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ÖSSZEFOGLALÁS

A nem gyapjas, vedlő juhok létszáma világszerte meghaladja a 60 milliót. Számuk és jelentőségük növekszik, az elmúlt évtizedekben Észak-
Amerikában, Ausztráliában, Új-Zélandon és Európában egyaránt megjelentek. Magyarországon úttörőnek bizonyult közülük a dél-afrikai dor-
per, mely 2006-ban került az országba. Dél-Afrika második legnagyobb létszámban tenyésztett juhfajtája, melyet a dorset horn és a szomáli
juh keresztezésével alakítottak ki. Az európai uniós tagállamok célja az adott fajtát tekintve kis populációik növelése, javítva a termelési tulaj -
donságokat, elkerülve a beltenyésztettséget. Problémát jelenthet azonban a megfelelő tenyészanyaghoz, illetve állathoz való hozzájutás a kis
populációk, valamint a gyaníthatóan közös kiinduló származási pont révén. A különböző molekuláris genetikai módszerek segítségével képet
kap hatunk az állományok genetikai hátteréről. Manapság a mikroszatellitek a legismertebb, leggyakrabban alkalmazott genetikai markerek
közé tartoznak, hisz kimutatásuk gyors és pontos, valamint könnyen ismételhető eredményt adnak. Mivel nincs konkrét összefoglaló adat a
különböző európai uniós országok dorper populációinak genetikai hátterét illetően, illetve a populációk közötti diverzitásról, jelen munkánk
során szeretnénk 31 kiválasztott mikroszatellit alkalmazhatóságát megvizsgálni és reakció feltételeit optimalizálni, első lépésként szolgálva ezzel
a teljes genetikai háttér feltérképezéséhez a különböző EU-s dorper populációk tekintetében.
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SUMMARY

Number of not woolly and molty sheep exceeds 60 million throughout the world. Their numbers and their importance is growing, still they
have appeared in the past two decades all over in North-America, Australia, New-Zealand and also in Europe. The South African Dorper has
been a pioneer among them in Hungary. It was introduced in 2006 in the country. The Dorper sheep is the second largest breed in South Africa,
which was developed from the crossing of Dorset Horn and the Blackhead Persian. The aim of the EU Member States in terms of this specific
breed is increasing the small populations, improving the productive qualities, in addition to this avoiding inbreeding. However, finding
appropriate breeding stock is difficult due to the small size of available  populations and also to the suspected common of origin. With the help
of various molecular genetic methods we could get a total view of the genetic background of these flocks. Nowadays the most commonly known
and used genetic markers are microsatellites, because their applications give fast, accurate and easily reproducible results. There is no
specific descriptive  information on the genetic background of Dorper populations in the various EU countries , also regarding diversity
between populations. Therefore in our work we want to optimize the conditions of applicability of 31 selected microsatellite reactions as a first
step of mapping the entire genetic background of the different EU Dorper populations.
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BEVEZETÉS

A mi éghajlatunkon alapvetően vedlőgyapjasként
reprezentált dorper juhfajta Dél-Afrikából származik,
az afrikai zsírfarú szomáli juh, valamint az angol dorset
horn fajta keresztezéséből. Az említett két keresztezési
partner előnyös tulajdonságait felhasználva – előbbi
kiváló anyai nevelő- és ellenálló képességét, utóbbi im-
ponáló húsformáit – a mai napig igyekeznek megtar-
tani az 50–50%-os vérhányadot. A Dorpert 1947 óta
ne vezhetjük önálló fajtának, ezt követően három évvel
pedig megalakult a Dorper Tenyésztők Egyesülete (Milne
2000, Lategan 2004). Mindezek után rohamléptekkel
terjedt a fajta, azonban az Európai Unió szigorú sza -
bá lyai lehetetlenné tették az élő állat, termékenyítő anyag,
vagy embrió behozatalát Dél-Afrikából. Svájc nem Eu-
rópai Uniós ország révén tenyészanyaghoz jutott a fajta
őshazájából, így ennek köszönhetően a tenyészállo -
má nyok döntő többsége ezen állatok leszármazottjai.
Minden európai uniós állam tenyészcéljai közt szerepel
azonban a kis létszámú populációk növelése, javítva a
ter melési tulajdonságokat, a beltenyésztettség elke rü -
lése mellett. 

A kis egyedszámú populációk esetében különösen
fon tos, hogy a beltenyésztés, illetve a vérfrissítés nél -
kü li tenyésztés csökkenti a genetikai variabilitást, szű -
kít ve ezzel a heterozigózitást. Ennek elkerülése érde ké-
ben a különböző molekuláris genetikai módszerek se -
gít ségével képet kaphatunk az állományok jelenkori
ge netikai hátteréről, a populációk közötti kapcsolatok -
ról, beltenyésztettség mértékéről. Korábban a genetikai
távolság vizsgálatok során bármilyen mérhető, látható
tulajdonságot, illetve fehérje markereket (vércsoport,
anti gének, enzimek különböző formái) használtak.
Azon ban a molekuláris genetika gyors fejlődésének
kö szönhetően ma már elsősorban genetikai markereket
alkalmaznak (Bátoriné 2006). Ezek előnyösebbek, mint
a fehérje markerek, mivel pontosabb eredményt adnak
és elérhetővé váltak minden laboratórium számára,
anya gi szempontból is.

A marker lehet gén, a DNS egy kis szakasza isme -
ret l en funkcióval, illetve azzal kapcsoltan öröklődő
szekvencia részlet. Az egyik leggyakrabban használt
mar ker a genetikai diverzitás vizsgálatoknál, a mikro -
szatellit. A mikroszatellitek a genomban elszórtan elhe -
lyez kedő egy, kettő, három vagy négy bázispár ismét -
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lődésből álló, általában 50–300 bp hosszú szekvencia-
részletek, elsősorban a nem kódoló régióban helyez -
ked nek el (Buduram et al. 2005). Sokallélos rend sze-
rek, nagyfokú polimorfizmussal jellemezhetők, ami az
ismétlődő motívumok változó hosszából és bázis össze -
tételéből adódik (Tautz és renz 1984, Tautz et al. 1986,
Litt és Luty 1989). Manapság a legismertebb, leggyak -
rabban alkalmazott genetikai markerek közé tartoznak,
hisz kimutatásuk gyors és pontos, valamint könnyen
is mételhető eredményt adnak. Kimutatásuk jelenleg
PCr-reakció (Polimerase Chain reaction) alapú frag-
ment-analízissel történik (Mullis és Faloona 1987). Új
mikroszatellit izolálása egy fajban idő és pénzigényes
folyamat, ezért a kutatók gyakran dolgoznak a rokon-
fajok már azonosított mikroszatellitjeivel. Például a
szarvasmarha mikroszatellitek döntő hányada használ-
ható a juh fajban is (De gortari et al. 1998). 

Az elmúlt években hatalmas fejlődés volt tapasz-
tal ható a különböző mikroszatellitek juh populációkon
be lüli és közötti genetikai diverzitásának vizsgálatában
(Saitbekova et al. 2001, Mwacharo et al. 2002, Tomasco
et al. 2002, Ibeagha-Awemu és Erhardt 2004, Kusza et al.
2008, Quiroz et al. 2008, Álvarez et al. 2012, Al-Atiyat
et al. 2014, Ceccobelli et al. 2015, Elbeltagy et al. 2015,
zhao et al. 2015), így jelen kutatásunkban mi is ezek-
ből válogattunk. Számos irodalom fog lal ko zik a külön-
böző nagy egyedlétszámú dél-afrikai juh -faj ták popu lá-
ció genetikájával. Így – mint ezek kiala kításában részt -
vevő keresztezési partnert – sok kutató használta fel
diver zi tás vizsgálatában kontroll fajtának a dorpert
(Campher et al. 1998, Peters et al. 2010, Soma et al.
2012). Jelen mun ka az első lépéseket jelenti a kiválasztott
mikroszatellitek alkalmazásának optimalizálása révén.

Következő lépés lesz a genotipizálás, mely a PCr-
termékek kapilláris szekvenátor gépen történő futta tá -
sát jelenti, ez a legbiztosabb eljárás a genotípus egy -
 ér tel mű azonosítására. Ezek alkalmazásával meg lehet
állapítani egy adott DNS szakasz pontos hosszát vagy
bázissorrendjét. A kapilláris gélelektroforézis során az
elválasztás egy 10–100 µm külső átmérőjű üveg kapil-
lá  risban történik, mely folyékony polimerrel van töltve.
A fragmentek kimutatását a PCr-reakcióban alkalma-
zott primerek fluoreszcens jelölése teszi lehetővé. A ki -
mutatás során a fluoreszcens festéket lé zerfény ger -
 jeszti, melynek hatására eltérő hullám hosszú emisszió -
kat bocsát ki. Ezeket az emissziós adatokat a számító -
gép a kapilláris egy adott pontján detektálja. A termékek
hosszát és intenzitását egy standardhoz viszonyítva
érté ke li a készülék (Pritchard et al. 1995, Wang et al.
1996). 

ANYAG ÉS MÓDSZER

Mintagyűjtés

Szem előtt tartva az Európai Unió szigorú egész ség -
ügyi szabályait, illetve a gyűjtés gyorsabbá tételét, árát,
nem vér-, hanem gyapjú-, illetve szőrmintákat gyűjtöt-
tünk Franciaország, Németország, az Egyesült Ki rály -
ság, Csehország, Ausztria, románia, Magyarország,
Svédország, valamint Dél-Afrika területéről. Dorper és
fehér dorper fajtából összesen 802 mintát sikerült gyűj -

tenünk, 28 tenyészetből, különböző populáció számmal.
A szőröket önzáródó műanyag tasakokban külön enge -
dély nélkül hozhattuk át a határon, mindezek mellet szá-
mos minta szállítása postai úton is kivitelezhető volt.

Genomiális DNS tisztítás

A gyapjú/szőr feldolgozására, valamint a további
labormunkálatokra a Debreceni Egyetem MÉK Állat-
genetikai Laboratóriumában került sor. Első lépésként
a tárolt gyapjú, valamint szőr mintákból, azok szőr -
hagy májából genomiális DNS-t izoláltunk (FAo/IAEA
2004). Mivel elsődleges célunk a PCr-kondíciók és az
eh hez szükséges reakcióelegy meghatározása volt, kez -
detben 100 minta került izolálásra. 1,5 ml-es eppendorf
csövekbe 8–12 szőrhagymát vágtunk – ügyelve arra,
hogy a hagyma felett maximum 0,5 cm szőrszál legyen
– majd 100 µl Hair Buffer-t adtunk hozzá, melynek
össze tétele: 250 µl Tween 20, 5 ml MgCl2 nélküli
PCr-reakcióhoz használt 10 mM-os puffer, 5 ml MgCl2
(25 mM), mindezt dH2o-val 50 ml-re kiegészítve.
A reakció elősegítése érdekében minden mintához 1 µl
proteináz K-t (20 nM) adtunk. Ezt követően az eppen-
dorf csövek a mintáinkkal 60 percre 37 °C-os, majd
20 percre 80 °C-os vízfürdőbe kerültek inkubálásra.
Az izolálás sikerességének elbírálása érdekében kon-
cent ráció-mérést végeztünk NanoDrop 1000 Spectro -
photometer segítségével. A PCr-reakció elő készítése-
ként a minták koncentrációját 10 és 100 mg/µl közé
eső értékre hígítottuk.

Mikroszatellit kiválasztás, felsokszorosítás (PCR-
reakció), ellenőrzés (agaróz gélelektroforézis)

Kiválasztásra került 31 mikroszatellit a Food and
Agricultural organization (FAo) és az International
Society for Animal genetics (ISAg) ajánlása, valamint
korábbi tanulmányokban alkalmazott primerek alapján
(1. táblázat). gradiens (több hőmérsékleten hibri di zá -
ló) PCr eredményeként meghatározásra került minden
primer feltapadási hőmérséklete. 

Az optimalizálás fő momentuma a PCr-kondíciók,
illetve az ehhez szükséges reakcióelegy meghatározása
volt. Az amplifikációhoz szükséges elegy kiinduló
össze tevői a következők voltak: 1 µl izolált DNS, 1 µl
dNTP (2 mM) /Fermentas/; 1 µl 10X goTaq Flexi Buffer
(50 mM KCl, 10 mM Tris-HCl pH 8,3, 1% Triton
X-100)/Promega, Medison, USA/; 0,88 µl MgCl2
(25 mM) /Promega, Medison, USA/; 0,2 µl reverse és
0,2 µl fluoreszcens jelölt forward primer (20 pmol/µl)
/SIgMA/; 0,1 µl goTaq Flexi DNA polymerase (5u/µl)
/Promega, Medison, USA/; 5,62 µl dH2o. Egyidejű-
leg minden sikertelen reakciót követően maximum két
komponens mennyiségét változtattuk. A PCr-reakció
kiinduló kondíciója az alábbi táblázatban látható (2.
táblázat). A primerek kapcsolódásának hőfoka a primer
feltapadási hőmérséklete szerint változott, melyet ko-
ráb ban gradiens PCr-rel határoztunk meg. Az optima -
li zálás során az egyéb hőmérsékleteket nem, csupán az
időt, valamint a ciklusok számát változtattuk.

A PCr-termékek sikerességét 2%-os előre el ké szí -
tett agaróz gélen gél-elektroforézissel ellenőriztük. 
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1. táblázat
Az alkalmazott primerek főbb jellemzőikkel

Table 1: The used primers and their main characteristics
Name of primer(1),  Size range(bp)(2), Annealing temperature (°C)(3),
reference(4)

2. táblázat
A PCR-reakció kondíciói

Table 2: Conditions of PCR reactions 
Initial denaturation(1) Denaturation(2), Annealing(3), Extension(4),
Final extension(5), 35 cycle(6)

A gél összetétele a következő volt: 2%-os Seakem -
agaróz, 1x TAE (Tris-ecetsav-EDTA) puffer, majd a
termékeket gelred (Biotium, USA) DNS festékkel
fes tettünk.Az agaróz gélre mintánként 3 µl-t vittünk
fel, ezt követően 100 V feszültségen futtattuk, míg a
min tánként 3 µl jelzőfesték el nem érte a gél alját.A
különböző mikroszatellitek – eltérő fragmenthossz
alapján – eltérő méretű sávokat eredményeztek. A bá -
zispárok hossza mind 80 és 300 közé estek, így 50 bp-
os létrát használtunk a gél-elektroforézis során.

EREDMÉNYEK

A vizsgált 31 mikroszatellit közül, több hetes opti-
ma lizálási reakciók után 14 (McM527, BM1818,
AgLA226, INrA127, MAF214, TCrB, TgLA357,
MAF35, oarAE119, TgLA53, MAF65, BMS1788,
McMa7, MAF70) bizonyult sikeresen amplifikálható-
nak a meglévő izolált genomiális dorper DNS min tá -
kon (1. ábra). Ez a szám ma már kevésnek mondható
a diverzitás vizsgálatok elemzéseihez, azonban ezekkel
is kaphatunk egy képet a vizsgált állomány genetikai
szerkezetéről. A vizsgálatok pedig folytathatóak to váb -
bi markerek bevonásával és az anyagi források bővü -
lé sével. 

KÖVETKEZTETÉSEK

Mivel vizsgálataink megkezdését hosszú minta -
gyűj tési időszak előzte meg, így a laboratóriumi vizs-
gá latokat éppen lehetőség volt megkezdeni, és a már
meg levő primerek hatékonyságát optimalizálni. A mik ro-
szatellit vizsgálatokkal a következő általánosan hasz -
nált mutatókkal mindenképpen tervezzük számolni:
várt és valós heterozigozitási érték, az állományokra
és lókuszokra, Hardy-Weinberg egyensúly, különböző
beltenyésztettségi mutatók, Wright-féle indexek, kü -
lön böző távolság értékek (Nei, reynolds), átlagos allél -
szám lókuszonként, effektív populáció méret, palack-
 nyak-hatás stb. 

összességében elmondható, hogy jelen munka ki-
indulási pontja lehet a különböző európai uniós dorper
populációk közötti genetikai diverzitással foglalkozó
tanulmányoknak. 
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Név(1) 
Hossz 
(bp)(2) 

Feltapadási 
h�m. 

(°C)(3) 
Forrás(4) 

Agla226 
  134–
154 

60 Joshi et al. 2012) 

BL1022 
  82– 
84 

58 Smith et al. (1997) 

BM1314 
  136–
176 

55 Bishop  et al. (1994) 

BM1818 
  258–
284 

55,9 Armstrong et al. (2006) 

BM2023 
  118–
144 

56,1 
Primer pair sequences in 
USDA-MARC database 

BM2901 
  110–
132 

56,6 Stone et al. (1995) 

BM6506 
  184–
212 

54 Bishop et al. (1994) 

BMS1788 
  105–
116 

55 De Gortari et al. (1997) 

CSSM43 
  237–
273 

54 Moore et al. (1994) 

ILSTS11 
  155–
275 

58 Brezinsky et al. (1993) 

ILSTS62 
  199–
225 

49,2 Kemp et al. (1995) 

Inra127 
  181–
215 

54 Vaiman et al. (1992) 

MaF214 
  183–
263 

68 Bozzi et al. (2009) 

MAF35 
  104–
122 

60 Swarbrick et al. (1991) 

MAF65 
  116–
140 

59 Buchanan et al. (1992) 

Maf70 
  128–
175 

60 Crawford et al. (1992) 

McM218 
  140–
160 

58,2 Davies és Maddox (1994) 

McM527 
  150–
185 

60 Crawford et al. (1995) 

McMa0011 
  176–
222 

55,8 Bozzi et al. (2009) 

McMa7 
  228–
270 

60 Beh et al. (2000) 

OarAE119 
  147–
185 

60,1 Penty et al. (1993) 

OarCP026 
  120–
170 

64 Ede et al. (1994a) 

OarCP34 
  111–
125 

59,7 Ede et al. (1994b) 

OarFCB20 
   86– 
128 

62,5 Buchanan és Crawford (1992) 

OarHH0035 
  112–
138 

56,4 Henry et al. (1993) 

OarHH0041 
  110–
140 

60,4 Henry et al. (1993) 

RM067 
  81– 
83 

57,5 Kossarek et al. (1993) 

TCRB 
  227–
268 

60,9 Buitkamp et al. (1993) 

TGLA116 
  112–
156 

58,1 Georges és Massey (1992) 

TGLA357 
  113–
154 

65,5 Georges és Massey (1992) 

TGLA53 
  114–
143 

60 Crawford et al. (1995) 

�

Kezd� denaturáció(1) 95 °C 10 min �
Denaturáció(2) 94 °C 20 sec 

35 ciklus(6) Primerek kapcsolódása(3) 60 °C 30 sec 

Elongáció(4) 70 °C 30 sec 

Záró szakasz(5) 73 °C 20 min �
� 10 °C � �
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IRODALOM

1. ábra: A PCR-reakció utáni tisztítás sikerességének ellenőrzése gél-elektroforézis segítségével

Megjegyzés: a képen a minták tisztítás után kapott termékei láthatóak 50 kb-os létrát alkalmazva a 14 működő mikroszatellittel. Mikrosza-
telli tek: 1. McM527, 2. BM1818, 3. AgLA226, 4. INrA127, 5. MAF214, 6. TCrB, 7. TgLA357, 8. MAF35, 9. oarAE119, 10. TgLA53,
11. MAF65, 12. BMS1788, 13. McMa7, 14. MAF70

Figure 1: Verification of the efficiency of purification after the PCR was performed by gel electrophoresis
Note: This figure shows the product of our samples after purification using 50 kb lenght DNA ladder, with the 14 microsatellites what worked.
Microsatellites: 1. McM527, 2. BM1818, 3. AgLA226, 4. INrA127, 5. MAF214, 6. TCrB, 7. TgLA357, 8. MAF35, 9. oarAE119, 10. TgLA53,
11. MAF65, 12. BMS1788, 13. McMa7, 14. MAF70
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