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OSSZEFOGLALAS

A nem gyapjas, vedlé juhok létszdma vilagszerte meghaladja a 60 milliét. Szamuk és jelentéségiik novekszik, az elmiilt évtizedekben Eszak-
Amerikdban, Ausztralidban, Uj-Zélandon és Eurépdban egyardnt megjelentek. Magyarorszdgon tittorének bizonyult koziiliik a dél-afvikai dor-
per, mely 2006-ban keriilt az orszagba. Dél-Afrika masodik legnagyobb létszamban tenyésztett juhfajtaja, melyet a dorset horn és a szomali
Juh keresztezésével alakitottak ki. Az eurdpai unios tagallamok célja az adott fajtat tekintve kis populdcioik novelése, javitva a termelési tulaj-
donsagokat, elkeriilve a beltenyésztettséget. Problémat jelenthet azonban a megfeleld tenyészanyaghoz, illetve dallathoz valo hozzajutas a kis
populaciok, valamint a gyanithatoan kézos kiindulo szarmazasi pont révén. A kiilonbozé molekularis genetikai modszerek segitségével képet
kaphatunk az allomanyok genetikai hatterérdl. Manapsag a mikroszatellitek a legismertebb, leggyakrabban alkalmazott genetikai markerek
kozé tartoznak, hisz kimutatasuk gyors és pontos, valamint konnyen ismételheté eredményt adnak. Mivel nincs konkrét dsszefoglalo adat a
kiilonbozé eurdopai unios orszagok dorper populdacicinak genetikai hatterét illetéen, illetve a populdciok kézotti diverzitasrol, jelen munkadnk
sordan szeretnénk 31 kivalasztott mikroszatellit alkalmazhatosagat megvizsgalni és reakcio feltételeit optimalizalni, elsé lépésként szolgalva ezzel
a teljes genetikai hattér feltérképezéséhez a kiilonbozé EU-s dorper populdaciok tekintetében.

Kulcsszavak: dorper, mikroszatellit, juh, genetikai diverzitas
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.

Keywords: Dorper, microsatellite, sheep, genetic diversity
BEVEZETES A kis egyedszamu populaciok esetében kiilonosen

fontos, hogy a beltenyésztés, illetve a vérfrissités nél-
A mi éghajlatunkon alapvetéen vedlogyapjasként kiili tenyésztés csokkenti a genetikai variabilitast, szii-

reprezentalt dorper juhfajta Dél-Afrikabol szarmazik, kitve ezzel a heterozigdzitast. Ennek elkertilése érdeké-
az afrikai zsirfarti szomali juh, valamint az angol dorset ben a kiilonbdz6 molekularis genetikai modszerek se-
horn fajta keresztezésébol. Az emlitett két keresztezési gitségével képet kaphatunk az allomanyok jelenkori
partner eldny6s tulajdonsagait felhasznalva — elébbi genetikai hatterérdl, a populaciok kozotti kapesolatok-
kivalo anyai nevel6- és ellenalld képességét, utobbi im- 1o, beltenyésztettség mértékérdl. Korabban a genetikai
ponal6 husformait — a mai napig igyekeznek megtar- tavolsag vizsgalatok soran barmilyen mérhetd, lathato
tani az 50-50%-o0s vérhanyadot. A Dorpert 1947 ota tulajdonsagot, illetve fehérje markereket (vércsoport,
nevezhetjiik 6nallo fajtanak, ezt kovetéen harom évvel antigének, enzimek kiilonb6zd formai) hasznaltak.

pedig megalakult a Dorper Tenyésztok Egyesiilete (Milne Azonban a molekularis genetika gyors fejlodésének
2000, Lategan 2004). Mindezek utan rohamléptekkel koszonhetéen ma mar elsésorban genetikai markereket

terjedt a fajta, azonban az Eurdpai Unid szigoru sza- alkalmaznak (Batoriné 2006). Ezek elénydsebbek, mint
balyai lehetetlenné tették az €10 allat, termékenyitd anyag, a fehérje markerek, mivel pontosabb eredményt adnak
vagy embri6 behozatalat Dél-Afrikabol. Svajc nem Eu- ¢és elérhetévé valtak minden laboratérium szamara,
ropai Unids orszag révén tenyészanyaghoz jutott a fajta anyagi szempontbol is.

6shazajabol, igy ennek koszonhetden a tenyészallo- A marker lehet gén, a DNS egy kis szakasza isme-
manyok dontd tobbsége ezen allatok leszarmazottjai. retlen funkcioval, illetve azzal kapcsoltan 6rokl6dé
Minden eurdpai unios allam tenyészcéljai kozt szerepel szekvencia részlet. Az egyik leggyakrabban hasznalt
azonban a kis Iétszamu populaciok ndvelése, javitva a marker a genetikai diverzitas vizsgalatoknal, a mikro-
termelési tulajdonsagokat, a beltenyésztettség elkerii- szatellit. A mikroszatellitek a genomban elszortan elhe-
1ése mellett. lyezked6 egy, kettd, harom vagy négy bazispar ismét-
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16désbal allo, altalaban 50-300 bp hosszu szekvencia-
részletek, elsdsorban a nem kodolo régioban helyez-
kednek el (Buduram et al. 2005). Sokallélos rendsze-
rek, nagyfoku polimorfizmussal jellemezhetdk, ami az
ismétlédo motivumok valtozo hosszabol és bazisossze-
tételébol adodik (Tautz és Renz 1984, Tautz et al. 1986,
Litt és Luty 1989). Manapsag a legismertebb, leggyak-
rabban alkalmazott genetikai markerek koz¢é tartoznak,
hisz kimutatasuk gyors és pontos, valamint konnyen
ismételhetd eredményt adnak. Kimutatasuk jelenleg
PCR-reakci6 (Polimerase Chain Reaction) alapu frag-
ment-analizissel torténik (Mullis és Faloona 1987). Uj
mikroszatellit izolalasa egy fajban id6 és pénzigényes
folyamat, ezért a kutatok gyakran dolgoznak a rokon-
fajok mar azonositott mikroszatellitjeivel. Példaul a
szarvasmarha mikroszatellitek dont6 hdnyada hasznal-
hato a juh fajban is (De Gortari et al. 1998).

Az elmult években hatalmas fejléddés volt tapasz-
talhato a kiilonboz6é mikroszatellitek juh populacidkon
beliili és kozotti genetikai diverzitasanak vizsgalataban
(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, Alvarez et al. 2012, Al-Atiyat
etal. 2014, Ceccobelli et al. 2015, Elbeltagy et al. 2015,
Zhao et al. 2015), igy jelen kutatasunkban mi is ezek-
bdl valogattunk. Szamos irodalom foglalkozik a kiilon-
boz6 nagy egyedlétszamu dél-afrikai juh-fajtak popula-
cio genetikajaval. igy — mint ezek kialakitisaban részt-
vevo keresztezési partnert — sok kutatd hasznalta fel
diverzitas vizsgalataban kontroll fajtanak a dorpert
(Campher et al. 1998, Peters et al. 2010, Soma et al.
2012). Jelen munka az els6 lépéseket jelenti a kivalasztott
mikroszatellitek alkalmazasanak optimalizalasa révén.

Kovetkez6 1épés lesz a genotipizalas, mely a PCR-
termékek kapillaris szekvenator gépen torténd futtata-
sat jelenti, ez a legbiztosabb cljaras a genotipus egy-
értelmil azonositasara. Ezek alkalmazasaval meg lehet
allapitani egy adott DNS szakasz pontos hosszat vagy
bazissorrendjét. A kapillaris gélelektroforézis soran az
elvalasztas egy 10—100 pm kiils6 atmérdjii tiveg kapil-
larisban torténik, mely folyékony polimerrel van téltve.
A fragmentek kimutatasat a PCR-reakcioban alkalma-
zott primerek fluoreszcens jelolése teszi lehetove. A ki-
mutatas soran a fluoreszcens festéket 1ézerfény ger-
jeszti, melynek hatasara eltéré hullamhosszu emisszio-
kat bocsat ki. Ezeket az emisszids adatokat a szamito-
gép a kapillaris egy adott pontjan detektalja. A termékek
hosszat ¢s intenzitasat egy standardhoz viszonyitva
értékeli a késziilek (Pritchard et al. 1995, Wang et al.
1996).

ANYAG ES MODSZER
Mintagyiijtés

Szem el6tt tartva az Europai Uniod szigort egészség-
iigyi szabalyait, illetve a gytlijtés gyorsabba tételét, arat,
nem vér-, hanem gyapju-, illetve sz6rmintakat gytijtot-
tiink Franciaorszag, Németorszag, az Egyesiilt Kiraly-
sag, Csehorszag, Ausztria, Romania, Magyarorszag,
Svédorszag, valamint Dél-Afrika teriiletérdl. Dorper és
fehér dorper fajtabol dsszesen 802 mintat sikertilt gytij-

teniink, 28 tenyészetbdl, kiilonb6zo populacidé szammal.
A széroket 6nzarodé mianyag tasakokban kiilon enge-
dély nélkiil hozhattuk at a hatdron, mindezek mellet sza-
mos minta szallitasa postai tton is kivitelezhetd volt.

Genomialis DNS tisztitas

A gyapji/szor feldolgozasara, valamint a tovabbi
labormunkélatokra a Debreceni Egyetem MEK Allat-
genetikai Laboratoriumaban keriilt sor. Els6 1épésként
a tarolt gyapju, valamint sz6r mintakbol, azok szor-
hagymajabol genomialis DNS-t izolaltunk (FAO/IAEA
2004). Mivel elsédleges célunk a PCR-kondiciok és az
ehhez sziikséges reakcidelegy meghatarozasa volt, kez-
detben 100 minta keriilt izolalasra. 1,5 ml-es eppendorf
csovekbe 8—12 szérhagymat vagtunk — tigyelve arra,
hogy a hagyma felett maximum 0,5 cm sz6rszal legyen
— majd 100 pl Hair Buffer-t adtunk hozza, melynek
Osszetétele: 250 pl Tween 20, 5 ml MgCl, nélkiili
PCR-reakciohoz hasznalt 10 mM-os puffer, 5 ml MgCl,
(25 mM), mindezt dH,0O-val 50 ml-re kiegészitve.
A reakci6 eldsegitése érdekében minden mintahoz 1 pl
proteinaz K-t (20 nM) adtunk. Ezt kdvetden az eppen-
dorf csovek a mintainkkal 60 percre 37 °C-os, majd
20 percre 80 °C-os vizfiirdobe keriiltek inkubalasra.
Az izolalas sikerességének elbiralasa érdekében kon-
centracido-mérést végeztiink NanoDrop 1000 Spectro-
photometer segitségével. A PCR-reakcio eldkészitése-

crer

esé értékre higitottuk.

Mikroszatellit kivalasztas, felsokszorositas (PCR-
reakcid), ellenérzés (agaroz gélelektroforézis)

Kivalasztasra keriilt 31 mikroszatellit a Food and
Agricultural Organization (FAO) és az International
Society for Animal Genetics (ISAG) ajanlasa, valamint
korabbi tanulmanyokban alkalmazott primerek alapjan
(1. tablazat). Gradiens (t6bb homérsékleten hibridiza-
16) PCR eredményeként meghatarozasra keriilt minden
primer feltapadasi hdmérséklete.

Az optimalizalas f6 momentuma a PCR-kondiciok,
illetve az ehhez sziikséges reakcidelegy meghatarozasa
volt. Az amplifikacidhoz sziikséges elegy kiindulo
Osszetevoi a kdvetkezok voltak: 1 pl izolalt DNS, 1 ul
dNTP (2 mM) /Fermentas/; 1 pl 10X GoTaq Flexi Buffer
(50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI pH 8,3, 1% Triton
X-100)/Promega, Medison, USA/; 0,88 ul MgCl,
(25 mM) /Promega, Medison, USA/; 0,2 pl reverse és
0,2 pl fluoreszcens jelolt forward primer (20 pmol/pl)
/SIGMA/; 0,1 pul GoTaq Flexi DNA polymerase (5u/ul)
/Promega, Medison, USA/; 5,62 ul dH,0. Egyidejii-
leg minden sikertelen reakciot kovetden maximum két
komponens mennyiségét valtoztattuk. A PCR-reakcio
kiindul6 kondicioja az alabbi tablazatban lathato (2.
tablazat). A primerek kapcsolodasanak hofoka a primer
feltapadasi hdmérséklete szerint valtozott, melyet ko-
rabban gradiens PCR-rel hatdroztunk meg. Az optima-
lizalas soran az egyéb hémérsékleteket nem, csupan az
1d6t, valamint a ciklusok szamat valtoztattuk.

A PCR-termékek sikerességét 2%-os eldre elkészi-
tett agaroz gélen gél-elektroforézissel ellendriztiik.
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1. tablazat 2. tablazat
Az alkalmazott primerek f6bb jellemzéikkel A PCR-reakcié kondiciéi
) Hossz FeltaPadési ) Kezdé denaturacio(1) 95 °C 10 min
NV pp)2) (f‘é’)"(“é) Forrds(4) Denaturécié(2) 94 °C 20 sec
134— i Primerek kapcsoléddsa(3) 60 °C 30 sec 35 ciklus(6)
Agla226 154 60 Joshi et al. 2012) Elongaci6(4) 70 °C 30 sec
BL1022 S5 S8 Smithetal (1997) Zir6 szakasz(S) 73°C_ 20 min
10 °C o0
136— .
BM1314 176 55 Bishop et al. (1994) Table 2: Conditions of PCR reactions
BMI818 ggi— 559  Armstrong et al. (2006) Initial denaturation(1) Denaturation(2), Annealing(3), Extension(4),
. . . Final extension(5), 35 cycle(6)
BM2023 118— 56.1 Primer pair sequences in
144 ? USDA-MARC database o i . .
BM2901 110— s66 S L (1995 A g¢l dsszetétele a kdvetkezo volt: 2%-os Seakem-
132 ’ tone et al. (1995) agaroz, 1x TAE (Tris-ecetsav-EDTA) puffer, majd a
BM6506 ;“2‘— 54 Bishop et al. (1994) termékeket GelRed (Biotium, USA) DNS fest¢kkel
Tos_ festettiink.Az agar6z gélre mintanként 3 pl-t vittiink
BMSI788  |\C 55 De Gortari et al. (1997) fel, ezt kdvetden 100 V fesziiltségen futtattuk, mig a
237- mintanként 3 pl jelzoéfesték el nem érte a gél aljat.A
M4 4 M 1. (1994 il 1 e . . Lo
CSSM43 273 > oore et al. (1954) kiilonbozé mikroszatellitek — eltéré fragmenthossz
ILSTS11 gg_ 58 Brezinsky et al. (1993) alapjan — eltéré méretli savokat eredményeztek. A ba-
199— zisparok hossza mind 80 és 300 koz¢é estek, igy 50 bp-
ILSTS62 295 49,2 Kemp etal. (1995) os létrat hasznaltunk a gél-elektroforézis soran.
181- .
Inral27 54 Vaiman et al. (1992 ‘
215 (1992 EREDMENYEK
MaR214 07 68 Bozzietal (2009)
104— ) A vizsgalt 31 mikroszatellit koziil, tobb hetes opti-
MAF35 122 60 Swarbrick etal. (1991) malizaldsi reakciok utan 14 (McM527, BM1818,
MAF65 thg— 50 Buchanan et al. (1992) AGLA226, INRA127, MAF214, TCRB, TGLA357,
128 MAF35, OarAE119, TGLA53, MAF65, BMS1788,
Maf70 175 60  Crawford et al. (1992) McMa7, MAF70) bizonyult sikeresen amplifikalhato-
McM218 140— 82 Davies és Maddox (1994 nak a meglévd izolalt genomialis dorper DNS minta-
¢ 160 58, avies & Maddox (1994) kon (1. dbra). Ez a szam ma mar kevésnek mondhato
McM527 igg— 60 Crawford et al. (1995) a diverzitds vizsgalatok elemzéseihez, azonban ezekkel
176 is kaphatunk egy képet a vizsgalt allomany genetikai
McMa0011 ), 55,8 Bozzi et al. (2009) szerkezetérol. A vizsgalatok pedig folytathatdak tovab-
McMa7 208 60 Behetal. (2000) b} rparkerek bevonasaval és az anyagi forrasok bovii-
270 lésével.
OarAEI9 17 601 Pentyetal. (1993) ) )
120— KOVETKEZTETESEK
0arCP026 170 64 Ede et al. (1994a)
OarCP34 i é ;— 597 Edeetal. (1994b) ”Mrlv.e.l lesgalazalnk meg’kezdeset ho§sgu minta-
gyljtési id6szak eldzte meg, igy a laboratoriumi vizs-
OarFCB20 12%_ 62,5  Buchanan és Crawford (1992) galatokat éppen lehet6ség volt megkezdeni, és a mar
12— meglevo primerek hatékonysagat optimalizalni. A mikro-
OarHHO035 3¢ 36,4 Henry etal. (1993) szatellit vizsgalatokkal a kovetkez6 altalanosan hasz-
OarHH0041 thg_ 604  Henry et al. (1993) nz%llt 1}1utat('?kka1 mlnfienképpe,n t’ervezz’iik sz:eimolmz
o1 vart és valos heterozigozitasi érték, az allomanyokra
RMO067 83 57,5  Kossarek et al. (1993) ¢s lokuszokra, Hardy-Weinberg egyensuly, kiillonb6z6
TCRB 227 609  Buitk (1993 beltenyésztettségi mutatok, Wright-féle indexek, kii-
268 , uitkamp et al. (1993) 16nbéz6 tavolsag értékek (Nei, Reynolds), atlagos allél-
TGLA116 gé— 58,1  Georges & Massey (1992) szam lokuszonként, effektiv populacié méret, palack-
A nyak-hatas stb.
TGLA357 154 65,5  Georges és Massey (1992) Osszességében elmondhatd, hogy jelen munka ki-
TGLAS3 14— 60 Crawford et al. (1995) 1ndula’51 Pontj? llc.ah.et a kulpnbozp europai unios dorpe'r
143 populaciok kozotti genetikai diverzitassal foglalkozo

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

tanulmanyoknak.
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1. dbra: A PCR-reakci6 utani tisztitas sikerességének ellendrzése gél-elektroforézis segitségével

P
Megjegyzés: a képen a mintak tisztitas utan kapott termékei lathatoak 50 kb-os 1étrat alkalmazva a 14 mitk6dd mikroszatellittel. Mikrosza-
tellitek: 1. McM527, 2. BM1818, 3. AGLA226, 4. INRA127, 5. MAF214, 6. TCRB, 7. TGLA357, 8. MAF35, 9. OarAE119, 10. TGLAS3,
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. TGLAS53,
11. MAF65, 12. BMS1788, 13. McMa7, 14. MAF70
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