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OSSZEFOGLALAS

A genetikai variancia nagysdaga igen fontos kis populdcioknal.
Egy génmegdrzés céljabol tartott 6shonos bronzpulyka populacion
végeztiink vizsgalatot, hogy a jelenleg alkalmazott pdarositdsi
algoritmus eldsegiti-e a genetikai valtozatossdg szintentartdsat.
Mikroszatellit markerek segitségével felmértiik a jelenlegi
allapotot, és szamitogépes szimuldcio segitségével a kovetkezo 100
generacio helyzetét vizsgaltuk.

Az adatok elemzésénél genetikai variancia helyett az
informacioelméletben haszndlatos entrépidaval szamoltunk, hogy
pontosabban mérhessiik fel a populdcio helyzetét.

A vizsgalat eredményeképpen elmondhatjuk, hogy a jelenleg
alkalmazott rotacios vonalpdarositas megfelelé, de a szelekcio
soran uj modszereket alkalmazva az allélok elvesztése ellen tobbet
tehetiink.
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SUMMARY

Genetic variability is very important in small populations. We
examined an indigenous bronze turkey population which is bred
for gene conservation in order to see if the current mating system
maintains genetic variability. The present generation was surveyed
using microsatellite markers and a computer model was used to
simulate changes in the population over 100 generations.

The data was analysed using the concept of entrophy from
information theory instead of genetic variance so that we could
more accurately measure genetic variability.

The results indicate that the breeding method currently in use,
rotational line mating, is acceptable with respect to preserving
genetic variability, but new selection methods may provide
additional protection against the loss of alleles.

Keywords: gene preservation, computer simulation, bronze

Turkey
BEVEZETES

Cikkiinkben egy génmegdrzés céljabol fenntartott
Oshonos  bronzpulyka  populacidban  végzett
vizsgélataink eredményérél szamolunk be. A

vizsgalatunk célja az volt, hogy a jelenleg hasznalt
parositasi algoritmust leellendrizziik, vajon elésegiti-
e a genetikai valtozatossag minél jobb megdrzését.

A populécid 1étszama 211 egyed, nemek szerinti
eloszlasa 38 bak és 173 toj6. A populacid létszamat
generaciordl generaciora kozel azonos szinten all.
Ezeket az egyedeket kis vonalakban tartjak 0sszesen
11-ben. Egy vonalban 3-4 bak és 12-16 toj6 talalhato.
A vonalbdl kikelt tojok tenyészallatként a vonal
néivara egyedeinek utanpotlasat szolgaljak, a bakok
pedig a szomszédos vonal bakjainak
tenyészutanpotlasat. A tojok atlagosan 19 tojast
tojnak. Az egyedek atlagosan két évig élnek. A
szaporodasi ciklus sordan a fakkon belilli egyedek
véletlenszerlien parosodnak. A tojasokat mind
kikeltik. Keltetés utan a megtartott bakokat a
kovetkezd fakkba helyezik, az utolsé fakk bakjai
pedig az els6be keriilnek. Ezzel a ciklikus
mozgatassal igyekeznek a tenyészték a genetikai
valtozatossagot fenntartani.

ROVID IRODALMI ATTEKINTES

A génmegodrzéssel foglalkozok mind tudjak, hogy
milyen fontos a genetikai variabilitds megdrzése. Ha
egy populdcié létszama tual kicsi, ott kiilonbdzd
problémak Iéphetnek fel. Beltenyésztettség, s annak
kovetkeztében genetikai leromlas, vagy a genetikai
drift  kovetkezményeképpen  allélvesztés. A
bottleneck hatast vizsgaltak mikroszatellitek és
szimulacio segitségével Maudet és tarsai (2002)
védett vadkecske fajtanal (Alpine ibex). Namibidban
O6shonos Sanga Cattle genetikai diverzitasat
vizsgaltak mikroszatellites technikak segitségével
Nortier és tarsai (2002). Szintén kis populacional
alkalmaztak a mikroszatellit markereket Takeda és
tarsai  (1995). Ok a kapott informaciok ¢és
szamitogépes szimulacidk alapjdn a rokonsagi
viszonyok  alakuldsat, a  beltenyésztettséget
tanulmanyoztak. Magyarorszagon Gshonos magyar
tytkfajtak génmeglrzés céljabol fenntartott kis
populacidkban rendszeresen végeztek
vérvizsgalatokat a beltenyésztettség elkeriilése
érdekében Papp €s tarsai (1999).




A VIZSGALAT

Vizsgalatunkban a debreceni DE ATC génrezerv
bronz pulyka alloméanyanak (144 egyed) genetikai
variabilitasat mértiik fel mikroszatellit markerek
felhasznalasaval.

58 db olyan tytik mikroszatellitet valasztottunk ki
elézetes irodalmi adatok alapjan (Reed et al., 2000),
amelyek alkalmazhatoak a pulyka vizsgalatokra is.

A kivalasztott markereket el6szor teszteltik 10
véletlenszertien kivalasztott egyed vérbdl preparalt
DNS mintajan.

A primer parok alkalmassagat ,,touch-down” PCR
reakcioban, 3 hdmérsékleti programon (61-51°C, 63-
53°C, 65-55°C), és 3 eltéré magnézium koncentraciod
(2 mM; 2,5 mM; 3 mM) mellett a 96 féréhelyes PTC-
200 DNA Engine PCR gépben (MJ Research)
vizsgaltuk.

A PCR reakciokat 5 pl végtérfogatban (0,1 U Taq
polimeraz, x10 puffer, 0,8-0,8 mM dNTP, 0,001 pg
BSA, 200-200 nM primerenként és 10 ng DNS)
végeztink. Az  amplifikdci6  koriilményei a
kovetkezOk voltak: reakciot megel6zé denaturaciod
95°C 3 perc; 95°C 30 masodperc, annealing
hémérséklet 30 masodperc, 72°C 30 masodperc; 35
cikluson keresztiil; végso lanchosszabbitas 72°C 5
percig. Az annealing homérséklet az els6 10
ciklusban 65/63/61°C-rol 55/53/51°C-ra
csokkentettiik ciklusonként 1°C-valtoztatassal, a
tovabbi 25 ciklusban az annealing hdémérséklet
valtozatlan volt.

A kapott termékek elvalasztasat kapillaris
elektroforézissel ABI Prism 310 Genetic Analyser-en
végeztilk, és az adatok elemzéséhez a GeneScan

Analysis és Genotyper Software programokat
hasznaltuk. =~ A PCR  termékek  méretének
meghatarozdséhoz a TAMRAS00-as standardot
alkalmaztunk.

Az eldzetes eredmények alapjan a genotipus
meghatarozashoz Osszeallitottunk egy 8

mikroszatellitet magaban foglald vizsgalati szettet
(ADLO149, ADLO0150, DL0266, ADL0272,
ADL0292, ADL0293, MCWO0018, MCW0080). A
szettet hasznalatakor 3 multiplex PCR reakcioban
amplifikaltuk a primereket, ¢és egy kapillaris
elektroforézist kdvetden hataroztuk meg a genotipust.

A jelenlegi allapot szolgalt a szimulacio alapjaul.
A szamitoégépes program a MATLAB (1992)
szoftver felhasznalasaval késziilt. A programot a
MATLAB sajat fejleszté nyelvén irtuk.

Az adatok atkodolasra keriiltek a konnyebb
feldolgozhatosag érdekében. Mivel a kiindulasi
adatokban a 2. ldkuszon genectikailag egységes
homozigoéta volt az allomany, ezért a szimulacids
programban csak 7 16kusz szerepelt. A 16kuszonkénti
allélok szamat megtartottuk, maximum 4-et. A
kiindulasi allélgyakorisagokat tablazatba foglaltuk
(1. tablizat).

A vérmintabol szarmaztatott adatokbol indultunk
ki, majd a hasznalt parositasi és szelekcids eljarast
leprogramozva megnéztilkk, hogy milyen lesz az
allomany szaz generacido mulva. A szimulaciot 400-
szor ismételtik, majd a kapott allomanyokat
Osszehasonlitottuk a jelenlegivel.

1. tablazat
Kiindulasi allélgyakorisag
Lokusz(1) Allél(2) Allélgyakorisag(3)
118 0,0035
ADLO0292 128 0,9444
130 0,0035
132 0,0347
81 0,0038
ADL0293 99 0,9923
108 0,0038
ADLO272 160 0,7698
168 0,2302
222 0,1750
ADLO0149 224 0,8214
228 0,0036
84 0,0075
ADLO0266 96 0,7239
104 0,2686
ADLO150 120 0,0074
138 0,9926
MCWO0080 276 0,9550
280 0,0450

Table 1: Frequency of alleles in the base population
Locus(1), Alleles(2), Frequency of alleles(3)

A szimulacid soran az informdacidelméletben
hasznalatos Shanon-féle entropiaval szamoltunk.
Eredetileg egy p = { p(x); x € X } eloszlasu &
diszkrét valoszinliségi valtozo altal szolgaltatott
informacié mennyiségének mérésére Shannon a

H=H(&)=-) p(x)log, p(x)

xeX

mennyiséget vezette be, ahol X egy informacio forras
jelkészlete, vagy abécéje, ennek a halmaznak az
elemei x-ek, a jelek, vagy szavak. A & értékei a forras
altal kibocsatott jelek (Baroti et al., 1993). Az eredeti
kettes alapu logaritmus helyett hasznalhaté mas alap
logaritmus  is, az  entropia  tulajdonsagai
megmaradnak, csak az informacié mennyiség
»~mértékegysége” lesz mas. Mi természetes alapu
logaritmust hasznaltunk.

A gyakorlatban a genetikai valtozatossag
mérésére a varianciat hasznaljak altalaban. A
variancia helyett azért valasztottuk az entropiat, mert
érzékenyebben irja le a gének valtozatossagat. A
variancia a varhatd érték koriili ingadozas mértékét
mutatja, s igy fligg a szimulacid sordn az egyes
géneknek adott értékektol. Ezzel szemben az entrdopia
csak az allélgyakorisagtol fiigg, de nem szamit az
allél szamértéke. A  génmeglrzési problémak
targyalasanal azért célszerli az entropia segitségével
jellemezni a populaciot, mert ha egy allél
gyakorisaga csokken, akkor csokken az entropia is.
Ha egy populédcioban sikeriil szinten tartani vagy
esetleg emelni ezt az értéket, akkor azt jelenti, hogy
az allélok kiesésének valosziniiségét —sikerdilt
lecsokkenteni, illetve tartésan alacsonyan tartani. A
mellékelt tablazatban feltiintettiik, hogyan valtozik az




entropia értéke, ha kettd, illetve harom allél talalhato
egy lokuszon, illetve, ha valtozik az allélgyakorisag
(2., 3. tablizat).

2. tablazat
Entropia értékek két allél esetén
Allélgyakorisag(1) Entropia(2)
0,1 0,9 0,325083
0,2 0,8 0,500402
0,3 0,7 0,610864
0,4 0,6 0,673012
0,5 0,5 0,693147
Table 2: Entrophy values in the two-allele case
Frequency of alleles(1), Entrophy(2)
3. tablazat
Entrépia értékek harom allél esetén
Allélgyakorisag(1) Entropia(2)

0,1 0,1 0,8 0,639032
0,1 0,2 0,7 0,801819
0,1 0,3 0,6 0,897946
0,1 0,4 0,5 0,943348
0,2 0,2 0,6 0,950271
0,2 0,3 0,5 1,029653
0,2 0,4 0,4 1,054920
0,3 0,3 0,4 1,088900
0,33 0,33 0,33 1,098612

Table 3: Entrophy values in the three-allele case
Frequency of alleles(1), Entrophy(2)

Egy masik szimulacios programmal arra kerestiik
a valaszt, hogy egy-egy ritka allél milyen gyorsan
elimindlédik a populaciobdl. Ennél 9 esetet
vizsgaltunk meg. A ritka allél gyakorisaga 0,0035,
0,007 illetve 0,0105 volt a kiindulasi allomanyban.
Ez azt jelenti, hogy a 144 egyedbdl egy, kettd vagy
harom egyed rendelkezett a ritka alléllal. Ezen beliil a
hordozé egyedek kiilonbdz6 nemtiek lehettek, igy jott
ki a kilenc kiilonb6zé eset. Minden esetet 100
generacion keresztiil figyeltiik, és mindegyiket 400-
szor futtattuk le.

A szimulaciés programoknal fontos probléma a
véletlen szam generaldsa. A MATLAB beépitett
véletlen szam generatora a linearis kogruencidk
mobdszere alapjan miikddik: seed=(77 seed) mod
(231-1) (MATLAB Reference Guide, 1992). Mivel a
szimulacids program futasa hosszi id6t vett igénybe,
ezt egyetlen alkalommal nem lehetett elvégezni.
Hogy az adatok ismétlddését elkeriiljiik, minden 100.
futds utdn a wvéletlen szam generator magjat
atallitottuk.

EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

A populaci6 minden lokuszara nézve Hardy-
Weinberg egyensulyban volt. A szamitisokat %’
probaval végeztiik. A statisztikai elemzés kimutatta,
hogy az egyenstlyi allapot minden szokasos
szignifikancia szinten fennall minden 16kuszon.

A kapott genotipus adatokbol kiszamitottuk a vart
(He = 0.165) és a tényleges heterozigézitasi értéket
(Ho = 0.164). Ez az alacsony érték a pulykdkra
jellemzo sajatossag (Korom et al., 2003).

Az  entropia  segitségével az  allomany
,rendezetlenségét” kivantuk szadmszer(siteni. Az
entropiat  lokuszonként — mértik, értéke egy
nemnegativ szam lehet, melynek mértéke fiigg a
lokuszon taldlhato allélok szamatdl és az egyes
allélok relativ gyakorisdgatol. Minimalis, vagyis
nulla, ha a lokuszon egyetlen allél szerepel, arra
homozigdta a populacié. Maximalis az értéke, ha
minden allél azonos gyakorisaggal szerepel.

Példankban a 16kuszok és az allélok szamat
figyelembe véve az Osszentropia értéke akkor lett
volna maximalis, ha az els6é 16kuszon minden allél
gyakorisaga 0,25, a masodikon 0,33, a harmadikon
0,5 a negyediken és az oOtodiken 0,33 végil a
hetediken 0,5 lett  volna. Ezekhez az
allélgyakorisagokhoz tartozd Osszentropia 6,76. A
kapott adatok alapjan ebben az adott populacidban a
szimulacios futasok soran 1,6-2,9 kozotti értékeket
vett fel. Egy-egy futds soran erésen ingadozott az
értéke, de az Osszes futtatas utani atlagértékek 2,17
koriil stabilizalodtak.

Az allélvesztés. A szamitogépes szimulaciok
soran rogzitettiikk, hogy egy ritka allél hanyadik
generacioban vész el. Megvizsgaltuk, hany generacio
kell az allélgyakorisag nullava valasahoz, ha a
populdcidban egy, ketté illetve harom egyed
rendelkezik ezzel a ritka génvaltozattal. Kiilon kellett
kezelni a nemeket, hiszen a szelekcid miatt eltérd
esélye van egy baknak illetve egy tojonak génjei
tovabbadasara. Annak a valdszintisége, hogy egy bak
ritka (kezdeti allélgyakorisag 0,0035) alléljat a
szelekcio soran kivalasztott valamely fakkbeli egyed
orokli egy adott generacidoban:

(150)

_ 1

P(A)=1-P(d)=1- (180] ~ 0,166
1

Ugyanez egy tojo esetében minddssze:

(170}

- 1

P(B)=1-P(B) =1~ 500 = 0,055
)

400 futtatds utan megallapitottuk az atlagos
értékeket és az eredmények a 4. tablazatban
olvashatok.

Azt a tényt, hogy az allomany Hardy-Weinberg
egyensulyban volt biztato jelként értékeltiik. Mivel
nem tapasztaltunk sem heterozigbta hianyt sem
tobbletet, ez azt sugallta, hogy az allomany parositasa
kozel all a véletlenszer(i parosodashoz.

A szimulacios kisérlet eredménye jol igazolta azt
a feltevésiinket, hogy a nem jelentdsen befolyasolja

egy ritka allél elvesztésének a valdszinliségét a
jelenlegi parositasi rendszerben. Ha 144 egyedbdl




csak egy tojo rendelkezett a ritka alléllal, az esetek
85,5%-ban az elsé 5 generacio alatt elveszett az allél
és csak 2,8%-ban maradt meg tartdsan, 25 generacion

tul. Egy bak esetében 21,5%-os relativ gyakorisaggal
veszett el az allél, és 48,5%-ban maradt meg
(1., 2., 3. abra).

4. tablazat
A szimulacié eredményei
Az allélvesztés Az esetek hin Az esetek hany Az esetek hany A
z z
Kezdeti , atlagosan L, . y szazalékaban szazalékaban
; ., A gén- , i szazalékaban kovetkezett i : adatok

allélgyakorisag , hanyadik , , . | maradt meg a gén | maradt meg a gén L,
hordozé(2) S, be az allélvesztés az els6 L, Lo, szorasa

@ generacioban 5 generacioban (10 év)(4) 25 generacion tul 100 generacion tal )

kovetkezik be(3) g (50 év)(5) (200 év)(6)

0.0035 1 t0jo(8) 4,4 85,5% 2,8% 0,0% 11,2
’ 1 bak(9) 40,3 21,5% 48,5% 6,5% 37,1
2 t0jo 7,6 71,0% 6,8% 0,3% 14,4
0,007 1 t0j6 1 bak 43,8 19,8% 53,3% 7,8% 38,1
2 bak 57,0 5,5% 72,0% 1,3% 34,4
3 t0j0 24,6 43,5% 30,5% 1,0% 30,8
0.0105 2 t0j6 1 bak 45,2 15,3% 60,0% 5,3% 34,9
’ 1 t0j6 2 bak 63,3 6,3% 76,0% 24,0% 36,6
3 bak 78,3 1,0% 88,0% 33,8% 29,9

Table 4: The result of the simulation

Frequency of alleles(1), Gene owner(2), Average allele retention period (number of generations)(3), Percent of cases the allele is lost in the

first 5 generations (10 years)(4), Percent of cases the allele reamined after 25 generations (50 years)(5), Percent of cases the allele remained
after 100 generations (200 years)(6), Standard deviation (generations)(7), Hen(8), Tom(9)

1. abra: Az allélvesztések szama a generaciok fiiggvényében
(A ritka allélt 1, 2 vagy 3 tojé hordozza)

400
350
300
250
200
150
100

Allélvesztések szama(1)

0-5 6-15 16-25 26-35 36-45 46-55 56-65 66-75 76-85

Generaciok(2)

O1 t0jo(3) M2 tojo O3 tojo

Figure 1: In which generation was lost the allele, when the
base population the gene owner were 1, 2 or 3 hens
Number of the lost of the allele(1), Generations(2), Hen(3)

2. abra: Az allélvesztések szama a generaciok fiiggvényében
(A ritka allélt 1, 2 vagy 3 bak hordozza)

400
350
300
250
200
150
100

50

Allélvesztések szama(l)

0-5  6-15 16-25 26-35 36-45 46-55 56-65 66-75 76-85
Generaciok(2)

(D1 bak(3) M2 bak O3 bak |

Figure 2: In which generation was lost the allele, when the
base population the gene owner were 1, 2 or 3 toms
Number of the lost of the allele(1), Generations(2), Tom(3)

3. dbra: Az allélvesztések szama a generaciok fiiggvényében
(A ritka allélt 3 egyed hordozza)

400
350 1
300 1
250 A
200
150
100

50

Allélvesztések szama(1)

0-5  6-15 16-25 26-35 36-45 46-55 56-65 66-75 76-85
Generaciok(2)

03 tojo(3) M2 tojo és 1 bak(4) 01 tojo és 2 bak O3 bak ‘

Figure 3: In which generation was lost the allele, when the
base population the gene owner were 3 animals
Number of the lost of the allele(1), Generations(2), Hen(3),
Tom(4)

Azokat az adatokat, hogy az allélvesztés
atlagosan hanyadik generacioban kovetkezett be az 1
tojo esetét kivéve ovatosan kell kezelni, mert a
szimulacios program csak 100 generacion keresztiil
figyelte a populaciot, ez 200 évet jelent a pulykak
esetében. A kapott eredményekbdl azonban nem
deriilt ki hogy az a bizonyos allél a 101-dik
generacidban vagy a 149. generacioban veszett el.
Ezen esetek mindegyike szazas értékkel szerepelt a
szamolasokban. 3 bak esetén ez az adatok harmadat
érinti, tehat a 78,3-es atlagérték jelentdsen alabecsiilt.

Szoras. Jelent6s kiilonbségek mutatkoztak az
adatok szorasaban. Mig 0,0035-6s allélgyakorisagnal
a tojok adatainak 11,2, a bakok adatainak 37,1 volt a
szorésa.

Az entropiaval kapcsolatos szamitasok azt
igazoljak hogy a gyakorlatban hasznalt parositasi
algoritmus  jonak tekinthetd, amennyiben a




tenyésztési cél a genetikai valtozatossag fenntartasa.
Az entropia a kezdeti értékhez kozel stabilizalodott.
Fontos hangsulyozni, hogy ez statisztikailag
érvényesiil, hiszen nagy egyéni eltérések
mutatkoznak. A folyamatban igen nagy a véletlen
szerepe, és ez adott esetben ohatatlanul is egyiitt jar a
gének elvesztésével.

Amennyiben ilyen kis allomanyban egy-egy allélt
csak egy-két egyed képvisel (a  kezdeti
allélgyakorisag 0,01 alatt van) €s ezt szeretnénk
meg0rizni, ugy ezekre az egyedekre kiilon oda kell

figyelni. Nem elég a véletlenre bizni, hogy
megmaradnak-e, tenni is kell érte. Elsésorban az
allomany létszamat fenntartdé szelekcidé soran kell
esetenként tobb utédjat megtartani az ilyen
egyedeknek.

A kapott adatok szorasainak vizsgalata azt
mutatja, hogy hiaba magas a valosziniisége egy ritka
allél megmaradasanak bakok esetén, a valosagban a
véletlen szeszélye folytdn az egyetlen populacionk
ritka allélje kdnnyen elveszhet.
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