl. az atiras soran 1-2 bp-nyi cstszas, esetleg inszercid vagy

delécio) (Kashi et al. 1997).

3. abra. A mikroszatellitek felépitése. Az ismétlddd szekvenciaelemek sargaval
lathatok, mig a komplementer szalon kék jelolést kaptak; ehhez kapcsolodoan
feketével a hatarol6 szekvencia lathato. A DNS szakasz feletti kis nyilak a
mikroszatellit kimutatasahoz sziikséges primerek kapcsolodasi helyeit jelzik
(Kashi et al 1997).

Ez a markertipus igen j6 lehetdséget nyljt a géntérképezéshez, a nagy marker
variabilitast (valtozatossagot) pedig igen jol lehet hasznositani egyedi, illetve
fajtaazonositasban, a populaciok jellemzésében és genetikai Osszehasonlitdsokban (Varga et
al. 2003, Szoke et al. 2004). Elénye mas - az el6zéekben ismertetett (pl. RAPD, AFLP, stb.) -
modszerekkel szemben, hogy egy lokuszon a heterozigocia is detektalhato (oroklodésiik
kodominans), €s tobb allél is eléfordulhat.

Kimutatasuk és tipizalasuk az ismétlddéseket hatarold, egyedi szekvencidk alapjan
torténik. Ezek csak egyetlen helyen taldlhatok meg a genomban. Vizsgalatukkor a genom

egyetlen pontjat vizsgaljuk.
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A technika, mikroszatellitek alkalmazasanak hatranyai:

A mikroszatellitek tobbé-kevésbé fajspecifikusak, ill. csak kevés esetben hasznalhatok
a kozel rokon fajok vizsgalatara.

A kimutatdshoz a hatarold régiokra specifikus primerszekvenciakat kell tervezni,
aminek el6feltétele természetesen, hogy ismerni Kell a genom mikroszatelliteket tartalmazo
fragmentjeinek szekvenciajat. Ezeket a szekvencidkat meg kell keresni a genomban vagy
genomrészleteket tartalmazoé klonokban (Beckmann és Soller 1990, Zietkiewicz et al. 1994,
Wu et al. 1994).

A moddszer tovabbi hatranya, hogy az allélek pontos beazonositdsa, hosszanak
megallapitdsa nagy felbontdsu akrilamid gélelektroforézist, vagy kapillaris elektroforézist

igényel, mivel egyes esetekben a kiilonb6zo allélek csak 1-4 bazisparban térnek el egymastol.

2.3.4.2 Mikroszatellitek kimutatasa és felhaszndldsi lehetségei

A mikroszatellit markerek kimutatasahoz altalanosan hasznalt modszer a polimeraz
lancreakcioé (Polimerase Chain Reaction, PCR). A PCR technikat Mullis és Faloona 1987-ben
publikaltak. Azota ez a moszer valt a molekularis bioldgia legtobbet hasznalt technikajava.
Segitségevel egy vagy tobb DNS szekvencia kozel exponencidlisan sokszorosithatdé egymast
kovetd, szabalyozott hémérsékleteken végrehajtott reakciok ciklusain keresztiil, ahol a
kivalasztott DNS szekvencidjaval megegyez6 mésolatok képzddnek.

A reakci6 komponensei a kovetkezok: a templat DNS, vagyis a sokszorositani kivant
DNS-szekvencia; a primerek, azaz a lancindité révid DNS szekvencidk, melyek a templat
DNS 57 végeinek komplementerei; dNTP-k (a DNS lanc épitdkdvei); hdstabil Taq polimeraz
enzim és egyéb kiegészitd reagensek (pl. BSA, MgCl; stb.).

A felsokszorozott DNS szakasz(ok) hosszanak meghatdrozasara tobb moddszert is
kidolgoztak. Kordbban a legelterjedtebben alkalmazott technika erre a szekvencia
meghatarozasra is alkalmas denatural6d poliakrilamid gélelektroforézis volt. Az elvalasztaskor
akrilamid ¢és biszakrilamid megfeleld toménységli elegyébdl oOntott vékony vertikalis
(fliggdleges) gélre viszik fel a mintdkat, és elektromos tér segitségével az eltérd hossziusagu
fragmenteket elvalasztjak egymastol. Ennek végén vagy radioaktiv elohivas kovetkezik (Litt
és Luty 1989), vagy eziistfestés alkalmazasaval (Budowle et al. 1991, Varga et al. 1997)
teszik lathatoéva a vizsgalt termékeket.

Napjainkban az akrilamid gélelelektroforézis mellett igen elterjedt kimutatasi modszer
a fluoreszcens kapillaris gélelektroforézis (Landers et al. 1993, Karger et al. 1995). Ehhez
automata fragmentanalizdlo késziilékeket hasznalnak. Ezek alkalmazéasdval meg lehet

allapitani egy adott DNS szakasz pontos hosszat vagy bdazissorrendjét. A kapillaris
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gélelektroforézis sordn az elvalasztas egy 10-100 pm kiilsé atmérdjii iiveg kapillarisban

torténik, mely folyékony polimerrel van toltve (4. dbra).

Detektor

Kapillaris (190-600 nm)
(10-100 nm belsé atm.)
(20-100 cm hossz)
\ _
-

Anod

Lézeres
megvilagitas

| Elektrolit oldat ")
(5-150 mM)

Platina
elektroda | 2

Nagyfesziiltség(i
aramforras
(0-30 kV)

4. abra. A kapillaris elektroforézis (CE) vazlatos miikodési elve. A folyékony
polimerrel toltott tivegkapillarisban vandorol a minta az egyik dramforréstol a
masikig, majd egy megfeleld ponton 1ézerrel gerjesztik a primerhez kotott
fluoreszcens festéket, és a vizsgalt termék mennyiségének megfelele6en leadott
emissziot mérik.

A fragmentek kimutatisat a PCR reakcioban alkalmazott primerek fluoreszcens
jelolése teszi lehetdvé. A kimutatas soran a fluoreszcens festéket 1ézerfény gerjeszti, mely
ennek hatasara eltérd hullamhosszi emisszidkat bocsat ki. Ezeket az emisszids adatokat a
szamitogép a kapillaris egy adott pontjan detektalja (4. 4bra). A termékek hosszat és
intenzitasat egy standardhoz viszonyitva értékeli a késziilék (Pritchard et al. 1995, Wang et al.
1996).

A fluoreszcens jeloléssel ellatott primerek és a kimutatasukhoz hasznalt gépek, mint az
automata kapillaris gélelektroforézist végzd gépek, a *90-es évek elején jelentek meg. Ezek
utdn jelentek meg az elsd olyan cikkek, amelyekben a koltségek és az iddraforditas
csokkentése érdekében tobb PCR reakciot Osszekevertek (azaz kimutatasi szetteket hoztak
1étre) (Sullivan 1992). Egy masik lehetséges modszer az volt, hogy egyszerre sokszorositottak
(multiplex PCR), majd egyszerre mutattak ki tobb mikroszatellitet ugy, hogy egyik sem
zavarta a masikat (Ziegle 1992) (5. abra).
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5. abra. Mikroszatellit szettek kialakitasa. Az abran harom eltéré mikroszatellit
egyideji detektalasanak eredménye lathato a kapillaris gélelektroforézist kdvetden.
Narancsszinnel vannak jelolve a molekulastly marker fragmentjeinek csucsai, amik
kialakitjak a vizsgéalati mérettartomanyt, és a tovabbiakban ennek felhasznalasaval

adhat6é meg a mikroszatellit termékek mérete. A kiilonbozd fluoreszcens jeldlésii
(piros, kék, zold) primerrel sokszorositott mikroszatellit allélek egymastol
egyértelmiien elkiilonithetok. A kiilonb6z0 szinek eltérd hullamhosszon jol
detektalhatoak. Igy azonos idében tobb mikroszatellit mutathato ki.

2.3.5 Mikroszatellitek adaptalasa mas fajbol

A mikroszatellit markerek eléforduldsi gyakorisaga a genomban taxononként mas ¢és
mas. Néhany rendszertani csoport, mint példaul a madarak, genomjaban kiilonosen alacsony
frekvenciaval vannak jelen (Primmer et al. 1997), emiatt volt, aki kérdésesnek latta e
markerek alkalmazhatosagat (Liu et al. 1996). A baromfi fajokon beliil genetikai szempontbol
legtobbet vizsgalt faj a tytk (Gallus gallus), illetve a pulyka (Meleagris gallopavo). A
baromfi fajokon beliil a tytk tekinthet6 modellallatnak, s emiatt e fajrol rendelkeziink a
legtobb genetikai informacioval. Tobb genetikai térkép, és azok Osszesitéseként 1étrehozott,
ugynevezett , konszenzus térkép” is késziilt a faj genomjarol (Burt et al. 1995, Cheng et al.
1995, Smith et al. 1996, Smith et al. 1997, Crooijmans et al. 1996). Viszonylag hamar mar, a
2000-es évre ismertté valt genomszekvencidjanak ,piszkozata”, eldszor Groenen
publikalasaban, majd 6t kovették Hillier és munkatarsai (2004), Takashi és munkatarsai 2004-

ben, és Cogburn és munkatarsai 2007-ben.

A tyukot kovetden (illetve azzal egy idOben, kisebb intenzitassal) szdmos gazdasagi
vagy tudomanyos szempontbdl fontos madarfaj genetikai vizsgéalatahoz kezdtek genetikai
DNS markereket fejleszteni (Primmer et al. 1996), mivel a tytk fajbol szarmazé genetikai
informaciok és genetikai markerek kozvetleniil nem, vagy csak kevés esetben voltak
felhasznalhatok més madarfaj esetében (Baratti et al. 2001, Kayang et al. 2000). A markerek

adaptalasa egy lehetséges megoldas, azonban az ilyen markerek szama és alkalmazhatdsaga
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sok esetben alacsony hatékonysagu (Yue et al. 2010). Mindenesetre a tyukbol szdrmazo
mikroszatellit markerek alkalmazéséra tobb példa is van kiillonb6z6 madar fajokon (Hanotte et

al. 1997, Fields és Scribner 1997, Quing-Ping et al. 2009, Andres és Kapkowska 2011).
2.3.5.1 Mikroszatellit markerek a pulyka fajban

A pulyka genomjanak vizsgalata a tyukhoz viszonyitva késobb kezdodott, és
kezdetben csak kevés marker allt rendelkezésre (Huang et al. 1999, Reed et al. 1999, Mock et
al. 2002). Ezért érthet6, hogy a molekularis genomika fejlodésének koszonhetden az
ezredfordulon e faj esetében is jelentds fejlesztések indultak vilagszerte, parhuzamosan a

munkammal (Reed et al. 2000b, Harry et al. 2003).

Ennek sordn tobb kapcsoltsagi térképet is készitettek. Burt és munkatarsai (2003) egy
mikroszatellit alapu térképet hoztak létre, amely 74 markert tartalmazott 18 kapcsoltsagi
csoportba rendezve. Ugyanebben az évben Harry és munkatéarsai (2003) RFLP technikat
alkalmazva készitettek egy masik kapcsoltsagi térképet (ezen 113 marker volt megtalalhatd 22
kapcsoltsagi csoportban). Knutson és munkatirsai a 2004-es év folyaman tjabb 154 db
mikroszatellit markert izolaltak a pulykabol. Ezt kovetéen 2005-ben Reed és csoportja egy
Osszehasonlito térképet készitettek a tyuk és a pulyka kozott. A pulyka genom e kapcsoltsagi
térképe 314 lokuszt tartalmazott 29 kapcsoltsdgi csoportba foglalva. A genetikai térkép
fejlesztése ekkor sem allt meg, 2006-ban Chaves és munkatarsai a tyk genomidlis marker
adatokat hasznaltak fel Gjabb pulyka markerek fejlesztésére. 2007-ben pedig a korabbi
térképek egyesitésével 1étrehoztak a pulyka konszenzus genetikai térképét (Reed et al. 2007),
amelyen az emlds térképekkel 6sszehasonlitva még mindig kevés, minddssze 613 1okusz volt
feltérképezve, és 41 kapcsoltsagi csoportba sorolva. Végiil publikéltdk a pulykagenom

szekvenalasanak elsé eredményeit is (Dalloul et al. 2010).

2.3.5.2 Mikroszatellit markerek a lid fajban

Ez idaig az irodalomban mindossze 10, a haziluad fajbol (Anser anser L.) izolalt és
jellemzett mikroszatellit lelhetd fel, mig a GeneBank-ban tovabbi 15, nem vizsgalt
mikroszatellit szekvencia taldlhato (Weil et al. 2008). Emellett tovabbi 26, az Anser
cygnoides fajbol szarmazd mikroszatellitet alkalmaztak sikeresen hazilad allomanyok
vizsgalatara (Tu et al. 2006, Li et al. 2007). Fontos megjegyezni, hogy e két fajon kiviil a
fajgazdag Anser genuszba csak a nagy lilik (Anser albifrons L.) fajbol irtak le két hasznalhato
mikroszatellit markert (Chathey et al. 1998, Fields és Scribner 1997). A tavolabbi rokon fajok

koziil a kanadai ludbol (Branta canadensis L.) izolalt mikroszatellit markereket is sikeresen
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alkalmaztak a hazilid vizsgalatara (Baublys et al. 2006, Mylecraine et al. 2008, Liu et al.
2006, Tu et al. 2006, Li et al. 2007).

Ugyanakkor mar az 1990-es évek végén vizsgaltdk a tyak mikroszatellitek
hasznalhatosagat kiilonb6zo vizimadarak 0sszehasonlitasaban (Fields €s Scribner 1997), és ez
tobb esetben sikeres volt a haziladnal is (Liu et al. 2006, Tu et al. 2006, Li et al. 2007, Quing-
Ping et al. 2009, Andres ¢s Kapkowska 2011). Emellett a lad genetikai vizsgalatat, és az
ahhoz sziikséges genetikai markerek fejlesztését a vizi szarnyasok koziil legfejlettebb
genetikai térképpel (Huang et al. 2005, Huang et al. 2006, Huang et al. 2009, Christel et al.
2006, Hsiao et al. 2008, Su és Chen 2009, Skinner et al. 2009, Purwantini és Purwantini 2010)
¢és genomszekvenciaval is rendelkez6 kacsa (Anas platyrhynchos) is segitheti (Huang et al.
2005, Andres ¢s Kapkowska 2011). Erre azonban mar nem lesz sziikség, ha elérhetové valik a
lad (Anser anser) genomszekvencidja, és igy kozvetleniil feltirodnak a pozicionalt lad
mikroszatellitek.

Kinai kutatok a 2011-es év folyaman bejelentették, hogy meghataroztak a Zhedong-i
fehér lud genomszekvenciajat (Zhejiang Provincial Academy of Agricultural Sciences,
Zhedong White Goose Institute in Xiangshan County of Zhejiang Province and Beijing
Genomics Institute — BGI — http://www.genomics.cn/en/news/show_news?nid=98853
(tudomanyos kozlemény a dolgozat elkészitéséig nem jelent meg réla). Reményeik szerint az
ebbdl szarmaz6 adatok segitséget nyUjthatnak mind a baromfi, mind a madarak
domesztikacidjanak tisztdzasaban. Ennek segitségével tobbet meg lehet majd tudni a ludfaj
gyors novekedésének genetikai hatterérdl is. Ezt kovetden a 2012-es év folyaman SNP
analizist végeztek a Barnacle lud (Branta leucopsis) fajtan kiilonb6z6 viselkedési mintak

atfogobb vizsgalatanak céljabol (Jonker et al. 2012).

2.3.6 Uj mikroszatellitek izolalasa, ismétlédésekben disitott kényvtar létrehozasa

A markerek hidnya az adaptalds mellett 0j markerek izoldlasaval sziintetheté meg.
Amint ezt korabban is emlitettem, a mikroszatellitek esetében ez meglehetdsen koltséges s
munkaigényes folyamat. Szamos stratégiat irtak le mikroszatellit tartalmt lokuszok
izolaléasara.

Az egyik legegyszerlibb megkozelités az egyszeri hibridizaciés izolalas. Ennek
soran kis genomi (300-700 bp) DNS fragmentumokat klonoznak, és radioaktivan jelolt
oligonukleotid (az ismétléddésnek megfeleld szekvenciaju) probdkat alkalmaznak a
mikroszatellit tartalmu klonok azonositasahoz. Alacsony hatékonysdga miatt ezt a modszert
csak a genomszinten viszonylag sok mikroszatellitet hordozd szervezeteknél célszerli

alkalmazni (Glenn és Schable 2005). Az alacsony mikroszatellit gyakorisaggal jellemezhetd
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taxonok esetében — ide sorolhatok pl. a madarak — nem alkalmazhaté hatékonyan, ezért
alternativ stratégidkat dolgoztak ki. Ezek két tovabbi csoportra bonthatok aszerint, hogy
genomi konyvtar jelenti-e a kiindulasi alapot az izolalas soran.

A szelektiv hibridizaciot alkalmazé stratégia szerint Kis fragmentumokat (200-
1000 bp) allitanak el6, majd ligalnak vektorba. A sziikséges amplifikalas (Sokszorositas) utan
a DNS-t hibridizaltatjak egy vagy tobb ismétlodést tartalmazo probaval, amelyet vagy nylon
membranhoz kapcsolnak, vagy biotinnal jeldlnek, igy sztreptavidinnel boritott magnesezhetd
gyongyokhoz kothetd. A nem specifikusan kotodott fragmenteket mosassal eltavolitjak, majd
a DNS-t leoldjak, és PCR-el visszanyerik. Végiil a DNS-t pl. TA-klénozassal megfeleld
vektorba klonozzak (Zane et al. 2002).

A primer hosszabbitason alapulé stratégiahoz (primer extension) kétféle modszert
ismertetek:

1) Ostrander-féle modszer:

Ennél elészor egy elsddleges genomi konyvtarat hoznak 1étre a denaturalt, egyszalu
genomi DNS MI13 fag vektorba helyezésével, majd a konyvtarbol szarmazéd denaturalt
fragmenteket (ssDNS) olyan mutans baktériumtorzsbe transzfektaljak, amibdl hianyzik a
dUTP4az (dut’) és az uracil-N-glikozilaz (ung’). A fagot sokszorosito sejt a keletkezd egyszalua
DNS molekuldkba timin helyett uracilt épit be. A DNS visszanyerését kdvetden a cirkularis
egyszali DNS molekulak atalakitdsat cirkuldris duplaszala DNS-sé in  vitro
primerhosszabbitassal, (CA)n vagy (TG)n oligonukleotidok és Taq DNS polimeraz
felhasznalasaval végzik. Ezaltal szelektalnak a dinukleotid ismétlddést tartalmazo klonokra.
Ezutan a termékeket E. coli-ba (dut’, ung®) transzformaljak. A cirkuldris SSDNS
transzformacioja kevésbé hatékony, mint a dsDNS-¢, és az uracilt tartalmazd ssDNS
degradalodik a nem mutéans baktérium (E. coli) sejtekben (urcil-N-glikozilaza altal). Igy ezzel
a modszerrel duplaszali CA-, illetve TG-ismétlédésekkel dusitott DNS konyvtarat kapunk
(Zane et al. 2002, Ostrander et al. 1992) (7 abra).

2) Paetkau-féle modszer:

A mddszer alapjaul az Ostrander altal leirt technika szolgal, szintén M13 fag vektorral
létrehozott konyvtarbol indul ki. Az egyszald DNS-hez 5° végén biotinilalt, ismétlédés-
specifikus primert hibridizaltatnak. Igy Klenow-polimeraz enzim segitségével olyan
duplaszalt, ismétlddd szekvenciat tartalmazd DNS jon 1étre, melynek egyik szala az eredeti,
egyszalo DNS, masik szdla az 5° végén biotinilalt, primer-hosszabbitott szal. A
mikroszatellitet tartalmazo biotinilalt DNS fragmentek ezutdan sztreptavidinnel boritott
magnesezhetd gyongyokhoz kothetok, melyek feliiletérdl a nem specifikusan kotodott,

mikroszatellitet nem tartalmazo szakaszok mosassal eltavolithatok. Az ismétlodést tartalmazod
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fragmentek a sztreptavidin és a biotin oldhatatlan kotése miatt denaturalassal, egyszala
formaban nyerhetdk vissza, melybdl primer-hosszabbitassal kétszala DNS-t allitanak eld. Az
igy létrehozott duplaszala DNS fragmenteket kompetens sejtekbe  klonozva
mikroszatellitekkel dusitott konyvtarat kapnak. A szalhosszabbitas kétszeri megismétlése
fokozza a mikroszatellit tartalma klonok transzformacids hatékonysagat (Zane et al. 2002,
Paetkau 1999) (6. abra).

A FIASCO (Fast Isolation by AFLP of Sequences COntaining repeats) eljaras
gyorsabb ¢€s egyszeriibb, segitségével tobb, az eddigi moddszereknél alkalmazott 1épés
elkeriilhet6 (Zane et al. 2002). A mddszert kiilonb6z6 allatfajokon — tobbek k6zott madarakon
Is — tesztelték. Ennek soran a DNS-t restrikcios enzimmel emésztették, és a fragmentekhez
egy adaptort ligaltak. Az adaptor két fontos tulajdonsaggal rendelkezett. Az egyik, hogy a
ligalas utan a fragmentek elveszitették a restrikcios enzim felismeré helyet, igy egyidében
lehetségessé valt a ligalas és az emésztés. A masik, hogy az adaptor nem foszforilalodott,
ezért Onmagaval nem ligdlodott. Ezutan a fragmeneteket adaptor specifikus primerek
segitségével PCR reakcioban felszaporitottak, majd ismétlodés specifikus biotinilalt probaval
hibridizaltattdk. A magneses kihuzds segitségével elkiilonitett, mikroszatellit szekvenciat

tartalmaz6 fragmentekkel, masodlagos, dusitott konyvtarat hoztak 1étre.
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6. abra. Mikroszatellit konyvtar létrehozasa. Az dbran tobbféle modszer 1épései
lathatoak, az ismétlddésekben dusitott szekvenciat tartalmazo konyvtar
l1étrehozasara. Baloldalrdl kezdédden: egy ,,hagyomanyos”, hibridizacids dusitasi
modszer, és két altarnativ modszer, ezek az Ostrander-féle, és a Paetkau-féle
modszerek (Glenn és Schable 2005, Ostrander et al. 1992, Paetkau 1999).
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7. abra. Dusitott mikroszatellit konyvtar létrehozasa FIASCO modszerrel. (Hamilton et

al. 1999, Glenn és Schable 2005).

2.4 Genomszekvencia meghatarozas

Mint azt mar a bevezésben is emlitettem, 1990-ben kezdddott az emberi genom

szekvencidjanak meghatarozésa, amelyen tobb nagy tarsulas parhuzamosan dolgozott

(Wingerson 1990, Myers 1999, Wills 1991). A technika fejlédése felgyorsitotta a folyamatot,

¢s ma mar tobb mint 73 emlds, 49 metazoa, 26 ndvény, 41 gomba, 22 protiszta, és 9090

baktérium genomjanak teljes szekvenciaja érheté el szabadon (Ensembl - 2013. 11. 11.).

Ennél azonban joval tobb faj genomjanak szekvenalasa van folyamatban, és ez a szam szinte
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naprol napra névekszik (Ensembl Genome Browser - www.ensembl.org; Beijing Genomics
Institute (BGI) - http://www.genomics.cn/en/navigation/show_navigation?nid=4205). A
tervek szerint rovid idén beliil tobb ezer faj genomjanak szekvenaldsat fogjak elvégezni
(Haussler et al. 2009). A szekvenciaadatok megismerése és elemzése folyamatos.

A DNS felbecsiilhetetlen eszkdz, mert eltekintve az ikrekt6l, minden ¢€l6lény egyedi
DNS szekvencidval rendelkezik. Az ismétlddés tartalmi DNS az 4llati genomban
egyedenként kiilonbozo, igy az egyedek azonositdsara lehet haszndlni. Csak néhany példa
arra, mi valik lehetségessé a DNS technikak alkalmazasaval: fajok, egyedek azonositasa,
szarmazas ellendrzés, kiilonb6z6 organizmusok azonositdsa a vizben, illetve az élelmiszerben.

2004-ben elkésziilt a tyuk (Gallus gallus) genomszekvencia meghatarozasa, ami akkor
még 28 autoszomat és 2 ivari kromoszomat tartalmazott (Hillier et al. 2004). 2013-ra ez mar
32 kromoszomat, 2 kapcsoltsdgi csoportot és 14,093 kromoszémahoz nem kothetd
szekvenciat tartalmaz. (Ensembl - 2013. 11. 26.). A tovabbi térképezés folytatodik, mert a
tyak genomja 38 autoszomabodl és 2 ivari (W, Z) kromoszoémabdl all (Chicken Genome
Sequencing Consortium - Richard Wilson, PhD vezetésével).

2010-re elkésziilt a pulyka (Meleagris gallopavo) ,,piszkozat” genomszekvenciaja
(Dalloul et al. 2010), ami 30 auszomabol és a 2 ivari (Z, W) kromoszoémabdl all, valamint
152,913 kontigbol raktak ssze. A genom végleges mérete 1.04Gb. Az elemzések soran 4,125
kodold gént, 756 rovid, nem kodold gént, 125 pszeudogént és 17,377 gén transzkriptumot
azonositottak (Aslam et al. 2010, Aslam et al. 2012).

A zebrapintynek (Taeniopygia guttata), mint a madarak modell allatanak, szintén
elkészitették a genomszekvenciajat 2010-re (Warren et al. 2010). Az ezt kovetd idoészakban az
elemzések soran 17,488 kodold gént, 724 révid, nem kodold gént, 406 pszeudogént és 19,334
gén transzkriptumot azonositottak eddig (Quesada et al. 2010) (www.ensembl.org).

A kacsa (Anas platyrhynchos) 1,2 Mb nagysagt genomszekvenciajanak elsé valtozatat
a kinaiak (BGI) készitettek el a 2013-as év folyaman. Azonal megkezdték a szekvencia
Osszehasonlitasokat mas fajokkal, illetve a lehetséges gének keresését, azonositasat (Huang et
al. 2013).

A torpepapagaj (Melopsittacus undulatus) genomja 2,8Gb nagysagt, 70.862 kontigot
tartalmaz 50-szeres lefedettség mellett. A szekvencia meghatarozasa folyamatban van, ezzel
parhuzamosan a fehérjéket kodold szekvencidkat hasonlitjdk a nemzetkézi adatbazis
adataihoz (www.ensembl.org).

Az élelmezésben fontos szerepet jatszé emldsallatok, mint a szarvasmarha (Zimin et

al. 2009), a juh (Kijas et al. 2012), a sertés (Rothschild et al. 2007, Groenen et al. 2012)
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genomi szekvenciajanak ismerete és elemzése segitheti @ még ismertelen fajok megismerését,
¢s ez a tudas felhasznalhato a termékelallitasban is.

A gemom szekvencikdk ismerete és elemzése robbandsszertien fejlddnik. A varhato
eredményeket, illetve azok alkalmazasanak lehetOségét még sejteni, megjosolni sem lehet.
Magas szintli miiszerezettség ¢és megfeleld vegyszerek sziikségesek a szekvencia
meghatarozashoz ¢és az adatok kezeléséhez, felhasznalasahoz megfeleld6 matematikai,
informatikai és molekularis genetikai tudassal rendelkez6 szakemberek kellenek.

Az adatok felhasznalasakor lehet6ség nyilik a szekvenciaadatok Osszehasonlitasara
mind egyedek kozott egy fajon beliil, mind fajok kozott. Az elsé esetben tulajdonsagok,
betegségek hatterének kutatdsa, a szervezet milkddésének, szabdlyozasanak molekularis
szinti megismerése valik lehetové. A masodik esetben a torzsfejlodés, a fajok kozotti
kiilonbségek meglétének, kialakulasanak tanulméanyozasara van lehetdség.

A gyakorlatban a szdrmazasellendrzési munkékban, betegségek nyomon kdvetésekor

mar napjainkban is alkalmazzak.

2.5 Populaciogenetika

A populaciot felfoghatjuk genotipusok, és ebbdl kovetkezden gamétadllomanyok
keverékeként (Svab 1971). A populdcidgenetikai analizisekben valaszt keresiink arra a
kérdésre, hogy milyen a vizsgalt szaporodasi kozosség genetikai Osszetétele. Eltér-e a Hardy-
Weinberg egyensulytol, alacsony vagy magas a genetikai diverzitas, milyen az allélek
frekvenciaja, milyenek az egyedek rokoni kapcsolatai, valtozik-e a populacié vagy sem?

A Hardy-Weinberg egyensuly estén idealis populaciorol beszéliink, ahol: 1.) a
populacié végtelen nagy, és benne érvényesiil a panmixis, 2.) a szelekcié nem miikodik, azaz
az Osszes genotipus ¢€letképessége egyforma, 3.) a populaciobdl nincs elvandorlés, illetve a
populacioba nincs bevandorlas, 4.) nem fordul el mutacio, 5) a meidzis normalis lefolyasu
(Stansfield 1997), és az egyes genotipusok aranya alland6 az egymast kovetd generaciokban.
Ha ettdl eltér, akkor az egyensulyt megvaltoztatd mechanizmusok vizsgalata kovetkezik
kiilonboz6 statisztikai modszerekkel (Beer 2004).

Ezek a mechanizmusok lehetnek a szelekcio, mutacio, genetikai sodrodas €s a migracio.

Természetes szelekcié esetében a ,nagyobb ratermettséget biztositd” genotipus
oroklédik az utédokba, és terjed el a populacidban. A kedvezdtlen allélt 6rokitd egyed
kevésbé ratermett, és az az allél, amit 6 hordoz, idével eltlinik, mivel kevesebb utdédot fog
l1étrehozni az dllomanyban.

A muticié ritka esmény, 10°-10° alkalommal fordul el8 generacionként, igy az

allélgyakorisagot 1 generacié alatt nem valtoztatja meg, viszont az evolucio alapjat képezi. A

37



DOI: 10.14751/SZIE.2014.046

bekovetkezd mutacid 1étrehoz egy 1 allélt, ami a szelekcid, illetve a sodrodas segitségével
elterjed a populacioban, majd fixalodik.

A kis populaciokban tapasztalhatd véletlenszerii allélingadozast nevezziik genetikai
sodrodasnak, amit okozhat a mintavételi hiba. Az alacsony egyedszamnak koszonhetGen
eléfordulhat allélvesztés, amit egy 1) mutacio a késobbiekben potolhat. A genetikai sodrodas
specialis formdi az alapité hatds és a ,,palacknyak-hatds”. Az elébbi esetében kis 1étszami
egyed kivalik a populaciobdl, és uj helyre vandorol. Itt alapit 0j populacidt, amely
valoszinlileg nem hordozza az eredeti populacié genetikai valtozatossagat. Az utdbbi, azaz a
»palacknyak-hatds” esetében, valamely kiils0 hatdsra (pl. jégkorszak, vulkankitorés)
jelentésen lecsokken a populdcid mérete, és ezzel a genetikai valtozatossaga. A kiilonb6zd
allélek eltinésével eltiinnek a heterozigdta egyedek — azaz a polimorfizmus — az allomanybol,
¢s a homozigota allélek fixalddnak.

Migracion a ki- és bevandorlo egyedek altal kozvetitett genetikai informaciot értjik. Ez
akar megakadalyozhatja a populaciok genetikai differencialodasat.

A nem véletlenszerii parosodasnak sok formdja ismert, ezek koz¢ tartozik a
beltenyésztés. Ekkor kisméretli populdcidban kevés az ivarérett, szaporodasra képes egyedek
szama, igy rokon egyedek parosodnak. Okozhat fitneszcsokkenést, vagy negativ hatast
allélek dusuléasat, ami negativan befolyasolhatja a populéciot.

A populaciok genetikai variabilitasaval foglalkozé tanulméanyok egyik legérdekesebb
része a genetikai diverzitas (heterozigozitds). Milyen paraméterek tdjékoztatnak minket a
populacidk strukturajarol és torténetérdl akar evolicids l1éptékben? Az adott allomanyban
fellehetd allélok mennyisége €s milyensége.

Egy genetikai egyenstulyban 1évd populacioban véletlenszerli parosodas mellett, a
populaciod fele heterozigdta marad, a heterozigozitds maximalisan 0,5 értéket vehet fel (Rédei
1982). Ezzel ellentétes a beltenyésztés, ami jelentdsen csokkenti a genetikai variabilitas
szintjét, igy alacsony heterozigozitas értékeket tapasztalhatunk. Amennyiben nagyfoka a
beltenyésztettség, vagy hosszu idon keresztiil nincs vérfrissités, az hatassal van a populaciéra

(kiilonosen, ha az alacsony egyedszdmu).

2.6  Genetikai varibilitas szamitasa

A populacidgenetikai vizsgalatokhoz molekuldris markerek is jol hasznalhatoak
(Sunnucks 2000). Az allomany genetikai varibilitas vizsgalatdhoz sziikség van genetikai
markerekre, illetve azok alléljeinek meghatdrozdsara. Az adatok elemzésekor
megallapithatoak az allomanyra jellemzé allélek és azok gyakorisdga. Ezek alkalmazasaval

szamithatok ki azok a populdciot jellemzd adatok, amelyek kozvetleniil felhasznalhatok az
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allattenyésztéi nemesitd ¢és allomanyfenntart6 munkakban. A kiszdmitott €s mért
populacidgenetikai mérdszamok — mint a vart heterozigozitas (He) és a kapott heterozigozitasi
(Ho) érték — segitségével folyamatosan ellendrizhetd a populacié variabilitasanak valtozasa.
Az egyedi genotipus adatok ismeretében olyan célparositasok alakithatok ki, melyekkel
elérhetd a variabilitas fenntartasa, illetve novelése.

A vart heterozigozitasi (He) érték szamitasakor az allélfrekvenciak alapjan egy
feltételezett Hardy-Weinberg egyensulyban 1évé populacio esetén varhatd értéket kapjuk
eredményiil. A ténylegesen kapott heterozigozitasi (H,) érték pedig a vizsgalt populacidban
1évé hetrozigotak aranyat jelenti. A két érték viszonya alapjan jellemezhetd a vizsgalt
populacid genetikai egyensulytdl vald eltérésének megléte, és annak mértéke. Egy
populéciéra vonatkoztatva a beltenyésztettség fokardl ad jellemzést a fixacios index (Fis).
Szamitasa soran a vart heterozigozitasi értékbdl kivonjak a kapott heterozigozitasi értéket,
majd ezt a szamot elosztjak a vart heterozigozitasi értékkel. Ilyen esetben az értékek
felvehetnek + és - értéket is. Az Fis = pozitiv értékek esetében kevesebb heterozigota egyed
van az allomanyban, mint az az egyensuly esetén varhat6 volna, és ez a késébbiekben
beltenyésztettséghez vezethet. Az Fis = negativ érték ennek ellenkezdjére utal, azaz bizonyos
fokt génbevandorlast jelez.

A polimorfizmust, valtozatossagot jellemzé PIC érték (Polymorphism Information
Content), amelyet Botstein ¢és munkatarsai (1980) dolgoztak ki, a marker
informaciotartalmanak meghatarozasara hasznalhato.

A genetikai markerek alléljainak felhasznalasaval kiszamithaté az allomany egyedei

kozotti genetikai kiillonbség, majd ebbdl vizudlisan is megjelenithetd dendogram készithetd.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1 Felhasznalt anyagok

Az alabbiakban ismertetett kisérletek soran felhasznalt vegyszerek a REANAL, SIGMA
¢s SERVA cég termékei. Az alkalmazott enzimek a Promega, illetve a Fermentas cégektol
szarmaztak. Az ABI PRISM 310 Genetic Analyser gépet és az ezzel végzett kisérletekhez
hasznalt termékeket az Applied Biosystems (jelenleg Life Technologies Corporation)
forgalmazza.

Az ismert és sokat alkalmazott molekularis eljardsokat — mint enzimes emésztés,
kompetens sejt (1.125 fejezet) készités ¢és ezek transzformaldsa (8.35 fejezet),
baktériumkultardk szaporitdsa — a Sambrook és munkatarsai (1989) altal leirt protokollok

alapjan alkalmaztam.
3.2 Kisérletben szereplo allatok

3.2.1 Pulyka

A kisérletben szereplé pulykaallomanyt a Debreceni Egyetem Agrar- ¢és
Gazdalkodastudomanyok Centruma (DE AGTC) Allattenyésztési Tanszékének kisérleti telepe
tartja fenn. A telepen az 1980-as évektdl kezdve foglalkoznak éshonos, illetve réghonosult
baromfifajtak fenntartasaval. A bronzpulykabdl a telepen 11 vonalat tartanak fenn kiilon-
kiilon roptetokben. Egy-egy vonalat 3-4 bak és a hozzajuk tartozd tojok (3-4 tojo/bak)
alkotnak.

A tojok a sajat vonalukba keriilnek vissza ivaréréskor, a bakok pedig a kdvetkez6 vonalba (8.
abra).

A debreceni génrezerv bronzpulyka populacido 163 db egyede mellett még 6 db
vadpulyka mintat volt lehetéségem vizsgalni. Ezen vadpulyka egyedek a ’90-es években
keriiltek hazankba vadaszati céllal, a Nimrod Vadasztarsasag kozvetitésével az USA-bol, ahol
ez szintén egy vadaszott faj.

A dusitott mikroszatellit konyvtar létrehozasdhoz tiz, az orszag tobb Ostermeldjétdl

(ecsédi, piispokladanyi, szegedi) gylijtott bronzpulyka vérmintat hasznéltam fel.
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8. abra. Bronzpulyka. (A DE AGTC Allattenyésztési Kisérleti Telepén késziilt a foto.)

3.2.1.1  Pulyka térképezési populicio

egylttmiikodés keretében tortént. Az ehhez hasznalt populacié keresztezési sémajat a 9. abra
mutatja. A mikroszatellit mikddésének optimalizaldsat kovetden az 1) mikroszatellitekkel
vizsgaltam a sziil6i nemzedék (PO) genotipusat a rendelkezésiinkre 4116 DNS mintdkon. Ha a
sziilok koziil legalabb az egyik informativ marker genotipussal rendelkezett, akkor a markert a
térképezési populacion is genotipizaltak a Minnesota-i Egyetemen.

A térképezési allomanyt a kovetkezdképpen alakitottak ki: A 2000-es évek elején
kereszteztek egy mellhuistermeld képesség tekintetében kivald vonalat egy szokatlanul magas
utddszdmot add — azaz nagy szaporodoképességli — vonallal. Itt 16 tojohoz egy pulykabak
tartozott. Az F1 generacioban 5 F1 bakhoz 12-12, nem rokon tojot parositottak, igy kaptak
meg az F2 allomanyt. Miutan kizartdk a problémas egyedeket (elhullasok, nem fertilis
egyedek), a legmagasabb F2 utddszammal rendelkez6 csaladokat valasztottak ki a
térképezéshez. Négy F1 tojo (D1042, D1044, D1049, D1057) és 2 F1 bak pulyka (D7491,
D3804) kombinalt szaporodasabol kapott 206 F2 utod alkotta a térképezési populacidé négy
csaladjat (valamennyi egyed rokonsagi kapcsolatban all két nagyapaval (P: C6013, C6014) a

keresztezési kombinaciok megvalasztasa kovetkeztében) (Reed et al. 20033, b).
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erer

9. abra. A Minnesota-i Egyetem pulyka térképezési populaciéjanak
felépitése. A P generacio sziiloi egyedeinek genotipusat vizsgéltam az 0j izolalast
mikroszatellitek tesztelésekor (Reed et al. 2003a nyoman). A nagysziil6i (P) és
elsd utod (F1) nemzedék esetén a tojokat jelzd korokben €s a bakokat jelz6
négyzetekben a kivalasztott egyedek azonositd szama lathato. Az F2 generacid
esetén a csaladonkénti és ivaronkénti egyedszamok vannak feltiintetve. A
kiilonb6z6 vonalak az egyes csaladok szarmazasanak, alapitdinak konnyebb
kovethetdségét szolgaljak.
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3.2.2 Lud

Az adaptalt mikroszatellitekkel végzett populdciogenetikai vizsgalatok soran (lasd
késdbb) a DE AGTC Allattenyésztési Tanszékének kisérleti telepén fenntartott génrezerv

fodros tollu ludpopulacié (10. abra) 132 egyedétdl szarmazo vérmintakat hasznaltam.

Ae.

73 :
10. abra. Fodros tolla lad. (4 HiGK godolloi telepén késziilt a fotd.)

A mikroszatellitek izolalasa és jellemzése soran 6sszesen 10 db, hazai allomanyokbol

szdrmazo6 magyar 1adbol (4 db) és Gourmaud hibridekbdl (6 db) vett mintdkkal dolgoztam.

3.3 Mintagyiijtés modszere

A mintak eléallitasahoz a kisérletekben szereplé valamennyi egyedt6l azonos modon
gyljtottem vért, a telepi allatorvos €s az ott dolgozok segitségével. Ezzel egyidében a pulykék
¢s ludak egyedi jelzést (szarnykrotalia) kaptak a késObbi pontos azonositas érdekében. A
mintakat alvadasgatlot (0,056 M trinatrium-citrat és 0,086 M NaCl) tartalmazo, egyedi
jelzéssel ellatott Falcon-csovekbe gytijtdttem. Egyedenként 5-15 ml vért vettem, és hiitve
szallitottam a Mezd6gazdasagi Biotechnologiai Kutatokozpontba, ahol a tovabbi feldolgozasig

-20 °C-on taroltam a mintakat.
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3.4 DNS izolalas, mindsités és tarolas

3.4.1 DNS izolalas sés-kicsapasos médszerrel — genotipus meghatarozashoz

A DNS preparalasat a Miller és munkatarsai altal kifejlesztett sos-kicsapasos modszer
egy modositott valtozataval végeztem (Miller et al. 1988).

Az izolalas soran 30 ul vérhez 1200 ul A-puffert (0,01 M Tris-HCI, 0,01 M EDTA
(pH.7,5)) adtam. A mintakat 10 percig szobahdmérsékleten allni hagytam, kézben tobbszor
atforgattam, majd 3 percig centrifugdltam 13000/min fordulaton. Ezutan a csapadékrol a
feliiluszot leszivtam, majd a pellethez hozzamértem 300 ul A-puffert, és megismételtem a
centrifugalast jabb 10 perces allas utan. A feliilusz6 ismételt eltavolitasa utdn a cso aljan
maradt tiledékhez hozzamértem 450 pl NLS oldatot (0,1 M Tris, 0,065 M KCIl, 0,065 M
MgCl,, 0,065 M NacCl, 0,025 M EDTA (pH. 7,5), deszt. H,O) és 14 ul 20%-0s SDS-t, majd
alaposan felszuszpendaltam. Hozzaadtam 2 pl Proteinase K enzimet (Fermentas) (8 mg/ml),
masfél oran 4t 55 °C-on rdzatva inkubaltam, majd szobahdmérsékletre hiitottem a mintakat.
Az oldathoz 30 pl 7,5 M ammoénium-acetatot és 300 pul 5 M NaCl-t adtam, majd
Osszekevertem. Ezutan 4 °C-ra hiitott centrifugdban 30 percig 13000/min fordulaton
centrifugaltam. Uj Eppendorf csébe 400 pl izopropanolt adagoltam, majd hozzamértem a
feliilaszot, és 10 percig szobahdmérsékleten inkubaltam, mikdzben tobbszor Ovatosan
atforgattam. Ezutan a kicsapott DNS-t 3 percig 13000/min fordulaton centrifugélassal a csé
aljara gyQjtottem. A felilluszot Ovatosan leszivtam a pelletrél, 300 ul 70 %-o0s etanollal
atmostam, ¢és 3 percig 13000/min fordulaton centrifugaltam. A mintékat a feliilisz6 leszivasa
utan 15 percig szaritottam steril fiilke alatt. Szaritds utdn a pelletekre mértem 100 pl TE
puffert (0,01 M Tris-HCI, 0,001 M EDTA (pH. 7,5)), és 1 6ran at 60 °C-os vizfiirdében

inkubaltam, majd szobahdmérsekletiire hiitdttem, és a tovabbiakban 4 °C-on taroltam Oket.

3.4.2 DNS izolalas fenol-kloroformos médszerrel — konyvtar készitéshez

Egy éjszakas razatas mellett 55 °C-on emésztettem a vérmintakat kétszeres térfogata
SET pufferben (10 mM Tris-HCI, 50 mM EDTA, 200 mM NacCl, 0,5% SDS. (pH. 7,8)), 1
ng/ml Proteinase K enzim (Fermentas) hozzdadasaval. A szennyezd fehérjék eltavolitasahoz
fenol-kloroformos moédszert alkalmaztam (Blin és Stafford, 1976). A DNS-t kicsaptam -20
°C-ra hiitott etanollal, majd ezt kovetéen a DNS mosdsat szobahdmérsékletli, 70%-0s

etanollal végeztem. A szaritast kdvetden a nukleinsavat TE pufferben oldottam fel.
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3.4.3 DNS mintiak minésitése és tarolasa

A DNS tisztasagat és mennyiségét fotometrids eljardssal mértem 280 ¢és 260 nm
hullamhosszon. J6 mindsitést azok a mintdk kaptak, melyek minimum 0,05 pg/ul
toménységliek 1,8-2 tisztasdg mellett (260/280 nm). A nem megfeleld mindségli mintakat ujra
tisztitottam.

A megfeleld mindségii mintakat (1,8-2,0 tisztasag, és 0,05 pg/ul-nél magasabb koncentracid)
egységesen 0,05 png/ul koncentracidra higitottam, €s a PCR reakciokban kozvetleniil ezeket

haszndltam. A tovabbiakban mind a tdmény, mind a higitott DNS mintékat +5 °C-on taroltam.

3.5 Agaroz gélelektroforézis

A mikroszatellit termékek detektalasa agaroz gélelektroforézissel (1,5%-os, 0,5 pg/ml
etidium-bromidot tartalmazé agarozgél (SeaKem LE Agarose - Cambrex)) tortént. Ennek
soran az elvalasztashoz 1 x TBE puffert (10 x TBE puffer: Tris: 108,0 g/l, Borsav: 55,0 g/I,
0,5 M EDTA (pH.8,0)): 40,0 ml/) hasznaltam.

A mintak el6készitésekor a reakcioelegyhez 1/5 térfogatnyi TBE stop puffert (3 x TBE,
20 mM EDTA, 50% glicerol, 0,25% brémfenolkék) adtam. A fragmentek méretének
pontosabb meghatarozdsdhoz Pstl enzimmel emésztett A fag DNS-t hasznaltam molekulasuly

markernek (11. abra).

11. abra. A Pstl enzimmel emésztett A fag (Roche).

46



DOI: 10.14751/SZIE.2014.046

3.6 Tyuk mikroszatellitek adaptacidja pulyka és lud allomanyok

vizsgalatahoz

3.6.1 Az adaptalt mikroszatellitek kimutatasanak optimalizalasa

A pulyka mikroszatellit adaptalashoz Reed ¢€s munkatarsai 2000-es cikke alapjan
valasztottam ki 56 db fluoreszcensen jelolt tytk mikroszatellitet. Ezeknek a
mikroszatelliteknek a legfobb jellemzoit a mellékletek 1. tablazata foglalja Gssze.

A kivalasztott mikroszatellitek optimalis PCR amplifikaciés koriilményeire vonatkozo
irodalmi adatok is igen eltéréek voltak. Ezért az altalam hasznalt PCR reakcio un. ,,touch
down” PCR volt (Don et al. 1991), melyet arra dolgoztak ki, hogy eltérd feltapadasi
hémérsékletii primerekkel amplifikaljanak DNS fragmenteket, és csokkentsék az altermékek
képzddésének lehetdségét. A reakcid magas feltapadasi hdmérsékletrdl indult (65 °C, 63 °C
ill. 61 °C), amelyet ciklusonkét meghatarozott iitemben (0,7 °C ciklusonként) csokkentettem,
hogy csak specifikus szekvenciakrol torténjen atiras. Ezzel csokkentve a ,,mispriming”, azaz a
hibas DNS szintézis lehetoségét.

A triplex reakcidk kialakitdsa miatt sziikség volt arra, hogy meghatidrozzam a ,,touch
down” PCR-ek miikodésének idealis koriilményeit. Ennek soran optimalizaltam a
hémérsékleti koriilményeket, keresve azt a tartomdnyt, melyen a primerek optimalisan
miikddnek. Ugyancsak vizsgaltam, hogy melyik az a primer és MgCl,. koncentracio, amelynél
a PCR reakcioban felsokszorozott DNS fragment a legnagyobb mennyiségben képzddik.

A mikroszatellit kimutatds optimalizaldsit harom ,touch down” hdmérsékleti
tartoméanyon végeztem, ezek: 65-55 °C, 63-53 °C és 61-51 °C. Az altalam hasznalt
mikroszatelliteknél végiil a 61-51 °C és a 63-53 °C ,touch down” PCR program bizonyult a
legalkalmasabbnak. A primerek mennyiségét 200-300 nM, mig a Mg®*-ion koncentraciojat
1,5-3 uM kozott valtoztattam, keresve az optimalis értékeket.

PCR reakcioelegy (10 ul végtérfogatban): 50 ng DNS templat, 200-300 nM primer, 2
ug/ml BSA (Promega), 1,5-3 mM MgCl;, 0,80 mM dNTP (Promega), 0,05 U/ul Taq
polimeraz (Promega), 10x PCR Puffer (Promega), MQ vizzel kiegészitve 10 ul végsd
térfogatra.

A PCR-t PTC-200 (MJ Research) géppel végeztem. A ,touch down” reakcié
hémérsékleti profilja a kovetkezé volt: A 4 perces, amplifikaciot megel6z6 denaturacio 95
°C-on. Ezt a 10-szer ismétl6dd ,,touch down” ciklus kovette: 30 mésodperces denaturéacio
95 °C-on, majd 30 masodperces 65 °C/63 °C/61 °C-rol induld, ciklusonként 0,7 °C-ot
csokkend feltapadasi (annealing) homérseklet, végiil 45 masodpercig tartd lanchosszabbités

kovetkezett 72 °C-on. Ezt a PCR 25 ciklusbol all6 masodik része kovette, amelyben
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valtozatlan feltapadasi homérsékleten sokszorositottam a fragmenteket, azaz: 30 masodperces
denaturacio 95 °C-on, majd 30 masodperces 55/ 53/ 51 °C primer feltapadasi hdmérséklet és
72 °C-os 45 masodpercig tartd lanchosszabbitds. A reakciot 5 perces, 72 °C-on torténd végso

lanchosszabbitas zarta.

3.6.2 Mikroszatellitek kimutatasa ABI PRISM 310 Genetic Analyzeren

A mikroszatellt allélok bazispar pontossagli méretmeghatarozasat minden esetben
fluoreszcens kapillaris gélelektroforézis (ABI PRISM 310 Genetikai Analizator) segitségével
végeztem. A kapillaris gélelektroforézis soran az elvalasztas egy 36 cm hosszi, 50 um
atmér6ji kapillarisban torténik, mely folyékony polimerrel (POP4 — Performance Optimized
Polymer) van t6ltve. A primerhez kotott fluoreszceens festéket (6-FAM, TET, HEX, TAMRA)
lézerfény gerjeszti a kapillaris egy adott pontjan, az ennek hatisara bekovetkezd, eltérd
hulldmhosszl emisszidkat méri és elemzi a gép €s a hozza kapcsolt szamitogép. Az emissziot
egy féligateresztd tiikkdr rendszer szliri meg, igy csak az 520-650 nm hulldmhossz-
tartomanyban torténik az adatgyljtés. A termékek hosszat és intenzitdsat egy standardhoz
(GS500-TAMRA, Applied Biosystems) viszonyitva értékeli a késziilék. Az elsddleges adatok
tovabbi feldolgozasa soran Genotyper (12. abra) és GeneMapper® Software v4.1 szoftvereket

hasznaltam, amelyek Ilehetévé teszik az egyedi adatok ,félautomata” Osszehasonlitd
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12. abra. Egy FAM és egy TET fluoreszcens festékkel jelolt mikroszatellit
futasképe. Az abran harom, illetve négy egyed FAM festékkel jelolt ADL0292,
¢s TET festékkel jelolt ADL0147 mikroszatellitek vizsgalatanak kapillaris
gélelektroforetikus képe lathatdo, ABI PRISM 310 Genetic Analyzer-es elemzés
utan. Az abrak felso részén lathato skala a 120-137 bp, illetve a 210-232 bp
mérettartomanyt jeloli. A féfragmentek mérete a csticsok alatti kockékban lathato.
A vizsgalataim soran az igy kapott adtokbdl szamitottam ki az allomanyt jellemz6
heterozigozitasi értékeket.
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3.6.3 Multiplex kimutatas az ABI PRISM 310 késziiléken

Az ABI PRISM kapillaris gélelektroforézis berendezés ebben a vizsgalatban hasznalt
applikacidja denaturald koriilmények kozott, Korilbelil a 0-500 bp mérettartomanyban
valasztotta el és mutatta ki a DNS fragmenteket. Ebbe a mérettartomanyba az 0Osszes
mikroszatellit féterméke beleillett. A legrovidebb ~70-80 bp-os, mig a leghosszabb ~340-350
bp-os terméket eredményezett. Megoldhatéd volt az, hogy egy elvalasztas alatt tobb, azonos
festékkel jelolt 10kuszt is kimutassak akkor, ha azok méretben megfelel6en elkiilonithetéek
voltak. Igy az elektroforézist igy végeztem, hogy legaldbb 3-3 mikroszatellitet, eltérd szinii
jeloléssel amplifikald multiplex reakciot osszekevertem, és azokat egyiitt valasztottam el. A
mikroszatellit szettek Osszeallitasdhoz a varhaté termék méretét irodalmi adatok alapjan
becsiiltem, majd az 4llomany 4&ltal hordozott allélek méretét eldzetes kisérletekben
(véletlenszertien valasztott 10 db egyeden) allapitottam meg. Ezzel a modszerrel egyszerre
akar nyolc mikroszatellit 1okuszt tudtam kimutatni (13. abra). Ez jelent6sen csokkentette a

futtatasi koltségeket €s az analizishez sziikséges 1d6t.

100b 200b 300b
FAM I | I
TET | | | [
HEX | | | 1
TAMRA 11 I 1 i I 11 11

13. abra. Mikroszatellit csoportok. A kiilonb6z6 mikroszatelliteknek megfeleld
termékek nem azonos méretiiek, hanem egymastol egyértelmiien elkiilonithetd
mérettartomanyba esnek. A kiilonb6z6 szinek a kiilonbozd fluoreszceens jelolést

mutatjak, amelyek eltéré hullamhosszon detektalhatoak. Igy lathato, hogy azonos

idében tobb mikroszatellit mutathato ki.

3.7 A genotipus adatok populaciégenetikai jellemzése

A mikroszatellit elemzésbdl kapott genotipus adatokat tabldzatokba Osszesitettem
(mellékletek 7. és 12. tablazat), illetve ezekbdl szamitottam ki az egyes populaciokat jellemzo
mérdszamokat: a vart heterozigozitast (expected heterozygosity - He¢) ¢és a valds
heterozigozitast (observed heterozygosity - H,) allomanyokra ¢és l0kuszokra is, hogy
informaciot nyerjek azok heterogenitasarol. Vizsgaltam a populacioban detektalt allélek
szamat, az allélek frekvenciajat (p;), a polimorfizmus informacio tartalmat (PIC) és az

egyedek kozotti genetikai tadvolsdgot (Da). Az adatok elemzését a Populations ¢és a
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Microsatellite Toolkit (Park 2001) nevii programok hasznalataval készitettem el. A
heterozigozitas értékek kozotti eltérés szignifikancia szintjét Markov lanc modszerrel (Guo és
Thompson, 1992) hataroztam meg ARLEQUIN 3.5 program segitségével (Excoffier és
Schneider 2005).

A szamitogépes szoftver a heterozigozitas értékeket a kovetkezd Nei (1987) képletek
alapjan szamolja:

Vart heterozigozitas (He) 1 l10kuszra szamitva.
£ 2
He = 1 - sz
i=1

Vart heterozigozitas (He) tobb l6kusz eredményét figyelembe véve:

1 m k 5
He = 1 - zzpz 1
m - i=1
Pi: az allélek frekvencidja,
m: a lokuszok szama,

k: a 10kuszon talalhat6 allélek szama.

A fixacios index, ami a vart és a kapott heterozigozitasi érték kiilonbsége osztva a vart
heterozigozitési értékkel:
f — H e H o
H

A polimorfizmust, valtozatossagot jellemz6 PIC (Polymorphism Information Content)
értéket Botstein ¢s munkatarsai (1980) alapjan kidolgozott képlet alkalmazasaval szdmitottam
ki:

n k=1 k
PIC=1 —(Z P, j - Z} lepf p;
i= i=1 j=i+

ahol p; az i-edik allél gyakorisaga, pj pedig az i+1-edik allél gyakorisaga

A genetikai tavolsagok (kiilonbségek) szamitasat a Populations szoftver segitségével
végeztem (Langella 2002, 2011).
Az egyedek kozotti genetikai kiilonbség (genetic dissimilarity) szdmitdsdhoz Takezak

¢s Nei (1996) ajanléasa szerint a Nei ¢és munkatarsai (1983) altal leirt Da modszert hasznéaltam.
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Az egyedek kozotti genetikai kiilonbség szamitasanak képlete:
18
Dy =1=22.2 %Yy

A dendogram szerkesztéséhez sziikség volt a kovetkezd jellemzOk ismeretére: a
l6kuszok frekvencidja (Xij és Yij) a populacioban, az allélek szama (m) az adott 16kuszon (j)
¢s a vizsgalt 10kuszok szdma (r). Ezen értékek szamitasat Populations programmal végeztem
(Langella 2011). Az adatok alapjan a genotipus adatokat UMPGA programmal elemeztem,
hogy az egyedi genetikai tadvolsdgok vizualisan is megjelenithetdek legyenek. A dendogramot

a Treeview szoftver segitségével tettem lathatova (Nei et al. 1983, Page 1996).
3.8 Ismétlodésekben dusitott konyvtar létrehozasa

3.8.1 A DNS feldarabolasa endonukleaz enzimekkel, és az adapter hozzakapcsolasa

A Glenn és Schable altal (2005) leirt médon végeztem a mikroszatellit szekvencidkban
dusitott konyvtar elkészitését (15. abra). Harom, heterogametikus ivari kromoszomaval
rendelkez6 pulyka (t0jo) kevert genomi DNS mintaibol készitettem a konyvtarakat, amelyhez
fenol-kloroformos moddszert alkalmaztam (Blin és Stafford 1976). A két konyvtar
l1étrehozasahoz a harom egyed fenol-kloroformos modszerrel tisztitott DNS-eib6l 20-20-20
ug-ot kevertem Ossze, majd egyik esetben Rsal (Fermentas), mig a masik esetben Haelll
(Fermentas) enzimmel emésztettem 30 pg kevert DNS-t.

Az emésztéseket 25ul-es végtérfogatban végeztem.

1.) Rsal enzimes emésztés: 30 ug kevert DNS, az enzim miikodéséhez sziikséges 1xB puffer
(Fermentas), 2,5 ug BSA, 10 U Rsal (Fermentas).

2.) Haelll enzimes emésztés: 30 pg kevert DNS, az enzim miikodéséhez sziikséges 1xR
puffer (Fermentas), 2,5 ug BSA, 10 U BsuRI (Haelll) (Fermentas).

A mintakat egy éjszakan keresztiil 37 °C-on inkubaltam, majd az enzimek miikodését
hédenaturacidval inaktivaltam, ez az Rsal esetében 65 °C-os, mig a BsuRI-nél (Haelll) pedig
80 °C-os 20 perces inkubaciot jelentett. Az emésztés hatékonysagat 1% agar6z
gélelektroforézissel ellendriztem, melynek eredményéiill nem elkiiloniil6 DNS darabok
halmazat (smeart) kaptam, amelyben a DNS jelentds része az 500 bp koriili tartomanyba esett.
Az elektroforézist kovetden a gélbdl kivagtam a 200-1000 bazis mérettartomanyu fragment
halmazt, majd Sambrook és munkatarsainak (1989) moddszerével, vagy QIAquick Gel

Extraction Kit-tel (Qiagen) nyertem vissza a DNS fragmenteket az agarozgélbdl. Ezek az
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izolalt fragmentek szolgaltak alapul a tovabbi Iépéseknél.

A konyvtarkészités kovetkezd 1épéseként egy sajat tervezésii adaptert ligdltam az
izolalt fragmentek végeihez (14. abra).

A duplaszalu adapter elkészitéséhez a két, egymdassal homolog szekvencidju
oligonukleotidot azonos mennyiségben (20-20 puM) kevertem 06ssze 100 mM-o0s NaCl
oldatban. Ezt kdvetden ezt a mixet PTC-200 (MJ Research) PCR gépben eldszor 95 °C-ra

melegitettem, majd lassan (1 °C/sec) szobahdmérsékletiire hiitottem.

5' AGGTACCAGCCATATGGGCAGCATGC 3

3 TTTAGGTACCAGCCATATGGGCAGCATGC 5

14. abra. Osszekapcsolodas utan a kétszali linker abraja. A KBB1 Forw és Rev

elnevezési szekvencidk alkalmazasaval 1étrehozott kétszalu linker.

Ezutdn ezt a duplaszalu linkert ligéltam az emésztett fragmentekhez. A ligalasi
reakcidhoz 0,7 uM duplaszalu linkert, 1x ligdz puffert (Fermentas), 800 U T4 DNS ligazt
(Fermentas) és az emésztett DNS mixb6l 800 ng-nyit mértem Gssze, majd az elegyet egy
¢jszakan keresztiil inkubaltam 16 °C-on.

A linker ligalas eredményességét egy a linker szekvenciara tapadd primer
segitségével, PCR-el ellendriztem. A PCR 0sszetétele a kovetkezd volt: 1xPCR Puffer, 2 mM
MgCl;, 320 nM dNTP, 1 U Taq polimeraz (Promega), 250 nM primer, 25ul-es
végtérfogatban. DNS templatként 0,5 pl ligdtumot hasznaltam. A PCR reakcié hdmérsékleti
profilja a kovetkezd volt: 95 °C, 1 perc elédenaturaciot kovetden 41-szer ismétlodo ciklusban;
95 °C, 30 masodperces denaturacio, majd 30 masodperces 56 °C primer feltapadasi
hémeérséklet és 72 °C-os 150 masodpercig tartd lanchosszabbitis. A reakciot 5 perc, 72 °C
veégsO lanchosszabitas zarta. A PCR reakcio sikerességét 1% -os agardz (SeaKem LE Agarose
- Cambrex) gélelektroforézissel ellendériztem, melynek eredményéiil ismét smeart kaptam,

amelyben a kapott termék jelentds része ismét az 500 bp kortili tartomanyra koncentralodott.

3.8.2 Ismétlgdést tartalmazé DNS fragmetek disitasa és konyvtarak készitése
A linker-ligalt fragmentek koziil egy dusitasi folyamattal valogattam ki a
mikroszatellit tipustt ismétlédéseket tartalmazd fragmenteket Glenn és Schable (2005)

protokoljanak modositott valtozataval. Ehhez egy 0,2 ml-es reakciocsébe (Axygen)

osszemértem 1xHyb oldatot (0,9 M NaCl, 0,09 M natrium-citrat, 0,1% SDS (pH. 7.0)), 1uM
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biotinnal jelolt (CA)1g-probat, 10ug izolalt fragmentet, amelynek a végére az el6z6 1épésben
linkert ligaltam, majd az elegyet desztillalt vizzel kiegészitettem 50 pl-re.

Ezt kovetdéen a DNS-proba elegyet PCR késziilékben (PTC-200; MJ Research) egy
specidlis PCR program hasznalataval hibridizaltattam. Ennek a homérsékleti 1épései a
kovetkezbek voltak: 95 °C-os, 5 perces denaturaciot kovette egy gyors hiités 70 °C-ra, viszont
ezutan csak 0,2 °C-ot csokkent a hdmérséklet 5 masodpercenként addig, amig elérte az 50 °C-
ot. Ezen a hémérsékleten tartotta 10 percig, majd elkezdte lassan hiteni; 5 masodpercenként
0,5 °C-kal csokkentve a hémérsékletet, amig el nem érte a 40 °C-ot. Ezutan gyorsan 15 °C-ra

hiitétte.

Emésztés Rsal, illetve E H'b"d.'ez%‘lzt'?gx;tmnal‘
Haelll enzimmel E JEI0™ (S
— ismeétlodest
B _ tartalmazo prébaval
300-1000 bp hossz sziirése E

ligalasa

A biotin-sztreptavidin komplexek

kivonasa magnessel, majd a
repeatet tartalmazoé fragmentek

} ll } g?gﬁ? ll } { visszanyerése

\ 1 [GTGTGTGT ||
‘ CAGACA
biotin /

Ligalas pGEM-T Easy majd g

transzformacio (XL1Blue) kompetens sejtekbe -
sztreptavidin

Az adapterre tapado primerekkel kapott PCR termék

magneses
gyongy

15. abra. A dusitott konyvtar létrehozasanak lépései. A kevert DNS emzimes
emésztését (Rsal ill. HaellI) és az 500-1200 bazis mérttartomanyu fragmentek
kisziirését kovetden a fragmentekre adapterszekvencidkat ligaltam. Ezt kvetden
biotinnal jeldlt sztreptividines gyonggyel kivalasztottam az ismétlddést tartalmazo
szekvenciakat, és PCR-t alkalmazva kétszaltiva akakitottam 6ket. Ezutan pPGEM
T-Easy vektorba ligaltam, majd megallapitottam a szekvenciajukat.

A kovetkezd 1épésben a biotinnal jelolt oligokat és a hozzdjuk hibridizalt DNS
molekulékat sztreptavidinnel boritott magneses gyongyok (MagneSphere, Promega) feliiletére
kotottem. Ehhez a gyongyoket kétszer ismételt TE (10 mM Tris (pH 8), 2 mM EDTA) mosast
kovetden, szintén kétszer mostam 1xHyb oldattal, és végiil 150 pl 1xHyb oldatban
szuszpendaltam.

Ebbe az oldatba mértem bele az elkésziilt DNS-proba elegyet, és vizszintes

razdgépben, szobahdmérsékleten 30 percig inkubaltam. Ezt kovetden a szuszpenzidt magnes

53



DOI: 10.14751/SZIE.2014.046

mellé helyeztem, és a csé faldhoz tapadd komplexszel (magnesezheté gyongy — biotinilalt
proba - linker ligalt DNS fragment) dolgoztam tovabb. A kialakult komplexet két alkalommal
mosopuffer (Washing bufferl: 0,3 M NaCl, 0,03 M Na-citrat (pH 7.0), 0,1% SDS) oldattal
mostam. Ezt koOvetéen ujabb két alkalommal mostam a komplexet, ezhttal higabb
mosopufferrel (Washing buffer2: 0,15 M NaCl, 0.015 M natrium-citrat (pH 7.0), 0,1% SDS).
A mosasok kozben ovatos keveréssel homogén szuszpenziodt hoztam létre, majd magnessel
kiilonitettem el a komplexet. Az ismétlodést tartalmazd egyszalu fragmenteket ezt kdvetéen
denaturalas (92 °C-on) kozbeni desztillalt vizes lemosassal nyertem vissza.

Az egyszalu fragmenteket az adapterre tapadd primer segitségével kétszaliva
alakitottam. A PCR 0Osszetétele és a reakciokorilmények azonosak a linker ligalas
eredményességét ellenérz6 PCR-nél (lasd kordbban) alkalmazottakkal. A  dusités
eredményességét 1%-os agardz gélelektroforézissel ellendriztem. A PCR alkalmazasaval
kétszaluva alakitott fragmenttomeget pPGEM-T Easy (Promega) vektorba (16. abra) ligaltam a
gyartd cég javasolt protokollja szerint, majd XL1 BLUE (Agilent) kompetens Escherichia
coli sejtekbe tanszformaltam a Sambrook és munkatarsai (1989) - 15.14 fejezet- altal

kidolgozott protokoll szerint.

pGEM°-T Easy Inszert
Vector beépulésenek

(3015bp) helye

16. abra. A pGEM-T Easy vektor képe és f6bb jellemzéi (Promega). Amp':
ampicilin rezisztenciaért felelds gén; ori: nyitott leolvasasi keret (replikacios
orig0); lacZ: B-galaktozidaz gén; M13F és M13R: szekvenal6 primerek
feltapadasi helye.

Az itt leirt metodussal teljesen azonos modon végeztem a CA-ismétlddésekre dusitott

lud genomi kdnyvtarak 1étrehozésat is.
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3.8.3 A konyvtarak sziirése

A konyvtarban talalhatd baktériumkolonidk nem mindegyike hordoz inszerttartalmua vektort.
Ezek kiszlirésére kék-fehér szelekciot alkalmaztam, amelyet sok mas vektorhoz hasonléan, az
altalam hasznalt pPGEM-T Easy vektor is lehetévé tesz. A szelekcidhoz a sejteket szelektiv LA
taptalajra (400 ml LB taptalaj, 1% agar, 29/l Ampicillin, 509/l IPTG, 25g/l X-gal)
szélesztettem. Az inszertet nem tartalmazo klonok kékre szinez6dtek (Sambrook et al., 1989. -
16.37 fejezet-), mig az inszerttarlamu klonok olyan vektort hordoznak, amelyben a beépiilés
miikodésképtelenné teszi a lacZ gént, igy a telep fehér marad.

Az inszertet tartalmazé klonok koziil tovabbi két PCR reakcido (Kolonia és PIMA)
segitségével sziirtem ki a tal kicsi inszertet tartalmazo és a CA-ismétlédé szekvenciat nem

tartalmazé klonokat (Lunt et. al. 1999).

3.8.3.1 Koldnia PCR

A pGEM-T Easy plazmidrél M13 forward, M13 reverse primerekkel indulé kolonia
PCR-rel a plazmidba épiilt inszert nagysagat ellendriztem. A tovabbi vizsgalatokra azokat a
telepeket valasztottam ki, amelyekr6l az 500-1200 bp tartomanyba esé fragment
amplifikalodott.

Kolonia PCR reakcioelegy (25 ul végtérfogatban): templat-tesztelt kolonia bemosva,
500 nM primer (M13 forward és reverse), 1,5mM MgCl,, 200-200 uM dNTP, 0,05 U/ul Taq
DNS Polimeraz (Fermentas), 1x Taq puffer (Fermentas), steril MQ vizzel kiegészitve a

végtérfogatra.

A kolénia PCR programja:

Az elsd részben 3 cikluson keresztiil 95 °C-os 2 perces denaturalds utan 45 °C-0s 1
perces lancinditoszekvencia (primer) feltapadas, végiil 72 °C-os 75 masodperces lanc-
hosszabbitas kovetkezett. Ezutan jott a 41-szer ismétlddé masodik szakasz, ahol 95 °C-os 30
masodperces denaturalas utan 45 °C-os 30 masodperces primer feltapadas jott, amit egy 72
°C-os 75 masodperces lanchosszabbitas kovetett. A reakcidsort 72 °C-08 5 perces
lanchosszabbités zarta.

A kapott PCR termékek méretét 2%-os agar6z gélelektoforézissel (SeaKem LE Agarose

- Cambrex) ellenériztem.

3.8.3.2 PIMA mddszer

Az 500-1200 bp hosszusagu inszertet tartalmazd kolonidk koziil a CA-ismétlddést

hordozok kivalogatasara PIMA modszert hasznaltam. Ennél az el6z0 fejezetben szerepléo M13
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forward és M13 reverse primerek mellett még egy CA primert alkalmaztam, amelynek
szekvencidja: (AC)sDN. Ez a primer a fragmentben meglevd ismétlddésre tapad ki, igy két
fragmentet kaptam eredménytil az ismétlodést tartalmazoé klénokrél. Az M13 F, R primerrel
kapott terméknek (500-1200 bazis), valamint a CA primer, és valamelyik M13-as primer altal
sokszorozott kisebb terméknek (200-1000 bp) is meg kellett jelennie a reakcioban. A PIMA
reakcioelegy Osszetétele a kKolonia PCR elegynél leirt Gsszetételii, kiegészitve 4% DMSO-val.
A PCR program megegyezik a kolonia PCR programjaval. A PCR termékek méretét szintén

2%-o0s agaroz gélelektoforézissel (SeaKem LE Agarose - Cambrex) ellendriztem.

3.8.4 Szekvencia meghatirozas

A két fragmentet ado klonok esetében meghataroztam az inszertek szekvencidjat. Ezt
ABI310 Genetic Analyser gépen (Applied Biosystems), Big Dye Terminator 3.1 kit
alkalmazasaval végeztem, a gyartd ajanldsai szerint. Az igy kivalogatott klonok esetén a
mikroszatellit szekvencia melletti hatdrold régié mérete altaldban megfelelden hosszu a

mikroszatellit analizisre alkalmas specifikus primerek tervezéséhez.

3.8.5 Primer tervezés

Az ABI PRISM 310 Genetic Analyserrel (Applied Biosystems) torténd szekvencia
meghatdrozas utdn, a megfeleld méretli mikroszatellitet tartalmaz6 fragmentekre Oligo
Explorer programmal terveztem specifikus primereket. Erre csak akkor volt lehetdség, ha az
ismétlédést hatarold szekvenciarész elég hosszl volt, és ez lehetdvé tette egy 18-25 bazis
hossziisagu primer tervezését.

A primertervezés kiemelt szempontjai a kovetkezok voltak:

- az ismétlddések szama legyen tobb mint 6,

- a felsokszorozott fragment varhatdo mérete 100-400 bp nagysagu legyen,

- a tervezett primer optimalis miikddési hdmérséklete, az olvadas pontja 55-58 °C kozé

essen.

3.8.6 Uj mikroszatellitek és kimutatasuk optimalizilisa

Az 1) mikroszatellitek mitkodését optimalizalni kell. Ennek elsé 1épéseként Oligo
Analyser program segitségével ellendriztem a primerek optimalis miikddési hdmérsékletét
(Tm), és beallitottam a reakcioban hasznalt MgCl, koncentracidt, majd a PCR homérsékleti
profiljat hataroztam meg.

A PCR reakcidkat Applied Biosystems 9700 tipusu késziilékkel végeztem el az alabbi

kondiciok mellett:
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1) PCR elegy Osszetétele: 1,5 mM MgCl, (Roche) 2 mM dNTP (Roche), 0,2 U
Tagpolimeraz (Roche), 720 nM forward és reverz primer, 2000 ng BSA, 2 ng DNS.

2) PCR hoémérsékleti koriilményei a kovetkezdek voltak: a 6 perces, amplifikaciot
megel6zd denaturacio 94 °C-on. Ezt egy 10-szer ismétlodo, és ciklusonént csokkend rész
kovette: 94 °C-on 30 masodperces denaturacié, majd 63-56 °C, illetve 60-53 °C 30
masodreces feltapadasi (annealing) hémérséklet, ami 30 masodperces, végiil 45 masodpercig
tartd lanchosszabbitas kovetkezett72 °C-on. Ezt a PCR 30 ciklusbol 4ll6 masodik része
kovette, amelyben valtozatlan feltapadasi hémérsékleten sokszorositottam a fragmenteket,
azaz: 30 masodperces denaturacio 94 °C-on, majd 30 masodperces 56 °C vagy 53 °C-0s
primer feltapadasi hémérsékleten, és 72 °C-os 45 masodpercig tartd lanchosszabbitas

kovetett. A reakciot 5 perces, 72 °C-on torténd végso lanchosszabbitas zarta.

3.8.7 Polikrilamid gélelektroforézis

A mikroszatellit alléleket 6%-os denaturalod poliakrilamid gélen (50x38 cm, 0,4 mm
vastagsagu, a denaturalé agens urea) ,,Sequi-Gen GT Sequencing Cell” (Biorad) PAGE
(Poliakrilamid G¢él Elektroforézis) késziilék alkalmazasaval valasztottam el, €és eziist-festéssel
tettem lathatova (Varga et al. 1997), majd vizualisan értékeltem az eredményt.

Gélontéshez a kdvetkezd oldatokat hasznaltam:

17,5 ml 40%-os akrilamid (38:2), 50,8g Urea, 55ml dH,0, 12 ml 10xTBE, 726 ul APS
(Serva), 110 pl 99%-0s TEMED (Sigma).

Az elektroforézis utan egy plexi keret segitségével végeztem az eziist-festést, amelyet
fotocsipesszel erdsitettem az liveglapon 1€v6 gélhez.

A gél festését tobb 1épésben, tobbszori mosassal és kiillonb6zd oldatok hozzdadasaval
végeztem. A mosoé oldatok Osszetevoi:

1.) 500 ml dH0,

2) 50ml metanol és 450ml dH,0,

3.) 500 ml dH,0 és 7,7 ml 65% ccHNO;

4.) 500 ml dH,0

5.) 1 g AgNO;3 és 500ml dH,0

6.) 500 ml dH,0

Ezutan kovetkezett a hivo oldat (30g Na,COs, 300ul 25 % formaldehid, 1000ml
dH,0), valamint 50ml 96%-os ecetsav és 450 ml dH,O hozzaadasa. Végiil a festést rovid
vizes mosassal fejeztem be (500 ml dH,0). A gélt 6vatosan rajzlapra tettem, és celofannal

boritottam, végiil szaritottam.
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3.8.8 Az 1uj mikroszatellitek elhelyezése a pulyka genetikai térképén
Minnesota/Nicholas Turkey Breeding Farms, UMN/NTBF) PO egyedein vizsgaltam (9. abra).
A sziil6i allomanyon (PO) polimorfnak talalt, ijonnan izolalt mikroszatelliteket a minnesotai
egylittmiikodd partnerek genotipizaltdk a térképezési populdcion, és a mikroszatelliteket a
genetikai térképbe illesztették.

A polimorf alléleket amplifikaldé ) mikroszatellitek primer parjainak

szekvenciaadatait feltoltottem az NCBI adatbazisba.
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4. EREDMENYEK

4.1 Mikroszatellitek adaptalasa

4.1.1 Pulyka

A vizsgélatokhoz elbézetes irodalmi adatok alapjan 56 mikroszatellit marker keriilt
kivélasztasra. A fragmentek amplifikalasara touch-down PCR (61-53 °C, és 63-53 °C fokos
hoémérsékleti tartomanyban) reakcidkat alkalmaztam tobb MgCl, koncentracio mellett (2-;
2,5-; és 3 mM). 10 markert nem sikeriilt az alkalmazott kimutatasi rendszerben adaptalni
(ezek az alabbiak: ADL109, ADL114, ADL147, ADL166, ADL173, ADL240, ADL359,
ADL367, LEI88, LEI99), azonban 46 esetében (82,1%) sikeriilt specifikus PCR terméket
detektdlni a vizsgalt pulyka egyedeken, melyekbdl 20 mikroszatellit volt a vizsgalati
tesztallomanyon polimorf (35,7%). A pulykagenomon miik6dé mikroszatellitek

optimalizaldsanak eredményét a 2. tablazat foglalja dssze.

2. tablazat. A pulyka vizsgalathoz kivalasztott fluoreszcens jelolésii tyuk
mikroszatellitek. A tablazat fejlécében a mikroszatellitek elnevezését, majd a
sokszorositashoz hasznalt primerhez kapcsolddo fluoreszcens jeldlést, a megfeleld
mitkodéséhez sziikséges primer koncentraciot, a MgCl, koncentraciot, a
sokszorositaskor alkalmazott hémérsékleti profilt, végiil a teszt pulyka egyedek
vizsgalata soran eredményiil kapott termékek méretit lathatjuk.

Az alkalmazott PCR profil egy olyan 35 ciklusbol allo ,,touch down” PCR-t jelol,
amely elsé 10 cikluséban a profilnak megfelelden lecsokken az anneling
hémérséklete.

Mikrosza,te’IIit Flugrgsz’cens Pkr(l)rr?g r MgCl, ;%E ezlélzllziy
azonosito jelolés o
nM) | (mm) ('C) (b)p

MCWwW7 FAM 200 2 61-51 233
MCW18 FAM 200 2,5 63-53 200
MCW29 TET 200 2 61-51 149-167
MCW35 TET 200 3 63-53 216-218
MCW37 FAM 200 2 61-51 206-212
MCW68 HEX 200 3 63-53 158
MCW80 HEX 200 3 63-53 276-278
MCW83 HEX 200 2 63-53 75
MCW89 FAM 200 3 63-53 295
MCW102 TET 200 3 63-53 209
MCW115 HEX 250 2,5 61-51 244
MCW169 HEX 200 3 61-51 99
MCW178 TET 200 3 61-51 74
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2. tablazat folytatasa. A pulyka vizsgalathoz kivalasztott fluoreszcens jelolésu

tyuk mikroszatellitek.

Mikrosza'terllit Flugrgsz’cens Pkr (I)r,?g r MgCl, ;%% eiﬂ%ﬁy
azonosito jelolés o
oMy | (mm) ('C) (bp)
ADL106 TET 200 25 63-53 152-155
ADL118 FAM 200 25 63-53 121
ADL120 FAM 250 3 61-51 233
ADL134 FAM 250 3 61-51 121
ADL142 TET 200 3 63-53 99-111
ADL143 TET 200 25 63-53 141
ADL146 FAM 200 2 63-53 195-197
ADL149 TET 200 25 63-53 222-224
ADL150 HEX 200 2 61-51 138
ADL160 HEX 200 25 63-53 127
ADL180 HEX 200 2 61-51 146-159
ADL191 TET 200 3 61-51 138-140
ADL234 TET 200 3 63-53 131
ADL236 FAM 250 3 61-51 120
ADL254 FAM 200 25 63-53 90-104
ADL260 HEX 200 2,5 63-53 122
ADL266 HEX 200 25 63-53 96-104
ADL268 TET 200 25 63-53 92
ADL272 TET 200 2,5 63-53 160-166
ADL292 FAM 200 25 63-53 128-130
ADL293 TET 200 2,5 63-53 85-99
ADL300 FAM 200 2,5 63-53 145
ADL306 FAM 200 2 63-53 109-113
ADL310 HEX 200 2,5 63-53 123
ADL314 HEX 200 25 63-53 204
ADL353 FAM 200 3 63-53 142-150
ADL361 HEX 200 3 63-53 106-120
ADL 366 TET 200 25 63-53 237
LEI43 TET 200 3 65-55 210-218
LEI91 TET 200 2 61-51 201
LEI120 FAM 200 3 61-51 272
LEI134 HEX 200 2 61-51 281
LEI161 HEX 200 3 61-51 72-75

412 Lud

A lud mikroszatellit adaptalas esetében 26 mikroszatellitet valasztottam ki irodalmi

adatok alapjan a rendelkezésére allo készletbdl. Ezek koziil ugyancsak 10 marker esetén nem

kaptam a fodros tollu ludra jellemzd mikroszatellit terméket az alkalmazott vizsgélati

koriilményekkel (ezek az alabbiak: ADL134, ADL234, ADL254, ADL260, ADL353, LEI9],

LEI134, LEI136, MCW68, MCWO0115).
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A lud teszt egyedek vizsgalatakor 16 esetében kaptam specifikus, azaz a fajra jellemzé
terméket (61%). Azonban csak 9 mikroszatellit bizonyult polimorfnak (34,6%). A fragmentek
felsokszorozasara ebben az esetben is a pulykdn alkalmazott metodust és koriilményeket
hasznaltam.

A 1ad DNS-en hasznalhat6 tytk mikroszatellitek miikddésének reakcio koriilményeit a

3. tablazat foglalja dssze.

3. tablazat. A lud vizsgalatokhoz kivalasztott fluoreszcens jelolésii tyuk
mikroszatellitek. A tablazat fejlécében a mikroszatellit elnevezését, majd a
sokszorositashoz hasznalt primerhez kapcsolddo fluoreszcens jeldlést, a megfeleld
miikodéséhez sziikséges primer koncentraciot, a MgCl, koncentraciot, a
sokszorositaskor alkalmazott hdmérsékleti profilt, végiil a lud egyedek vizsgalata
soran eredményiil kapott termékek méreteit lathatjuk.

Mikroszatellit | Fluoreszcens Pl:cl)wce ' I\lilgrilz PCR profil Lﬁd,
azonosito jelolés ' . (°C) eredmeny
(nM) (mM) (bp)
ADL106 TET 200 3 63-53 156
ADL142 TET 200 2,5 61-51 196-204
ADL149 TET 200 2,5 63-53 232
ADL150 HEX 250 3 61-51 126-144
ADL266 HEX 200 2,5 61-51 78
ADL272 TET 250 2,5 61-51 157-165
ADL292 FAM 200 2,5 61-51 87
ADL293 TET 200 2,5 61-51 99-108
ADL300 FAM 250 3 61-51 187
ADL306 FAM 250 3 61-51 106-120
ADL361 HEX 250 2,5 61-51 103-115
ADL366 TET 250 3 61-51 214-218
LEI120 FAM 200 3 61-51 270
MCW18 FAM 250 2,5 61-51 206-208
MCW80 HEX 250 3 61-51 206-238
MCW178 TET 200 3 61-51 58

4.2 Multiplex mikroszatellit PCR-ek és kimutatasi csoportok nagy

hatékonysagu populacioanalizishez

4.2.1 Pulyka

A pulyka esetén az 4llomanyok egyedeinek vizsgalatdhoz Osszesen 15
mikroszatellitb6l allitottam Ossze két kimutatdsi csoportot (4. és 5. tablazat). Az elsd
csoportban 8, mig a masodikban 7 mikroszatellit egylittes kimutatasa valt lehetdvé.

Az egyes kimutatasi szettben 2db FAM, 3db TET és 3db HEX fluoreszcens festékkel

jelolt mikroszatellit alléljainak kimutatasat (4. tdblazat), mig a masodik kimutatasi szettben
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2db FAM, 3db TET ¢és 2db HEX fluoreszcens festékkel jelolt mikroszatellit alléljait kovettem
nyomon (5. tablazat) egyetlen kapillaris gélelektroforézissel. Mindkét szett esetén a
mikroszatelliteket ugy valogattam Ossze, hogy az azonos festékkel jelolt markerek esetén a
varhato alléltartomany ne fedjen at.

A rendszer hatékonysadganak novelése érdekében a mikroszatellit allélok
Ennek eredményeként a két kimutatasi szett markerei harom triplex, két duplex és két esetben
egy markert tartalmazé reakcioban sokszorozhatok fel. A tablazatokban betlijelzéssel (A —
G) lattam el az azonos reakcidoban sokszorositott mikroszatelliteket.

Az ezt kovetd populdcidvizsgalatok sordn, varakozasaimmal -ellentétben, egy
mikroszatellit - az MCW18 - esetén csak egy allélt talaltam a vizsgalt egyedekben, azaz a
marker a populacion monomorf volt. Igy ez a mikroszatellit marker, mint belsé kontroll

mukodott a kimutatas technikai ellendrzéséhez.

4. tablazat. I. Mikroszatellit csoport. A tablazat tartalmazza a mikroszatellit
primerek nevét, fluoreszcens jelolését €s az alkalmazasukkal kapott termékek

mérettartomanyat.

Mikroszatellit Flureszcens Termék mérettartomany | Multiplex
elnevezés jelolés (bp) PCR
ADL 292 FAM 118-132 A
MCW18 FAM 200
ADL 293 TET 81-108
ADL272 TET 160-168 B
ADL149 TET 222-228
ADL 266 HEX 81-104
ADL150 HEX 121-138 C
MCW80 HEX 276-278

5. tablazat. II. Mikroszatellit csoport. A tablazat tartalmazza a mikroszatellit
primerek nevét, fluoreszcens jeldlését és az alkalmazasukkal kapott termékek

mérettartomanyat.
Mikroszatellit Flureszcens | Termék mérettartomany | Multiplex

elnevezés jelolés (bp) PCR
MCW83 HEX 65-75 D
ADL 146 FAM 193-197
ADL142 TET 99-111
ADL361 HEX 106-120 E
ADL353 FAM 142-156

LEI43 TET 210-218 F
ADL191 TET 134-140 G
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422 Lud

A fodros tolli lud populacidvizsgalatdthoz a 16 sikeresen adaptalt tyuk
mikroszatellitbdl azt az 6tot valasztottam ki, amelyeket egy kimutatasi csoportba tudtam
rendezni, azaz a kimutatasi méretben atfedés nélkiil eltértek egymastol a kapott termékek, és a
fluoreszcens festékiilk sem zavarta egymast a kimutatasban. A kivalasztds soran itt is az
elézetes vizsgalatok eredménye alapjan varhato allélméreteket és a primereken 1évo
fluoreszcens jeldléseket vettem figyelembe. Igy 5 mikroszatellitet sikeriilt ebbe a kimutatasi
csoportba valasztanom. A termékek amplifikalasahoz 3 PCR csoportot hoztam létre, melyek
kozil kettd duplex reakcid, egyben pedig egy markert szaporitottam fel (a csoportokat
természetesen ez esetben is a termékméret és a fluoreszcens jelolés figyelembe vételével
alakitottam ki). Az alkalmazott mikroszatellitekkel kapott termék mérete és primer

fluoreszcens jelolései a 6. tablazatban lathatok.

6. tablazat. Lud vizsgalathoz kialakitott mikroszatellit csoport. A tablazat
tartalmazza a MS primerek nevét, fluoreszcens jelolését és az alkalmazasukkal
kapott termékek bazisban megadott mérettartomanyat.

Mikroszatellit Flureszcens | Termék mérettartomany Multiplex
elnevezés jelolés (bp) PCR
ADL0142 TET 196 - 204 A
MCW0018 FAM 206 - 208
ADL0361 HEX 103 - 115 B
LEI0120 FAM 270 C
MCW0080 HEX 206 - 238

Ennél a kimutatasi csoportnal is volt egy marker — a LEI0120 —, amely a
populacidvizsgalatok sordn csak egy alléllel rendelkezett a vizsgalt nagyszamt egyedben,
azaz a marker monomorfnak bizonyult. Ezaltal lehet6ségem volt arra, hogy belsé technikai

markerként alkalmazzam a vizsgalatokban, a méretmeghatarozas ellendrzéséhez.

4.3 A génrezerv bronzpulyka populacio populaciogenetikai vizsgalata

A két csoportba rendezett 15 mikroszatellittel megvizsgaltam a DE AGTC
Allattenyésztési Tanszék kisérleti telepének teljes génrezerv bronzpulyka allomanyat, amely
163 egyedbdl alt, valamint a rendelkezésemre all6 6 vadpulyka egyedet.

A genotipuseredmények (melléklet, 7. tablazat) alapjan populédcidgenetikai
szamitasokat végeztem az dallomany jellemzésére. Ennek sordn kiszamitottam az

allélgyakorisdgokat (8. tablazat).
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Vizsgalataim soran 1 mikroszatellit (mint azt az el6z6 fejezetek egyikében leirtam)
homozigdtanak bizonyult a vizsgalt allomanyon, igy mint belsé kontrollt hasznaltam a méret
meghatarozaskor.

Két mikroszatellit esetében 2 allélt azonositottam. Az egyik az ADL150, ahol a fdallél
168bp (98%), mig a masik allél 120 bp-nal (2%) jelent meg. A masik két all¢llal rendelkezd
mikroszatellit az ADL361, aminél a féallél 120 bp (58%) volt, mig a masik allél 106 bp
(42%). Itt kozelitett az arany az 1:1-hez.

10 mikroszatellit harom alléllal rendelkezett, amelyek a kovetkezOképpen alakultak:

Az ADL272 esetében a fdallél a 160 bp méretli, ami 77% gyakorisaggal, mig a 168
bp-os 22% gyakorisaggal volt jelen az allomanyban. Mindossze egy egyed esetében tudtam
kimutatni a 164 bazis méretii allélt.

Az ADL149 mikroszatellit 224 bp-os (80%) allélja a foéallél, a mellékallél a 222
bazispar (20%) méretii. Itt is talalhatd olyan mikroszatellit allél (228 bp), ami csak egyszer
fordult el6 az alloméanyban.

Az ADL266 esetében is hasonlé aranyokat tapasztaltam, a féallél 96 bp (71%), mig a
masik allél hossza 104 bp (27%). Ez esetben is talaltam ritka allélt 84 bazisparos méretben,
amibdl kettdt tudtam azonositani a felmért alloményban.

Az MCWS80 esetében jelentdsen eltolodott az arany a foallél iranyaba, ami a 276 bp-0S
(95%), mig a masik két allél a 280 (4%) €s a 278 bp méretli. Ez utdbbit ismételten csak 1 allat
esetében sikeriilt kimutatnom.

Az ADL353 esetében a foallél a 142 bp-os (77%), mig a mésodik leggyakoribb a 148
bp-os (20%) allél. A harmadik allélt 6t esetben sikeriilt kimutatnom, ennek mérete 150 bp
volt.

Az ADL146 mikroszatellit is harom alléllal rendelkezett. Azonban ennél is jelentdsen
eltolodott az arany a foallél irdnyaba, amelynek mérete 195 bp (97%), emellett a masik két
allél (193 és 197 bp) minddssze 3 - szor , illetve 4 - szer fordult el6.

A LEI43 foallélja 97 bp (56%), a mellette megtalalt allélok 103 (26%) ¢és 107 bp
méretliek (18%) voltak.

Az ADLI191 f6allélja a 138 bp-os allél (62%), ami mellett megtalalhat6 volt egy 140
bp (34%) és egy 134 bp (4%) méretii allél is.

Az ADL142 mikroszatellit féalléljanak a méret 218 bp volt (60%), ami mellett egy
viszonylag gyakoribb 210 bp-os (39%) allél volt jelen és ennél a mikroszatellitnél is volt
olyan allél (216 bp), amit csak egyszer taladltam meg az allomanyban.

Az MCWS83 esetében a foallél 75 bp (72%), ami mellett a 67 (21%) és a 65 bp-0s (6%)

allélok fordultak el az allomanyban.
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Mindossze két mikroszatellit esetében talaltam 4 allélt, ezek az ADL292 és az
ADL293 voltak.

Az ADL292 mikroszatellitnél a 118, 128, 130, 132 bazospar hosszu allélokat
azonositottam. Ezek koziil a 128 bp méretli a foallél, amely a detektalt allélok 96%-at adta,
mig a 132-es a mellékallél alig tobb mint 3%-ban volt jelen. A 118 és a 130 bp hosszt allél
csak 1-1 allat esetében fordult eld.

Az ADL293 mikroszatellitnél 81, 87, 99, 108 bp-os allélok voltak. A féallél a 99 bp,
mig a mellék allél a 87 bp méretii volt. Az eldbbi 98%-ban, az utdbbi minddssze 1%-ban
fordult el6. A 81 bp és 108 bp allél esetében szintén csak az allomany 1-1 egyede hordozta az
allélt.

A vadpulyka egyedek eredményének elemzéséhez is elkészitettem ezeket az
Osszegzéseket (8. tablazat).

Ott négy mikroszatellit esetében csak homozigdta egyedeket sikeriilt kimutatnom,
aminek oka lehet az alacsony egyedszam (6db). Esetleg a két fajta kozti kiilonbségre is
utalhat. Itt kell kiemelni, hogy a LEI43 mikroszatellit 111 bazis méreti alléljat, amely csak
vadpulyka egyedekben fordult el6.
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8. tablazat. A mikroszatellit allélok gyakorisaga a bronzpulyka és vadpulyka
allomanyokban. A tablazat tartalmazza a mikroszatellitek elnevezését, a detektalt
allélok méretét, és azok szazalékos gyakorisagat populécionként.

Mikroszatellit Populicié Mikroszatellit | Populacié
allél (bp) Bronz | Vad allél (bp) Bronz| Vad
ADL292 ADL353

118] 0,32 14211 77,63 | 60,00

128 | 96,18 | 100,00 148 | 20,72 | 40,00

130] 0,32 150) 1,64

132 3,18 ADL146
MCW18 193] 1,12

200] 100,00 | 100,00 195 ] 97,39 | 100,00
ADL293 197] 1,49

81| 0,35 LEI43

87| 1,04 20,00 99 | 55,92 | 58,33

99| 98,26 80,00 103 25,99

108] 0,35 107 | 18,09 | 8,33
ADL272 111 33,33

160]| 77,60 | 70,00 ADL191

164| 0,32 134| 3,99

168 ] 22,08 | 30,00 138 ] 61,59
ADL149 140 34,42 | 100,00

222 | 19,35 | 40,00 ADL142

224 80,32 | 60,00 210 39,29 | 50,00

228| 0,32 216 0,32 | 20,00
ADL266 218 60,39 | 30,00

84| 0,67 MCW83

96| 71,81 | 50,00 65] 5,88

104 27,52 50,00 67 21,24 | 30,00
ADL150 751 72,88 | 70,00

120 2,32 40,00 ADL361

138] 97,68 | 60,00 106 | 41,72 | 50,00
MCW80 120 ] 58,28 | 50,00

276 95,53 | 80,00

278| 0,41 20,00

280 4,07

A genotipus eredmények alapjan tovabbi populdcidgenetikai szamitasokat végeztem
az allomanyok jellemzésére (9. és 10. tablazat). Kiszamitottam a markerenkénti vart- (He) és a
tényleges heterozigozitasi (H,) értékeket, amelyek a bronzpulykak esetén igen tag hatarok
kozott valtoztak. A legkisebb vart heterozigozitassal (0,034) a négy allélos ADL293-as
marker rendelkezett, mig a legkisebb tényleges heterozigozitast (0,037) a harom allélos
ADL149-es mikroszatellit mutatta. A legnagyobb He értéket (0,589) a LEI43-as marker, mig a
legnagyobb tényleges heterozigozitast (0,834) a mindossze két allélos ADL361-es marker
mutatta.

A vad pulyka csoport sokkal egyenletesebb vart heterozigozitasi értékeket mutatott
(0,3556 ¢és 0,6889 kozott valtozott), bar 4 marker is monomorf volt ezeken az egyedeken. A
H, értéke ezzel szemben (0,2 €s 1) a bronz pulyka¢hoz hasonlé széles tartomanyban mozgott.

A kiszamitott P érték a Hardy-Weinberg egyensuly értékei kozott tapasztalhato eltérés
szignifikancia szintjeit mutatja. A szokasos hibahatarnak megfeleléen, ha a P érték 5 %-nal
kisebb, vagy egyenld vele (P <=0,05), akkor a nullhipotézist (Hp) elvetjiik, ha nem, akkor
pedig elfogadjuk. Ha elvetjiik, akkor mondhatjuk, hogy a mikroszatellitek esetében a kapott és

66



DOI: 10.14751/SZ1E.2014.046

a vart heterozigozitasi érték eltér a Hardy-Weinberg egyensulyban meghatarozottol. A bronz
pulyka populacioban négy mikroszatellit marker esetében fogadjuk el a nullhipotézist, ezek az
ADL146, ADL191, ADL361 és az MCWS83. A vadpulykak esetén azonban egyetlen marker

esetén sem mutatkozott szignifikansnak az eltérés.

9. tablazat. A bronzpulyka populici6 heterozigozitas értékei és az allélek szama
mikroszatellitenként. A tablazat tartalmazza a mikroszatellit markerekkel talalt
allélek szamat, €s az ezekbdl szamitott, He: vart és Ho: tényleges heterozigizitasi
értékeket, P: He és H, eltérésének szignifikancia szintjét (monomorf markerek esetén
nem szamithato) és a PIC: a markerenkénti polimorf informécios tartalmat. A sziirke
szinnel kiemelt markerek esetén szignifikans eltérés van a Hardy-Weinberg egyenstlyban.

ADL149 3 0,318 0,329 | 0,8395 | 0,2690
ADL150 2 0,045 0,046 | 1,0000 | 0,4430
ADL266 3 0,41 0,389 | 0,7604 | 0,3304
ADL272 3 0,35 0,344 | 0,8750 | 0,2904
ADL292 4 0,074 0,076 1,0000 | 0,0721
ADL293 4 0,034 0,056 | 1,0000 | 0,0340
MCWwW18 1 0 0 - -
MCW80 3 0,086 0,089 | 1,0000 | 0,0827
ADL142 3 0,483 0,519 0,483 | 0,3683
ADL146 3 0,051 0,037 | 0,0123 | 0,0505
ADL191 3 0,502 0,464 | 0,0003 | 0,4091
ADL353 3 0,355 0,336 | 0,7846 | 0,3020
ADL361 2 0,488 0,834 | 0,0000 | 0,3681
LEI43 4 0,589 0,638 | 0,0892 | 0,5199
MCW83 3 0,422 0,542 | 0,0000 | 0,3684

Kiszamitottam a heterozigozitast jellemzd PIC értékek, azaz a polimorfizmusok
informécio tartalmat is. Ami a bronzpulykaknal 0,03 és 0,51 kozott, mig vadpulykak esetén
egy kisebb tartomanyban 0,26 ¢ 0,54 k6zott valtozott markerenként.

A szamitott a bronzpulyka populacid Osszesitett vart heterozigozitasi értéke 0,28-nak
adodott, mig az Osszesitett tényleges heterozigozitasi értéke 0,312 volt. A vadpulyka egyedek

Osszesitett, vart heterozigozitasa 0,376, mig a tényleges heterozigozitasé 0,471 volt.
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10. tablazat. A vadpulyka egyedek heterozigozitas értékei és az allélek szama
mikroszatellitenként . A tblazat tartalmazza a mikroszatellit markerekkel talalt
allélek szamat, az ezekbdl szamitott , He: vart és Hy: kapott heterozigozitasi
értékeket, P: He és H, eltérésének szignifikancia szintjét (monomorf markerek esetén
nem szamithatd) és a PIC: a markerenkénti polimorf informacios tartalmat.

Mikroszatellit | Allél

azonosito (db) He Ho P PIC
ADL292 1 0 0 - -
MCW18 1 0 0 - -

ADL293 2 0,3556 [ 0,4 | 1,000 | 0,2688

ADL272 2 0,4667 | 0,2 |0,3333 | 0,3318

ADL149 2 0,5333 | 0,4 | 1,0000 | 0,3648

ADL266 2 0,5556 1 0,127 0,375

ADL150 2 0,5333 | 0,8 |0,4286 | 0,3648

MCW80 2 0,3556 | 0,4 | 1,0000 [ 0,2688

ADL353 2 0,5333 | 0,8 |0,4286 | 0,3648

ADL146 1 0 0 - -
LEI143 3 0,5909 | 0,667 | 0,6362 | 0,4598
ADL191 1 0 0 - -

ADL142 3 0,6889 [ 0,8 | 1,0000 | 0,5478

MCW83 2 0,4667 | 0,6 | 1,0000 [ 0,3318

ADL361 2 0,5556 1 0,1270 | 0,375

A bronzpulyka esetében egy ¢és négy kozott valtozik az azonositott allélok szama (9.
tablazat). Az alacsony allél szam jelezheti a beltenyésztettség megnovekedett mértékét is.
Ami a kevésbé kivanatos, elonyos allélok felszaporodasat vonhatja magaval az egyre
magasabb foku beltenyésztés, azaz rokon egyedek szaporodésa révén. Ez elkeriilhetd lehet, ha
a molekularis felmérés eredményeinek felhasznalasaval alakitunk ki keresztezési csoportokat.

A vadpulykdk esetében kevesebb allélt sikeriilt azonositanom, aminek a
legvaldszinlibb oka a vizsgalt populacio kis mérete lehet. Itt nem taldltam egy
mikroszatellitnél sem 4 allélt, mig a két alléllal rendelkezd mikroszatellitbdl itt is 9 volt.
Minddssze 2 mikroszatellit esetében talaltam 3 allélt.

A vart és kapott heterozigozitasi adatok felhasznalasaval kiszamithat6 a fixacids index
(11. tablazat). Ez a populéacion beliil az egyedek kozotti kiilonbséget jellemzi, (Wright 1965).
Elnevezésével ellentétben az ily médon szamitott Fis érték a Hardy-Weinberg egyensulytol

valo eltérés mértékét adja meg populdcion beliil. Pozitiv értékek a heterozigdtdk hidnyat
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mutatjak, a negativak heterozigota-tobbletet jeleznek. Teljes fixaciot feltételezve, vagyis ha

kizardlag homozigotak fordulnak eld, a populdcioban Fis értéke 1 lenne.

11. tablazat. A bronzpulyka és vadpulyka egyedek fixacios indexe
mikroszatellitenként. A tablazat tartalmazza az F|g értékeket a bonz- és a
vadpulyka alloméanyon.

M vonto | Bronzpulyka | Vadpulyka
ADL 292 -0,035 -
MCW18 -0,023 -
ADL 293 0,052 0,125
ADL272 0,018 0,572
ADL 149 0,028 0.25
ADL 266 -0,648 -0,8
ADL150 - -0,501
MCW80 -0,035 0,125
ADL353 -0,075 -0,501
ADL 146 0,275 -

LEI43 0,076 20129
ADL191 0,054 -
ADL 142 0,71 0,162
MCW83 -0,084 -0,286
ADL361 -0,285 -0,8

A populacid genetikai struktarajanak konnyebb, attekinthetdbb értékelése céljabol a
rendelkezésemre allo bronz- és vadpulyka genotipus adatokbol készitettem egy dendogramot
is. Ennek eredménye a 17. 4abra lathato, ami a populacid egyedei kozotti genetikai
»hasonlosagot” jellemzi. Az dbran a vadpulyka egyedeket pirossal jeldltem. JoI lathatd, hogy
ezek nem kiiloniilnek el, hanem beleolvadnak a bronzpulyka allomanyba.

Ennek oka lehet, hogy a bronzpulyka még nem tavolodott el olyan mértékben a
vadpulykatol, hogy tobb kiilonbozé allélt lehessen kimutatni e valtozatok kozott. Egy masik
lehetséges magyarazat, hogy a fenntartds soran valamelyik allomany keveredett a masik

allomany egyeivel.
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4.4 A génrezerv fodros tollu luidpopulacio genetikai vizsgalata

A DE AGTC Allattenyésztési Tanszék kisérleti telepének fodros tollii lad allomanyat
az Ot mikroszatellitbdl kialakitott markercsoporttal vizsgaltam meg. A 132 egyed genotipus
eredményei (melléklet 12. tablazata) alapjan kiszamitott vart (He) és tényleges
heterozigozitast (H,), valamint a PIC értékeket a 13. tablazatban foglaltam Gssze.

A populacid Osszesitett vart heterozigozitasi értéke H.=0,289-nek adddott, mig az

Osszesitett tényleges heterozigozitasi értéke H,=0,317 volt.

13. tablazat. A fodros tolli lud populaci6 heterozigozitasi értékei és az allélek
szama mikroszatellitenként. A tablazat tartalmazza a mikroszatellit markerekkel
talalt allélek szamat, az ezekbdl szamitott, He: vart és Hy: kapott heterozigozitasi
értékeket, P: He és H, eltérésének szignifikancia szintjeit (monomorf markerek
esetén nem szamithato), a PIC értéket: a markerenkénti polimorf informacios

tartalmat.

Mikroszatellit | = ;.4 (ap) H, H, P PIC
azonosito
ADL142 3 0,315 0,306 0,4817 0,291
ADL361 2 0,138 0,017 0,0001> 0,128

LEI120 1 0 0 - 0

MCW18 3 0,495 0,377 0,0115 0,379
MCW80 2 0,497 0,884 0,0001> 0,372

A populéacio genetikai struktirdjanak konnyebb, attekinthetobb értékelése céljabol itt
is készitettem dendogramot a genotipus adatok alapjan. Ennek eredménye a 18. &bra
denadogramjan lathato.

A dendogramon az egyedek kisebb- nagyobb csoportokban jelennek meg. Ezeken
beliill az egyedek kozott igen kicsi a genetikai eltérés, ami szarmazhat az alkalmazott
markerek kis szdmabol. Nagy valoszinliséggel az egyedek nagyobb mértékil elkiilonitésére
nyilna lehetdség, ha tovabbi mikroszatelliteket vonnank be a vizsgalatokba. Tovabbi
lehetséges magyardzat, hogy az allomany kialakitdsakor kevés szamu alapitdo egyedet

hasznaltak és a tobb generacids fenntartas soran nem valosult meg a panmixis.
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18. abra. Az 6shonos debreceni fodros tolli lid dllomany dendogramja.
A fodros tolla lud egyedek 5 mikroszatellittel készitett vizsgalatakor kapott
eredmények abrazoladsa dendogramként.

45 Uj mikroszatellitek izolalasa

4.5.1 Mikroszatellit izolalas optimalizalasa

Sikeresen hoztam létre mikroszatellit izoldldshoz pulyka és lud CA-ismétlédéssel
dusitott parcialis genomi konyvtarakat. A pulyka esetén Haelll és Rsal restrikcids enzimekkel
emésztett genomidlis DNS-bd] késziilt tobb konyvtar. A 1ud esetében mindossze egy konyvtar
késziilt, amelynek 1étrehozasahoz Rsal enzimet hasznaltam.

A konyvtarat egy, az ismétlodd szekvencidra specifikus primeren alapulo PCR

modszerrel szlirtem. Az inszert méretének megallapitasdhoz kezdetben minden klont két
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PCR-reakcioval teszteltem. Az egyik reakcioban egy, a transzformalo vektorra specifikus
primer parral szaporitottam fel a klonozott fragmenteket, mig a masik reakcioban egy
harmadik, az ismétlddésre specifikus primert is hasznaltam. Ez alkalmas volt a klonok
ismétlodd szekvenciatartalmanak kimutatdsara, és a hatarold szekvenciak méretének
becslésére. Mivel a tesztek els6 felében kideriilt, hogy az esetek 95%-ban tartalmaztak
iIsmétlodést a klonok, igy a masodik PCR-es sziirést elhagytam.

A pulyka konyvtarakbol Osszesen 167 db, mig a lad konyvtarbol 32 db CA-

ismétlodést tartalmazo klont szurtem ki.

4.5.1.1 Pulyka klénok szekvencia elemzése és mikroszatellitek fejlesztése

A pulyka konyvtarbol kiszirt 167 CA-ismétlédést tartalmazé klon szekvenciajat
meghataroztam. Ezek koziil 136 (81%) tartalmazott valdban mikroszatellit tipust ismétlodést,
azonban csak 109 (65%) szekvencia volt primer tervezésre alkalmas. Az ismétlddést
tartalmazé szekvencidkat egymassal Gsszevetve 68 (40%) egyedi, egymassal nem azonos
szekvenciat talaltam. Az eredményeket génbanki adatokkal 0sszehasonlitva megallapitottam,
hogy a 68-bdl 7 mutat egyezést korabban mar leirt pulyka mikroszatellit szekvenciakkal.

A maradék 61 db Gijonnan izolalt mikroszatellit szekvencia kimutatasahoz terveztem
primereket. Jellemzésiikre a rendelkezésiinkre all6 DNS mintdkbol valogatott ,,nagy
polimorfizmust” mutaté egyedeket hasznaltam. A fiiggelékben talalhatd 14. tablazat foglalja
0ssze az Gjonnan izolalt mikroszatellitek 6 jellemzdit (elnevezésiiket, a kimutatashoz hasznalt
primerek szekvencidit és hosszat, az ismétldédé motivum tipusat, az adatbazisba bevitt

szekvencia azonosito kodjat és az amplifikacios termék hosszat).
4.5.1.2 Lud Kklonok szekvencia elemzése és mikroszatellitek fejlesztése

Az ismétlddésekre dusitott lad genomi konyvtarbol 32 klont vélasztottam ki a
sziirovizsgalatok eredményeként. Ezek szekvencidjat meghataroztam. A vizsgalt klonok

mindegyike tartalmazott ismétlédd szekvenciat.

A szekvencidk Osszehasonlito elemzése utdan 11 (34%) egyedi szekvenciat
azonositottam. Ezeket a szekvenciaadatokat 0sszevetettem az NCBI adatbézisban fellelhetd
szekvenciaadatokkal, hogy kideritsem, az adott mikroszatellit szekvencia mutat-e
hasonlosagot, illetve azonossagot valamely mas fajbol szarmazd szekvenciaval. Az egyik
szekvencia esetében nagymértékli hasonldsagot taldltam egy, a kinai hattyaladbol (Anser
cygnoides), egy, a tokés récébdl (Anas platyrynchos) és egy, a pompas fényseregélybdl
(Lamprotornis superbus) izolalt mikroszatellit szekvenciaval. Ezek a szekvencidk egymassal

1s nagyfoka hasonlosdgot mutatnak, egymas ortoldgjai. Mivel azonban a szekvenciat eddig az
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altalam vizsgalt fajbol még nem irta le senki, ez is Gjnak tekinthetd a lad vonatkozasaban.

Ezek kozil kettd un. szatellitszerli szekvencia volt, igy ezek a tovabbi vizsgalatokra
nem voltak alkalmasak, mert csaknem teljes hosszukban ismétlédést hordoztak.

A fennmarado6 9 szekvenciabol 4 esetén vagy a hatarolo szekvencidk valamelyike nem
volt megfelelé minbéségii, vagy a hosszusag nem volt elegendé a kimutataskor alkalmazott
primerek tervezéséhez. Igy a kilenc un. valédi mikroszatellit szekvenciabol minddssze 5
bizonyult primer tervezésre alkalmasnak. Az 0j 1Gd mikroszatellitek legfébb adatait a 15.

tablazat foglalja 0ssze.

15. tablazat. Az Gj Iad mikroszatellitek alapadatai. A tablazatban a markerek neve
utan a kimutatasukhoz hasznalt primerek szekvenciaja, hossza, a feltapadasi
homérséklet és az alkalmazasukkal kapott termék hossza lathato.

Mikroszatellit . . Primer Ff'lt%pafl asi Termékhossz
elnevezés Primer szekvencia hossz hémérséklet

(bp) (°O) (bp)

ANS 1 GTCTTTTCTGCTCCACCACA 20 55,6 114
- CATTCTTCCTGGCTCTGCTA 20 55,5
AGCAGAGCGGCTAAGTATG 19 53,3

ANS_2 ATTGCCTTTCAGTGGAGTTAC 21 53,8 124

ANS 3 ACACAAACAGCCTTCAGTCC 20 54,6 94
- CCAAATCCCATGAACCTGA 19 55,9

ANS 4 CGTCCCCACGTCATCCT 17 56,1 94
- CCGCCCTCCTTACCTCTG 18 57,7

ANS 5 CCTTCACCGCTGCTATCAA 19 56,9 182
- ATGAGATCCAGGACCACAGG 20 56,6

4.6 Az 1j pulyka mikroszatellitek térképpoziciojanak megallapitasa

crer

keretében nyilt lehetéség. A minnesotai UMN/NTBF térképezési populacio PO egyedein
vizsgaltam, hogy az 0j mikroszatellitek koziil melyek mutatnak polimorfizmust. Ezaltal
kaptam valaszt arra, hogy egy adott, ijonnan izolalt marker pozicidja meghatidrozhaté-e a
pulyka genetikai térképén. A vizsgalt 61 mikroszatellitbdl 18 bizonyult polimorfnak. Ezeknek
a szekvencidja elhelyezésre keriilt a génbankban (14. tablazat). Az alkalmas mikroszatellit
markerek primerszekvencia adatait az egyiittmiikodd rendelkezésére bocsatottam. Az F2
generacio vizsgalataval az egyiittmiikodd 11 mikroszatellitet sikeresen térképezett mind az

altaluk készitett pulyka, mind a tytk Osszehasonlitdo genetikai térképére. (A markerek térkép

crer
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16. tablazat. Az aj izolalasu mikroszatellitek a pulykabdl. A tablazatban a
markerek neve utan a génbanki azonosito, a markerek alkalmazasaval kapott
allélok szama a vizsgalt allomanyon, a legkozelebbi kapcsolt 16kusz, a
mikroszatellit LOD értéke, a pulyka kapcsoltsagi csoport (ahova térképezték)
lathatd. Az utolso oszlopban talaljuk a tyak genomon végzett 6sszehasonlitd
vizsgalatok eredményeit.

Allélok
Marker Sziﬁiﬂi; UK;?\lTNa%F Leﬁﬁgiﬁéﬂ’ " LOD kaIF))cusI())/li::égi Tyak
neve szam térképezési 16kusz ertek csoport homolog
populiacioban
MGPO010 DQ526388 2 MNT LEIO70 11.74 M3 29
MGPO012 DQ497633 2 MNT 149 3.54 M11 4p
MGPO018 DQ497634 3 RHT 031 27.60 M2 3
MGP022 DQ526381 4 RHT 078 40.08 M8 6
MGP031 DQ526391 2 LEI 043 4.21 M2 3
MGPO035 DQ526382 2 MNT 388 14.82 M2 3
MGP040 DQ526383 2 RHT 138 33.71 M1 1
MGP043 DQ526392 2 RHT 044 22.21 M19 13
MGP046 DQ526385 2 MNT 174 12.34 M1 1
MGP047 DQ526393 2 ADL 184 13.87 UN 18
MGP049 DQ526386 2 MNT 217 20.70 M2 3

A téblazatban lathato a LOD érték megmutatja, hogy mekkora annak a valdsziniisége,
hogy a vizsgalt helyen taldlhaté a mikroszatellit. Ez egy logaritmikus szdmitdsi moddal
megadott érték. Ha LOD = 2, a logaritmikus skala miatt 10> = 100, ami azt jelenti, hogy 100-
szor nagyobb annak a valdszinlisége, hogy a mikroszatellit az adott pozicidban talalhato, mint

annak a valdsziniisége, hogy nem ott talalhato.

4.7 Az uj pulyka mikroszatellitek térképpoziciojanak megallapitasa
szekvenciaadatok felhasznalasaval

Az eltelt években elkésziilt a pulyka szekvencia alapu géntérképe, vagyis genom
szekvenalasa. Az Ensemble genom szekvencia adatbazis hasznalataval dsszehasonlitottam az
izolalt mikroszatellitek szekvenciait a génbanki adatokkal (17. tablazat), hogy ilyen modon is

A sziirkével jelolt mikroszatelliteket térképezték a kromoszéméara a minnesotai

UMN/NTBEF térképezési populacio egyedein.
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17. tablazat. A szekvencia-adatbazisban megtalalhaté aj izolalasu
mikroszatellitek a pulykabél. A tablazatban a markerek neve utan a
pulykakromoszoéma szdma kovetkezik. Ezt a szekvencia jellemz6i kovetik: a
kromoszoma szekvencia kezdd- és végpontja, a szekvencia bazisban megadott
hossza. Az ,,adatbazisban nem talalhatd” felirat azokban a sorokban lathato, amely
szekvenciak a meglévo adatbazisban nem taldlhatok meg. A ,,nincs kromoszéma”
felirat ott olvashatd, ahol az adott szekvencia az adatbazisban megtalalhatd, csak
még nincs kromoszomahoz rendelve.

Mikroszatellit | Kromoszoma Szekvencia
elnevezése elnevezése | Kezdépont | Végpont H(SFSJS)Z
MGP001 Chr 10 3349029 3349117 89
MGP002 Chr7 17237169 | 17237366 199
MGP003 Chr1 52508806 | 52508947 143
MGP004 Chr 17 4347490 4347606 117
MGP005 Chr 10 24967888 | 24968008 121
MGP006 Chr 25 2332069 2332187 119

MGPO007 az adatbazisban nem talalhato
MGP008 az adatbazisban nem talalhato
MGP009 Chr 25 2331800 2331920 117
MGPO010 Chr3 86646700 | 86646801 104
MGPO011 Chr9 2042311 2042548 138
MGP012 Chr 13 14190314 | 14190510 85
MGP013 Chr 15 16496025 | 16496143 119
MGP014 Chr9 575493 575614 122
MGPO015 Chr 4 12160710 | 12160823 114
MGPO016 Chr 2 83525477 | 83525639 163
MGPO017 Chr 22 2982628 2982747 120
MGP018 Chr 2 225402433 | 22540362 117
MGP019 Chr1 104275248 | 104275427 180
MGP020 nincs kromoszoéma

MGP021 Chr9 575443 575576 125
MGP022 Chr8 28671609 | 28671738 130
MGP023 Chr5 33415555 | 33415698 144
MGP024 Chr5 18624031 | 18624200 170
MGP025 Chr 2 22540225 | 22540299 75
MGPO026 Chr5 26898836 | 26898944 109
MGP027 Chr1 202735753 | 202735846 94
MGP028 Chr6 50965180 | 50965249 70
MGP029 Chr 3 38213482 | 38213536 55
MGPO030 az adatbazisban nem talalhato
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17. tablazat folytatasa. A szekvencia-adatbazisban megtalalhaté wj izolalasa
mikroszatellitek a pulykabél. A tablazatban a markerek neve utan a
pulykakromoszéma szama kovetkezik. Ezt a szekvencia jellemz6i kovetik: a
kromoszoma szekvencia kezdd- és végpontja, a szekvencia bazisban megadott
hossza. Az ,,adatbazisban nem taldlhatd” felirat azokban a sorokban lathato, amely
szekvencidk a meglévo adatbazisban nem talalhatok meg. A ,,nincs kromoszoma”
felirat ott olvashat6, ahol az adott szekvencia az adatbazisban megtalalhatd, csak
még nincs kromoszoémahoz rendelve.

Mikroszatellit | Kromoszoma Szekvencia
elnevezése elnevezése | Kezdépont | Végpont | Hossz (bp)
MGPO031 Chr 15 7916075 7916197 124
MGP032 Chr5 28529797 | 28529926 130
MGPO033 Chr9 4815544 4815651 108
MGP034 Chr1 79028387 | 79028455 70
MGP035 Chr 2 6739460 6739535 76
MGP036 Chr1 161155976 | 161156155 180
MGP037 Chr 6 39877658 | 39877781 124
MGP038 Chr 6 32252658 | 32252789 132
MGP039 Chr5 28360945 | 28360995 51
MGP040 Chr1 34946623 | 34946742 120
MGP041 Chr 3 14788867 | 14788950 84
MGP042 Chr6 24963840 | 24963996 157
MGP043 Chr 15 14905690 | 14905806 117
MGP044 Chr 25 3043446 3043523 78
MGP045 Chr1 134215778 | 134215870 93
MGP046 Chr 1 77107459 | 77107562 104
MGP047 Chr 20 5131144 5131301 158
MGP048 Chr1 54545993 | 54546086 95
MGP049 Chr 2 78849087 | 78849131 45
MGP050 Chr 12 276425 276610 186
MGPO051 nincs kromoszémara illesztve 94
MGP052 Chr 2 39047190 | 39047363 174
MGP053 Chr1 59101030 | 59101180 151
MGP054 Chr 13 11513767 | 11513928 164
MGP055 Chr 7 12822518 | 12822660 143
MGP056 Chr8 10516498 | 10516627 130
MGPO057 Chr5 1492010 1492134 125
MGP058 Chr3 43167360 | 43167445 88
MGPO059 adatbazisban nem talalhato
MGP060 Chr 22 5609364 5609580 218
MGP061 Chr 26 4294896 4295023 128
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

5.1 Mikroszatellit adaptalas és jelentosége

A mikroszatellitek adaptalasa egy fontos eszk6z olyan fajok vizsgalatahoz, amelyek
nem rendelkeznek elegendé genetikai markerrel (Andres és Kapkowska 2011, Quing-Ping et
al. 2009). Munkam kezdetekor ez igaz volt a pulyka (Meleagris gallopavo) és a lud (Anser
anser) esetén is. A baromfifajok koziil a legfejlettebb genetikai térképpel, és legtobb genetikai
markerrel a tyak (Gallus gallus) rendelkezik (Groenen et al. 2000, Hillier et al. 2004, Takashi
et al. 2004, Cogburn et al. 2007), igy adott volt a lehetéség, hogy a baromfifajok
vizsgalatahoz tytk mikroszatelliteket probaljak alkalmazni. A legtobb esetben ezek
kozvetleniil nem, vagy csak kevés esetben voltak felhasznalhatok mas madarfajnal (Baratti et
al. 2001, Kayang et al. 2000). Ezért sziikséges a markerek kimutatasi koriilményeinek
optimalizalasa, azonban az adaptalhaté markerek szama és alkalmazhatosaga sok esetben nem
kielégit6 (Yue et al. 2010).

Vizsgalataim soran két faj, a pulyka és a Iud vizsgalatdhoz adaptaltam sikeresen tyuk
mikroszatelliteket. =~ A pulyka esetén a  vizsgalt markerek  tobb  mint
80%-a adott specifikus fragmentet (2. tablazat), ladnal (3.tablazat) ez alig volt tobb, mint
60%. Ez a tendencia megfelel az irodalmi adatoknak, miszerint a rendszertani tavolsag
novekedésével csokken az adaptalhatdé mikroszatellitek aranya (Andres és Kapkowska 2011,
Quing-Ping et al. 2009). Az azonban érdekes, hogy mindkét populacidban az eredetileg
vizsgalt markereknek megkozelitdleg 35%-a volt polimorf, azaz populdcidgenetikai
vizsgalatokra alkalmas (2. és 3. tablazat).

Tovabbi érdekess€ég, hogy a mindhdrom fajban miik6dé mikroszatellitek allél
mérettartomanya nagyon hasonl6 (18. tablazat), jelentdsebb genetikai tavolsag esetén sincs

fajspecifikus eltérés.
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18. tablazat. A tyuk, a bronzpulyka és a fodros tolla lid egyedek
mikroszatellitenként nyert termékeinek bazishossz oOsszehasonlitisa. A
tablazat tartalmazza a mikroszatellit markerek nevét, és a hasznélatukkal kapott
alléleredményeket. A ,,-" jelzés esetében az adott mikroszatellitnek nincs
vizsgalati eredménye. A *jelzéssel ellatott termékméretek esetében a
kutatécsoportunk egy korabbi alloméanyvizsgalati adataibol szarmazo eredmények
lathatoak (Szabo 2004).

Mikroszatellit | Alléltaromany | Alléltaromany | Alléltaromany
azonosito ludban pulykiban tyikban
ADLO0106 156 152-155 151,155
ADL0134 - 121 105-122
ADLO0142 201-203 209-217 227-231
ADLO0149 232 222-224 219, 227"
ADLO0150 126-144 138 159, 163 "
ADL0234 - 131 157-162
ADL0254 - 90-104 161, 165~
ADL0260 - 122 109-141
ADL0266 78 95-103 114,122
ADLO0272 - 159-166 168,170
ADL0292 - 128-130 126,128 "
ADL0293 - 85-99 105-113
ADL0300 - 145 146-158
ADL0306 106-120 109-113 111-132
ADLO0353 - 143-151 158~
ADLO0361 116 100-120 126~
ADLO0366 214-218 237 227"
LEI0091 - 201-201 253-257
LEI0120 269 272 280-307
LEI0134 - 281 288-315
MCWO0018 206-208 200 225-233
MCW0068 - 158 169-191
MCWO0080 237 276-293 268-278
MCWO0115 - 244 241-247
MCW0178 58 74 72-88

5.2 Populaciogenetikai analizis hatékonysaganak novelése

Az adaptalt mikroszatellitekbdl sikeresen alakitottam ki Osszesen harom vizsgélati
csoportot. A pulyka populdciok vizsgdlatira alkalmas két csoportban 0Osszesen 15
mikroszatellit talalhatd, amelyeket 5 multiplex és két esetben 1 mikroszatellitet tartalmazo

PCR reakcioban lehet felsokszorozni (5. dbra és 13. dbra). Az els6 vizsgalati csoportban 81 és

80



DOI: 10.14751/SZIE.2014.046

278 bp kozott, harom eltéré fluoreszeens festékkel jelolve, maximum 16 db DNS fragment
(amennyiben valamennyi mikroszatellit heterozigota) elvalasztasa valik lehetévé. A masodik
pulykavizsgalatra alkalmas csoportban, egy alacsonyabb mérettartomanyban (65-218 bp
kozott) maximum 14 allél valaszthaté el. A harmadik vizsgalati csoport lud allomanyok
vizsgalatara alkalmas, €s csak 5 mikroszatellitet tartalmaz a 103 bp-t6l a 238 bp-ig terjedd
tartomanyban.

A késobbi populacidgenetikai vizsgalatok sordn bebizonyosodott, hogy a kialakitott
csoportok jol alkalmazhatoak a populacidvizsgalatok soran, azonban az is lathatd, hogy a
csoportok tovabbi fejlesztésére is van lehetdség. A pulyka és a lud esetén is a kialakitott
csoportok tartalmaznak egy-egy olyan mikroszatellitet, amely a vizsgalt populacidkban
monomorfnak bizonyult. Ezek cseréje esetleg indokolt, ha mas populdcidkban is kevés alléllal
rendelkeznek. En ezeket a mikroszatelliteket belsd markerként alkalmaztam a kapillaris
gélelektroforézisek soran, ugyanis a méretiik allando, igy segitségiikkel nyomon kovethettem
a gép mukodését.

Emellett az egy elvalasztas soran vizsgalhato mikroszatellitek szama elméletben tovabb

is novelhetd, akar 10-15 is lehet (Ajzenberg et al. 2010).
5.3 Oshonos baromfipopuliciék genetikai vizsgalata

5.3.1 Génrezerv bronzpulyka allomany genetikai analizise

A csoportokba rendezett 15 mikroszatellittel (4. és 5. tdbldzat) megvizsgaltam a DE
rendelkezésemre all6 6 vadpulyka egyedet. A késObbiekben a vadpulyka egyedeket — a
rendelkezésre allo alacsony létszam ellenére — elkiilonitve vizsgaltam, igy nem tekinthetok
egy populacio reprezentativ mintajanak.

Vizsgaltam az allélok szamat (9. és 10. tablazat) és az egyes allélok gyakorisagat (8.
tablazat). Megallapithato, hogy az allélszam mind a 15 mikroszatellit esetén alacsony (1-4),
alacsonyabb a pulyka fajra jellemzd allélszamnal (Reed et al. 2003a, Reed et al. 2003b, Latch et
al. 2002). Ez az alacsony allélszam jele lehet a beltenyésztésnek, és az abbol fakadd folyamatos
leromlasnak. (Pecsenye 2006). Emellett mindegyik marker esetén van egy olyan allél, amely
sokkal gyakoribb, mint a tobbi. Ez az allél egy marker kivételével (LEI43) a detektalt
haplotipusok tobb mint 60%-aban van jelen. A vizsgalt mintak alacsony szamanak koszonhetéen
a vadpulyka csoport mintaiban sokkal kevesebb allélt talaltunk, azonban a LEI43-as marker
111bp-os allélja csak vadpulyka egyedekben volt jelent.

A genotipus adatokbol meghataroztam az allomanyok vart (He) és tényleges (Ho)

heterozigozitasat (9. és 10. tablazat). Jol lathato, hogy a vart heterozigozitasi értékek csak
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kevéssé térnek el a kapott heterozigozitasi értékektdl. Statisztikailag négy mikroszatellit
esetén (ADL146, ADL191, ADL361 ¢és az MCW8&3) igazolhato az eltérés (P<0,05). A
bronzpulyka populaciod Osszesitett vart heterozigozitasi értékénél tapasztalt eltérés (He=0,28,
H,=0,312) szintén nem volt szignifikans.

A vadpulyka heterozigozitasi eredménye is nagyon hasonld képet mutat, és itt nem
mutatkozott szignifikans eltérés egyetlen marker esetében sem.

Ezekbdl az értékekbdl (He, Ho) szamithatd a fixacios index, ami a Hardy-Weinberg
egyensulytol vald eltérést jellemzi. A bronzpulyka esetében az egyik mikroszatellit, az
ADL150 homozigota volt. Az ADL293, az ADL272, az ADL146, a LEI43 ¢és az ADL191
esetében a pozitiv érték a heterozigotdk hianyat jelzi. A tobbi (ADL293, ADL266, MCWS0,
ADL353, ADL142, MCWS83, ADL361) mikroszatellit negativ értékkel rendelkezett, azoknal
a populécioban heterozigota-tobbletet volt megfigyelhetd. Vadpulykdnal négy (ADL292,
MCW18, ADL146, ADL191) mikroszatellitnél nem értelmezhet6 a Fs érték szamitasa, mert
homozigota genotipusuak voltak az adott mikroszatelliteken. Az ADL272 és az ADL149
estében kaptam pozitiv értéket, ami a heterozigotak hidnyat jelzi. A tobbi mikroszatellitnél a
fixacios index negativ el6jelli, ami itt is heterozigdta-tobbletet jelol. Bronzpulyka esetében az
ADL146, ADL150, ADL292, ADL293, MCWO0080 markereknél kapott PIC érték <0,25, azaz
ezek a mikroszatellitek az enyhén, illetve alig informativ kategdéridba tartoznak. Hét
mikroszatellit (ADL142, ADL149, ADL191, ADL266, ADL353, ADL361 és az MCW83)
0,5 ko6zotti tartomanyba esik. A nagymértékben informativ markerek csoportjaba — ahol a PIC
érték nagyobb, mint 0,5 — minddssze egyetlen mikroszatellit, a LEI43 tartozott. Az MCW 18
esetében a PIC=0, ami azt jelenti, hogy ez egy egy alléllal rendelkez6, monomorf
mikroszatellit, azaz a markerre homozigota.

A vadpulyka esetében is kiszdmitottam a PIC értékeket, és 4 mikroszatellit esetében
kaptam nullat, azaz homozigota eredményt (ADL146, ADL191, ADL292, MCW18). Az
ADL142-n kiviil - amely nagymértékben informativ - a tobbi marker a mérsékelten informativ
csoporthoz (0,5> PIC >0,25) tartozott.

Az altalam vizsgalt egyedek kozotti genetikai hasonlosagot/kiilonbséget, a koztiik 1évo
kapcsolatot a konnyebb attekinthet6ség érdekében dendogramon is abrazoltam (17. abra).

A dendogramon megfigyelhetd tobb nagyobb csoport, amelyek kozott kisebb a
genetikai tdvolsdg. Ennek oka lehet a ketreces tartds is. Bar évente uj ketrecbe keriilnek a
bakok (rotalnak), hogy ne csokkenjen az allomany genetikai variabilitdsa. A pirossal dbrazolt
vadpulyka egyedek elszortan helyezkednek el a vizsgalt bronzpulyka populacioba vegyiilve

(amelyeket kékkel jeloltem), azaz nem alkotnak kiilon szigetet, nem csoportosulnak egy
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elkiilontilé részpopulacidba. Bar erre a jelenleg elérhetd adatok és informaciok alapjan nem
adhat6 egyértelmi magyardzat (nem pontosan ismert a vadpulyka egyedek szarmazasa), egy
lehetséges oka lehet mégis, hogy a vadpulyka egyedek valojaban bronzpulykaval keveredett

allomanybol szarmaznak.

5.3.2 Fodros tolli lud Allomany genetikai analizise

Ennél a populacional a vizsgalatokat mindossze 5 mikroszatellittel végezetem, €s bar
tobb marker bevonasdra lenne sziikség az allomany genetikai hatterének kielégito
elemzéséhez, az altalam gyijtott adatok alapjan lehetséges egy eldzetes felmérés. A fodros
tollt lud allomany esetében is meglehetdsen alacsony (egyik marker esetén sem tobb mint
harom) allélszam volt fellelhetd a populacidban. Itt is megfigyelhetd, hogy egy-egy allél a
tobbit joval meghaladd mértékben volt jelen a populacio egyedeiben. A kapott
genotipuseredmények felhasznalasaval kiszamoltam a vizsgalt allomany vart (Hg) és
tényleges heterozigozitasi (Ho) értékeit, amelyek a 13. tablazatban lathatoak.

A tényleges vizsgalatokban harom mikroszatellit (ADL142, ADL361 é¢s MCW18)
szignifikans mértékben alacsonyabb heterozigozitasi értékeket mutatott, mint azt a vart
heterozigozitasi értékek alapjan gondoltam volna, egy mikroszatellit pedig homozigétanak
bizonyult (LEI120). Egy esetben viszont (MCW80) szignifikans mértékben magasabb
heterozigozitasi értéket kaptam. A populacid Osszesitett heterozigozitasi értéke (0,0191)
szignifikansan alacsonyabbnak bizonyult a vart heterozigozitasnal (0,3169).

A homozigota LEI120 esetében a PIC érték nulla volt. Egy mikroszatellit marker PIC
értéke esett az alig informativ kategoriaba (<0,25), ez az ADL361-es mikroszatellit marker
volt. A masik harom marker (ADL142, MCW18 ¢é¢s a MCWR80) a mérsékelten informativ
mikroszatellitek k6z¢é volt sorolhato, mivel a kapott PIC értékek a 0,25 és a 0,5 kozé estek.

Ennél a populacionadl is elkészitettem egy dendogrammot, az egyedek kozotti genetikai
hasonlosagok konnyebb attekinthetésége érdekében (18. dbra). Az abrarol leolvashatd, hogy
igen gyakoriak az egymassal nagyon hasonld genotipust egyedek. Mindezek az adatok az
alloméany beltenyésztettségére utalnak. Emellett eléfordulhat az is, hogy a nagyobb
szaporodasi eréllyel bir6 egyedek tobb utdddal jarultak hozza a vizsgalt generdcidhoz, mivel

az allomanyt szabad tartasban, természetes paroztatassal tartottak fenn.

5.4 Izolalt uj mikroszatellitek hasznalhatosaga, lehetséges jovobeli
alkalmazasuk és annak jelentosége

Munkéam soran sikeresen allitottam fel, illetve adaptaltam egy mikroszatellit izolalasi

modszert, amellyel barmely faj DNS-ébdl lehetséges nagy  hatékonysaggal,
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ismétlddéstartalmu klonok izolalasa. Ezek jelentds része a szekvencia ismeretében, kimutatasi
primerek tervezésével j mikroszatellitekké alakithatd. A kialakitott rendszert két faj, a pulyka

és a lud esetén is sikeresen alkalmaztam.

5.4.1 Uj pulyka és lid mikroszatellitek

A pulyka fajbol 6sszesen 61, a lad fajbol 5 Gj mikroszatellit markert fejlesztettem ki
(fuiggelék 14., dolgozat 15. tablazata). Ezek a markerek alkalmasak allomanyok genetikai
variabilitasanak vizsgalatara, illetve gazdasagilag fontos értékméré tulajdonsagok genetikali
hatterének felderitésére. Ludbol 5 mikroszatellit szekvenciat izolaltam, melyeket
Osszehasonlitottam a nemzetkozi adatbazisban addig leirtakkal.

Tizenegy 1) izoladlasu pulyka mikroszatellit marker genetikai térképpoziciojat
egyiittmikodd partneriink — Kent M. Reed és csoportja — allapitotta meg (fliggelék 19/a.
abra), majd helyezte el ezeket a térképezési populaciojuk segitségével (9. dbra) mind a pulyka
konszenzus genetikai térképén, mind a tyuk Osszehasonlitdé genetikai térképén (Reed et al.
2005). Ehhez a munkahoz egy eldzetes szlirést kellet végeznem a térképezésre hasznalt
allomény bizonyos egyedeinek DNS-én annak eldontésére, hogy polimorf genotipust
mutatnak-e az 0j izolalasu mikroszatellitek, azaz alkalmasak-e a genetikai térképezésre az
altaluk hasznalt dlloméanyon.

Az 2010-re elkésziilt pulyka genomszekvencidhoz hasonlitottam az 1) izolalasu
mikroszatellitek szekvencia adatait. A 61 db 1) izolalasu mikroszatellitbdl hatot nem talaltam
meg az adatbazisban illetve nem lehetett 6ket kromoszoméahoz rendelni. A tobbi esetében
térképezett 11db mikroszatellit is. Ezek koziil harom esetében azonban mas eredményt hozott
a szekvencia 0sszehasonlités €s a térképezés. Ezek az MGPO012, az MGP031 és az MGP43. A
genom Osszeillesztés szerint az MGPO012 mikroszatellit a 13. kromoszoman, az MGP031 és az
MGP43 pedig a 15. kromoszoman helyezkedik el, mikdzben az egylittmiikodé az MGP012
elnevezésli mikroszatellitet a 11. kromoszoémahoz, az MGP31l-es markert a 2.
kromoszomahoz, az MGP043-as markert a 19. kromoszomdara térképezte. Ennek egyik
magyarazata lehet, hogy a szekvendlas utani szekvencia, illetve a genomillesztések még nem
tokéletesek, folyamatosan szerkesztik, fejlesztik Oket és az ismétlédés tartalma szekvencidk

esetén ez kiilondsen nehéz feladat. Annak eldontésére, hogy a két térképezési metddus koziil

crey
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6. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Sikeresen adaptaltam 46 db tyuk mikroszatellitet a pulyka faj vizsgalatdhoz. A
mikroszatellit allélok méretét is figyelembe véve, az adaptalt mikroszatellitekbdl a
hatékonyabb ¢és koltségtakarékosabb vizsgdlatokhoz két kimutatasi csoportot hoztam
létre. Az egy kimutatasi csoportban altalam egyszerre vizsgalt mikroszatellitek szama
elérte a nyolcat.

Tizenot sikeresen adaptalt mikroszatellit markerrel vizsgaltam a debreceni
bronzpulyka populdcié genetikai variabilitdsat, kiegészitve a vadpulyka egyedekkel. A
kapott eredményeket értékeltem, és a tenyésztd rendelkezésére bocsatottam a tovabbi
tenyésztéi munka eldsegitéséhez.

Uj pulyka mikroszatellit konyvtarak létrehozasat kovetden 167 dinukleotid ismétlédést
tartalmazd DNS szakaszt szlirtem ki, amelybdl 109 volt alkalmas primer tervezésre, €s
68 volt egyedi szekvenciaju. Az ezt kovetd génbanki adatbazis vizsgalatokkal
kiszlirtem a kordbban mésok altal mar leirt szekvencidkat. Végiil 61 db 10j izolalast
egyedi szekvenciat azonositottam, amelyek kimutatdsdhoz specifikus primer parokat
terveztem.

Sikeresen adaptaltam 16 mikroszatellit primer part ludra, a kiilonb6z6 populaciok
genetikai jellemzéséhez. Ezek koziil 5 mikroszatellitet sikeresen egy kimutatasi
csoportba rendeztem.

Ot mikroszatellitet tartalmazé kimutatisi csoporttal felmértem a DE AGTC teljes
fodros tollu lud allomanyédnak genetikai variabilitasat. Az eredményeket értékeltem, €s
a tenyésztd rendelkezésére bocsatottam a tovabbi tenyésztdi munka eldsegitéséhez.
Sikeresen hoztam létre egy lud mikroszatellitekben dusitott konyvtarat, és 32 klon
vizsgalata soran 11 egyedi mikroszatellit tipust szekvenciat hataroztam meg, amelyek

koziil — specifikus primerek tervezésével — 5 1j mikroszatellitet fejlesztettem ki.
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7. OSSZEFOGLALAS

A gyakorlati allattenyésztésben, -nemesitésben és fajtafenntartasban is egyre nagyobb
szerephez jutnak a korszerii molekularis modszerek, amelyek kiilondsen hatékony eszkéznek
bizonyulnak a génrezerv allomanyok esetében.

A dolgozat elején megfogalmazott céljaimat is ennek megfelelden tlztem ki. A
munkam soran két fontos magyar génrezerv allomany, bronzpulyka (163 db bronzpulyka és 6
db vadpulyka) és fodros tollu lud (132 db) populédciok genetikai variabilitdsat mértem fel
mikroszatellit markerekkel. Az alkalmazott technikdk els6 1épése a rendelkezésemre allo
vérmintakbol torténd DNS izolalds volt. Ezek utdn a kivalasztott tyk mikroszatellit
markereket (56 db) adaptaltam a pulyka vizsgalatokhoz, majd a mar miik6dé markereket a
fluoreszcens jelolésnek megfeleléen két kimutatasi csoportba rendeztem, és igy végeztem a
genotipus meghatarozast. Eredményeimet tablazatos és grafikus formaban is a nemesitok
rendelkezésére bocsatottam. Ezen feliil kiszamitottam az alloméany genetikai variabilitasat
jellemz6é néhany adatot (Ho, He, Fis, PIC). Segitségiikkel a tovabbi parositasi munkaknal
figyelmet fordithattak a genetikai variabilitds csokkenésének elkeriilésére.

Tovabbi célkitlizésem 1) pulyka mikroszatellitek izoladlasa volt. Ehhez el6szor
létrehoztam egy 1j, CA-dinukleotid ismétlédésekben dusitott mikroszatellit konyvtarat,
amelyb6l Glenn és Schable (2005) modszere alapjan 136 db mikroszatellitet tartalmazo
szekvenciat nyertem vissza. Ezeket a szekvencidkat Osszevetettem a nemzetkozi
adatbazisokban talalhatd adatokkal, majd a 61 db, Gjnak bizonyulora primert terveztem, és
végiil ezeknek a megfelelden miikodd 1) mikroszatelliteknek a kimutatdsat optimalizaltam.
Miutan a szekvencia adtok a pulykanal is hozzaférhetéek lettek, BLAST segitségével
megkerestem 6ket.

A pulyka mikroszatellit adaptalasi tapasztalataimat alkalmaztam egy masik faj esetében,
amikor a cél egy fodros tollu lud allomany genetikai variabilitasanak felmérése volt. Ezt
kovetden erre a fajra is 1étrehoztam egy dusitott mikroszatellit kdnyvtarat, amelybdl sikeresen
visszanyertem a mikroszatellitet tartalmazo klonokat. Ezek koziil specifikus primerek

segitségével 6t 0j mikroszatellit markert fejlesztettem ki.
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8. SUMMMARY

In the practice cross breeding and species preservation there has been an important role of
the application of the modern molecular methods which have been proved to be very effective
means in the case of gene bank stock species.

At the beginning of the dissertation the research aims were defined in consideration of the
above mentioned ideas. In my research | investigated the variability of two important
Hungarian gene bank stocks, the bronze turkey and the curly feathered Hungarian goose (163
bronz turkeys and 6 wild turkeys), by microsatellite markers. The first step of the applied
techniques was the DNA isolation taken from the blood samples. | adapted the selected
chicken microsatellite markers (56 pieces) for the turkey investigations, then | arranged the
operating markers — in accordance with the fluorescent markers — into two traceable groups,
and finally, | defined the genotype. My research results were arranged into tables and graphs,
and then | provided them for the breeders. With these results they could pay more attention to
avoid the decrease of gene variability in crossing and mating.

My further research aim was to isolate new turkey microsatellites. To do so, first I
established a new microsatellite library enriched in CA-dinocleotid repetitions, and from this,
I gained 136 sequences containing microsatellites. For this research step | applied the method
of Glenn and Schable (2005). I compared these sequences with the available data of the
international database, then | planned 61 seemingly new primers, then | optimatized the
demonstration of the operating new microsatellites.

| applied my experiences, gained from the turkey microsatellite isolation, in the case of
different species. Here my aim was to explore the gene variability of a goose stock. I also
established a new enriched microsatellite library for this species, and | successfully gained
clones containing microsatellites. In the end, I also planned primers for these five sequences

to explore and demonstrate microsatellites.
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10. MELLEKLETEK
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1. tablazat. A vizsgalatokhoz kivalasztott mikroszatellitek jellemzése. A tablazat tartalmazza a mikroszatellitek azonositojat, az ismétlddé motivum leirasat, a kimutatasukhoz
hasznalt primer parok szekvenciait, az adott primerek fluoreszcens jelolését. Ezt az NCBI (National Center for Biotechnology Information) adatbazisban megtalalhatd jellemzdk
kovetik: a primerek hasznalataval sokszorosithatd ismétl6dé motivumok génbanki azonositdja, illetve a varhatd termékek hossza (bazisparban megadva). Az utols6 oszlopban az
adott primer parok irodalmi hivatkozasa lathato.

A tytk a mikroszatellitet tartalmazoé szekvenciat izolaltak: 1) Cheng H. H. - irodalomban nem publikalt; 2) Contact:. Cheng H. H. és de Leon A. P., - irodalomban nem publikalt,
3) Gibbs et al. 1997, 4) Hanotte et al. 1997, 5) MCWO007 primer par: Crooijmans, R. P. M. A. és Groenen, M. A. M. - irodalomban nem publikalt, 6) Crooijmans et al. 1996, 7)

Crooijmans et al.1997.

Mikrosza,telllit Ism. mot. Primer A szekvencia (Forward) Primer B szekvencia (Reverse) Fluores,z cens (izesﬁ(l?;?ék Meéret Ir_od.
azonosito festék szém (bp) hiv.
ADL106 (TG)9 CATTCTCTGATTCTGCCTTT AACTCCTGGTGTGCTACAAA TET G01550 150 1
ADL109 (CA)16 ATCTCCATAACTTCTGCTGC AAAAATAAAATATCTCCCAG TET G01554 216 1
ADL114 (CAA)8 GGCTCATAACTACCTTTTTT GCTCTACATTCCTTCAGTCA FAM G01726 185 1
ADL118 (CA)10A10 GATCACTCTTAGATGCCACA AGAGAGGGGTTACAAGGCTG FAM G01729 163 1
ADL120 (TG)9 GCATTCCAACTCCCCTTTGG ACCAGATATAACAGTCCTCT FAM G01731 153 1
ADL134 (CA)17 TTCCATAAGCCATCAATCAG TTTTCCTCTCCCTCCATTTT FAM G01754 130 1
ADL142 (AC)11 CAGCCAATAGGGATAAAAGC CTGTAGATGCCAAGGAGTGC TET G01567 231 1
ADL143 (TG)10(TA)5 | CCTGTCTCTGGTCTTTATCC AGTTTACTTCCTTTTCTTGC TET G01568 168 1
ADL146 (TG)16 GACCTGCATTGTCAGTGACC TGCTTCCTACCCATTCTCCT FAM G01571 164 1
ADL147 (TG)9 CTGGTGAATGAGAAGCGATG GCTGCGGCAATAAACTCCCT HEX G01572 211 1
ADL149 (CA)11 ATAGCATACACCCAGCCACC GAATAAGAATGTTNCCCTGC TET G01574 227 1
ADL150 (GT)13 ATGCCAAGCATTACAGAAGC CCTGCAGCACCTTTATCTCT HEX G01575 160 1
ADL160 (GM11 TGGCAGAAATAAGGCAGTGC ATTCATCGCTGGCATCTTGC HEX G01584 126 1
ADL166 (TG)15 TGCCAGCCCGTAATCATAGG AAGCACCACGACCCAATCTA HEX G01588 135 1
ADL173 (TG)24 GCACAAGATGTTGAGCCACA GCCTTCCCGTAAGTTTTTCA HEX G01595 152 1
ADL180 (TG)15 ACCAGAGCATCTACTGAAGA AAACCTGGAAATGAAAGCAT HEX G01602 136 1
ADL191 (CA)12 AAAGGAAAGCCTATGTGAAT AAAGCACCAAGCGAGATACA TET G01612 142 1
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1. tablazat folytatasa. A vizsgalatokhoz kivalasztott mikroszatellitek jellemzése. A tablazat tartalmazza a mikroszatellitek azonositojat, az ismétlddé motivum leirasat, a
kimutatasukhoz hasznalt primer parok szekvenciait, az adott primerek fluoreszcens jelolését. Ezt az NCBI (National Center for Biotechnology Information) adatbazisban
megtalalhat6 jellemzok kovetik: a primerek hasznalataval sokszorosithatd ismétlddé motivumok génbanki azonositdja, illetve a varhato termékek hossza (bazisparban megadva). Az
utolsé oszlopban az adott primer parok irodalmi hivatkozésa lathato.

Mikrosza’t e]lit Ism. mot. Primer A szekvencia (Forward) Primer B szekvencia (Reverse) Fluores,z cens ?1221615;?: Méret Irpd.
azonosito festék szAm (bp) hiv.
ADL234 (TG)10 CCCTGGGGCTCCCTCAGCAC CTGGACGCGTGAAAAAGTTC TET G01654 164 1
ADL236 (CA)14 CTGGTTGTCAGTTGAAGGAC ATAAGGTGGTGAGCAGCACT FAM G01656 132 1
ADL240 (CA)17 ACCTGGGAGATTGGATTCAA CGTCCCGTCCTGANTGTTTG HEX G01660 130 1
ADL254 (TG)13 CAGCGTGGAAGCAATAAATG CACTCATCCCACAACCACTG FAM G01674 133 1
ADL260 (CA)19 ATCAGCCCATCCCAGTATCG GGAGCTGTCATCCACTCTTG HEX G01680 129 2
ADL266 (TG)15 GTGGCATTCAGGCAGAGCAG AATGCATTGCAGGATGTATG HEX G01686 113 1
ADL268 (GT)12 CTCCACCCCTCTCAGAACTA CAACTTCCCATCTACCTACT TET G01688 110 1
ADL272 (TG)11 TATGGTAAGGTGAGCAAACC GGGAAAGCTATGAAAGATTT TET G01692 168 1
ADL292 (CA)12 CCAAATCAGGCAAAACTTCT AAATGGCCTAAGGATGAGGA FAM G01710 127 1
ADL293 (CA)15 GTAATCTAGAAACCCCATCT ACATACCGCAGTCTTTGTTC TET G01711 120 1
ADL300 (TG)19 TTTCCATGCAAGGNTAGGTG CTGAAGGCATTCTCAAGGAG FAM G01715 172 1
ADL306 (TG)11 GTTACTGTATCTTGGCTCAT TCAGTTTGACTTTCCTTCAT FAM G01721 127 1
ADL310 (GM14 GTCTCTGGATCTCCTCTTCG TGCACACTTCCCACTACAGG HEX G16079 145 1
ADL314 (GM11 CCCCATAATTCTTTCAGTGC CATCCAATGCAGACAGGACA HEX G16083 181 1
ADL353 (AC)22 AAATAAAGGTGTTGGCAGTT CCCTGAAGTTGTGCTACCAC FAM G29061 158 2
ADL359 (GM)21 GGCAGCCAATCTGTCTTATT TTGATTTTGGTCAGTGCTTT HEX G29066 220 2
ADL361 (CA)13 AGGGGCCTCACTATTTTCCT GTAAACGGGGGTGGATTCAG HEX G29068 126 2
ADL366 (AC)17 AGCTCCTTGTACCCCTTTGC CACCATTTGCCTCACCAACT TET G29072 227 2
ADL367 (AC)18 TGAAAAGTAAACAGGGAAAA GACTGCAACAGCATTTGAGT TET G29073 114 2
LEI43 (CCAT)10 | GGCCATTAGGACCCGGTTGG CCTCCAAACCTCTGAGAAAGC TET X78623 93 3
LEI88 (CA)24 TGATTCACTTGATGGTCGAGG GATCTAATGTGGAATGCCTGA HEX X82816 272 3
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1. tablazat folytatasa. A vizsgalatokhoz kivalasztott mikroszatellitek jellemzése. A tablazat tartalmazza a mikroszatellitek azonositojat, az ismétlddé motivum leirasat, a
kimutatasukhoz hasznalt primer parok szekvenciait, az adott primerek fluoreszcens jelolését. Ezt az NCBI (National Center for Biotechnology Information) adatbazisban
megtalalhat6 jellemzok kovetik: a primerek hasznalataval sokszorosithatd ismétlddé motivumok génbanki azonositdja, illetve a varhat6 termékek hossza (bazisparban megadva). Az

utolsé oszlopban az adott primer parok irodalmi hivatkozésa lathato..

Mikrosza'te’llit Ism. mot. Primer A szekvencia (Forward) Primer B szekvencia (Reverse) Fluores’z cens C:EQEOB;?()I( Méret Irpd.
azonosito festék szAm (bp) hiv.
LEI91 (CA)23 TTCCCAAAACTCTTAAGTTGGAGG | AAGTGTGTGTAGACCTTCCAGGC TET X83244 163 3
LEI99 (AC)12 GATCTGGCAGAACAGAAACAG ATATTTCACACCTGACCTGCG FAM X83237 121 3
LEI120 (CA)21 GCAAACAAACCTGCCACATCTG AGAATGAAAAGGCTGTTCCCCA FAM X85511 338 3
LEI121 (AC)32(AT)4 | TTGACGTCCTGGATAGATTAC ATTATCCAGAACTAACATCAAC FAM X85536 383 3
LEI134 (CA)16 ATTCAAGCCCTGACTCAGCAGA TTCCTGCACGTCCAGCTGTC HEX X82858 292 3
LEI161 (CA)13 TCACAATAACGTGGTAATTGAAGC | GTGAATTCAGCCTTTTCAAGCT HEX X85524 148 3
LEI163 (CA)25 ACTTGGGCATACTCTTGTTGC CTGCAGGTACCGTGAGATGTG FAM X85527 190 3
LEI319 (CA)12 CTGGGGATAGGGAGGTGTTT GTGTATGGCTATGCAGATTGC FAM X83981 99 4
MCW?7 (TG)7 AGCAAAGAAGTGTTCTCTGTTCAT | ACCCTGCAAACTGGAAGGGTCTCA |FAM G54469 310 5
MCW18 (TG)19 GGAATTTGAACACCTGAGATTTCC | CACTATGTTTATGGCAAACTCCTG FAM L40067 222 6
MCW29 (TG)30 CATGCAATTCAGGACCGTGCA GTGGACACCCATTTGTACCCTATG TET L43634 167 6
MCW35 (CA)12 CAGAAACATTTGGACTTGGCTT TTGCTTCATTTCTAGTCTCCAGTT TET L40059 242 6
MCW37 (CA)8 ACCGGTGCCATCAATTACCTATTA | GAAAGCTCACATGACACTGCGAAA |FAM L43676 147 6
MCW68 (CA)9 CCTCACTGTGTAGTGTGGTAGTCA | GAGAAGCTTGAACCTACCAGTCTT |HEX L43683 166 6
MCW80 (GT)10 GAAATGGTACAGTGCAGTTGG CCGTGCATTCTTAATTGACAG HEX L40045 280 6
MCW83 (AC)11 TACATTTCAGAAGGAATGTTGC GCCTTTCACCCATCTTACTGT HEX G31946 90 7
MCW89 (CA)9 CAAAACATGCCTTCAGAGCAAC AAGCAGGAGAGAAGCTGCAGT FAM G31950 276 7
MCW102 (CA)13 AACACAGAACTGTTGGAATGG TGTTAAAACCAAAATCTATCAGG TET L40073 224 6
MCW115 (CA)18 ATACCAACATCTGCCTCTGAC GCAGTGTGTCTGACTAGCTCT HEX L40076 239 6
MCW169 (CA)23 GATCCCACTTGTTAAGAAGTG CCTGACCTTACTGAGCTTGGA HEX L43667 92 6
MCW178 (TG)12 ACTGGAATTTTAGGGCAACAG AACTGTTAGCTAATATGACCTG TET L43668 91 6
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7. tablazat. A bronzpulyka mikroszatellitekel végzett vizsgalatok eredményeként kapott genotipusok. Az els6é oszlopban a bronz- (T) és a vadpulyka (V) egyedek azonositojat
tiintettem fel; mig a masodik oszlopban az egyedek neme lathatd. Ebben az oszlopban M (male): bak, F (female): t0j6. Az els6 sor tovabbi oszlopai a vizsgalatban alkalmazott
mikroszatellitek elnevezését tartalmazza, mig a tobbi sorban az egyedek adott mikroszatellittel kapott genotipusait lathatjuk.

Azonosité | Nem ADL292 MCW18 | ADLO0293 ADL272 ADL149 ADL266 ADL150 MCW80 ADL353 ADL146 LEI43 ADL191 ADL142 MCw83 ADL361
T1 F 128-128 200-200 99-99 - 224-224 96-104 138-138 - - - - - 210-218 - -
T2 F 128-128 200-200 99-99 160-168 224-224 96-104 138-138 276-276 142-142 - - - 210-218 - -
T3 F 128-128 200-200 99-99 160-168 224-224 96-104 138-138 - 142-142 - - - 218-218 - -
T4 F 128-128 200-200 - - - - - - 142-142 - 99-99 - 218-218 75-75 120-120
TS5 F 128-128 200-200 99-99 160-168 222-224 104-104 138-138 - 142-142 - - - 210-218 - 120-120
T7 M 128-128 200-200 99-99 160-168 222-224 96-104 138-138 276-276 142-148 195-195 99-107 138-138 210-218 75-75 106-120
T8 M 128-128 200-200 99-99 160-160 224-224 96-104 138-138 276-276 148-148 195-195 107-107 138-138 210-210 75-75 120-120
T9 M 128-128 200-200 99-99 160-168 224-224 96-104 138-138 276-276 142-148 195-195 99-107 138-138 218-218 75-75 120-120
T10 F 128-128 200-200 99-99 160-168 222-222 96-96 138-138 B 142-142 195-195 99-103 138-140 218-218 75-75 120-120
T11 F 128-128 200-200 99-99 160-160 224-224 96-104 138-138 276-276 142-150 195-197 99-103 138-140 218-218 75-75 120-120
T12 F 128-128 200-200 99-99 160-168 224-224 104-104 138-138 276-276 148-148 195-195 99-99 - 218-218 75-75 106-120
T13 F 128-128 200-200 99-99 168-168 222-224 96-96 138-138 276-276 142-142 195-195 99-103 138-138 210-218 75-75 106-120
T14 F 128-128 200-200 99-99 160-168 222-224 96-96 138-138 276-276 142-142 195-195 103-107 138-138 210-218 75-75 120-120
T15 F 128-130 200-200 99-99 160-160 222-224 96-104 138-138 276-276 142-142 195-195 99-107 140-140 210-218 75-75 120-120
T16 F 128-128 200-200 99-99 160-168 222-224 96-96 138-138 276-276 142-142 195-195 99-103 138-140 218-218 75-75 106-120
T17 F 128-128 200-200 99-99 168-168 224-224 96-104 138-138 276-276 142-142 195-195 99-107 138-140 218-218 75-75 120-120
T18 F - - - - - - - - 142-148 195-195 99-103 138-138 210-218 75-75 106-120
T19 F 128-128 200-200 99-99 160-160 222-224 96-104 138-138 276-276 142-142 195-195 99-99 138-140 210-218 75-75 106-120
T20 F 128-128 200-200 99-99 160-160 222-224 96-96 138-138 276-276 142-148 195-195 99-99 138-138 218-218 75-75 120-120
T21 F 128-128 200-200 99-99 160-160 222-224 96-96 138-138 276-276 142-148 - 99-103 138-138 218-218 75-75 106-120
T22 M 128-128 200-200 99-99 160-168 224-224 96-96 138-138 276-276 142-142 195-195 99-99 138-138 210-218 75-75 106-120

117



DOI: 10.14751/SZIE.2014.046

7. tablazat folytatiasa. A bronzpulyka mikroszatellitekel végzett vizsgalatok eredményeként kapott genotipusok. Az elsé oszlopban a bronz- (T) és a vadpulyka (V) egyedek
azonositojat tiintettem fel; mig a masodik oszlopban az egyedek neme lathaté. Ebben az oszlopban M (male): bak, F (female): tojo. Az elsé sor tovabbi oszlopai a vizsgalatban
alkalmazott mikroszatellitek elnevezését tartalmazza, mig a tobbi sorban az egyedek adott mikroszatellittel kapott genotipusait lathatjuk.

Azonosité | Nem ADL292 MCW18 ADL293 ADL272 ADL149 ADL266 ADL150 MCW80 ADL353 | ADLO0146 LEI43 ADL191 ADL142 | MCWO0083 | ADL361
T23 M 128-128 200-200 99-99 160-160 224-224 - - - 142-142 195-195 99-103 138-140 210-218 75-75 120-120
T24 M 128-128 200-200 99-99 160-160 224-224 - - - 142-148 195-195 99-107 138-140 210-210 75-75 120-120
T25 F 128-128 200-200 99-99 160-168 224-224 96-104 138-138 276-276 142-142 195-195 99-99 138-140 210-218 75-75 120-120
T 26 F 128-128 200-200 99-99 160-160 222-224 96-104 138-138 276-276 142-142 195-195 99-99 140-140 210-218 75-75 120-120
T27 F 128-128 200-200 99-99 160-168 224-224 96-104 138-138 276-276 142-148 195-195 99-99 138-140 210-218 75-75 120-120
T28 F 128-128 - 99-99 160-168 224-224 96-96 138-138 276-276 142-142 195-195 99-99 138-138 218-218 75-75 106-120
T29 F 128-128 200-200 99-99 160-160 224-224 96-104 138-138 276-276 142-142 195-195 99-103 138-140 218-218 75-75 106-120
T30 F 128-128 200-200 99-99 160-160 224-224 96-96 138-138 276-276 142-142 195-195 99-103 138-138 210-218 75-75 106-120
T31 F 128-128 200-200 99-99 160-160 224-224 96-104 120-138 276-276 142-142 195-195 99-107 138-138 218-218 75-75 106-120
T32 F 128-128 200-200 99-99 160-168 224-224 96-96 138-138 276-276 142-142 195-195 99-103 138-140 210-218 75-75 106-120
T33 F 128-128 200-200 99-99 160-160 222-224 96-96 138-138 276-276 142-142 195-195 99-99 140-140 218-218 75-75 120-120
T34 F 128-128 200-200 99-99 160-168 224-224 96-96 138-138 276-276 142-142 195-195 99-103 138-140 210-218 75-75 120-120
T35 F 128-128 200-200 99-99 160-160 224-224 96-104 138-138 276-276 142-142 195-195 99-99 140-140 210-218 67-75 120-120
T 36 F 118-128 200-200 99-99 160-168 224-228 96-96 138-138 276-280 142-148 195-195 99-103 138-138 210-218 67-75 106-120
T37 F 128-128 200-200 99-99 160-160 222-224 96-96 138-138 276-276 142-148 195-195 99-99 138-140 210-218 67-75 106-120
T38 F 128-128 200-200 99-99 160-160 224-224 - 138-138 276-276 142-142 195-195 99-107 138-140 218-218 75-75 106-120
T39 F 128-128 200-200 99-99 160-168 224-224 96-104 138-138 276-276 142-142 195-195 99-99 138-140 218-218 75-75 106-120
T 40 F 128-128 200-200 - 160-160 224-224 96-96 138-138 276-276 142-148 195-195 99-107 138-138 218-218 67-75 106-120
T4l M 128-128 200-200 99-99 160-160 224-224 96-96 138-138 276-276 142-142 195-195 99-107 138-140 210-218 75-75 106-120
T42 M 128-128 200-200 99-99 160-160 224-224 96-104 138-138 276-276 142-142 195-195 99-107 138-138 210-218 75-75 106-120
T43 M 128-128 200-200 99-99 160-168 224-224 96-96 138-138 276-276 142-150 195-197 103-103 140-140 218-218 75-75 106-120
T44 F 128-128 200-200 99-99 160-160 224-224 96-96 138-138 276-276 142-142 195-195 99-103 138-138 218-218 75-75 106-120
T45 F 128-128 200-200 99-99 160-160 222-222 96-96 138-138 276-276 - - - - - - -
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7. tablazat folytatiasa. A bronzpulyka mikroszatellitekel végzett vizsgalatok eredményeként kapott genotipusok. Az elsé oszlopban a bronz- (T) és a vadpulyka (V) egyedek
azonositojat tiintettem fel; mig a masodik oszlopban az egyedek neme lathaté. Ebben az oszlopban M (male): bak, F (female): toj6. Az els6 sor tovabbi oszlopai a vizsgalatban
alkalmazott mikroszatellitek elnevezését tartalmazza, mig a tobbi sorban az egyedek adott mikroszatellittel kapott genotipusait lathatjuk

Azonosité | Nem ADL292 MCW18 ADL293 ADL272 ADL149 ADL266 ADL150 MCW80 ADL353 | ADLO0146 LEI43 ADL191 ADL142 | MCWO0083 | ADL361
T 46 F 128-128 200-200 99-99 160-160 224-224 96-96 138-138 276-276 142-142 - 99-107 138-140 210-218 75-75 120-120
T 47 F 128-128 200-200 99-99 160-168 224-224 96-96 138-138 276-276 142-142 195-195 99-107 138-140 210-218 75-75 120-120
T 48 F 128-128 200-200 99-108 160-160 222-224 96-104 138-138 276-276 142-142 195-195 99-103 138-140 210-218 67-75 120-120
T 49 F 128-128 200-200 99-99 160-168 224-224 104-104 138-138 276-276 148-148 195-195 99-99 - 218-218 67-75 106-120
T 50 F 128-128 200-200 99-99 168-168 224-224 96-104 138-138 276-276 142-148 195-195 99-99 138-140 210-218 67-75 106-120
T51 F 128-128 200-200 99-99 160-168 224-224 96-96 138-138 276-276 142-142 195-195 99-107 140-140 218-218 67-75 106-120
T 52 F 128-128 200-200 99-99 160-160 222-224 96-96 138-138 276-276 142-148 195-195 99-107 138-140 210-210 75-75 106-120
T53 F 128-128 200-200 99-99 160-168 224-224 96-96 138-138 276-276 142-148 195-195 99-99 138-138 218-218 67-75 106-120
T54 F 128-128 200-200 99-99 160-160 222-224 96-96 120-138 276-276 142-148 195-195 107-107 138-140 218-218 67-75 106-120
T55 F 128-128 200-200 99-99 168-168 224-224 96-96 138-138 276-276 142-142 195-195 99-99 138-138 210-218 67-75 106-120
T56 F 128-128 200-200 99-99 160-160 222-224 104-104 138-138 276-276 142-142 195-195 99-103 138-140 210-218 67-75 106-120
T57 F 128-128 200-200 99-99 160-160 - 96-96 138-138 - 142-142 - 99-103 - 218-218 75-75 106-120
T 58 M 128-128 200-200 - 160-168 224-224 104-104 138-138 - 142-148 195-195 99-107 138-140 210-218 75-75 106-120
T 59 M 128-128 200-200 - 160-160 222-224 96-96 138-138 - 142-142 195-195 99-103 138-140 218-218 75-75 106-120
T 60 F 128-128 200-200 99-99 160-168 224-224 96-96 138-138 276-276 142-142 195-195 99-107 138-138 210-218 65-75 106-120
T61 F 128-128 200-200 99-99 160-168 224-224 96-96 138-138 276-276 142-142 195-195 99-107 134-138 210-218 65-75 106-120
T 62 F 128-128 200-200 99-99 160-168 222-224 96-96 138-138 276-276 148-148 195-195 99-107 138-138 210-210 65-75 106-120
T 63 F 128-128 200-200 99-99 160-160 222-224 96-96 138-138 276-276 142-148 195-195 99-99 134-138 210-210 65-75 106-120
T64 F 128-128 200-200 99-99 160-168 224-224 96-96 138-138 276-276 142-142 195-195 99-99 138-138 218-218 65-75 106-120
T65 F 128-128 200-200 99-99 160-168 224-224 96-96 138-138 - 142-142 195-195 - 138-138 210-218 65-75 106-120
T 66 F 128-128 200-200 99-99 160-160 224-224 96-96 138-138 276-276 142-142 195-195 99-107 138-138 210-218 65-75 106-120
T67 F 128-128 200-200 99-99 160-160 224-224 96-96 138-138 276-276 142-148 195-195 99-99 134-138 210-210 65-75 106-120
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7. tablazat folytatasa. A bronzpulyka mikroszatellitekel végzett vizsgalatok eredményeként kapott genotipusok. Az elsé oszlopban a bronz- (T) és a vadpulyka (V) egyedek
azonositojat tiintettem fel; mig a masodik oszlopban az egyedek neme lathato. Ebben az oszlopban M (male): bak, F (female): tojo. Az elsd sor tovabbi oszlopai a vizsgalatban
alkalmazott mikroszatellitek elnevezését tartalmazza, mig a tobbi sorban az egyedek adott mikroszatellittel kapott genotipusait lathatjuk

Azonosito | Nem ADL292 MCW18 ADL293 ADL272 ADL149 ADL266 ADL150 MCW80 ADL353 | ADLO0146 LEI43 ADL191 ADL142 | MCWO0083 | ADL361
T68 F 128-128 200-200 99-99 160-168 222-224 96-96 138-138 276-276 142-148 195-195 99-99 138-140 218-218 65-75 106-120
T69 F 128-128 200-200 99-99 160-160 224-224 96-96 138-138 276-276 142-142 195-195 99-103 138-138 210-218 67-75 106-120
T70 F 128-128 200-200 99-99 160-168 224-224 96-104 138-138 276-280 142-142 195-195 99-107 138-140 210-210 67-75 106-120
T71 F 128-128 200-200 99-99 160-160 224-224 96-96 138-138 276-276 142-142 195-195 99-107 138-138 210-218 67-75 106-120
T72 F 128-128 200-200 99-99 160-160 224-224 96-104 138-138 276-276 142-148 195-195 99-103 138-138 210-210 67-75 106-120
T73 F 128-128 200-200 99-99 160-168 224-224 96-96 138-138 276-276 142-142 195-195 99-103 134-138 210-218 65-75 106-120
T74 F 128-128 200-200 99-99 160-160 224-224 96-104 138-138 B 142-148 195-195 99-103 138-138 210-218 67-75 106-120
T75 F 128-128 200-200 99-99 160-160 224-224 96-104 138-138 - 142-148 - 99-103 138-138 218-218 67-75 106-120
T76 F 128-128 200-200 99-99 160-160 224-224 96-96 138-138 276-276 142-142 195-195 103-107 134-138 210-218 65-75 106-120
T77 M 128-128 200-200 - 160-168 222-224 96-104 138-138 - 142-148 195-195 103-107 138-138 210-218 67-75 106-120
T78 M 128-128 200-200 - 160-160 222-224 96-96 138-138 - 142-148 195-195 99-107 138-138 210-218 67-75 106-120
T79 F 128-128 200-200 99-99 168-168 224-224 96-96 138-138 276-276 142-142 195-195 99-99 138-138 218-218 75-75 106-120
T 80 F 128-132 200-200 99-99 160-160 224-224 104-104 138-138 276-280 142-148 195-195 99-107 138-140 210-210 67-75 106-120
T8l F 128-128 200-200 99-99 160-168 222-224 96-96 138-138 276-276 142-148 195-195 99-107 - 210-218 67-75 106-120
T82 F 128-132 200-200 99-99 160-168 224-224 96-104 138-138 - 142-142 195-195 99-103 - 210-218 65-75 106-120
T83 F 128-132 200-200 99-99 160-160 222-224 96-104 138-138 - - - 99-107 - - 65-75 -
T84 F 128-132 200-200 99-99 160-160 222-224 96-104 138-138 - 142-142 195-195 99-103 138-140 210-210 65-75 106-120
T85 F 128-128 200-200 99-99 160-168 224-224 96-104 138-138 276-276 142-142 195-195 103-103 138-140 210-210 67-75 106-120
T 86 F 128-132 200-200 99-99 160-160 224-224 96-104 138-138 276-280 142-142 195-195 99-103 138-140 210-218 67-75 106-120
T87 F 128-128 200-200 99-99 160-160 224-224 96-96 138-138 276-276 142-148 195-195 99-103 - 210-218 67-75 106-120
T 88 F 128-128 200-200 99-99 160-160 224-224 96-104 138-138 276-280 142-142 195-195 99-103 - 210-218 67-75 106-120
T89 F 128-128 200-200 99-99 160-160 224-224 - - - 142-142 195-195 107-107 - 210-218 65-75 106-120
T90 F 128-132 200-200 99-99 160-168 224-224 96-96 138-138 276-276 142-148 195-195 103-103 - 210-210 67-75 106-120
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7. tablazat folytatasa. A bronzpulyka mikroszatellitekel végzett vizsgalatok eredményeként kapott genotipusok. Az elsé oszlopban a bronz- (T) és a vadpulyka (V) egyedek
azonositojat tiintettem fel; mig a masodik oszlopban az egyedek neme lathaté. Ebben az oszlopban M (male): bak, F (female): tojo. Az elsé sor tovabbi oszlopai a vizsgalatban
alkalmazott mikroszatellitek elnevezését tartalmazza, mig a tobbi sorban az egyedek adott mikroszatellittel kapott genotipusait lathatjuk

Azonosité | Nem ADL292 MCW18 ADL293 ADL272 ADL149 ADL266 ADL150 MCW80 ADL353 | ADLO0146 LEI43 ADL191 ADL142 | MCWO0083 | ADL361
Tl F 128-128 200-200 99-99 160-160 222-224 96-104 138-138 276-280 142-148 195-195 99-107 - 210-218 75-75 106-120
T92 F 128-128 200-200 99-99 160-160 222-224 96-96 138-138 276-276 142-142 195-195 99-107 138-140 210-218 75-75 106-120
T3 F 128-132 200-200 99-99 160-168 224-224 96-104 138-138 276-280 142-142 195-195 99-107 138-140 210-218 75-75 106-120
T 94 F 128-128 200-200 99-99 160-160 224-224 104-104 138-138 276-276 142-148 195-195 99-99 138-138 218-218 67-75 106-120
T95 F 128-128 200-200 99-99 160-160 224-224 96-104 138-138 276-280 142-142 195-195 99-103 138-140 210-218 67-75 106-120
T 96 F 128-132 200-200 99-99 160-160 224-224 96-104 138-138 - 142-148 195-195 99-103 138-140 210-218 67-75 106-120
T97 M 128-128 200-200 99-99 168-168 224-224 96-96 138-138 B 142-142 193-193 103-103 138-138 210-210 67-75 106-120
T 98 M 128-128 200-200 99-99 160-168 222-224 96-104 138-138 B 148-148 193-195 103-103 138-138 210-218 65-75 106-120
T99 M 128-128 200-200 - 168-168 222-224 96-96 138-138 B B - B B B B B
T 100 F 128-128 200-200 99-99 160-168 224-224 96-104 138-138 276-276 148-148 195-195 99-107 138-140 210-218 67-75 106-120
T 101 F 128-128 200-200 99-99 160-160 224-224 96-96 138-138 276-276 142-148 195-195 99-99 138-138 218-218 67-75 106-120
T 102 F 128-128 200-200 99-99 160-160 224-224 96-96 138-138 276-276 142-142 195-195 99-107 138-138 218-218 67-75 106-120
T 103 F 128-128 200-200 99-99 160-168 224-224 104-104 138-138 276-276 142-148 195-195 99-99 138-138 218-218 67-75 106-120
T 104 F 128-128 200-200 99-99 160-160 222-224 96-104 138-138 276-276 142-148 195-195 99-103 138-140 218-218 67-75 106-120
T 105 F 128-128 200-200 99-99 160-168 222-224 84-96 138-138 276-276 - 195-195 99-99 140-140 210-210 67-75 106-120
T 106 F 128-128 200-200 99-99 160-160 224-224 96-96 138-138 276-276 142-142 195-195 99-107 140-140 210-218 75-75 106-120
T 107 F 128-128 200-200 99-99 160-168 222-224 96-104 138-138 276-276 142-148 195-195 99-103 140-140 210-218 67-75 106-120
T 108 F 128-128 200-200 99-99 160-168 224-224 84-96 138-138 276-276 142-142 195-195 99-99 138-138 218-218 67-75 106-120
T 109 F 128-128 200-200 99-99 160-168 222-224 96-96 138-138 276-276 142-142 195-195 99-99 138-138 - 67-75 106-120
T 110 F 128-128 200-200 99-99 160-160 224-224 96-96 138-138 276-276 142-148 195-195 99-99 138-138 218-218 67-75 106-120
T111 F 128-128 200-200 99-99 160-160 222-224 96-104 138-138 276-276 142-142 195-195 99-99 138-140 210-218 67-75 106-120
T 112 F 128-128 200-200 99-99 - 224-224 96-104 138-138 276-276 142-148 195-195 99-103 138-140 210-210 67-75 106-120
T 113 F 128-128 200-200 99-99 160-160 222-224 96-96 138-138 276-276 142-148 195-195 99-107 138-138 210-218 75-75 106-120
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7. tablazat folytatasa. A bronzpulyka mikroszatellitekel végzett vizsgalatok eredményeként kapott genotipusok. Az elsé oszlopban a bronz- (T) és a vadpulyka (V) egyedek
azonositojat tiintettem fel; mig a masodik oszlopban az egyedek neme lathatd. Ebben az oszlopban M (male): bak, F (female): tojo. Az elsé sor tovabbi oszlopai a vizsgalatban
alkalmazott mikroszatellitek elnevezését tartalmazza, mig a tobbi sorban az egyedek adott mikroszatellittel kapott genotipusait lathatjuk

Azonosité | Nem ADL292 MCW18 ADL293 ADL272 ADL149 ADL266 ADL150 MCW80 ADL353 | ADLO0146 LEI43 ADL191 ADL142 | MCWO0083 | ADL361
T 114 F 128-128 200-200 99-99 160-160 224-224 96-104 138-138 276-276 142-142 195-195 99-99 138-140 218-218 75-75 106-120
T 115 F 128-128 200-200 99-99 160-160 224-224 - - - 148-148 195-195 99-99 138-140 210-218 75-75 120-120
T 116 F 128-128 200-200 99-99 160-160 222-224 96-104 138-138 276-280 142-142 - 103-107 134-134 210-218 67-75 120-120
T117 F 128-128 200-200 99-99 160-160 224-224 96-96 138-138 276-276 142-142 195-195 99-107 140-140 210-218 75-75 120-120
T118 M 128-128 200-200 - 168-168 224-224 96-96 138-138 B 142-142 195-195 99-103 138-138 210-218 75-75 120-120
T 119 M 128-128 200-200 - 160-160 224-224 104-104 138-138 B 142-142 195-195 103-107 138-140 210-218 67-75 106-120
T 120 F 128-132 200-200 99-99 160-160 224-224 96-96 138-138 276-280 142-142 195-195 99-103 138-140 210-218 67-75 106-120
T121 F 128-128 200-200 99-99 160-160 224-224 96-96 138-138 276-276 142-142 195-195 99-103 138-140 210-218 67-75 106-120
T122 F 128-128 200-200 99-99 160-168 224-224 96-96 138-138 276-276 142-142 195-197 103-103 138-140 210-218 67-75 106-120
T123 F 128-128 200-200 99-99 160-160 224-224 96-96 138-138 276-276 142-148 195-195 99-107 138-138 218-218 67-75 106-120
T124 F 128-128 200-200 99-99 160-160 224-224 104-104 138-138 276-276 142-150 195-195 99-103 138-140 218-218 67-75 106-120
T 125 F 128-128 200-200 99-99 160-160 222-224 96-96 138-138 276-276 142-142 195-195 103-103 138-138 210-218 67-75 106-120
T 126 F 128-128 200-200 99-99 160-168 222-222 96-104 138-138 276-276 142-142 195-195 99-107 138-140 218-218 75-75 106-120
T 127 F 128-128 200-200 99-99 160-160 222-224 96-96 138-138 276-276 142-142 195-195 99-107 140-140 218-218 67-75 106-120
T 128 F 128-128 200-200 99-99 160-160 224-224 96-104 138-138 276-276 148-150 195-197 99-103 138-140 218-218 67-75 106-120
T 129 F 128-128 200-200 99-99 160-160 224-224 96-96 138-138 276-276 142-150 - 99-103 138-140 218-218 75-75 106-120
T 130 F 128-128 200-200 99-99 160-160 224-224 104-104 138-138 276-276 142-142 195-195 99-103 138-138 210-218 75-75 106-120
T 131 F 128-128 200-200 99-99 160-160 224-224 96-104 138-138 276-276 142-142 - 103-107 140-140 218-218 67-75 106-120
T 132 F 128-128 200-200 99-99 160-160 222-224 96-104 138-138 276-276 142-142 - 99-107 138-140 218-218 67-75 106-120
T133 F 128-128 200-200 99-99 160-160 222-224 96-96 138-138 276-276 142-142 195-195 103-107 134-134 210-218 67-75 106-120
T134 F 128-128 200-200 81-99 160-168 222-224 96-96 138-138 276-276 142-142 195-195 103-103 138-140 210-218 67-75 106-120
T 135 F 128-128 200-200 99-99 160-160 224-224 96-96 138-138 276-276 142-142 195-195 99-103 140-140 218-218 75-75 106-120
T 136 F 128-128 200-200 99-99 160-168 224-224 - 138-138 276-276 - 195-195 99-107 138-140 210-218 67-75 106-120
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7. tablazat folytatasa. A bronzpulyka mikroszatellitekel végzett vizsgalatok eredményeként kapott genotipusok. Az elsé oszlopban a bronz- (T) és a vadpulyka (V) egyedek
azonositojat tiintettem fel; mig a masodik oszlopban az egyedek neme lathato. Ebben az oszlopban M (male): bak, F (female): tojo. Az els6 sor tovabbi oszlopai a vizsgalatban
alkalmazott mikroszatellitek elnevezését tartalmazza, mig a tobbi sorban az egyedek adott mikroszatellittel kapott genotipusait lathatjuk

Azonosité | Nem ADL292 MCW18 ADL293 ADL272 ADL149 ADL266 ADL150 MCW80 ADL353 | ADLO0146 LEI43 ADL191 ADL142 | MCWO0083 | ADL361
T 137 F 128-128 200-200 99-99 160-160 224-224 96-96 138-138 276-276 142-142 195-195 99-99 134-134 210-218 67-75 106-120
T 138 M 128-128 200-200 - - - - - - 142-148 - 99-103 138-140 218-218 75-75 106-120
T 139 M 128-128 - 99-99 160-160 224-224 96-96 138-138 276-276 142-142 - 99-99 140-140 218-218 75-75 106-120
T 140 M 128-128 200-200 - 160-160 224-224 96-96 138-138 - 142-142 195-195 99-99 140-140 210-218 75-75 106-120
T141 M 128-128 200-200 - 160-160 222-224 96-96 138-138 - 142-142 - 103-103 138-140 210-218 75-75 106-120
T 142 M 128-128 200-200 - 160-160 224-224 96-96 138-138 - 142-148 - 99-99 138-138 210-218 75-75 106-120
T 143 M 128-132 200-200 99-99 160-160 224-224 96-104 138-138 B 142-142 - 103-107 B 210-210 75-75 106-120
T 144 M - - 99-99 160-160 222-224 - - B 142-148 - 99-103 B 210-210 75-75 106-120
T 145 F 128-128 200-200 99-99 160-160 224-224 104-104 138-138 276-276 142-148 - 103-103 138-138 210-210 75-75 106-120
V 149 M 128-128 200-200 87-99 160-160 222-224 96-104 120-138 276-276 142-148 195-195 99-111 140-140 210-218 67-75 106-120
T 150 F 128-128 200-200 87-99 160-160 222-224 96-104 120-138 276-276 142-142 195-195 99-107 - 210-210 67-75 106-120
T 151 F 128-128 200-200 - 160-164 222-224 96-104 120-138 276-276 142-148 195-195 99-103 138-138 210-218 75-75 106-120
T 152 F 128-128 200-200 99-99 160-160 222-224 96-104 120-138 276-276 142-142 195-195 99-99 138-138 210-210 75-75 106-120
T 153 F 128-128 200-200 87-99 160-160 222-224 96-104 120-138 276-276 142-148 195-195 103-107 138-140 210-218 75-75 106-120
T 154 F 128-128 200-200 87-99 160-168 224-224 96-104 120-138 276-276 142-142 195-195 99-99 138-138 218-218 75-75 106-120
V 155 F 128-128 200-200 99-99 160-160 222-224 96-104 120-138 276-278 - - 99-99 - - - -

V 156 F 128-128 200-200 87-99 168-168 224-224 96-104 120-138 276-276 142-148 195-195 99-111 140-140 210-210 75-75 106-120
V 157 M 128-128 200-200 99-99 160-168 224-224 96-104 120-138 276-276 142-142 195-195 99-99 140-140 210-216 75-75 106-120
T 158 F 128-128 200-200 99-99 160-168 222-224 96-96 138-138 276-276 142-142 - 99-103 138-138 218-218 75-75 -
T 159 F 128-128 200-200 99-99 160-168 224-224 96-96 138-138 276-276 142-142 195-195 99-103 140-140 210-218 75-75 106-120
T 160 F 128-128 200-200 99-99 160-160 222-222 96-96 138-138 276-276 - - 99-99 138-140 - 75-75 -
V 161 M 128-128 200-200 99-99 160-160 222-222 96-104 138-138 276-278 142-148 195-195 107-111 140-140 210-218 67-75 106-120
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7. tablazat folytatasa. A bronzpulyka mikroszatellitekel végzett vizsgalatok eredményeként kapott genotipusok. Az elsé oszlopban a bronz- (T) és a vadpulyka (V) egyedek
azonositojat tiintettem fel; mig a masodik oszlopban az egyedek neme lathat6. Ebben az oszlopban M (male): bak, F (female): tojo. Az els6 sor tovabbi oszlopai a vizsgalatban
alkalmazott mikroszatellitek elnevezését tartalmazza, mig a tobbi sorban az egyedek adott mikroszatellittel kapott genotipusait lathatjuk

Azonosito | Neme | ADL292 MCW18 ADL293 ADL272 ADL149 ADL266 ADL150 MCW80 ADL353 | ADLO0146 LEI43 ADL191 ADL142 | MCWO0083 | ADL361
T 162 F 128-128 200-200 99-99 160-160 224-224 96-104 138-138 276-276 142-148 195-195 99-99 138-140 210-218 65-75 106-120
T 163 F 128-128 200-200 99-99 160-160 224-224 96-96 138-138 276-278 142-142 195-195 99-103 138-138 210-218 67-75 106-120
T 164 F 128-128 200-200 99-99 160-160 222-224 96-96 138-138 276-276 142-148 195-195 103-103 140-140 210-210 67-75 106-120
T 165 F 128-128 200-200 99-99 160-168 222-224 96-104 138-138 - 148-148 195-195 99-103 138-140 218-218 67-75 106-120
T 166 F 128-128 200-200 99-99 160-160 224-224 96-96 138-138 276-276 142-142 195-195 99-99 140-140 210-218 65-75 106-120
V 167 M - - - - - - - B 142-148 195-195 99-111 140-140 216-218 67-75 106-120
T 168 F 128-128 200-200 99-99 160-160 222-222 104-104 138-138 B 142-142 195-195 99-107 138-138 218-218 67-75 106-120
T 169 F 128-128 200-200 99-99 160-160 224-224 96-104 138-138 B 142-142 195-195 99-103 138-140 218-218 67-75 106-120
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12. tablazat. A fodros tolla lad populacio egyedeinek genotipus adatai. A tablazat tartalmazza a lad egyedek
azonositoszamat, a mikroszatellit markerek elnevezéseit, a mikroszatellit allélek bazisparban megadott méretét.
A ,.-” jelolés esetén nincs értékelhetd eredmény.

Egyed-
azonosito

FL 0001 | 270-270 | 208-208 | 202-204 | 103-103 -
FL 0002 | 270-270 | 208-208 | 202-204 | 103-103 -
FL 0003 | 270-270 | 206-208 | 204-204 | 103-103 -
FL 0004 | 270-270 | 206-208 | 202-202 | 103-115 -
FL 0005 | 270-270 | 208-208 | 202-204 | 103-103 -
FL 0006 | 270-270 | 208-208 | 202-204 | 103-115 -

LEI10120 | MCWO0018 | ADL0142 [ ADL0361 | MCWO0080

FL 0007 | 270-270 - - 103-103 -
FL 0008 | 270-270 - - 103-103 -
FL 0009 | 270-270 | 206-206 | 202-202 | 103-103 -
FL 0011 | 270-270 - - 103-103 -

FL 0012 | 270-270 | 208-208 | 202-202 | 115-115 | 238-238
FL 0061 | 270-270 | 208-208 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0014 | 270-270 | 206-208 | 196-202 | 115-115 | 206-238
FL 0062 | 270-270 | 208-208 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0016 | 270-270 | 208-208 | 196-202 | 115-115 | 206-238
FL 0017 | 270-270 | 208-208 | 196-202 | 115-115 | 206-238
FL 0018 | 270-270 | 208-208 | 202-204 | 115-115 | 206-238
FL 0019 | 270-270 | 206-206 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0020 | 270-270 | 206-206 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0021 - 208-208 | 202-202 | 115-115 | 238-238
FL 0022 | 270-270 | 206-208 | 202-204 - 206-238
FL 0023 | 270-270 | 206-206 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0024 | 270-270 | 206-208 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0025 - 206-208 | 196-202 | 115-115 | 206-238
FL 0026 | 270-270 | 208-208 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0063 | 270-270 | 206-208 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0028 | 270-270 | 206-208 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0029 | 270-270 | 206-208 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0030 - 208-208 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0031 | 270-270 | 206-206 | 196-202 | 115-115 | 206-238
FL 0032 | 270-270 | 206-206 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0034 | 270-270 | 206-206 | 202-202 | 115-115 | 206-238
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12. tablazat folytatasa A fodros tolli lad populacio egyedeinek genotipus adatai. A tablazat tartalmazza a
lud egyedek azonositoszamat, a mikroszatellit markerek elnevezéseit, a mikroszatellit allélek bazisparban
megadott méretét. A ,,-” jelolés esetén nincs értékelhetd eredmény.

azE(?ngto LEI0120 | MCWO0018 | ADL0142 | ADL0361 | MCWO0080
FL 0035 | 270-270 | 208-208 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0036 | 270-270 | 206-208 | 202-204 | 115-115 | 206-238
FL 0037 | 270-270 | 206-208 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0038 | 270-270 | 206-206 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0039 | 270-270 | 206-208 | 196-202 | 115-115 | 206-238
FL 0040 | 270-270 | 208-208 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0041 | 270-270 | 206-206 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0042 | 270-270 | 206-206 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL0043 | - 206-206 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0044 | 270-270 | 206-206 | 202-202 i 206-238
FL 0046 | 270-270 | 206-208 | 202-202 i 206-238
FL 0047 | 270-270 | 206-206 | 202-202 | 115-115 | 238-238
FL 0048 | 270-270 | 206-206 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0049 | 270-270 - - 115-115 | 206-238
FL 0050 | 270-270 | 206-206 | 204-204 | 115-115 | 206-238
FL 0051 | 270-270 | 206-208 | 202-202 | 115-115 | 238-238
FL 0052 | 270-270 | 206-206 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0053 | 270-270 | 206-206 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0054 | 270-270 | 206-206 | 202-204 | 115-115 | 206-238
FL 0055 | 270-270 | 206-206 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0056 | 270-270 | 206-206 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0057 | 270-270 | 206-206 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0058 | 270-270 | 206-208 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0059 | 270-270 | 206-206 | 202-202 | 115-115 | 238-238
FL 0060 | 270-270 | 208-208 | 202-202 i 206-238
FL 0064 | 270-270 | 208-208 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0065 | 270-270 | 208-208 | 202-202 i 238-238
FL 0066 | 270-270 | 206-208 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0067 | 270-270 | 206-206 | 196-202 | 115-115 | 206-238
FL 0068 | 270-270 | 206-208 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0070 | 270-270 | 206-208 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FLOO7L | - 208-208 | 202-202 | 115-115 | 206-238

126



DOI: 10.14751/SZIE.2014.046

12. tablazat folytatasa. A fodros tolli lid populicié egyedeinek genotipus adatai. A tiblazat tartalmazza a
lad egyedek azonositoszamat, a mikroszatellit markerek elnevezéseit, a mikroszatellit allélek bazisparban
megadott méretét. A ,,-” jelolés esetén nincs értékelhetd eredmény.

Eayed- |} £10120 [ Mcwoo018 | ADL0142 | ADLO361 | MCW0080
azonosito
FL 0072 . 206-208 | 202-202 | 115-115 | 206-238

FL 0073 | 270-270 | 206-208 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0074 | 270-270 | 206-208 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0075 | 270-270 | 206-208 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0077 | 270-270 | 206-208 | 196-202 | 115-115 | 206-238

FL 0079 - 208-208 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0081 - 208-208 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0082 - 206-208 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0083 - 208-208 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0085 - 208-208 | 196-202 | 115-115 | 206-238
FL 0086 - 208-208 | 196-202 | 115-115 | 206-238
FL 0087 - - - 115-115 | 206-206

FL 0088 | 270-270 | 206-208 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0090 | 270-270 | 206-208 | 202-204 | 115-115 | 206-238
FL 0091 | 270-270 | 208-208 | 202-202 | 115-115 | 238-238
FL 0092 | 270-270 | 206-208 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0093 | 270-270 - 202-202 - 206-238
FL 0094 | 270-270 | 206-208 | 196-202 | 115-115 | 206-238
FL 0095 | 270-270 | 208-208 | 202-204 | 115-115 | 206-238
FL 0096 | 270-270 | 208-208 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0097 | 270-270 | 208-208 | 202-202 | 115-115 | 206-238

FL 0098 - 206-208 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0099 - 206-208 | 202-202 - 206-238
FL 0100 | 270-270 | 208-208 | 202-202 - 206-238
FL 0101 - 206-206 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0102 | 270-270 | 206-206 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0103 - 208-208 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0104 | 270-270 | 206-208 | 202-202 | 115-115 | 238-238
FL 0105 - 208-208 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0106 - 208-208 | 202-204 | 115-115 | 206-238
FL 0107 - 208-208 | 202-202 | 115-115 | 206-238

FL 0108 | 270-270 | 206-208 | 202-202 | 115-115 | 206-238
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12. tablazat folytatasa. A fodros tolli lid populacié egyedeinek genotipus adatai. A tiblazat tartalmazza a
lud egyedek azonositoszamat, a mikroszatellit markerek elnevezéseit, a mikroszatellit allélek bazisparban
megadott méretét. A ,,-” jelolés esetén nincs értékelhetd eredmény.

azE(?X(fs‘;é LE10120 | MCWO0018 | ADL0142 | ADL0361 | MCWO0080
FL 0110 | 270-270 | 208-208 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0111 | 270-270 | 206-208 | 202-202 - 238-238
FL 0112 | 270-270 | 206-208 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0113 | 270-270 | 208-208 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0114 | 270-270 | 206-208 | 202-204 | 115-115 | 206-238
FL 0115 | 270-270 - - 115-115 | 206-238
FL 0116 | 270-270 | 208-208 | 196-202 | 115-115 | 206-238
FL 0118 | 270-270 | 206-208 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0121 | 270-270 | 208-208 | 196-202 | 115-115 | 206-238
FL 0122 - 208-208 | 202-202 - 238-238
FL 0123 | 270-270 | 208-208 | 202-204 | 115-115 | 206-238
FL 0124 | 270-270 | 206-208 | 196-202 | 115-115 | 206-238
FL 0125 | 270-270 | 206-208 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0126 - 206-208 | 202-204 | 115-115 | 206-238
FL 0127 | 270-270 | 208-208 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0128 | 270-270 | 206-208 | 202-204 | 115-115 | 206-238
FL 0129 - 208-208 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0130 | 270-270 | 208-208 | 196-202 | 115-115 | 206-238
FL 0131 | 270-270 | 208-208 | 196-202 | 115-115 | 206-238
FL 0132 | 270-270 | 206-208 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0133 | 270-270 | 206-208 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0134 - 206-208 | 196-202 | 115-115 | 238-238
FL 0135 | 270-270 | 206-206 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0136 | 270-270 - - 115-115 | 206-238
FL 0137 | 270-270 | 208-208 | 202-202 | 115-115 | 238-238
FL 0138 | 270-270 | 206-208 | 196-196 | 115-115 | 206-238
FL 0139 - 206-206 | 196-202 | 115-115 | 206-238
FL 0140 | 270-270 | 206-206 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0143 | 270-270 | 208-208 | 196-204 | 115-115 | 206-238
FL 0144 - - - 115-115 -
FL 0145 | 270-270 | 208-208 | 202-202 | 115-115 | 206-238
FL 0146 | 270-270 | 208-208 | 196-202 | 115-115 | 206-238
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12. tablazat folytatasa A fodros tollu lid populécio egyedeinek genotipus adatai. A tablazat tartalmazza a
lad egyedek azonositoszamat, a mikroszatellit markerek elnevezéseit, a mikroszatellit allélek bazisparban
megadott méretét. A ,,-” jel6lés esetén nincs értékelhetd eredmény.

ffgffs'ité LE10120 | MCW0018 | ADL0142 | ADL0361 | MCWO0080
FL 0147 | 270-270 | 204-208 | 202-202 i 206-238
FL 0148 | 270-270 | 208-208 | 196-202 | 115-115 | 206-238
FLO0149 | - 204-208 | 196-202 | 115-115 | 206-238
FLO150 | - - 202-204 | 115-115 | 238-238
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14. tablazat. Uj izolalasi mikroszatellitek. A tiblazatban a markerek neve utdn a kimutatasukhoz hasznalt primerek szekvenciajat és hosszat, a mikroszatellitben talalhatd
ismétl6dé motivum leirasat, az NCBI adatbazisban leirt szekvenciaazonositokat lathatjuk. A tablazat utolsé oszlopaban a kimutatas eredményéiil kapott termék hosszat (bp) adtam
meg.

Mikroszatellit Bri Kvenci Primerhossz e Szekvencia Termékhossz
elnevezés rimer szekvencia Ismétlodoé motivum azonosité

(bp) (bp)

MGPOO1 TGGCAACAAGCACTGACGAA 20 (CA) i 89
AACGCTTCAAAGAAACGGCTC 21

MGP002 CCCTTGGAACAGCTTTAGAA 20 (AAAC)BA(AAAC)3 i 199
CCAATAGCCTTTTGAAATCAG 21

MGPO03 TGTGAGGTGGACAGGTGATG 20 (ATC)4 i 144
TTTAGCAGGGTCTTATGACAGTG 23

MGP004 GCTATGTTCTTATGTTCCACCCTCA 25 (GAG)6 i 162
TGGCTACAAAACGAGACAGAGGAT 26

MGPOO5 CCTGTGAATGCTTAGGTGATGA 22 (CA) i 242
GATAGGCACACAAGACCATTAGTT 26

MGPO06 GCACTCCCCTGCCTCCT 17 (CA)5 i 192
AACCAGGTGTTTCCTTCGC 19

MGP007 CACCTACACGCAGATGGC 18 (GT)7 i 93
CGATAAGCGGCTTGGC 17
AGTTAAA T TACCATT 22

MGP008 GAG GGCTCCCTACC (GT)7 - 158
TCGCAGTCAGGAGATTGGAT 20

MGPO09 GGGAGACCTCCAACCACGT 19 (TG)7 i 157
CCTTTTCAGCCGCTACACC 19
AGTAAAAATAGGTTT TA 22

MGPO010 G GG GCCCG (GT)7 DQ526388.1 173
TTACGAGGCACCAGGACC 18
CAGCAATTTCTACGTCCTCTCA 22

MGPO11 (TG)22 - 152
CCACAGCTAAGTAACATTCCTCAT 24
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14. tablazat folytatasa. A tablazatban a markerek neve utan a kimutatasukhoz hasznalt primerek szekvenciajat és hosszat, a mikroszatellitben talalhato ismétlédé motivum leirasat,
az NCBI adatbazisban leirt szekvenciaazonositokat lathatjuk. A tablazat utolsé oszlopaban a kimutatas eredményéiil kapott termék hosszat (bp) adtam meg.

Mikroszatellit bri Kvenci Primerhossz e Szekvencia Termékhossz
elnevezés rimer szekvencia Ismétlodoé motivum azonosité
(bp) (bp)

MGP012 AGGTAGCACAGCCTTATTTCA 21 (GT)2GC(GT)17TGT DQ497633.1 85
ACCCAAGCCTCATTACAACA 20 Q '

MGPO13 GGCAAAAGGGAGATCTAAGC 20 (TG)6 i 135
AACAGGGCAAGGGATATGAT 20

MGPO14 CTTTGCTGTGCTCAGGGAT 19 (CA)14C(CA)2 i 175
GCGATTGTTGGTAGTGTTGTT 21

MGPO15 TCTGATTTTATGGTTTCCTGAT 22 (AT)5(GT)4AT(TG)3 i 114
ATCTTGCTACTCAGTGAATCTACA 24

MGPO16 TGTGCATGCGCTTGTGA 17 (CA)7 i 163
CACTATTGGTCACTGGGTCTG 21

MGPO17 TCCGTCCATCACATCCT 17 TG(GT)2(TG)4 i 178
CCTTGGCAGATATTAACTCA 20

AGCA TTTGAGCAGT 1

MGP018 GAGCAGGC GAGCAGTC 9 (AC)10 DQ497634.1 118
CAGAGATGTCCAGGTGTGTTG 21

MGPO19 CAGTGAAAATACCAGCCGATAC 22 (CA)5(CACG)2CAC i 178
ACTGGCTTTACCTCCCGTG 19

MGP020 AGCTTGTGGATTGCTCCTT 19 (TG)7CG(GT)2G i 159
CAGTTCTGCTACTCTGCGTTAC 22

MGP021 TGTTGGTAGTGTTGTTGTCAGC 22 (CA)15 i 129
TCACCCACAGGATGAAGGA 19

MGP022 GGAGGTCAGTGAACACAGGAA 21 (GT)8 DQ526381.1 128
ACACGGGTGAGAAGGCAGT 19
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14. tablazat folytatasa. A tablazatban a markerek neve utan a kimutatasukhoz hasznalt primerek szekvenciajat és hosszat, a mikroszatellitben talalhato ismétlédé motivum leirasat,
az NCBI adatbazisban leirt szekvenciaazonositokat lathatjuk. A tablazat utolsé oszlopaban a kimutatas eredményéiil kapott termék hosszat (bp) adtam meg. .

Mikroszatellit . . Primerhossz e, Szekvencia Termékhossz
elnevezése Primer szekvencia Ismétl6dé motivum azonosito
M (bp) (bp)
MGP023 ATCTTATTTGAATGGTGGTGTGG 23 TGC(TG)13 i 144
ATTCTGCTGGTAGCCTTCCC 20
MGP024 ACTGCTTACTTTGATATGTGGTTC 24 (TG)2G(TG)9 i 166
AGCTGACCCGTATAGTATCTGC 22
MGPO25 CAAATGTGCTGCTTGTGGTC 20 (TG)2(GT)10 i 112
AGGGCTCTGGGAAGAAGTG 19
MGP026 GGCAGTGATTTCTCGCAGTCT 21 (CA)9 i 198
GCCACTCCTAAAATTCCAGCA 21
TTGCTGTTCGTATGAGAATGA! 22
MGP027 GCTGTTCG GAG GAC (CA)15 - 88
CACAAGCACGTCACAATCAA 20
MGPO28 GCTACAGACCCAATCGCAG 19 (AC)5CCAC i 103
TATTTCCTTGATGTGGAGTTGC 22
MGP029 AACCACCCATTTTCTTACGC 20 (GT)12 i 105
TTAATCCAAGGACTGTGAGTCAA 23
MGPO30 GTGGAGAGTGTGAGCATACGC 21 (CA) i 134
CAGAGATGCAACTCACAGCCT 21
MGP031 TCAGAGCGAGCAGGCAC 17 (AC)6 DQ526391.1 128
GAGCTGGAGGGGAGGATC 18
MGPO32 CATGACCATGGAGCAGGAC 19 (CA)3(CA) i 130
CGGCTGGAAACTCGTGAC 18
MGP033 CCAGAACTGCACCTGTGAAT 20 (GT)B(TATG)2 i 165
TCGCTGTTGCTCACTCCA 18
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14. tablazat folytatasa. A tablazatban a markerek neve utan a kimutatasukhoz hasznalt primerek szekvenciajat és hosszat, a mikroszatellitben talalhato ismétlédé motivum leirasat,
az NCBI adatbazisban leirt szekvenciaazonositokat lathatjuk. A tablazat utolsé oszlopaban a kimutatas eredményéiil kapott termék hosszat (bp) adtam meg.

Mikroszatellit . K . Primerhossz o , Szekvencia Termékhossz
elnevezés Primer szekvencia Ismétlodo motivum azonosito
(bp) (bp)
MGPO34 GTTAGACAGCCTTGGTGCC 19 (TG)7 i 70
AAATGGGACTCTCCGCAG 18
MGPO35 CAGGGGAGATTTCTGGAGTT 20 (AC)6 DQ526382.1 76
GTGCCAATCACTAGGACTGTCT 22
MGPO36 CCAGAGCTGCTGCAACAAT 19 (TG)10 i 177
CCTGGTCTAGTGGTTGGTGAT 21
MGP037 ACTTCACTGCCTTTCTATTTGC 22 (AC)10 i 124
CACAAAAACAGAGGAGAAATGG 22
MGP038 CCCAGAAGCCTGAGTAACAA 20 (AC)4 i 132
AGGATGGTTCCACCTACAGTC 21
MGP039 CTCCACCACCCCTGATGAT 19 (CA)8 i o1
AGCACTGGGCTGCACGT 17
MGP040 GGCTGCTCCTCACCATCTG 19 (TG)13 DQ526383.1 219
GACCGCCTCACTTGGATTC 19
MGPOA1 TTAG: TGACAAAGACAGGCAAGC 23 (TG)3TA(TG)11 i 175
GATAGTCGTAGGGTCTGTTGTCTG 24
MGP042 GGCTGCCTTGATGTCCTG 18 (CA)AGA(CA)3 i 157
GATTTATGTCTGCGTGGTGC 20
MGP043 AGCAGGTGGAATAAAGTAGCA 21 (TG)15 DQ526392.1 115
GCTGTGGAGGGGAAAGG 17
MGP044 GATGGAGATGCTGATGCCT 19 (CA)15 i 172
GCCCGTGGTTGGTAAGAT 18
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14. tablazat folytatasa. A tablazatban a markerek neve utan a kimutatasukhoz hasznalt primerek szekvenciajat és hosszat, a mikroszatellitben talalhatd ismétlédé motivum leirasat,
az NCBI adatbazisban leirt szekvenciaazonositokat lathatjuk. A tablazat utolsé oszlopaban a kimutatas eredményéiil kapott termék hosszat (bp) adtam meg.

Mikroszatellit . . Primerhossz s Szekvencia Termékhossz
! , Primer szekvencia Ismétlodé motivum ité
elnevezése (bp) azonosité (bp)
MGP045 CACATTTCTCAGTAAGCAGCAG 22 (TG)3TC(T10GG(TG)5TA(TG)4 - 152
AAGCCTACCTCCCAGCG 17
MGP046 AGGCTTCAAGTGCTACCTGG 20 (AC)16 DO526385.1 193
GCAA:ACAG:AACATTAG:TTTGTAACA 28
ATGAACAGGATCTTTGGA 21
MGP047 CATGAACAGGATC GGAGG (CA)4 DQ526393.1 157
CACAGGCTTTGGGAAGGA 18
MGP048 TTTGTCTTGACGCATCCCT 19 (TG)2 i 95
ACTGCTCCTTACTACCAATCCA 22
MGP049 TGGGCATCACTCATTACACAA 21 (CA)16 DO526386.1 105
GAGAAAAGGGAAAATAATGATGAC 24
MGPO50 GGAAGGAAACAACCACCAGT 20 (CAY i 186
CAAAAAAATGCTTAATGGTAAGAT 24
MGPO51 GGTTCTAAAGCAGTTCTGTTCC 22 (CA)3AC(CA)3 i 94
GAGCGAAAGCGATGAGGT 18
MGPO52 CCACGAGCAGATGGAAGC 18 (AC)9 i 175
CGCATGTGTTCTGCTACACTC 21
MGPO53 TTGAATTAAATGATCTCCAAAGTG 24 (TG)7 i 151
CAATCAGAGGCACTTCAAGC 20
MGPO54 AGCGGCTCACCATACTGTTA 20 (CA)6 i 164
ATTGAAACCTACAGCCACCA 20
MGPO55 AAGGCTGTTGGTCTGTCTCC 20 (TGC)6 i 143
TGTCTGTTTCCCACCACTGA 20
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14. tablazat folytatasa. A tablazatban a markerek neve utan a kimutatasukhoz hasznalt primerek szekvenciajat és hosszat, a mikroszatellitben talalhato ismétlddé motivum leirasat,
az NCBI adatbazisban leirt szekvenciaazonositokat lathatjuk. A tablazat utolsé oszlopaban a kimutatas eredményéiil kapott termék hosszat (bp) adtam meg.

Mikroszatellit . kvenci Primerhossz e Szekvencia Termékhossz
Inevezése Primer szekvencia Ismétlodo motivum azonosité
e (bp) (bp)
MGPO56 GAGCATCTTCCATTCCCTTC 20 (CA)8 i 130
ATTGCAGTATAGTTAAGGCTTTGA 24
MGPO57 TTGAAGGCGTGGTGCATA 18 (AC)12 i 125
ATTCAATGGGAACAAGCCTAC 21
MGP058 GTCTTGCTCCTTCTTCTTCATT 22 (CA)BA(CA)4 i 88
CGCTGCAGGGATTCTTATT 19
MGPO59 CCATCAGCACAGCAGGACTT 20 (CA11 i 106
GTTAGCAGCAGCCACACCTT 20
MGPO60 GGCAAGGGAGGGCAGAA 17 (CA)6 i 218
CCATCAGCAGAGCAGTCCAG 20
MGPO61 CCACACGCATCACTCAGC 18 (CA)7 i 126
CAGGGCGAGGAGGAGAA 17
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19/a. abra. A pulyka 1.
kromoszomaja (MGA1)

Az 4bran a pulyka 1.
kromoszoémajara térképezett
markereket lathatjuk. Piros
kerettel kiemelve az
MGP040 és MGP46
markerek lathatoak.

Az MGAT1 mellett a tytk 1.
homolog kromoszomaja
(GGAT) és pirossal
bekeretezve az izolalt
pulykamarkerek lathatdak.
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19/b. abra. A pulyka 2. kromoszomaja (MGA2)

Az é4bran a pulyka 2. kromoszémajara térképezett
markereket lathatjuk. Piros kerettel kiemelve az MGP035,
MGP18, MGP049 és az MGP31 markerek lathatoak.

A MGA2 mellett a vele homolog tyuak 3. kromoszomat, és
a rajta megtalalt MGPO035, MGP18-at lathatjuk.
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19/c. abra. A pulyka 3. kromoszomaja (MGA3)

A piros keretben jol lathaté mind a pulyka 3., mind a vele
homoloég tytik 2. kromoszoman az MGPO010-es

mikroszatellit.
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ot sl Az éabran a pulyka 8. kromoszoémaja és a rajta
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19/e. abra. A pulyka 19. kromoszomaja (M19)
Az abran a pulyka 19. (M19) ¢és a vele homolog tytk 13-as
(GGA13) kromoszdmajara térképezett markereket
lathatjuk. Piros kerettel kiemelve az 01j 1izolalasa MGP043
mikroszatellit markert jeloltem.
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19/f. abra. A pulyka 35. kromoszomaja (M35)

Az 4bran a pulyka 35. (M35) és a vele homolog tyuk 18.
(GGA18) kromoszomajara térképezett markereket
lathatjuk. Piros kerettel kiemelve talaljuk meg az j
izolalasi MGP047 mikroszatellit markert.
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mikroszatellit markert (MGP012).
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