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1. Bevezetés

Magyarorszag juhtenyésztésében az elsd kultirfajta a merind volt. A 18. szazad
harmadik harmadaban a cseh morva és osztrak teriiletekr6l, illetve Sziléziabdl és
Szaszorszagbodl keriiltek posztogyapjas, elektoral és negretti fajtavaltozatok a Kéarpat-
medencébe. Késobb az alloméany olyan gyors iitemben gyarapodott, hogy kialakult az
elektordl-negretti posztogyapjas valtozat. Ebben az id6ben a nagybirtok egyik
legjovedelmezébb gazdasagi dgazatanak igérkezett. Az eurdpai piacokon a 19. szazad
masodik felében megjelent a tengeren tulrdl, olcso vizi uton szallitott finomgyapju, s ez
véget vetett a hazai finomgyapju termelés korabbi konjunktirajanak. A szazad masodik
felétdl az ipari gyapju feldolgozés-technikai valtozasaval a posztd helyett a szovet és
hurkolt készitmények eldallitasa keriilt elétérbe. Ez az 0j technikai eljards elsésorban a
merind fésiis-gyapjas rambouillet valtozatanak kedvezett. A féslis merind allomany
egyre novekedett, mely a nagyobb nyirostly, durvabb fiirtfinomsag mellett jelentds
arbevétel tobbletet eredményezett s ez javitotta a juhtartds gazdasdgossagat.

A 20. szazad elején jelent meg eldszor Magyarorszagon a merind hus tipust
valtozata. A hazai hismerind kialakitdsaban elsdsorban a franciaorszagi precose és a
toliink északra és keletre talalhaté husmerind valtozatok vettek részt.

A két vilaghdboru kozott az orszdg merind allomanyanak tobbségét, elsdsorban a
féstis merinokat, fejték. Sajnos a jol tejeld torzsjuhdszatok tobbsége a vilaghaboru
aldozata lett.

A masodik vilaghdboru utan ujra a gyapjutermelés keriilt eldtérbe, s igy a
tenyészcél is elsdsorban a gyapjihozam nodvelése volt. Az 1960-as évek végétdl
kezd6édden azonban valtoztak a piaci igények, egyre novekedett a kiilfoldi kereslet a
vagobaranyok irant. A hustermeld képesség javitasa érdekében a hosszl éveken at tartd
fajtatiszta tenyésztést kovetden kiilonbozo, vagobarany termelést célzd husirdnya
keresztezési konstrukciokat alakitottak ki. Egyre nagyobb figyelem irdnyult a szapora
fajtadkra is, hiszen tudjuk, hogy a hustermelés jovedelmezdségét dontéen az egy
anyajuhtol évente értékesitett baranyhus mennyisége hatarozza meg, ezért a
hiismindség, a baranyok egyedi hustermeld képessége mellett a szaporasag jatszik
szintén fontos szerepet a gazdasagos termelés kialakitdsdban. A jelenlegi
jovedelmezdségi viszonyok mellett a gazdasagos szint 1,5-1,6 hasznosult
baranyszaporulat (JAVOR és mtsai., 1999; KUKOVICS és mtsai., 1999; JAVOR,
1998).



Egy faj, illetve fajta potencidlis szaporasaga genetikailag meghatarozott. Hogy
mennyire sikeriil kihaszndlni a genetikai potencidlt, az a kiilonb6zé kornyezeti
tényezoktdl (takarmanyozas, tartdstechnologia, emberi tényezdk) ¢és azok
kolcsonhatasaitol fiigg. Ha ez a potencialis szaporasag egy adott fajtdban eleve
alacsony, akkor a kdrnyezeti igények maximalis kielégitése mellett sem érhetiink el
kimagaslo javulast. Az allomény termelOképességét a jobb teljesitményli egyedek
kivalogatasaval javitani tudjuk. A szaporasag azonban poligénes tulajdonsag, azaz tobb
gén egyiittesen hatdrozza meg a fenotipust. Ordkolhetéségi értéke kicsi, a
hagyomanyos, fenotipus alapjan torténd szelekcioval csak hossz id6 utdn és nagy
szelekcios differencialt alkalmazva érhetiink el javulast, s mindemellett csak a genetikai
potencial altal meghatarozott maximalis termeldkapacitasig juthatunk el. Ezt igazoljak a
szaporasag novelésére iranyulo kisérletek, mely szerint hagyomanyos szelekcios eljarast
alkalmazva atlagosan, minddssze 1,3% éves realizalt, egy anyara vetitett hasznosult
baranyszaporulat novekedést érhetiink el (MORRIS, 1990).

A szaporasag novelésének masik modja lehet a szapora fajtakkal (pl. finn lapaly,
vagy romanov) torténd keresztezés, melynél azonban csak az els§ genericioban
szamolhatunk jelentds heter6zis hatassal az emlitett tulajdonsagra vonatkozoan.

A legtobb poligénes tulajdonsagnal az egyes gének tulajdonsagot befolyasolo
hatdsa kicsi. Eldéfordulhat azonban, hogy a tulajdonsag kialakitasaért felelds
géncsoportbdl egy-egy gén relative nagy hatassal rendelkezik, és sok esetben az atlagtol
nagyobb termelésre képesiti az allatot. Ezek az tigynevezett nagyhatasu, vagy major
gének, — amelyek a szaporasag vonatkozasaban is megtaladlhatok -, s amelyeket ha
keresztezéssel sikeriil bevinni egy kis termelképességli populécioba, tigy azzal az
allomany genetikailag meghatarozott potencialis szaporasagat novelni tudjuk. Ezért
jelentésen felértékelddtek azok a genotipusok, amelyeknél sikeriilt valamilyen
nagyhatdsu gén jelenlétét kimutatni. A juhok esetében a booroola gén volt a vilagon
elsdként lejegyzett szaporasdgot befolyasold nagyhatdsu gén.

A gén jelenlétére az 1960-as években figyeltek fel Ausztralidban, a ,,booroola”
farmon, az akkor még magyardzatra szoruld szokatlanul nagy szaporasagok
eléfordulasa miatt. A CSIRO tobb mint két évtizeden at tartdé megfigyelésének
eredményeként feltételezték, hogy a nagy szaporasigot egy spontan mutalt gén
befolyasolja. A merin6 fajtacsalad posztogyapjas, féstis-gyapjas és hismerin6 valtozatai
utan felbukkant egy, a fold legnagyobb szaporasagot elérd fajtaival vetekedd szapora

merind fajtavaltozat is. Felismerve jelentdségét néhany ¢év alatt a vilag valamennyi



kontinensére eljutott és a vilag szamos orszagaban keresztezési programokat inditottak

szapora vonalak, illetve szintetikus fajtak kialakitasa érdekében.

2. Témafelvetés

Magyarorszagra 1980-ban keriiltek az elsd booroola egyedek (5 kos és két
anyajuh) Veress Laszlo professzor ur kezdeményezésére, melyet tovabbi import
vasarlasok kovettek. A booroola kosok magyar merind anyakkal torténd keresztezését
kovetden, egy kidolgozott tenyésztési program eredményeként 1992-ben ,,szapora
merind” néven U fajta sziiletett. A tenyésztok célja az volt, hogy egy a magyar
merinonal szaporabb, siritve ellethetd fajtat hozzanak létre, mely a heterdzis hatas
kiaknazasara iranyuld, vagobarany eldallitast célzd keresztezésekben anyai partnerként
alkalmazhat6 (VERESS ¢és mtsai., 1987). A tenyészéllatok szelekcidjanal
alapkdvetelmény, hogy azok a mutans FecB gént hordozzék. A mutacié kozvetleniil az
ovulacioés ratat (OR) befolyasolja, és csak a ndivarban jut kifejezédésre. A hordozas
megallapitdsa mindeddig a néivart egyedeknél azok sajat teljesitménye, a kosoknal
viszont csak leanyivadékaik ovulacios rata eredménye alapjan tortént.

A fajta keresztezési konstrukciokban, a gyakorlatban nem terjedt el. Ennek oka
az, hogy a szapora merin6 egyedek kifejlettkori sulya, a baranyok magzat és baranykori
novekedési erélye, valamint sulygyarapodasa elmarad a magyar merin6étol. Az F1
anyadk esetében is eléfordulhat, hogy 3 baranyt ellenek, s ez csak megfeleld ilizemi
viszonyok mellett nevelhetd fel. A fajta igazi értéke azonban a FecB mutécio
hordozéasaban rejlik. Szapora merind kosokkal cseppvérkeresztezést végezve novelni
lehetne kevésbé szapora, de nagyobb kifejlettkori stllyal és jo hustermeld képességgel
rendelkezé fajtdk szaporulatat. Egyszeri keresztezéssel ugyanis a mutdcid bevitel
megoldhatd és a tovabbiakban szisztematikus visszakeresztezéssel az eredeti fajta
kedvezé tulajdonsagai fenntarthatdoak. A cseppvérkeresztezést kdvetéen azonban a
mutaciot hordoz6 egyedek folyamatos szelekcidjara van sziikség. A mutdcié nyomon
kovetésének eddigi mddja bonyolult volt és sok id6t vett igénybe. Bar a torzstenyészet
esetén alkalmasnak bizonyult e moddszer, hiszen a hordozdk aranya évrél évre
novekedett, de a kosok mindsitéséhez sziiletésiiktél szamitva legalabb 32-35 hoénap
sziikséges. Egyszertibb genotipus meghatdrozasi moddszerre van sziikkség, mind a
torzstenyészet, mind az arutermeld juhaszatokat tekintve. Olyanra, amely lehetdvé teszi

a mutans FecB gént hordozo egyedek gyors és pontos azonositasat. Erre a megfeleld



megoldast a molekuléris genetikai modszerek alkalmazasa jelentheti, melyek lehetové

teszik a DNS szintll szelekciot. Ez vagy a tulajdonsidgot meghataroz6 mutécioval

kapcsoltan 6rokl6dé polimorfizmusok vizsgalataval, vagy ha mar ismert maga a

mutacid, akkor annak kdzvetlen azonositasa révén lehetséges.

Mindezek ismeretében munkam sordn a legujabb molekularis genetikai eszkozok

alkalmazdsadval a mutdciot hordozok azonositdsanak hatékonyabba tételét tliztem ki

feladatul. Célom volt

megvizsgalni, hogy az OarAE101 és a BMI1329 mikroszatellit markerek
alkalmasak-e allomany szinten a booroola mutaciét hordozok azonositaséara, a
szapora meriné allomanyban,

felmérni annak lehetdségét, hogy a vizsgéalt markerek alkalmasak-e a booroola a
mutacié oroklédésének nyomon kovetésére annak mas allomanyokba torténd
bevitele esetén,

Osszehasonlitani a hagyomanyos fenotipus alapjan torténd genotipus
meghatarozasi modszert a direkt génteszten alapuld modszerek hatékonysagaval,
megvizsgalni, megallapitani, hogy az eddig végzett modszerekkel elért
eredmények megbizhatésaga, alkalmazhatésaga milyen,

adaptalni a modszert a mutacio hordozas ondobol torténd megallapitasara.



3. Irodalmi attekintés

3.1. A FecB gén

3.1.1. A FecB gén eredete

A booroola meriné a vilag legszaporabb juhfajtainak egyike. Eredetét tekintve
ausztral merin6. New South Wales-ben, Ausztralidban, a Booroola farmon egy
gyapjutermeléssel foglalkozo testvérpar, a Sears fivérek, kiilonds figyelmet forditottak a
tulajdonukban 1évé juhdllomany szaporasdganak novelésére. A ,,Booroola” allomany
kialakitasa tulajdonképpen egy hdrom baranyt elld anya kivalasztdsaval kezd6dott. Ezt
kovetden az ikreket elld anyakat egy kiilon allomanyba gyiijtottek. Az egyes ellésii
baranyok késobb visszakeriiltek az eredeti ,,ausztral merin6” csoportba, mig az anyak ¢és
az ikerellésbdl szarmazd jerke baranyok maradtak a ,,szapora” nyajban. A Sears
testvérek halalat kovetden 1959-ben az ,,iker-elld nyéjat” a CSIRO (Commonwealth
Scientific and Industrial Research Organization - Tudoméanyos és Agazati Kutatsi
Szervezet) Allattenyésztési Intézete megvasarolta és vizsgalta azt az allomanyt, melyet
az allatok szarmazasi helye, a Sears fivérek tulajdondban 1évo ,,booroola” birtok alapjan
neveztek el. Ez idészakban, az allomanyban a szaporulati arany atlagosan 190% volt.
Ezt a kivételes képességét egy, a szaporasdgot meghatirozd nagyhatdsu génnek
koszonheti, melyet a COGNOSAG (Committee on Genetic Nomenclature of Sheep and
Goats) booroola génnek nevezett el (COGNOSAG, 1989) ¢és a lokuszt ,,FecB”
roviditéssel jelolte. A FecB gén alléljai koziil a vad tipus jele a ,,+” a mutans allél pedig
a ,,B”. Ezen kiviil a mutans allélt ,,Fec® -ként is jelolheté. A FecB gén a juh egyik testi
kromoszémajan talalhatd, melyet az alomnagysagra (DAVIS és KELLY, 1983; PIPER
¢s BINDON, 1982a) és az ovulacios ratara (DAVIS ¢és mtsai.,, 1982) irdnyuld
szegregacids vizsgalatok alapjan mutattak ki. A fenotipus a mendeli térvényeknek
megfeleld 6roklédést mutat, mely bizonyitja, hogy nagyhatasti génrél van sz6. A
génnek additiv hatdsa van az ovuldcios ratara és részleges dominancidt mutat az
alomszamot illetden. Ausztral vizsgalatok alapjan a normdl merind anyak atlagos
ovulacids rataja 1,5, a heterozigdta hordozoké 2,9, a homozigéta anydknal pedig 4,7
(PIPER ¢és mitsai.,, 1985). Tovabbi vizsgalatok alapjan mas szerzok is hasonld
eredményeket kozoltek a mutins FecB gén ovuldcios ratat és alomszamot noveld

hatasarol. A Fec® allél egyszeri jelenléte az ovulaciés ratat atlagosan 1,3-1,6-al, az



alomszamot 0,9-1,2-el noveli (DAVIS ¢és mtsai., 1982). BINDON ¢s mtsai. (1985)
merind x booroola keresztezésbdl szdrmazo utdodoknal 47-87%-os novekedést
tapasztaltak az ovulacios ratdban, 45-56%-al nétt az alomszdm. Az 1-33%-os
baranyelhullas kovetkeztében az anyanként levalasztott baranyszam igy is 16-37%-al

tobb volt, mint a kontroll merino esetében.

Nyilvanvalova valt, hogy a mutacié kifejezddése ivarra-korlatozott, mivel a
booroola kosok szaporodasbiologiai, termékenyitd képességére vonatkozd vizsgalati
eredmények (here novekedési rata, here méret, napi onddtermelés), valamint a
hormonalis jellemzdék (plazma FSH és LH koncentracidja) nagyon hasonléak voltak a
normal merind kosokéval (O’SHEA ¢és mtsai.,, 1983; PURVIS ¢és mtsai., 1983;
WALKER ¢és mtsai., 1985; BINDON ¢és mtsai., 1985). A ndivara egyedeken végzett
vizsgélatok eredményeit - booroola anydk esetében kimutatott jelentés FSH novekedés
az ivari ciklus soran - egy visszacsatolasi elégtelenségnek (,,feedback deficiency”)
tulajdonitottak, mely valoszinilileg a folyamatban szerepet jatsz6 inhibitor kisebb
mennyiségben valo jelenlétébdl adddhat. Booroola anydkndl minddssze 1/3-a volt a
mért inhibitor szint a kontrol merin6 anyakhoz viszonyitva (CUMMINS és mtsai.,
1983.; BINDON, 1984; SCOTT és mtsai., 1980). gy feltételezhetd, hogy ez a
visszacsatolasi elégtelenség okozza a nagy ovulacios rata (OR) kialakulasat

(HENDERSON ¢és FRANCHIMONT, 1983; MC.NATTY ¢és mtsai., 1990).

Ugyan a mutans FecB gén jelenlétét a booroola merinéd fajtaban jegyezték fel,
sokaig vitatott kérdés volt, hogy vajon ott is alakult e ki, vagy a XVIII. szazad utolsé
¢éveiben Indiabol véasarolt kistestli bengali (Garole) fajtaju juhokkal keriilt ez az értékes
tulajdonsdg az ausztral merinoba (TURNER, 1982; PIPER ¢és mtsai., 1988). A
kozelmultban tortént felfedezés, amely egyértelmiien bizonyitotta, hogy egy pont
mutéacid felelds a ,,booroola” fenotipus megjelenéséért - errdl bévebben egy késdbbi
fejezetben esik szo -, olyan kozvetlen DNS vizsgalat elvégzésére adott lehetdséget,
mely a mutaci6 eredetének kideritését segitette. DAVIS ¢és mitsai. (2002) nyolc
kiilonbozd szapora juhfajtan (garole (bengal) — India; javai - Indonézia; thoka - Izland;
woodlands - Uj-Zéland; olkuska - Lengyelorszag; lacaune - Franciaorszag; belclare -
frorszag; chambridge - Irorszag) végezték el a direkt génteszt vizsgilatot, melynek

eredményeként a bengali (garole) €s javai juhokban kimutattak a FecB mutéciot, a tobbi



6 fajtaban viszont nem. Ez egyértelmilien bizonyitja azt a feltevést, hogy a mutaci6 a

bengali juhval keriilt Ausztralidba.

2.1.2. A FecB gén térképezése

Egy faj genomjat, az adott fajra jellemzd meghatarozott szamu kromoszdémapar
alkotja (sertésnél 19, szarvasmarhanal 30, juhnal 27, 16 esetében 32) (WEAVER és
HEDRICK., 2000). Emlésoknél ezekbe a kromoszoméakba megkdzelitdleg 3 milliard
bazispar hosszisagu DNS szekvencia van ,,csomagolva”, s a juhfaj esetében a kddold
régiok koriilbeliil 70-100.000 gént hataroznak meg (HALEY ES VISSCHER, 1998).
Elnézve ezeket a szdmokat lehetetlen vallalkozasnak tlinik az egy-egy tulajdonsag
kialakitasaért felelds gének meghatdrozésa. A genetikai hattér felderitéséhez nagy
segitséget jelent, hogy a fajok kozott a fehérjét kodold szekvenciak, kromoszoma régiok
konzervalddtak az evolucid soran. Igy a human oldalon elért eredmények és ismeretek
felhasznalhatdak az egyes allatfajok genetikai térképének készitésénél, a gének pontos

helyének meghatarozéasanal.

Amikor a gének, vagy beszéljiink egyszertien csak egy-egy bizonyos DNS
szakaszrodl, kozel helyezkednek el egymashoz ugyanazon a kromoszoman, akkor nem
fiiggetleniil 6roklédnek, hanem a meidzis sordn egyiitt hasadnak. Ezt a jelenséget
genetikai kapcsoltsagnak nevezik. A genetikai kapcsoltsaigot CORRENS, BATESON ¢és
PUNNETT (BATESON, 1909) jegyezte fol elséként, mint a mendeli 6roklodés
torvénye aloli kivételt. Az egyes gének, vagy markerek tdvolsiga a fenotipus-
szegregacios kisérletek soran fellépd rekombindcié gyakorisaga alapjan hatarozhato
meg, melyet centi Morgan-ben (cM) fejeznek ki. Minél tadvolabb van két 16kusz
egymastol, annal nagyobb a lehetdség a rekombinaciora. Ha példaul két 16kusz kozotti

tavolsag 10 cM, az azt jelenti, hogy a rekombinacio gyakorisaga 10%.

Természetesen a gén megtalaldsa a legnehezebb. A feladat megoldasa hosszu
1dot vesz igénybe, ezért az elsé vizsgalatok is elsdésorban a mutans FecB génnel
genetikailag kapcsolt fehérje (pl. vércsoport) illetve DNS polimorfizmusok keresésére
iranyultak. A biokémiai markerek azonositisa nemcsak az egyedek genotipus
meghatarozasat gyorsitand és tenné pontosabba, de fontos eldrelépést jelentene a gén

molekularis szerkezetének és miikodésének megismerésében is.



FESUS és mtsai. (1991) booroola merin x magyar merind R1 és R2 egyedeknél
tanulmanyoztak 8 biokémiai polimorfizmus (transzferrin, hemoglobin, albumin,
hemopexin, x-protein, a;-protedzgatlé (Pi2), o;-gliikkoprotein (Ptf), arilészteraz-A)
eléfordulasat és kapcsolatat a FecB mutacioval. A Pi2" és a Ptf' allélok pozitiv, de nem
szignifikans hatasat mutattak ki az ovulacios rata €s az alomnagysag vonatkozasaban.

NGUYEN és mtsai. (1992) Franciaorszagban 11 B+ booroola merind és 370 ++
genotipusti merino d’arles anyajuh utédaiban vizsgaltak a Fec® allél és hét vércsoport-
rendszer (A, B, C, D, M, F41), harom biokémiai polimorfizmus (Tf, Hb, CA) és az
OLA (fehérvérsejt antigén) allélek szegregalodasat. Kapcsoltsagra utald Osszefiiggést
nem talaltak. TATE ¢és mtsai. (1992) szintén fehérje polimorfizmusok kapcsoltsagat
vizsgaltak erre a célra létrehozott keresztezett csaladokban, heterozigdta booroola B+
kosok féltestvér utddaiban (Alb; ES-A;.szénsav anhidraz; CA; katalaz; Cat; diaforaz -
DiAl; Glikéz foszfohex6z izomerdz - GPI; hemoglobin - Hb; Hpx; izocitrat
dehidrogendz - IDH; leucin amidopeptidaz - LAP; malonsav dehidrogenaz - Mel;
plazminogén - OPA; szuperoxid diszmutdz - SOD; transzferrin - Tf; D-vitamin kotd
fehérje - Ge; X-Prot). A 17 fehérje koziil 10 esetében talaltak eltérést az egyedek kozott
¢s mindegyiknél eléfordult rekombindcio. A FecB 16kusztdl a rekombinacios
gyakorisag alapjan szdmitott tavolsagok a kovetkezok voltak: NADH diafordz (DIAT) —
9,2 cM; arilészteraz (EsA) — 11,9 cM; béta hemoglobin (HBB) — 17,5 c¢M; leucin
amilopeptidaz (LAP) — 19,7; malik enzim (ME1) — 14,8 cM; eritrocit *X’ fehérje (Prot-
X) — 25,3 cM; post-transzferrin (PTF) — 2,2 cM; transzferrin (TF) — 33,8 cM. A
Hemoglobin B allélja ¢és a FecB allél kozott egyetlen csalad (6 utod) esetében sem 1épett
fel rekombindcid, a kis elemszam miatt azonban nem allithat6 egyértelmiien a két allél
egylittes Oroklédése, melyet HENKES ¢s mtsai. (1994) vizsgélati eredményei is
megerdsitettek. Munkajukban 20 biokémiai vér polimorfizmust tanulmanyoztak, tobbek
kozott a hemoglobint is, melynél nem talaltak kapcsoltsagot a B allél és a FecB 1okusz
kozott. Ugyanakkor TATE és mtsai. (1992) altal kozoltekkel ellentétben, gyenge
sszefliggést sikeriilt kimutatniuk a malic enzim (ME) és a Fec” allél kozott. A Fec”
allélt hordozo egyedeknél kozel haromszor olyan gyakran fordult el6 a ME FS
genotipus az ME FF genotipushoz képest. WATSON ¢és KHATTAB (1964)
megallapitdsa szerint szdmos tovabbi vizsgalatra van sziikség az egyértelmii kapcsoltsag
kimutatdsdhoz, mivel két fenotipus kozotti sszefiiggést a fenotipust meghatarozo gének
fizikai kapcsoltsagan tal egyéb tényezok is okozhatjak, mint példaul a pleiotropia vagy

a szelekcio.



Az elsO jelentds eredményt a booroola gén térképezésében 1993-ban kozolték,
miszerint genetikai kapcsoltsadgot talaltak 12 féltestvér-csaladban végzett szegregacios
vizsgalat alapjan két mikroszatellit marker (OarAE101 és OarHHSS), az emberi 4-es
kromoszéma 4q25-0s régidjabol szarmazo epidermal novekedési faktor (EGF-epidermal
growth factor), és a FecB lokusz k6zott (MONTGOMERY ¢és mtsai., 1993). Tovabba
kapcsoltsagot mutattak ki az OarAE101 mikroszatellit marker és az SSP1 (secreted
phosphoprotein 1) lokusz kozott, mely szintén a 4-es human kromoszéman helyezkedik
el, a 4921-23 régioban. A kiilonboz6é fajok konzervaldodott kromoszéma régidinak
Osszehasonlitasa €s a kapcsoltsagi vizsgalatok alapjan a szerzok feltételezése az volt,
hogy a FecB mutaci6 valdsziniileg az EGF ¢és SSP1 1okuszok kozott helyezkedik el a
juh 6 kromoszoémajan. A tavolsagot a FecB és az EGF kozott 26, a FecB és az SSP1
kozott 14 cM-ben allapitottadk meg.

Egy évvel késobb MONTGOMERY ¢és mtsai. (1994) kapcsoltsagi vizsgalataikat
tovabb folytatva a FecB lokuszt tartalmazo kapcsoltsagi csoportot tovabbi markerrel
(BM143, mely egy szarvasmarha mikroszatellit) és génekkel (CSN1S1 — kazein-ay;;
PDGFRA - platelet-derived growth factor receptor-a) egészitették ki, melyek
feltételezett sorrendje: EGF, FecB, SSP1, OarAE101, OarHH55, BM143, PDGFRA,
CSNISI. Eredményeik alapjan egyértelmii kovetkeztetést vontak le, miszerint a FecB
lokusz a juh 6. kromoszoéméjan egy olyan kapcsoltsagi csoportnak a tagja, mely a
szarvasmarhéaban és az emberben is konzervalédott.

Francia kutatdcsoport miniszatellitek, vérfejérje csoportok és a FecB lokusz
kapcsoltsagat tanulmanyozta merin6 d'arles (++) anyak €s booroola merinéd (B+) kosok
keresztezésébdl szarmazo utddokban. A szerzOk eredményeik alapjan ugy talaltdk, hogy
a vizsgalt polimorfizmusok koziil hét miniszatellit (Synthetic Tandem Repeat — STR)
(16C514, 16C518, 16C5A6, 16C24A10, 16C5A3, PERI9, 012012) kapcsolt a FecB
lokusszal, azonban azt nem kozrefogjak, hanem valamennyi annak egyik oldalan
helyezkedik el. Kapcsoltsdgot mutattak ki tovabbd az A vércsoport és a vizsgalt
markerek kozott (LANNELUC ¢és mtsai., 1994).

Ezen kromoszéma régidra koncentralt sorozatos kapcsoltsagi vizsgalatok egyre
kozelebbi genetikai markerek felderitéséhez vezettek, tovabb bdvitve a juh 6.
kromoszémajan 1évo ismert markerek szdmat. LORD és mtsai. (1998) a FecB 16kuszt
egy 10 cM hosszasagl régioban a BM1329 ¢és az OarAE101 mikroszatellit markerek

kozé lokalizaltak.



Késébb 2001-ben tobb kutatd csoport is, egymadstdl fiiggetleniil, szinte egy
idében szamolt be egy olyan pontmutdciorél, melyet a bone morphogenic protein
receptor-IB (BMPR-1B - csont morfologiai fehérje receptor-1B) receptor kodolod
szekvenciajaban talaltak és egyértelmii Gsszefiiggést mutatott a booroola anyak nagy
ovulécios teljesitményével. (WILSON ¢s mtsai.,, 2001; SOUZA ¢és mtsai., 2001;
MULSANT ¢és mtsai., 2001). A juh 6. kromoszéma FecB gént tartalmazé régidjanak

fizikai kapcsoltsagi térképe a 1. dbran lathato.
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3.1.3. A FecB gén ,,miikodése”

A csont morfogenetikai fehérjék (bone morphogenetic proteins; BMPs) a szallitd

novekedési faktor-f (transforming growth factor-f - TGF- B) csalad tagjai. Olyan
multifunkciondlis fehérjék, melyek kiilonb6zé sejttipusok differencidlodasat és
novekedését szabalyozzak. Kiilonleges szerepet tdltenek be az emldsok, kétéltiiek és
rovarok embrionalis fejlddésében, a csontok kialakuldsaban, az immunfolyamatokban, a
sériilések ’gydgyitasaban’ (MASSAGUE, 1998; HOGAN, 1996; WINNER ¢és mtsai.,
1995; LETTERIO ¢és ROBERTS, 1998). Kulcsszerepet jatszanak tovabba az emldsok
termékenységében is. A BMP receptor gén a petefészekben jut kifejezddésre
(SHIMASAKI és mtsai., 1999).
(GenBank referenciaszam:AF312016) bekovetkezett Adenin = Guanin helyettesités,
amely a fehérje aminosav sorrendjében is valtozast idéz elé (1. melléklet). A vad
tipusnal eléforduld glutamin helyett egy arginin kapcsolodik a fehérjelancba a 249.
aminosav pozicioban. A growth differentiation factor-5 (GDF-5 — ndvekedés
differencialo faktor-5) és a BMP-4 fehérje természetes ligandumai a BMPR-1B (bone
morphogenic protein receptor-1B - csont morfologiai fehérje receptor-1B) receptornak,
¢s normdl esetben gdtoljak a juhok granulosa sejtjeinek progeszteron termelését. A
nevezett hormon a granuldza sejtek differencialédasahoz és a sargatest kifejlédéséhez
sziikséges. In vitro kisérletekkel is igazoltak, hogy a BB homozigota anyajuhok
granulosa sejtjeinek egyrészt nagyobb mértékii volt a progeszteron termelése, mint a
mutacidt nem hordodéd egyedeké, masrészt kevésbé voltak érzékenyek (fogékonyak) a
GDF-5 és a BMP-4 progeszteron szekréciot gatlo mitkkddésére. Mindezek egyértelmiien
arra engednek kovetkeztetni, hogy a BMPR-1B receptorban bekovetkezett mutacio
felelés a receptor funkcidjanak moddosuldsaért. Ez eredményezi annak részleges
inaktivitasat, megakadalyozva a GDF-5 és a BMP-4 ligandumokkal val6 kapcsolddasat,
igy azok inhibitori szerepének betoltését. A vizsgalt egyedek koziill a BMPR-1B
mutaciot hordozok kivétel nélkiil nagy ovulacios ratdjuak voltak. Negativ kontrollként 6
kiilonboz6 fajtabol (coopoworth, finn, gotland, prindale, romney, texel) szarmazo,
Osszesen 65 egyedet vizsgaltak meg, de a mutacid csak a booroola vonalbol szarmazo
egyedeknél volt kimutathatdo (WILSON és mtsai., 2001).

Annak bizonyitasa céljabol, hogy a mutadcié nem merind specifikus, négy, nem

booroola merind allomanyt teszteltek  (Franciaorszdgbol, = Németorszagbol,
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Spanyolorszagbol és U-Zélandrol), és a mutacidé valamennyi esetben hianyzott. Ezzel
szemben Szaud-Arabiabol, Hollandiabol és az Egyesiilt Allamokbol szarmazo dsszesen
80 egyed, melyek a FecB génbevitel program eredményeként sziiletett booroola
keresztezett egyedek voltak, hordoztdk a mutaciét (WILSON és mtsai.,, 2001). Nem
sokkal ezen eredmények megjelenése eldtt 0j-z¢élandi kutatok egyértelmii 6sszefiiggést
mutattak ki a szintén kivételes szaporasagdrol ismert hanna és inverdale juhfajtakban a
magas ovulacids rata és a juh X ivari kromoszémdjan elhelyezked6 BMP-15 fehérjében
(mely szinten az EGF-P csalad tagja) bekdvetkezett mutacio kozott (GALLOWAY és
mtsai., 2000). Mindezek az eredmények csak megerdsitik a BMP csalad tagjainak és az

ide tartozé receptoroknak az ovulacios rata szabalyozasaban betoltott szerepét.

3.2. A FecB mutacio elterjedése

3.2.1. A FecB mutacio elterjedése a Vilagban

A juh fajban, az elséként feljegyzett szaporasagot befolyasold nagyhatasu gén a
booroola volt. Felfedezését kovetden mas fajtakban is sikeriilt bizonyitani szaporasagot
meghatarozo nagyhatast gén jelenlétét. A juh fajtdkban napjainkig lejegyzett
nagyhatasu géneket, és eredetiiket 6sszefoglaldan az 1. tdblazat tartalmazza.

1. tablazat: Szaporasagot befolyasol6 nagyhatasi gének és szaporasagra gyakorolt

hatasuk a juh fajban
Gén Leiras A gén hatisa Szerzék
Belclare Az ir belclare fajtaban irtak le Heterozigota formaban 3,3-al | REYNAUD és
noveli az OR-t mtsai. (1999)
Booroola Juh 6. kromoszémajara térképezték; Homozigéta formaban 2,7- | WILSON és
booroola fajtaban irtak le el6szor 3,0-al noveli az OR-t, 1,1- mtsai. (2001)
1,7-el az alomszamot
Cambridge [ A cambridge fajtaban fedezték fel; juh Homozigéta formaban 2,14- | GLAZKO és
mikroszatellit markerekkel valo 3,44-¢l noveli az OR-t mtsai. (1997)
kapcsoltsagat mutattak ki a juh 15-6s
kromoszdéman
Inverdale Az X ivari kromoszoéman talalhato Heterozigota formaban 0,6-al | GALLOWAY
heterozig6ta forméban fertilitast okoz noveli a levalasztott és mtsai.
baranyszamot (2000)
Javanese Harom indonéziai juhfajban is leirtak Homozigéta formaban 2,6-al | BRADFORD
jelenlétét noveli az OR-t, 1,8-2,0-vel és mtsai.
az alomszamot (1986)
Lacaune A juh 11-es kromoszémajara térképezték | Heterozigéta formaban 1,0-el | BODIN és
noveli az OR-t mtsai. (1998)
Thoka A cheviot juhban irtak le Heterozigota formaban 0,7-el | RUSSEL és
n6 az alomszam mtsai. (1997)
Woodlands | X kromoszoman 6roklédik, Uj-Zélandon a | Heterozigota forméban 0,39- | DAVIS és
coopworth juhban irtak le el noveli az OR-t mtsai. (2001)
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Felismerve jelentdségiiket a juhdllomanyok szaporasaganak novelésében,
szamos orszagban inditottak keresztezési programokat a Fec (,,fecundity”) gének nem

szapora fajtakba torténd bevitelére.

Az els6 booroola merind kosokat még azeldtt exportaltak Ausztraliabol, hogy a
nagyhatdsa gén létét felismerték volna. A FecB nagyhatdsi gén meglétének
bizonyitasaval a booroola merin6 vilagon valo elterjedése felgyorsult. Ehhez nagyban
hozzéjarult a biotechnika (technologia) fejlédése, mellyel lehetévé valt friss és
mélyhiitott szaporitdéanyag (ondo), illetve mélyhiitott embriok exportdldsa is (2. dbra)

(THIMONIER és mtsai., 1991).

Forras: THIMONIER és mtsai., 1991

2. abra: A booroola mutacio elterjedése a Vilagban

Eurépaban Magyarorszag volt az elsd, mely booroola kosokat importalt a FecB
mutiacid hazai merind alloményokban torténd -elterjesztésére, 1980-ban. Késdbb
csatlakozott Franciaorszag, Anglia, az egykori Csehszlovakia, Németorszag,
Lengyelorszag, Hollandia, Spanyolorszag. A kozel-keleti orszagok kozil Izrael, a
tengeren talrdl pedig USA ¢és Kanada. A legtobb orszadgban elsdsorban keresztezésekbe
bevonva, a mutaciot hordozé egyedek folyamatos hasznélataval igyekeztek a Fec® allél

gyakorisagat novelni egy-egy allomanyban. Néhany orszagban a mutacid bevitelét
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kovetden 1j fajta kialakitasara kertiilt sor, mint példaul a hyfer Ausztralidban, a boolyse
Kanadéban, vagy éppen Magyarorszagon a szapora merino.

Az awassi ¢és assaf kivalo tejtermeld fajtak, szaporasdguk azonban nagyon
alacsony. Izraelben homozigota booroola merind kosok spermdjat felhasznéalva
mesterséges termékenyitéssel hoztak 1étre F1 alloményokat. Ezt kovetéen az Fl1
kosokkal ujra awassi és assaf anyakat parositottak. A B+ heterozigdta anydk esetében
atlagosan 0,6-al volt nagyobb az alomszam, igy feltételezték, hogy homozigdta anyak
esetében atlagosan 1-el novelhetd a valasztott baranyszdm a nem génhordoz6 helyi
fajtakhoz viszonyitva. Az igy 1étrehozott allomanyok - melyet affec néven neveztek el -
nemcsak intenziv, hanem extenziv koriilmények kozott is tarthatok, ahol az awassi
eredetileg is preferalt (FAHMY, 1998). Franciaorszagban a merin6 darles x booroola
merind keresztezettek merind d'arles fajtaval torténd szisztematikus keresztezéssel egy
Uj szintetikus szapora merin6é vonal kialakitdsa volt a cél (BODIN és mtsai., 1990).
Ausztralidban ugyanakkor egy haromlépcsds keresztezési programon beliil a FecB
mutécid segitségével igyekeztek novelni a border leicester x merind anyak reprodukcios
teljesitményét. Igy a nagyobb szaporasagli F1 anyakat késébb termindl hustipusu
kosokkal parositva nagyobb szamu, megfeleld mindségli vagdbaranyt tudtak
értékesiteni egy anyara vetitve (PIPER és mtsai., 1988).

Franciaorszagban és Ausztralidban végzett booroola keresztezésekbdl szarmazd
allomanyok OR és alomnagyséagra vonatkozo6 adatai a 2., 3. tdblazatokban talalhatoak.

Az eredmények egyértelmiien bizonyitjak a FecB mutécio szaporasagot ndveld hatasat.

2. tablazat: Helyi fajtak x booroola meriné F1 utéodainak szaporulati eredményei

Ausztraliaban
Anyai | Az anyak %-os megoszlasa Az anyak %-o0s megoszlasa
fajta az ovulacios rata alapjan az alomszam alapjan

1 2 3 4 >4 atlag |1 2 3 4 >4 atlag

BLB 7,7 31,3 264 203 14,2 3,07 (17,0 42,77 29,2 7,6 3,5 2,31

BLM 19,4 66,7 13,9 2,13 |38,8 60,2 1,0 1,66
DHB 93 37,2 372 85 7,7 2,75 (23,5 452 252 39 0,8 2,14
DHM 38,7 57,5 3,8 1,73 51,0 49,0 1,45

BLB= border leicester x booroola, BLM= border leicester x merind
DHB=dorset horn x booroola, DHM=dorset horn x merind

Forras: PIPER és mtsai., 1988
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3. tablazat: A FecB mutaciot hordozo és nem horddoz6 meriné d arles anyak %-os

megoszlasa az ovulacids rata és az alomszam alapjan

Az anyak |Ovulacids rata Alomszam

genotipusa | 1 2 3 4 >4 atlag | 1 2 3 4 >4 atlag
++ 91,4 81 04 - - 1,09 (69,9 28,1 2,0 - - 1,32
++/B+(*) |60,1 25,7 34 0,8 - 1,45 |480 450 7,0 - - 1,61
B+ 12,9 57,6 229 5,7 1,0 2,24 |28,7 452 233 2,6 03 2,00

(*) ebbe a csoportba azokat az anyakat soroltak, amelyekrél nem tudtdk egyértelmtien megallapitani,

hogy hord6zdk, vagy sem Forras: BODIN és mtsai., 1990

Sajnos a nagyobb alomszdmmal egyiitt jar a nagyobb mértékili baranyelhullas is.
OSIKOWSKI és BORYS (1980) lengyel merin6, wielkopolska, kamienicka és uhruska
lengyel fajtdkat kereszteztek booroola merind kosokkal. Az F1 generdcidban a
szaporulati arany 1,82 barany/anya volt, amely atlagosan 55%-al volt magasabb, mint a
helyi fajtdké. Azonban a baranyok gyengébb életképessége kovetkeztében a valasztott

baranyszam alig volt magasabb a keresztezett allomanyban, mint a helyi fajtakban.

Természetesen a baranyelhulldst sok tényezd befolyasolja. Igy az anyak
takarmanyozasa, az adott helyi fajta baranynevel6 képessége is. Amennyiben kielégitjiik
az anydk kornyezettel és takarméannyal szemben tdmasztott, megndvekedett igényét,
visszaszorithatd a baranyelhullas és nagyobb hasznosult baranyszaporulatot érhetiink el.
Takarmanyozasi kisérletekben is igazoltak, hogy nem a booroola mutacié felelds az
ikeralmok esetén jelentkez0 nagyobb baranyelhullasért, hanem az anyak hidnyos fehérje
¢s energiaellatdsa. Amennyiben a vemhesség utolsé harmadéban és az ellést kovetd elsd
hoénapban az iker, illetve tobb barannyal vemhes anyakat kiegészitd takarmanyozasban
részesitik, Ggy a késoi, a vemhesség 3. harmadaban bekovetkezd magzatelhalds és a
valasztasig bekovetkezO baranyelhullds jelentds —mértékben  visszaszorithatd
(KLEEMANN ¢és mtsai., 1993a; KLEEMANN ¢s mtsai., 1993b; HINCH ¢és mtsai.,
1996)
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3.2.2. A FecB gén Magyarorszagon - a szapora merino

Veress Laszlo professzor ur javaslatira 1980-ban érkeztek az elsé booroola
egyedek Magyarorszagra, Kaposvarra. A tenyészallatok dontd tobbségét James Innes
Haldon Station nevii 0j-z¢élandi booroola merind térzsjuhaszatabol vasaroltak. 1980 és
1989 kozott 6sszesen 32 tenyészkost, 6 anyat €s 6 szopdsbaranyt hoztak magyarorszagi
tenyésztésre, majd 1984-ben B+ anyajuhok és BB kosoktdl szarmaz6 100 mélyhiitott
embrid Ausztralidbol valé importjara is sor keriilt. (LENGYEL ¢és mtsai., 1990;
VERESS ¢és mtsai., 1995)

A booroola meriné hazai alkalmazasaval kapcsolatban a tenyésztok a kdvetkezo
alternativakban gondolkodtak:

1. Az els6 Iépés homozigdta booroola merind allomany kialakitasa génrezervatum,
illetve kos eldallitds érdekében fajtaatalakitdé keresztezéssel, a cél a FecB
mutaciora homozigdta allomanyt ugy Ilétrehozni, hogy a magyar merind
fenotipusat, nagyobb kifejlettkori testtomegét megérizze, ahogy ezt Uj-
Zélandon a kent és corridale fajtak esetében sikeriilt rogziteni (ALLISON és
mtsai., 1979). Hasonlo kisérletekrdél szamolt be ELSEN és ORTAVANT (1984)
a merind d’arles fajtdval kapcsolatban, illetve késobb az USA-ban ¢és
Kanadéban is hasonl6 keresztezéseket végeztek és hasonld eredményeket értek
el. (THIMONIER és mtsai., 1991).

2. Ezt kovetéen merind anyakbol kiindulva olyan kodzvetett haszonallat-el6allito
keresztezést célszerli inditani, amelyben a booroola a masodik partner. A
booroola F1 anydkat ezutan tomeges, jol izmolt hiisfajtaji kosokkal parositanak
(német husmerind, feketefejli német husjuh, suffolk, stb). Az igy sziiletett
baranyszaporulat minden egyede jo6 mindségii pecsenyebaranyként érté¢kesithetd
(3. abra).

3. A booroola mutaci6é alkalmazasédnak tovabbi lehetdsége alacsony szaporasagu
fajtakba torténd bevitele és elterjesztése. (VERESS és mtsai.,1987; VERESS és
mtsai., 1988; LENGYEL és mtsai., 1990; VERESS, 1991; LENGYEL ¢és
PASZTHY, 1994)
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booroola magyar merino

booroola F 1>< husfajta

R1 kozvetett haszonallat
elballitd keresztezés

Rn x Rn
homozigoéta nukleusz allomany

Forras: VERESS, 1983

3. abra: A booroola meriné hazai alkalmazasanak lehetéségei

Az orszdg kiilonbozo torzsjuhaszataiban (Tortel, Csenger, Kaposvar,
Hajdubo6szormény) inditottak keresztezést az importalt kosokkal homozigota allomany
kialakitasa érdekében. Az 1990-es évek elején mar Magyarorszag rendelkezett a
legnagyobb ellenérzés alatt 4ll6 merind jellegli booroola merind keresztezett
allomannyal Eurépaban (SZEKELY és mtsai., 1990; LENGYEL és mtsai., 1990). A
keresztezési programba vont tenyészetek koziil azonban kettében, miutan a magyar
merind X booroola meriné jerkék az els6 és masodik ellésiik szaporulati ardnya alapjan
nem kiilonboztek a sajat merind anyak teljesitményétél, s az OTAP utasitdsara
abbahagytak a keresztezést (VERESS és mtsai., 1987).

A debreceni és csengeri juhdszat tenyésztési programjat az import tenyészallatok
koziill 17 0j-zélandi eredetli kosra, 3 anydra és azok 5 bardnyéra alapoztdk. Mig a
debreceni allomany esetében a homozigodcia kialakitdsdra, Csengerben csupan a
mutaciot hordozok (B+) eldallitasara torekedtek (VERESS és mtsai., 1991; VERESS és
mtsai., 1998).

A sok éves teny€sztéi munka eredményeként végiil a magyar merind x booroola
merind keresztezésbol eldallitott fajtavaltozat szapora meriné néven, a keresztezett F,
nemzedék anyai teljesitménye alapjan, 1992-ben megkapta a fajtaclismerést, és a

Mezdgazdasagi Fajtamindsité Tanacs koztenyésztésre engedélyezte.
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A debreceni nydjat - mely vizsgalatom targyat képezi - 1988-ban alapitottak a
volt Debreceni Agrartudomanyi Egyetem (jelenleg DE ATC) Allattenyésztési és
Kisérleti telepére keriilt csengeri és a torteli magyar merind x booroola merind
keresztezésbdl szarmazo 93 (F1 illetve R1) jerkeutodra, és a James Innestdl vasarolt 2
tenyészkosra illetve 3 anyajuhra alapozva. Ezek kozott eléfordult homozigdta mutans
(BB), heterozig6ta és a mutaciot nem hordozd egyed egyarant. Az dllomany 1étszamat
sajat szaporulatbdl folyamatosan novelték 200 koriili anyajuhlétszamig. Az anyajuhokat
részben importbol szdrmazd, részben sajat tenyésztésii kosokkal paroztattak, vagy
termékenyitették.

Az allomanyban a homozigdcia 1étrehozasan €s fenntartdsan tal a stiritve elletés
hajlaménak, a kifejlettkori testsily novelésének és egy finomabb (22-24 mikron) és
hosszabb fiirti (6-8cm) gyapjutermelésnek az egyidejii ndvelésére torekedtek. Kiilonds
figyelmet forditottak a ,négyes mentesség” kialakitasara, ezért a brucellozis,
klamidiozis, leptospirdzis és Maedi-Visna betegségre szerologiailag pozitiv egyedeket
folyamatosan szilirték és selejtezték (VERESS és mtsai., 1995). Az allomany jelenleg
mind a négy betegségtdl mentes.

A kis egyedszam miatt a tenyésztOk feltétleniil sziikségesnek tartottdk a
genealdgiai vonaltenyésztés alkalmazasat a véletlenszerti rokonparositds megeldzése
érdekében. A szarmazasi adatok alapjan megallapitottak, hogy a debreceni és a csengeri
tenyészetekben hasznalt import kosok egy ausztraliai torzstenyészetbdl szarmazo 9 kos
kozvetlen, vagy kozvetett leszarmazottai. Ezért a genealdgiai vonalakat a kozos 6sok
szerint szamoztak, az alvonalakat pedig A, B, C, D betiivel jelolték. (MAGYAR ¢és
mtsai., 1997).

3.3. FecB genotipus meghatarozasa

3.3.1. A FecB genotipus meghatarozasa fenotipus alapjan

A szapora merind esetében a tenyészallatok kivalasztasanal jelentOs
kovetelmény, hogy a FecB mutacido homozigota vagy heterozigdta hordozoi legyenek.
A booroola nagyhatdsu gén meglétének felismerését kovetden évtizedeken keresztiil
csak a fenotipus alapjan torténhetett a hordozok azonositasa.

A mutacidé kozvetleniil az ovulacids ratat befolyasolja, igy a tulajdonsag

kozvetleniill csak a ndivard egyedeken mérhetd. Az egyedek genotipusanak
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meghatarozasat ezért az amyajuhok esetében azok OR vizsgalata, a kosok esetében

pedig lednyutodaik OR eredménye alapjan végezték.

A FecB mutaciot hordozé ndivaru egyedek azonositasa

Elséként DAVIS ¢és mtsai. (1982) dolgoztak ki eljarast a FecB genotipus
meghatarozasara. Booroola merin6 anyékat a ciklus soran mért legmagasabb ovulacios
ratajuk alapjan osztalyoztak a kovetkez6 modon: 5, vagy anndl nagyobb OR esetén az
anyajuh BB, 3 vagy 4 OR esetén B+, 1 vagy 2 OR esetén pedig ++ genotipust. A
pontos genotipus meghatarozas érdekében egyedenként legalabb harom, vagy annal
tobb OR mérésre van sziikség (PIPER és BINDON, 1982b). A megbizhatdsag tovabb
novelhetd, ha az OR mérést nem egy évben végzik, hanem tobb éven keresztiil (PIPER
¢s mtsai., 1984). Hangsulyozni kell azonban, hogy ezeket a hatarértékeket merind
anyajuhokra vonatkoztatva allapitottdk meg. Mas fajtakkal végzett booroola
keresztezettek esetén, mint példaul a romney vagy a coopworth, téves genotipus
meghatarozashoz vezethet e modszer. Ezeknek a fajtdknak az atlag ovulacids rata értéke
ugyanis eleve magasabb, mint a merin6¢ (DAVIS és HINCH, 1984). TATE és mtsai.
(1992) a coopworth x booroola keresztezetteken végzett FecB kapcsoltsagi
vizsgalataikndl ezért a DAVIS ¢és mtsai. (1982) altal leirt kritériumokat tovabb
szigoritottak ugy, hogy a B+ genotipushoz az anyanak legalabb két 3-as, vagy legalabb
egy 3-nal nagyobb OR értékkel kellett rendelkeznie. A ++ genotipusba akkor soroltdk
az egyedeket, ha volt legalabb egyszer 1, és nem volt egyszer sem 3, vagy annal
nagyobb OR értékiik. Minden vizsgalatba vont anyajuh legalabb 3, vagy annal tobb OR
értékkel rendelkezett, melyet 2 éven 4t mértek. E moddszert alkalmaztak
MONTGOMERY ¢s mtsai. (1994) a FecB — marker kapcsoltsagi vizsgalataiknal texel,
coopworth, romney ¢€s perendale, valamint merin6 anyak booroola kosokkal tortént
keresztezésébdl szarmazd utdodok génhordozasdnak megallapitasara. Az anyajuhok
ebben az esetben is legalabb 3-as OR eredménnyel rendelkeztek, mely két év mérési
eredmény¢bdl allt 6ssze. Az ovulacids rata mérésekor az anyjuhok helyi érzéstelenitést
kaptak MONTGOMERY és HAWKER (1987) altal leirtaknak megfelelden.

A DAVIS ¢és mtsai. (1982) altal FecB genotipus meghatarozésara kidolgozott
kritériumok altaldnossa tétele érdekében kiilonbozd statisztikai eljarasokat dolgoztak ki
a témaval foglalkozo6 kutatok. Ilyen példaul a diszkriminancia analizis (FERNANDEZ-
ABELLA, 1985), klaszter analizis (OWENS ¢és mtsai., 1985) vagy a legnagyobb

valoszinliségi teszt (ELSEN ¢és mtsai., 1988). Utobbit Franciaorszagban a booroola
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génnel kapcsolatban végzett szegregacios vizsgalatoknal kiterjedten alkalmaztak.
LANNELUC ¢és mtsai. (1994) ismert heterozigdta genotipusii (merind d’arles x
booroola merind) kosokkal nem hordoz6 meriné d’arles anyajuhokat kereszteztek, majd
a leanyutodok genotipusat azok ovulaciés ratajat alapul véve, ELSEN és LE ROY
(1991) modszere szerint, legnagyobb valoszinliség teszttel hataroztdk meg. Fix
hatasként a testsuly és az életkor szerepelt. Eredményeik azt mutattdk, hogy a testsuly
nem, az életkor viszont szignifikdns hatassal volt az ovulacids ratara. Az ovulécios ratat
az utdédok egy illetve két éves kordban, 6sszel mérték. Els¢ évben 3 alkalommal
(melynél az elsé méréskor progeszteronos ivarzas szinkronizalast alkalmaztak), majd a
kovetkez6 évben két alkalommal.

MULSANT és mtsai. (2001) nem hordozé merinod’arles anyak és heterozigota
(B+) kosok visszakeresztezésébdl szarmazo utdédokon végzett vizsgalataiknal az utddok
genotipusat szintén a legnagyobb valoszinliségi analizist alkalmazva hatiroztdk meg.
Ezeknek a vizsgélatoknak az eredményeként taldltdk meg a ’booroola’ fenotipusért

felel6s mutaciot.

Mivel a debreceni allomanyban az anyajuhokat stiritve elletik, mely mérsékli az
ovulécios ratat, ezért VERESS és mtsai. (1998) eltértek a kordbban leirtaktol és az
anyajuhok besorolasat az aldbbiak szerint végezték: amennyiben a mért atlagos
ovulécios rata érték 4, vagy annal tobb volt akkor homozigéta, ha 4tlagosan 3 volt akkor
heterozigdta, ha 2, vagy ennél kevesebb volt akkor az anyajuhot nem hordozénak
mindsitettek. A stiritve elletés alomszdmot mérsékld hatdsat mar korabban tobb szerzd
is kozolte (RICORDEAU, 1982; WEISHEIT, 1979; VERESS ¢és mtsai., 1979;
VERESS, 1991). Mivel a nagy alomszam kialakulasat az ovulacios rata kozvetleniil
befolyasolja a VERESS és mtsai. (1998) altal modositott kategoriak megalapozottnak

tinnek.

A FecB mutaciot hordozoé kosok azonositasa

A kosok genotipusa ivadékvizsgalat Gtjan hatarozhaté6 meg. A szapora merind
allomany kialakitasara hasznalt illetve az allomanyban termékenyité kosok FecB
mindsitésére tobbféle modszert alkalmaztak a tenyésztok. Az elsé moddszer alapja,
melyre mar kordbban tobb szerzd is emlitést tett (ALLISON és mtsai., 1979; PIPER ¢és
mtsai., 1980, 1981; DAVIS és mtsai., 1982), a kovetkez6. Fiatal kos és nem hordozo

anyajuh  parositasbol  szdrmazd leanyutédoknadl OR  vizsgalatot végeztek,
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Osszehasonlitva a mutaciot nem hordozo fajta azonos koru jerkéinek OR eredményeivel.
Ha az utédok mintegy 80%-a 3-as, vagy ennél nagyobb OR-t ér el, ugy a kos
homozigotanak (BB), ha az utdédok csupan fele éri el az emlitett eredményt, ugy
heterozigdtanak (B+) mindsiil. Amennyiben az ivadékcsoport eredménye nem
kiilonbozik az egykort nemhordozoé tarsakétdl, ugy a kos nem tekinthetd hordozonak
(+4).

Ez alapjan az 1980-1982 kozott vasarolt 10 import kosbol egy bizonyult
homozigotanak, egy nem volt hordozd, 8 pedig heterozigéota mindsitést kapott
(VERESS, 1998). Az 1986-ban importalt 8§ booroola merindé kos koziil 3-at csupan
sziileik genotipusa alapjan mindsitettek (anyjuk OR eredménye és apjuk Uj-Zélandon
becsiilt FecB genotipusa alapjan), 4 kos esetében figyelembe vették a leanyutédok
szaporulati teljesitményét is, az elézdekben leirtak szerint. Mindezek alapjan 7 kos
homozigéta hordozoénak bizonyult. A 8. import kos hordozé voltat egy késobb, a
mindsités gyorsitasa érdekében bevezetett modszer alapjan hataroztdk meg. A modszer
lényege, hogy a jerkéket 6 honapos korban, 28 kg éldsuly felett 625 NE PMSG-vel
kezelték, ivarzast indukalva, majd 5-8 nap multan elvégezték az OR vizsgélatot
(MAGYAR ¢és mtsai., 1997). A mddszert hasonld vizsgéalatokra tobb kutatocsoport is
alkalmazta (DAVIS és KELLY, 1983; KELLY ES MTSAL, 1983; OLDHAM és mtsai.,
1984; LANNELUC és mtsai., 1994). A nem hordozok a PMSG-re nem, vagy csak alig
reagalnak, a hordozok anndl élénkebben. E modszerrel tobb kos egyszerre sziiletett
leanyai hasonlithatok 0ssze. El6ny0s, ha az ivadékvizsgalatra szant kosok leanyai a gént
nem hordozé kortarsakkal is 0sszehasonlitasra keriilnek. Az egyes ndivart egyedekre
azonban az egyszeri vizsgéalat nem nyujt megbizhatd informacidt, de a kosoknal e
moddszer ismételhetdsége, illetve megbizhatosdga kedvezd. Ezzel a mddszerrel 1988-
1993 kozott osszesen 18 — egy kivételével — hazai tenyésztésli kos ivadék vizsgalatat
értekeltek. (MAGYAR és mtsai., 1997; VERESS, 1998; VERESS ¢és mtsai., 1998)

A debreceni allomanyban 1992-t6l kezdték folyamatosan selejtezni a nem
génhordoz6 egyedeket, majd a B+ anyajuhok koziil azokat, melyek évente csupan
egyszer ellettek és baranyaikat nem jol nevelték. 1994-re a vizsgalt allomany 50%-a 4-
es, vagy ennél nagyobb OR eredményt adott. 1997-ben az anyajuhok ¢és jerkék tobb
mint 70%-at, 1998-ban koriilbeliil 80%-at ajat OR vizsgalata, illetve sziilei korabbi
mindsitése alapjan BB genotipusunak becsiilték (MAGYAR ¢és mtsai., 1997; VERESS,
1998).
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3.3.2. A FecB genotipus meghatarozas marker genotipus alapjan

Mindaddig, amig maga a tulajdonsiagot meghataroz6 gén nem ismert, csak a
génnel kapcsolt markerek felhasznalasa utjan tehetjiik hatékonyabba a génhordozok
szelekiojat a hagyomanyos modszerekhez képest.

A booroola gén azonositdsara iranyuld kutatisok eredményeként a FecB gén
FecB 16kuszhoz olyan kozeli mikroszatellit markereket sikertilt feltérképezni, amelyek,
tavolsagukbol adodéan, mar alkalmasak lehetnek genetikai markerként a Fec® allélt
hordozé egyedek azonositasara. A markerek segitségével végzett szelekcio (MAS —
Marker Assisted Selection) célja tehat az, hogy a fenotipus alapjan végzett szelekciot
DNS szintli szelekcioval helyettesitse, illetve kiegészitse. A modszer alapja a genetikai
kapcsoltsag, melyrdl egy korabbi fejezetben mar szoltam.

A marker gyakorlatban, szelekcioban valdé alkalmazédsaig az aldbbi
1épcsdfokokat kell végigjarni:

1. Keresniink kell olyan markereket, amelyek biztosan kapcsoltan 6roklédnek
a szamunkra fontos termelési tulajdonsagot meghatarozo génnel.

2. A kovetkezd 1épés annak meghatarozasa, hogy a génhez kozeli marker
mely allélja 6roklédik egyiitt a génnel. (az adott dlloményban a marker
genotipus €s a fenotipusos teljesitmény kozotti hatdsvizsgalat alapjan)

3. Ha mar bizonyitottuk a marker allél — gén kapcsolatat, akkor (akar a
teljesitményvizsgalat elhagyasaval) a marker genotipus alapjan

elvégezhetd a szelekcio.

A MAS alkalmazasanak szamos gyakorlati eldnye van a hagyomanyos
szelekcios eljarashoz képest, melyeket FESUS (1997) a kovetkezkben foglalta 6ssze:

- A szelekcio az allat igen korai életszakaszaban elvégezhetd, még mieldtt a
tulajdonsag kifejezddne. Akar egyetlen embri6 sejt is elég ahhoz, hogy a kivant
informaciohoz jussunk.

- A termelési teljesitményekre vonatkozd draga adatfelvételek részben, vagy
egészben kiiktathatéak. A booroola gén esetében ez a koltség-, ido- és
munkaigényes OR vizsgélatok elhagyasat jelenthetné, mely nemcsak a szelekcid

hatékonysaganak ndvelését biztositana, de az 4allatok szamara is joval
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kiméletesebb eljarast jelentene, hiszen a vizsgalathoz csak kis mennyiségi
szOvetmintara (vér, szérhagyma, ondo stb.) van sziikség.

- A marker genotipus eredménye fliggetlen a kornyezeti hatasoktol.

- A marker genotipus mindkét nemben meghatarozhato, fliggetleniil attél, hogy
csak az egyik ivarban mérhetd. Ez a booroola génhordozok azonositasanal a

kosok igazan iddigényes ivadékvizsgalatanak elhagydsat tenné lehetdve.

Az elényok mellett azonban nem hagyhatok figyelmen kiviil a modszer gyenge pontjai:
- egy adott allomanyon beliil a ,,marker allél” — ,,gén” kapcsoltsagi viszonyat
csaladonként kell meghatarozni
- a marker — gén kozotti tavolsdg miatt - tdvolsagtol fliggden - esély van arra,
hogy a kapcsoltsagi viszony egyik generaciordl a masikra megvaltozik (ez 10

cM tavolsag esetében 10% esélyt jelent) (FESUS, 1999).

Szdmos szimulécios vizsgalat késziilt a MAS és a hagyomanyos szelekcios
eljarasok hatékonysaganak osszehasonlitdsara. A MAS eredményessége sok tényezdtdl
figg. Ezek a kovetkezok: hany markert alkalmaznak, milyen messze van a marker a
géntdl, mekkora a generacids intervallum, milyen a felszaporitani kivant gén
gyakorisaga a kiindulo allomanyban, stb. (DAVIS és DENISE, 1998). Az irodalomban
kozoltek alapjan azonban altaldnossagban megallapithaté, hogy — a fent vazolt
nehézségek ellenére is — azoknal a tulajdonsagoknal lehet igazan elonye a MAS-nak a
tisztan fenotipus alapjan végzett szelekcidbhoz képest, amelyeknek kicsi az
oroklodhetdségi érteke (ZHANG ¢és SMITH, 1992; MEUWISSEN és GODDARD,
1996), csak az egyik ivarban mérhetdk (RUANE és COLLEAU, 1996; LANDE ¢és
THOMPSON, 1990), a tulajdonsag az egyed életének csak kés6bbi szakaszaban jut
kifejezOdésre, illetve nehéz a tulajdonsdg mérése (MEUWISSEN ¢és VAN
ARENDONK, 1992). Mivel a booroola gén a szaporasagra, kdzvetleniil az ovulécios
ratara hat, melyre az elébb emlitett jellemvonasok kivétel nélkiil jellemzdek, joggal
varhatd kedvezébb eredmény a mutians FecB gént hordozé egyedek markerek

segitségével végzett szelekcigjat tekintve.

A lehetdséget kihasznilva egyes orszagban, ahol booroola keresztezéseket
végeztek, markervizsgéalatokat is inditottak a génhordozok azonositasanak eldsegitésére.

LEYHE-HORN ¢és mtsai. (1998) ¢és WEIMANN ¢és mtsai. (2001) két mikroszatellit
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l6kusz, az OarAE101 és a BM1329 markerként valé alkalmassagat vizsgalta ebbdl a
célbol. Az elébbi egy juh, az utdbbi egy szarvasmarha mikroszatellit, melyek kozotti
tavolsdgot 10 cM-ben allapitotta meg LORD ¢és mtsai. (1998) him ivar esetében. A
FecB l6kusz a két mikroszatellit 16kusz kozott talalhatd. Leyhe-Horn és Weimann
mtsai.val német merind x booroola meriné keresztezett féltestvér csaladokban tesztelték
fajtakban (merind, romanov, tiroli hegyijuh és keletfriz) a vizsgalt mikroszatellitek
allélgyakorisagat. A gyakorisagi értékekben jelentds kiillonbségeket talaltak a négy fajta
kozott. A szegregacids vizsgalatokban egyértelmii kapcsoltsagot allapitottak meg egy
BM1329 és egy OarAE101 mikroszatellit allél, valamint a Fec® allél kozott. A genetikai
kapcsoltsagot a leanyutodok OR eredményei is igazoltdk. Kisérleteik eredményei
alapjan megallapitottak, hogy bar a Fec® alléllal kapcsoltan 6rokldds allélok a
génbevitel recipiens fajtijaként szerepld német merind fajtdban is jelen van, azonban
csak nagyon kis %-ban fordul eld. Amig direkt génteszt nem all rendelkezésre a két
mikroszatellit relative hatékony eszkdzként alkalmazhaté génbeviteli programban a gén

oroklédésének nyomonkdvetésére.

GOOTWIN ¢és mtsai. (1998) awassi x booroola keresztezett allomanyban szintén
ezeket a mikroszatelliteket alkalmaztak markerként a FecB mutéacidt hordozé egyedek
kivalogatasara. Ismert genotipusi kosokat alkalmaztak a mutdcio awassi dlloméanyba
torténd bevietelére. Az alkalmazott 6 kos koziil kettd hordozott olyan mikroszatellit
allélt, mely kis gyakorisaggal fordult eld az awassi populdcioban. Ezen allélok
elterjesztése estén az adott awassi dllomanyban a nevezett markerek alkalmasak a gént

hordozok azonositasara.

3.3.3. FecB genotipus meghatarozas direkt génteszt alapjan

Egy tulajdonsag javitasara iranyulo szelekcid akkor lehet a leghatékonyabb, ha
kozvetleniil a tulajdonsagot meghatarozo6 génre, a genotipus alapjan szelektalunk.

Mar szamos termelést javitd, vagy betegséget okoz6 mutaciot sikertilt
azonositani (BLAD  szarvasmarhdban; halotdn gén  sertésben; myostatin
szarvasmarhéaban; kappa-kazein, béta-laktoglobulin szarvasmarhaban, juhban stb.), ezek
azonban csak nagyon csekély hanyadat képezik a termelési tulajdonsadgokat befolyasolo

géneknek. A booroola génre iranyuld kutatasok az 1950-es években kezdddtek, és csak
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né¢hany évtized utan, 2001-ben jelentek meg azok a publikdciok, melyekben a nagy
ovulacids ratat okozo mutacid azonositasat kozolték (WILSON és mtsai., 2001;
SOUZA ¢és mtsai., 2001; MULSANT ¢és mtsai., 2001). A tovabbiakban sem a fenotipus
mérésére, sem markervizsgalatokra nincs sziikség a booroola mutaciét hordozoé egyedek
kivalogatasahoz. A direkt génteszt vizsgalatokkal azok a hibatényezdk is megsziinnek,
melyekkel a markervizsgalatoknal még szamolni kell. Igy

- a génteszt altalanosan barmely allomanyban elvégezhetd

- nem kell szdmolnunk egy esetlegesen fellépd rekombinédcioval, hisz itt

kozvetleniil a tulajdonsagot meghatarozo génnek a kimutatasarol van szo.

Dolgozatom megirasakor nem talalkoztam az irodalomban a direkt génteszt
gyakorlati alkalmazasaval kapcsolatos kozlésekkel. Valoszinli, hogy sok orszagban
felhasznaljak majd a lehetéséget a Fec® allélt hordozd egyedek ily modon torténd
azonositasara. A booroola gén eredetének tisztdzdsa soran viszont mar e moddszert
alkalmaztdk DAVIS és mtsai. (2002), melyet az irodalmi attekintésben mar ismertettem.
A direkt génteszt szelekcioban valo alkalmazasanak jelentdségét igazoljak a gyakorlati
allattenyésztésben, mas allatfajok esetén torténd felhasznalasuk eredményessége.
Magyarorszagon sikeres programot hajtottak végre a holstein friz allomanyok BLAD
mentesitésével kapcsolatban (Bovine Leukocyte Adhesion Deficiency). Jelenleg a fajta
mar mentes a betegségtél. Hasonld program folyik a sertésallomanyok
stresszérzékenységéért felelés mutacidt hordozd egyedek kiszelektalasara, sikerrel.

(FESUS és mtsai., 1997; FESUS és mtsai., 1998).
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3.4. Molekularis genetikai modszerek és markerek a FecB mutaciot hordozo

egyedek azonositasahoz

A genetikai markereket 3 nagy csoportba soroljak: morfoldgiai markerek (vagyis
maga a fenotipus), a fehérje alapti markerek és a DNS alapt markerek.

Ahhoz, hogy egy markert genetikai markerként alkalmazhassunk, az alabbi

feltételeknek kell megfelelni:

1. legyen polimorf

2. mutasson eltérést a vizsgalt populacidban az egyedek kozott

3. ez jelenjen meg a kiilonb6zd biologiai szinteken, vagyis az egyedek fenotipusos
eltérésétdl a DNS polimorfizmusig.

Mivel vizsgédlataim DNS markerekre iranyultak, illetve a FecB lokusz
térképezése soran is azok nyujtottak hasznos eldrelépést jelentd informacidkat, ezért a
tovabbiakban csak azokra térek ki részletesebben.

A DNS markerek a DNS lanc olyan specidlis kis szakaszai, melyek eltérést
(polimorfizmust) mutatnak szekvencidjukban az egyedek kozott az adott fajon, vagy

fajtan beliil (LIU BEN HUI, 1997).

A kimutatasukra alkalmas eljarasok alapvetden kétféle modszerre épiilnek:

A.) nukleinsav hibridizacio
A hibridizacios préba olyan technikai eljaras, mely jelolt nukleinsavakat hasznal
probaként (melyek klonozott, vagy szintetikus DNS fragmentek) azokkal

komplementer, vagy homoldég molekuldk azonositasara.

B.) polimeraz lancreakcio (PCR — polymeraze chain reaction)

A polimeraz lancreakcid a DNS egy meghatarozott szakaszanak mesterséges
amplifikalasat lehetévé tevd labortechnikai eljaras (MULLIS és FALOONA, 1987). A
leggyakrabban hasznalt genetikai DNS markerek azonositasa, illetve kimutatdsa ezen
technikan alapul.

A reakcidhoz sziikség van a kiindulo, templat DNS-re, nukleotidokra (dATP,
dGTP, dCTP, dTTP), két szintetikus oligodukleotid primerre (ezek a sokszorositani

kivant DNS szakasz végeinek komplementerei) és végiil héstabil polimerdaz enzimre.
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Leggyakrabban a Thermus Aquaticus baktérium altal termelt Taq polimerazt
alkalmazzak. A lancreakcid 1épései:
1. akétszala DNS denaturacidja (92-96 °C)
2. primerek kapcsolodasa a templat megfeleld végeihez (50-70 °C)
3. primerek elongéacidja a DNS polimeraz segitségével (72 °C)
A harom lépés egyiittesen ad egy ciklust, melyek szdmat 35-40-nél tovabb nem érdemes
novelni az enzim inaktivalodasa, illetve a primerek és a nukleotidok elhasznaldédasa
miatt. Rendszerint 30 koriili ciklus szdm utan rendelkezésre all annyi amplifikalt DNS
masolat, mely elegend6 a tovabbi vizsgalatokhoz (4. abra).
Amennyiben tobb genomrészlet vizsgalatat végezziik egyszerre, akkor multiplex
PCR reakciorol beszélink (EDWARDS ¢és GIBBS, 1994). Ilyenkor a PCR cs6ben egy
mintan tobb kiilonbozd genomrészletre (lokuszra) specifikus primerpar miikodik. A
modszer alkalmazasaval jelent6sen lehet csokkenteni az egy 10kusz vizsgalatara vetitett

anyagkoltséget €s a vizsgalati 1d6t.

3.4.1. Restrikcios fragmenthossz polimorfizmus

(Restriction Fragment Length Polymorphism — RFLP)

RFLP volt az elsd, széles korben alkalmazott DNS marker (BOTSTEIN és
mtsai., 1980). Amikor a genomidlis DNS molekulat valamely restrikcios
endonukledzzal kezeljik — ezek olyan, baktériumok altal termelt enzimek, melyek
specifikus szekvencia felismerd hellyel rendelkeznek €s csak ezt, a néhany nukleotidbol
allo palindrom szekvenciat képesek hasitani — akkor az emésztést kovetden
meghatdrozott szdmu ¢és hossziisagl fragmentumot kapunk. Napjainkban tobb ezer, a
baktériumok védekez0 mechanizmusaban szerepet jatszo restrikcids enzimet irtak le
(NATHANS ¢és SMITH, 1975; KOBAYASI ¢és mtsai., 1999). Amennyiben egy mutacio
a DNS szekvenciajaban olyan valtozast idéz eld, hogy az enzimfelismerd helyet hoz
1étre, vagy éppen tordl, gy az enzimes emésztés utan a vad tipushoz képest az eredeti
fragmentumok hossza és szama valtozni fog. Ez adja a kiilonbséget az egyes
genotipusok (illetve allélok) kozott.

Kimutatasa torténhet hibridizacioval, Suthern blot (SUTHERN, 1975) analizis
segitségével, amikor az agardéz gélen elkiilonitett DNS fragmentumok specifikus
prébaval vald hibridizaciéval azonosithatéak (5. ébra). Ez volt az elsd, RFLP

kimutatasara alkalmas modszer, ma azonban elsdsorban, a joval gyorsabb és kevésbé

27



érzékeny PCR technikat alkalmazzak. A PCR-RFLP modszer soran csak a DNS egy
endonukledzzal emésztik. A kiilonboz6 fragmentumok ezt kdvetden agardz gélen
futtatva, ethidium bromiddal festve UV fényben lathatéva valnak (6. abra). Bar
leggyakrabban az ethidium bromidot alkalmazzak, az eziist festés szintén alkalmas a
DNS gélben torténd kimutatdsara. Ennek érzékenysége legalabb olyan jo, mint az
ethidium bromidé és 6ridsi elénye, hogy nem toxikus. A DNS megjelenitésének masik
modja a radiokativ jelolés. A festéssel szembeni elénye, hogy sokkal érzékenyebb és
mivel nem denaturdld koriilmények kozott is megvalosithatd, az elvalasztott
komponensek késobb biologiailag aktiv formaban visszanyerhetok. Az RFLP
alkalmazaséban korlatozo tényezd, hogy csak két allélos rendszert jelent, igy a vizsgalt
egyedek csak két genotipus csoportba sorolhatok. (ARCHIBALD és HALEY, 1993).
Szamos RFLP markert hasznaltak a FecB gén térképezése soran, mint példaul a
kivalasztott foszfofehérje 1 (SPP1), vagy az epidermalis ndvekedési faktor (EGF)
(MONTGOMERY ¢és mtsai.,, 1993). Ily modon azonosithatd szdmos jelentds, mas
allatfajban eléforduld betegségért felelés muticio, mint példaul a BLAD (Bovine
Leukocyte Adhesion Deficiency) allél szarvasmarhaban, a stresszérzékenységért felelds

Hal n allél sertésben (FESUS és mtsai., 1997b, 1998).

3.4.2. Egyszerii szekvencia hossz polimorfizmus

(Simple sequence length polymorphisms — SSLPs)

Az SSLP-k olyan DNS szakaszok, melyek meghatarozott szdmu bézis tobbszori
egymas utani ismétlddései. Két tipusat kiilonboztetjiik meg:
1. miniszatellitek (VNTRs — variable number of tandem repeats) (JEFFREYS és mtsai.,
1985), melyek ismétlodo egységei 10-50 bazisbol allnak, és vannak a
2. mikroszatellitek (STRs — simple tandem repeats) (EDWARDS ¢és mtsai., 1991),
amelyek sokkal rovidebb, altalaban két, hdrom, vagy négy nukleotidbol allo ismétlédo
egységekbdl (tandem) épiilnek fel. (pl. (AT), egy adenin-timin bazispar (tandem) n
alkalommal torténd egymas utani ismétlodéseit jelenti.)

A mikroszatellitek joval népszerlibb és gyakrabban hasznalt DNS markerek,
mivel véletlenszerlien barhol megtalalhatak szétszorddva a genomban, ezzel szemben a
miniszatellitek els6sorban a kromoszoémak végein helyezkednek el (EDWARDS ¢és

mtsai.,, 1991). Masik eldnyiik, hogy joval rovidebbek, igy a leggyorsabb ¢és
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legaltalanosabban hasznalt PCR technika segitségével pontosabban meghatarozhatoak,
mind a joval hosszabb fragmentet adé miniszatellitek. Az SSLP-k eldnye, hogy
sokallélos rendszerek, nagyfoku heterozigozitassal rendelkeznek, a Mendeli szegregacio
szabalyait kovetik és ugyanaz a marker kiilonb6z6 allatfajokban is eldfordulhat
(GEORGES ¢és mtsai., 1989; JEFFREYS és mtsai., 1985). Igy az RFLP markerek
mellett a mini- és mikroszatellitek a kapcsoltsagi vizsgalatok soran egyre népszeriibbé
valtak ¢és Oridsi eldrelépést jelentettek a booroola gén pontos helyének
meghatarozasdban (MONTGOMERY ¢és mtsai., 1992; LANNELUC ¢s mtsai., 1994;
LORD és mtsai., 1998). A FecB génhordoz6 egyedek azonositasara ¢és azok
kivalogatasara GOTWINE ¢és mtsai. (1998) valamint LEYHE-HORN ¢és mtsai. (1998)
ugyancsak mikroszatelliteket teszteltek.

Az egyes mini illetve mikroszatellit markerek kiilonboz6 alléljainak

meghatarozasara tobbfele modszer all rendelkezésre.

PCR technika segitségével a markert tartalmazd DNS szakasz sokszorosithato,
majd agaroz gél elektroforézissel a kiilonb6zo allélok hosszuk alapjan elkiilonithetok, a
mar kordbban emlitett modon meghatarozhatéak. Ma mar azonban elsésorban

automatizalt rendszereket alkalmaznak a mikroszatellit marker allélok detektalasara.

Lézer indukalt fluoreszcens kapillaris elektroforézis

Fluoreszcens festékkel jelolt primereket haszndlva PCR segitségével
amplifikaljuk a markert tartalmazd6 DNS szakaszt. Ezt kovetden az egyes allélok
elkiilonitése €s azonositasa Ugy torténik, hogy az ismeretlen hosszisagu fragmenteket
tartalmazé DNS mintat ismert hosszisagu belsé standard mintaval futtatjuk, amelyek
egyltt haladnak keresztiil egy kapillarison, azonos elektroforetikus koriilmények kozott.
Az elektroforetikus térben torténd vandorlds sebessége a fragmentumok hosszatol
fliggden valtozik. A kapillarison val6 athaladas soran 1ézer fény hatasara a fluoreszcens
festékkel jelolt mintdk a festékre jellemzd hulldmhosszusagu fényt bocsatanak ki,
melyet a rendszer érzékel, és azok vandorlasi sebességét a belsé standardhoz

viszonyitva azonositja. fly médon az allélok hossza precizen, pontosan meghatarozhato.

29



3.4.3. Egyszerii nukleotid polimorfimus

(SNP — Single nucleotid polymorphism)

Az SNP-k egyszerti pontmutaciok, amelyek szétszorodva megtalalhatok szerte a
genomban. El6fordulhat, hogy megjelenésével restrikcios enzim felismerd helyet alakit
ki, vagy tordl, igy RFLP-ként kdnnyen azonosithatok. Szamuk azonban olyan nagy,
hogy sok esetben detektdlasukhoz méas modszerre van sziikség. Erre alkalmas a DNS
chip technologia (WANG et al, 1998), vagy a ’Dinamikus allél-specifikus hibridizacio’
(Dynamic Allele-Specific Hybridization — DASH) (PENNISI, 1998). A booroola
fajtdban leirt, nagy ovulacids rata szintén egy pontmutacionak koészonhetd, melynek
eredményeként a gén altal kodolt fehérje szerkezete megvaltozott és nem tudja betdlteni
eredeti funkcidjat. Mivel a mutdcid ez esetben nem hozott létre és nem is torolt
restrikcids endonukledz felismerd helyet, igy kimutatdsa a mar korabban emlitett PCR-
RFLP modszer kissé modositott valtozataval torténhet, amikor a restrikcids helyet
amplifikacidval hozzuk létre. Ezt angolul Amplification Created Restriction Site-nak
hivjik (ACRS) (7. 4bra). Wilson és mtsai. (2001) ezt az eljarast alkalmazték a Fec®

allélt hordoz6 egyedek azonositasara.

3.4.4. Konformacio polimorfizmus

(Single-Stranded Conformation Polymorphism Analysis — SSCP)

Az SSCP analizis pontmutéacid, delécio (torlés), vagy inverzid (beékelddés)
kimutatdsara alkalmas. A modszer azon alapszik, hogy az emlitett valtozasokat
tartalmazéd mutans DNS egyszali allapotban mas masodlagos szerkezetet vesz fel.
Ezaltal az elvalasztdo matrixban (poliakrilamid) mas lesz a mozgékonysaga, mint a vad
tipusu DNS szalnak. A gélmintdzat leolvasasakor a homozigdta minta esetében 2 savot,
a heterozigdta esetében négy savot lathatunk. A modszerrel elsésorban 300 bazis allatti
hosszusagu fragmentumok vizsgalhatok, mivel ebben a méretben a kis valtozasok még
ki tudjak fejteni hatasukat a masodlagos struktirara (8. abra). (FESUS és mtsai., 2000).
Hasznalataval a mutaciok 70-95%-a detektalhatdé (NATARAIJ és mtsai., 1999). Ezt az
eljarast alkalmaztdk MULSANT és mtsai. (2001), valamint DAVIS és mtsai. (2002)

kisérleteik soran a FecB mutacio kimutatasara.
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1. ciklus
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hosszu termék

4. abra: A polimeraz lancreakcio (PCR) fobb lépései

1.ciklus: a ho hatasara szétvalt DNS szalakra feltapadnak a primerek és azok 5°-3’ iranyu
szintézise megkezdddik. Az Gjonnan ndvekvd szalak tilnének egymas kapcsolodasi helyein,
Uj kapcsolodasi helyeket 1étrehozva.

2.ciklus: az els6 ciklus termékeinek denaturalasa utdn mar azok is mintaul szolgalnak az ujabb
lancok szintéziséhez. Itt mar rovid, a primerek végei altal jol definialt hosszusagu termékek is
keletkeznek. A harmadik és a tovabbi ciklusokban a hosszu termék linearisan, a révid termék
exponencidlisan sokszorozodik, mely mennyisége a reakcio végére sokszorosan feliilmulja a
kiindulasi illetve a hosszii termékek mennyiségét. (FESUS és mtsai., 2000)
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5. abra: Southern blot

Elektroforézist kovetden (A) a DNS savok folyamatosan fenntartott puffer dramlassal
atvihet6k konnyen kezelhetd és hosszu ideig eltarthatd membarnra a papirtoriilk6zok
szivohatasanak koszonhetéen (B). A membranon rogzitett mintazathoz (C) jelolt probat
hibridizaltatva (D), a membranon 1étrejott mintazat lenyomatabol csak probaval azonos
vagy hasonlo bazissorrendet tartalmazé DNS savok lesznek lathatdéak (E). A gélen (A)
és a membranon (C) bemutatott mintdzatot a munka folyamataban nem sziikségszeri
lathatova tenni. A fragmentek helye csak a szemléltetés kedvéért lett bemutatva az (A)
és (C) abra részen. 1., 2., 4., 5. csatorna: alacsony komplexitasii mintazat; 3. csatorna:
sok helyen vagd restrikcios endonukledzzal emésztett genomikus DNS mintazata

(FESUS és mtsai., 2000).
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meleg agaroz oldat

puffer szintje
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talca
minta felviteli zseb szobahdmérsékleti agardz gél
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DNS sav vagy fragment

6. abra: Gélontés és elektroforézis

Az elvalaszté matrix (itt agardz) a meglévo puffer oldatban melegités hatasara feloldodik.
A mintafelviteli helyek biztositasa érdekében fésiivel ellatott talcara kiontve az oldatokat,
annak lehiillése utan kialakul a zselatin szerdi, az agar6z koncentracidjatol fiiggd porus
atméroji gél. Miutan a gél az elektroforézis tankba, a pufferoldat ala keriil, a mintak a
zsebekbe pipettazhatok. Egyendram hatasara a pozitiv polus felé¢ vandorlo DNS molekulak
hosszuktol fiiggden mas-mas tavolsagban lesznek észlelhetéek az elvalasztds végén.
(FESUS és mtsai., 2000)
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primer 1 AGG / A vagy B allél
C
TCT
A A/
primer 2
PCR reakcio l
A allél TCGC
AGCC
B allél TCGA
AGCT
emésztés restrikcios enzimmel
(pl. Taql, ez esetben a hasitott
szekvencia: T/CGA)
A allél TCGC
AGCG
B allél T CGA
AGC T
l elektroforézis
f— — §—— A —specifikus csik
A/ B — specifikus csik
Genotipus AA BB AB

7. abra: ACRS, restrikcios hasitéhely létrehozasa amplifikacioval

Az eljaras olyan allélok kimutatdsara alkalmas, amelyek eredetileg nem mutatnak
RFLP-t. Az egyik primer valamely bazisanak vagy bazisainak — a felhozott példa
esetében az utolsonak — kicserélésével egy adott restrikcids enzimre specifikus
restrikcidos hasitohely (itt Taql) hozhato létre az egyik allélnak megfeleld PCR
elektroforetikusan megkiilonboztethetd6 a masik alléltol.

termékben, amely
(BARANYTI, 2000)
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allél 1 allél 1+2 allél 2
primer 1
| ——
A
primer 1 T primer 1
| A | . primer C
| T | Iprlmer 1\ e
— B =< | —
primer2 | G | ‘ primer 2
<«
primer 2
Denaturalas hd
hatasara
1 2

—

3
—

o

1 : homozigdta (allél 1)
2 : heterozigota (allél 1+2)
3 : homozigota (allél 2)

8. abra: SSCP, Egyszalu DNS masodlagos szerkezetének polimorfizmusa

A kétszala PCR terméket denaturalds utan gyorsan visszahlitve intra molekularis
kapcsolatokat 1étrehozo egyszalit DNS (ssDNS) lancokat lehet kapni, melyeket nem
denaturald korilmények kozott elektroforetikusan szeparalunk. Az egyszali lancok
vandorlasi tavolsaga a bazissorrendjiik altal meghatarozott térbeli szerkezetiiktol fiigg.

(FESUS és mtsai., 2000)
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4. Sajat vizsgalatok anyaga és modszere

4.1. Ovulaciés rata vizsgalatok

A marker genotipus és fenotipus (ovulacios rata) kozotti varianciaanalizis
elvégzéséhez a Debreceni Egyetem Agrartudomanyi Centrum kismacsi allattenyésztési
kisérleti telepén tenyésztett szapora merind allomany ndivart egyedeinek OR adatait
gytjtottem 1998-2001 kozott.

Az ovulacios rata mérése Dr. Magyar Karoly vezetésével MAGY AR (1994) altal leirtak

alapjan tortént.

A méréshez sziikséges eszkdzok :

- allattarto allvany
- laparoszkop

A méréshez szitkséges vegyszerek:

- jodtinktura
- antibiotikum (pl. sumetrolin)

- nitrogén gaz

Az ovuléacios rata meghatdrozésa az ivarzast kovetd 4-8 nap mulva tortént. Az
allatok a vizsgalat eldtt 24 oraval nem kaptak sem takarmanyt, sem ivovizet. A szuras
helye a vizsgalat eldtt jodtinktaraval fertStlenitésre keriilt, illetve az allatok 5 ml
Sumetrolint kaptak a fertdzés megeldzésére.

A méréseket minden esetben Osszel, a {6 tenyészszezonban végeztik,
ivarzasszinkronizal6 szerek alkalmazéasa nélkiil. Kossal valo kerestetés utan az ivarzo
anyajuhokat kivéalogattuk. Az ovulacids rata meghatarozasa a valogatast kovetd 7-10
nap mulva tortént a mindkét oldali petefészken fellelhetd sargatestek szama alapjan.
Vizsgalataimhoz az 1998-ban tenyésztésben allé anyajuhok korabbi években, hasonlo
moédon mért ovulacios rata adatait is felhasznaltam, melyet a kisérleti telepen vezetett
tenyésztési naplobol gytijtottem Gssze.

Osszesen 101 szapora merind anyajuh (n=101) OR mérését és OR adatanak
gyljtését végeztem el. Mivel azonban csak 64 anyajuh esetében volt ismert a vizsgalat
éve, a méréskori életkor, ezért csak azok eredményeit vettem figyelembe a kés6bbi

értékeléseknél.
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4.2. Marker vizsgalatok

A témafelvetésben megfogalmazott kérdések megvalaszolasdhoz az 1998.
szeptember és 2001. szeptember kdzott a debreceni szapora merino dllomdnyban €16
tenyészallatok, a vizsgalt idészakban az allomadnyban sziiletett baranyok (beleértve a
valasztds utan értékesitésre keriilt, vagy esetleg tenyésztésbe vétel elétt elhullott
egyedeket is), valamint a mar nem ¢l6, de mélyhiitott szaporitdanyaggal rendelkezd
tenyészkosok (beleértve 8 booroola merino tenyészkost is), dsszesen 407 (n=407) egyed
genotipus vizsgalatat végeztem el.

A booroola gént hordozd ¢és nem hordozoé allomanyokban eléfordulod
mikroszatellit allél- és genotipus gyakorisag értékeinek Osszehasonlitdsahoz, a FecB
mutaciét nem hordozé kontroll allomanyként Bakk Jozsef ¢és Vanyai Gusztav
maganvallalkozok  magyar merino tenyészetébol szarmazo, véletlenszerlien

kivalogatott, 23-23, dsszesen 46 (n=46) egyed marker genotipusat hataroztam meg.

A vizsgalatokat a herceghalmi Allattenyésztési és Takarmanyozasi Kutatéintézet

molekularis genetikai laboratoriuméaban végeztem el.

4.2.1. Marker genotipus meghatarozas

Tobb szerzo is felhivta a figyelmet arra, hogy markerek segitségével végzett
szelekcional a marker és a gén kozotti kapcsoltsdg egy esetleges rekombindcid
alkalméval médosulhat és a szelekcidt téves iranyba vezetheti. A kockazat csokkentése
érdekében célszerli 2, vagy annal tobb markert vélasztani, lehetdleg ugy, hogy azok
kozrefogjak a vizsgalat targyat képezd gént (Iokuszt) (SIMM, 1998; HALEY ¢és
KNOTT, 1992; LANDER ¢s BOTSTEIN, 1989).

Vizsgalataimhoz, a fent emlitett szempontokat figyelembe véve, azt a két
mikroszatellit 16kuszt valasztottam, melyek a FecB 16kusz két oldalan helyezkednek el.
A PhD munkdm megkezdésekor a rendelkezésre allo irodalmi adatok szerint ezek a
legkozelebb lokalizalt ismert markerek voltak, és tobb szerzd altal is alkalmasnak
bizonyultak génhord6zok azonositasara (9. dbra). Nevezetesen: OarAE101 (GeneBank
adatbazis referenciaszdma: AF394445) ¢és BMI1329 (GeneBank adatbazis
referenciaszama: AF394444). Mindkét marker két bazis ismétlodésébol - (CA)n - allo

tandem egységeket tartalmaz.
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BM1329 FecB OarAE101

9. abra: A markerek és a FecB lokusz elhelyezkesésének sematikus vaza a juh 6.
kromoszoman

Forras: PIPER és RUVINSKY (1997)

4.2.1.1. Mintavetel

Vizsgéalataimat a magyar merind esetében vérmintdbdl végeztem, a szapora
merind esetében vér ¢és ondd mintdkat is felhasznaltam. Az ondd mintdk az
alloméanyban 1998-2003 kozott hasznalatban 1évo, valamint a mar nem €16, de a fajta
kialakitasaban felhasznalt tenyészkosoktdl szdrmaztak, (6sszesen n=33 egyedtdl). Hat
kos esetében mindkét minta (ondo és vér) is a rendelkezésemre allt, igy esetiikben azt is

tesztelni tudtam, hogy a kiilonb6z6 minték esetén is azonos eredményeket kapok-e.

Vérmintavétel:

Sziikséges eszkozok:
5 ml-es EDTA véralvadéasgatlot tartalmaz6 milianyag vércsovek
fecskendd

injekcids ti

A vérminta vétel az allatok torkolati véndjabol (vena jugularis) tortént, 2,5-3,0
ml mennyiségben egyedenként, EDTA véralvadasgatlot tartalmazod csovekbe.
Allatonként kiilon injekciés tiit hasznaltam itigyelve arra, hogy az egyes egyedek

vérmintai egymassal ne szennyezddjenek. A mintakat feldolgozasig -20°C-on taroltam.

Ondo-mintavétel:

A mar kordbban levett és miiszalmdban, folyékony nitrogénben tarolt ondd
mintakat az OMT Rt. pallagi allomasa bocsatotta rendelkezésemre.

A mintékat -20°C-on, mélyhiitében taroltam feldolgozasig.
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4.2.1.2. Mintaeldkészités

A DNS vizsgalatok elvégzéséhez tiszta genomidlis DNS-re van sziikség,

melynek eldkészitése az alabbi modon tortént:

DNS izolélasa vérbél (ZSOLNAI és ORBAN, 1999):

sziikséges vegyszerek:

- vérmoso oldat (10 ml 1M Tris; pH 7,5 + 1ml 0,2M EDTA; pH 7,43)

- Proteinaz K (15 mg Proteinase K por-enzim + 1 ml steril desztillalt viz) (Promega,
Medison, USA) (-20 C-on tarolva)

- Lizis puffer (10mM Tris + 50 mM KCIl + 0,5% Tween 20) (ezeket 1000ml-re

deszt.vizzel felontjiik, majd autoklavban 110°C-on sterilezziik)

modszer:

A genomialis DNS izolaldsa Tris-EDTA oldattal tortént. Eppendorf csovenként
0,5 ml (50 pul) vérmoso oldatot adagoltam (a voros vértestek eltavolitasa céljabol, mivel
a Fe2+ ionok inhibealjik a PCR reakciot.), majd 50 ul vérmintat mostam be az oldatba.
Az elegyet 10 masodperces keverés utan 2 percig centrifugaltam (1200 fordulat/perc).
Centrifugalas utan a feliiliszo elegyet leontottem, majd a mosas, keverés, centrifugéalas
miveletét még kétszer megismételtem.

A harmadik mosast kdvetden a feliiliszé elegyet ismét eltavolitottam és a csovek
aljara tapadt sejtpelletet reszuszpendaltam 100ul lizis puffert és 4,0ul Proteindz K
enzimet tartalmazo elegyben. Az emésztés 56°C-os vizflirddben 60 percig tortént, majd
az enzim deaktivaldsa céljabol a mintakat 10 percre 94°C-os vizfiirddbe helyeztem.

Az eldkészitett mintakat -20°C-on taroltam a tovabbi vizsgalatig.

DNS izolalas higitott spermabdl (ZSOLNAI és FESUS, 1996):

sziikséges vegyszerek:

- 0,11 M NaAc oldat

- ethanol

- Aoldat (0.4 M NaOH + 1 M DTT + desztillalt viz)

- Boldat (1 M HCI-TRIS pH 8,5 + 1 M HCI Merk + desztillalt viz)
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- Proteinaz K (15 mg Proteinase K por-enzim + 1 ml steril desztillalt viz) (Promega,
Medison, USA ) (-20°C -on tarolva)
- 10%-o0s Chelex (BioRad)

modszer:

A spermat a miiszalmabol Eppendorf csébe adagoltam, hozzaadtam 500ul 0,11
M-os NaAc oldatot, mellyel 0Osszekevertem, majd 2 percig 1200 fordulaton
centrifugéltam. A feliiluszo elegyet ledntdttem. Ezt kdvetden a moséas és keverés
miveletét még kétszer megismételtem. A centrifugdldsok utdn a minta erésen letapadt
az Eppendorf csovek aljara, amit izzitott és ethanolban lehtit6tt platinakaccsal kevertem
fel.

A harmadik mosast kovetden a csoveket 5-10 percig sziir6papiron
szikkasztottam. Ezutan minden mintahoz 250 ul A oldatot adagoltam és 1 6rara 65°C-os
vizfiirdébe helyeztem. Vizfiiré utan 250 pul B oldatot és 20 ul Proteinaz K-t adagoltam a
mintadkhoz. Az emésztés 1 oran at 56°C-os vizfiirdében tortént, majd az enzim
deaktivalashoz a mintakat 10 percre 95°C-os vizfiirdobe helyeztem.

A minta tovabbi tisztitasat Chelex-el végeztem, mely megkdti a PCR reakciot
zavard fémionokat. A vizfiirdébol kivett mintakbol 250 ul-t mértem be csdvenként,
ehhez 200 ul 10%-o0s Chelexet adagoltam. Keverés utan 30 percre 56°C-os vizflirdébe
helyeztem a mintdkat, majd razas és centrifugalas (1200 fordulaton, 10 masodpercig)
utan 8 percre 100°C-os vizfiirdébe. Az igy eldkészitett mintdkat -20°C-on taroltam a

tovabbi vizsgalatokig.

Az elOkészitett, tisztitott DNS mintakbol kdvetkezd 1épésként a vizsgalatom

targyat képezd mikroszatellit markerek amplifikalasat végeztem el PCR segitségével.

4.2.1.3. Polimeraz lancreakcio (PCR)

sziikséges vegyszerek:

PCR elegy:

- desztillalt viz
- 10x pufter (500 mM KCI, 100 mM Tris-HCI pH 9,0, 1% Triton X-100) (Promega,
Medison, USA)
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- 2,5 mM MCI, (Promega, Medison, USA)

- 0,2 mM dNTP mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Pharmacia Biotech, USA)

- 0,12 uM OarAE101 primerl (PE-Applied Biosystem, Warrington, USA)

- 0,12 uM OarAE101-HEX primer2 (PE-Applied Biosystem, Warrington, USA)
- 0,28 uM BM1329 primerl (PE-Applied Biosystem, Warrington, USA)

- 0,28 uM BM1329-FAM primer2 (PE-Applied Biosystem, Warrington, USA)

- 0,25 U Taq DNS polimeraz (Promega, Medison, USA)

- 20-100uM genomialis DNS

- paraffin olaj

Az alkalmazott primerek szekvenciaja és elnevezése:

OarAE101-HEX:

5 AAA TAT ATT TGA AAAAACTGT ATCTCCC 3
OarAE101

5 TTC TTA TAG ATG CAC TCA AGCTAGG 3
MONTGOMERY ¢és mtsai. (1993)

BM1329-FAM

57 TTG TTT AGG CAA GTC CAAAGTC 3’
BM1329

5" AAC ACCGCAGCTTCA 3

BISHOP és mtsai. (1994)

modszer:

PCR reakciokhoz egy Perkin Elmer programozhaté PCR késziiléket (DNA
Thermal Cycler) hasznaltam.
Miutan vizsgalataim két kiilonb6zd lokuszra (mikroszatellitre) iranyultak, multiplex
analizist végeztem.

vegyszerek bemérése steril fiilke alatt tortént. EI0szor a mintat nem tartalmazé
PCR elegyet mértem Ossze, mely a ,,PCR elegy”-nél felsorolt vegyszereket, az ott
megadott koncentracioban tartalmazta 10 ul térfogatban. Az elegyre paraffin olajat
cseppentettem parolgasanak megakadalyozéasara, majd az olaj ala, a PCR elegybe 0,94

ul elokészitett mintat mértem.
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PCR kondiciok:

Kezdo denaturacid 94 °C 1 perc

Denaturacié 94 °C 30 masodperc

Primerek kapcsolodasa 49 °C 30 masodperc 26 ciklus
Elongacié 72 °C 30 mésodperc

Z74r6 szakasz 72 °C 10 perc

4.2.1.4. Mikroszatellit allélok meghatarozasa kapillaris-elektroforézissel

sziikséges vegyszerek:

- Tamra-500 (PE-Applied Biosystem. Warrington, USA)

- Formamid (Amresco, Solon, Ohio) (denaturalva tartja a DNS szalat)
- PCR termék

modszer:
A PCR termékek (mikroszatellit allélok) detektalasat és analizalasait ABI PRISM 310

Genetic Analyzer-rel (Perkin Elmer) végeztem.

Mintael6készités 1épései elektroforézishez:

1. 1 ul PCR termék, 12 ul deionizalt Formamid és 0,5 ul Tamra-500 bemérése a
mintacsObe

2. Inkubélés 95°C-on 5 percig

3. Hités jégben 2-3 percig

4. Minték elhelyezése a késziilékbe

A PCR termékekbol 1-1ul mintat vettem, erre 0,5 ul Tamra-500 és 12 ul
Formamidot mértem. A mintdkat ezutan 5 percig 95°C-on inkubdltam, majd jégbe
helyeztem 2-3 percre. Ezt kdvetden keriiltek a mintdk az ABI PRISM 310 Genetic
Analyzer-be.

Az adatbegylijtés az ABI PRISM 310 Data Collection Software segitségével

tortént. Az allélok azonositadsdra a 310 GeneScan Analysis 2,1 programot hasznaltam,
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mely a belsé standard alapjan hatarozza meg a mikroszatellit fragmentumok helyeit. Az
adatok értékelését (a fragmentumok hosszanak meghatarozasa) a Genotyper

programmal végeztem. A futtatds koriilményeit a 4. tdblazat tartalmazza:

4. tablazat: A kapillaris-elektroforézis futtatasanak koriilményei

Virtualis sziird ,»C”

Belso standard Tamra-500; standard fragmentumok hossza:

35, 50, 75, 100, 139, 150, 160, 200, 300

Alkalmazott kapillaris hossza:30 cm; 4tmérdje: 52 pm

Injektalasi id6 13s

Fesziiltség (injektalas és futtatas alatt) | 15kV

Homérséklet 60°C

Futtatas ideje 22 perc

4.3. Direkt génteszt vizsgalatok

A direkt génteszt vizsgalatokra 2002 6szén és 2003 tavaszan keriilt sor. A
elvégzéséhez a marker vizsgélatokhoz gyiijtott szapora merind egyedektél (n=399)
szarmazd vér és ondo mintakat hasznaltam fel, valamint vérmintat vettem a 2002-ben,
illetve 2003. marciusaig sziiletett és tovabbtenyésztésre megtartott egyedektdl (n=41) is.
Emellett rendelkezésemre allt 14 booroola tenyészkos mélyhiitott ondomindja.
Kontrollként a mikroszatellit vizsgéalatokndl is tesztelt (nem génhordozd) magyar
merindk mintai szerepeltek (n=46), tovabba 3 texel tenyészkos genotipus vizsgalatat is

elvégeztem.

A laboratériumi munkat ez esetben is a herceghalmi Allattenyésztési és

Takarmanyozasi Kutatointézet molekularis genetikai laboratériumaban végeztem.
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4.3.1. A BMPR-1B receptorban bekovetkezett mutacio kimutatasa

(forced restriction fragment length polymorphism)

A BMPR-1B receptorban bekovetkezett pontmutacié kimutatasat ACRS (ACRS
— amplifikacioval 1étrehozott restrikcids hasitohely) modszerrel végeztem. Mivel a
mutacid - mely egy adenin guaninnal valé kicserélddése - nem hozott Iétre és nem is
torolt enzimfelismerd helyet, ezért azt, WILSON ¢és mtsai. (2001) altal leirt médon
amplifikacioval hoztam létre. Igy a PCR eredményeként 140 bp hosszisigl terméket
kapok, mely az Avall restrikcids enzim felismerd helyét tartalmazza. Az Avall enzim a
mutaciot hordozok esetében vagja a DNS szalat. Az enzimes emésztést kovetden a
homozigota hordozok esetében 110 bp hosszisagl fragmentek, heterozigotaknal 110 bp
¢s 140 bp, homozigdéta nemhordozoknal pedig 140 bp hosszusdgt fragmentek

keletkeznek, melyek agardz-gélelektroforézis segitségével elvalaszthatok.

4.3.1.1. Mintavétel

A mintavétel a mikroszatellit vizsgalatoknal leirtak alapjan tortént
4.3.1.2. Mintaelokészités

A mintaelOkészités a mikroszatellit vizsgéalatoknal leirtak alapjan tortént.

4.3.1.3. Polimeraz lancreakcio

Sziikséges vegyszerek:

PCR elegyhez:

- desztillalt viz

- 10x pufter (500 mM KCI, 100 mM Tris-HCI pH 9,0, 1% Triton X-100) (Promega,
Medison, USA)

- 1,5 mM MCI, (Promega, Medison, USA)

- 0,2 mM dNTP mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) ( Pharmacia Biotech, USA)
- 0,1 uM primer 1 (PE-Applied Biosystem, Warrington, USA)

- 0,1 uM primer 2 (PE-Applied Biosystem, Warrington, USA)

- 0,25 U Taq DNS polimeraz (Promega, Medison, USA)

- 20-100pM genomialis DNS
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Az alkalmazott primerek szekvenciaja, elnevezése:

FecB1 (forward): 5° GTC GCT ATG GGG AAG TTT GGA TG ¥
FecB2 (reverse): 5° CAA GAT GTT TTC ATG CCT CAT CAACACGGTC 3

Modszer:

A FecB2 primer szekvencidjdban a pirossal jelolt nukleotid a mutécio helyét
jeloli. PCR reakciokhoz egy Thermo Hybaid programozhaté PCR késziiléket (PCR-
Express) hasznaltam.

A vegyszerek bemérése steril fiilke alatt tortént. E16szor a mintat nem tartalmazo
PCR elegyet mértem Gssze, mely a fentiekben felsorolt vegyszereket, az ott megadott
koncentracioban tartalmazta 10ul térfogatban. Az elegybdl 9,06ul-t adagoltam a

mintacsovekbe, majd a kiadagolt PCR elegybe 0,94 pl elokészitett mintat mértem.

PCR kondiciok:

Kezdd denaturacid 94 °C 1 perc

Denaturacio 94 °C 15 mésodperc

Primerek kapcsolodésa 65 °C 30 masodperc 35 ciklus
Elongacié 72 °C 30 mésodperc

Hiités 4 °C 0

4.3.1.4. Restrikcios fragment hossz polimorfizmus, agaroz-gélelktroforézis

Sziikséges vegyszerek:

- 1 x TBE oldat

- 4% agaroz gél (MetaPhor agarose - BioRad; Cambrex BioScience, Rockland, USA)
- 0,33 mg/ml Etidium Bromid (BioRad)

- dd H,O

- 10 x puffer

- 5 U Avall enzim (BioLabs)
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A PCR termék emésztése Avall restrikcids endonukledzzal tortént. Az enzim
specifikus felismerd szekvencidja: G/ GW C C

A mutaci6 helyét piros szin jelzi. Ha nincs mutacio, akkor az enzim nem ismeri
fel a szekvenciat és nem vag (....A G W C C....). Ha a mutacié jelen van, akkor az
enzim vagja a DNS szalat (A = G kicserélédés: ...GGW CC...).

A 10ul térfogati PCR termékhez mintanként 5 U enzimet adagoltam, majd
37°C-os vizflirddbe helyeztem. Az emésztés egy teljes éjszakan at tortént. Ezt kdvetden
a mintakat 4%-os agardz gélen futtattam, BioRad gélfuttatdo kadban. A minték festése
etidium bromiddal tortént.

Az elektroforézis koriilményei az alabbiak voltak:
6,66 V/cm - 8 percig, majd
9,33 V/cm - 8 percig.

4.4. A marker és direkt génteszt vizsgalatoknal alkalmazott statisztikai modszerek

Marker vizsgalatok

Annak meghatdrozasara, hogy a vizsgalt két mikroszatellit genotipusok hatassal
vannak-e az ovulacids ratara, alkalmasak-e a kivalasztott mikroszatellitek molekularis
genetikai markerként az egyedek FecB génhordozasanak megallapitasara, egyvaltozos
tobbtényez0s varianciaanalizis vizsgéalatot végeztem. A vizsgélatba vont Osszesen 115
megfigyelés (OR mérés) 64 egyedtdl szarmazott. Az OR mérések kiilonbozd években,
egyedenként eltérd ismétlésekben, és kiilonbozd ¢letkorban torténtek, ezért ezeket a
tényezOket figyelembe véve, fix hatasként szerepeltettem a modellben. Az életkor
esetében, annak nagy szorasa miatt, 3 korcsoportot alakitottam ki. A csoportositast az
irodalomban kozolt életkor ovulacios ratat befolydsold hatasat figyelembe véve
végeztem. A fix hatasként szereplé mérés évei kozott az 1996 és 1997-es év adatai nem
szerepelnek, mivel az egyes évekre vonatkozdéan 3-nal kevesebb adat 4llt a
rendelkezésemre.

Az adatok elemzését az un. REML (Restricted Maximum Likelihood)
modszerrel végeztem, mely a legkisebb négyzetes atlag modszerén alapul és alkalmas a
normal eloszlast fiiggd valtozok ¢és a tobbnyire diszkrét, fliggetlen valtozok
kombinacioi kozotti hatasvizsgalatra. A szdmitdsokhoz a Mixed Model Least-Squares

and Maximum Likelihood Computer Programme PC-2 statisztikai programcsomagot
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hasznaltam (HARVEY, 1999). A varianciaanalizis soran figyelembe vett tényezok

jellemzd adatait az 5. tablazat tartalmazza.

5. tablazat: A markerekre végzett egyvaltozés tobbtényezdés varianciaanalizis
jellemzo adatai

o ,, Valtozatok | Valtozatok | A valtozatonkénti OR
Hato tényezok . . : :
szama megnevezése | megfigyelések szama

1994 9

1995 14

ot 1998 9

Meérés éve 6 1999 40

2000 21

2001 22

1* 34

Korcsoportok 3 2% 38

3* 43

158-158 64

BM1329 marker 4 158-160 28

genotipus 158-162 11

158-164 12

87-87 73

87-91 18

OarAE101 6 87-99 17
marker genotipus 87-107 4
87-109 2
91-105 1

1* - az OR mérés 2,5 éves kor alatt tortént
2% -az OR mérés 2,5 - 5,5 éves korban tortént
3* - az OR mérés 5,5 éves kor felet tortént

A tényez6kon beliili valtozatok (csoportok) kozotti szignifikans kiilonbségek

meghatérozasahoz a kovetkez6 képletet hasznaltam (SVAB, 1981):

Do = tros \/ HibaMQ(r + ri)
rri
ahol,
SzDrv, - legkisebb szignifikdns kiilonbség értéke P szignifikancia szinten
tP% - a hiba szabadsagfokara P szignifikancia szinten megadott
tablazati t érték
hiba MQ - kbzepes négyzetes eltérés hibja
73 - az ismétlések szama az Osszehasonlitott genotipus csoportoknal
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Direkt génteszt vizsgalatok

Az allomanyban fellelhetd booroola gén ovuldcios ratdra vald hatasanak
vizsgélatara a mikroszatellit vizsgalatokhoz hasonléan a REML mddszert alkalmaztam.
A vizsgdlatban ugyanazon egyedek adatait szerepeltettem, melyek a
markervizsgalatoknal is felhasznéltam. Fix hatasként a FecB genotipus mellet a mérés

éve ¢és az életkor szerepelt. A varianciaanalizis jellemz0 adatait a 6. tablazat tartalmazza.

6. tablazat: A FecB génre végzett egyvaltozos tobbtényezos varianciaanalizis
jellemzo adatai

o ,, Valtozatok | Valtozatok | A valtozatonkénti OR
Hato tényezok . , - -
szama megnevezése | megfigyelések szama
1994 9
1995 14
ot 1998 9
Meérés éve 6 1999 40
2000 21
2001 22
1* 34
Korcsoportok 3 2% 38
3* 43
++ 11
FecB genotipus 3 B+ 51
BB 53

1* - az OR mérés 2,5 éves kor alatt tortént
2% -az OR mérés 2,5 - 5,5 éves korban tortént
3* - az OR mérés 5,5 éves kor felet tortént

Genotipus- és allélgyakorisagok kiszamitasa

Genotipus gyakorisag

A populéciok genotipus-gyakorisagat az alabbi képlet alapjan szamoltam:
P;=N;/n
ahol,
P; - az i genotipus gyakorisaga
Ni — az i genotipusu egyedek szama

n — Osszes egyedszam.
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All¢lgyakorisag

A vizsgalt 10kuszokon eléforduld allélok gyakorisdgat a genotipus gyakorisag
ismeretében szdmitottam ki, melyre a kovetkezd altalanos szabdlyt alkalmaztam: az
autoszoman elhelyezkedd 16kuszok esetében a lokuszon fellelhetd adott allél
gyakorisagat megkapjuk, ha az allélt homozigdtaként hordozé egyedek gyakorisagahoz

hozzaadjuk az allélt heterozigdotaként hordozok gyakorisaganak felét.

A fajtan beliili mikroszatellit markerek polimorfizmus informacié tartalménak
vizsgélatdhoz a PIC (Polymorphic Information Content) értéket hatdroztam meg,
amellyel becsiilhetd, hogy az adott allomanyban a csaladok milyen aranya varhato
marker-informativnak, vagyis lesz heterozigota. A szadmitdshoz az alabbi képletet

alkalmaztam (LYNCH és WALSH, 1997):

n—1

PIC=1-3p -5 S22

i=1 i=l j=j+1
ahol,
n - az egyes allélok szama
pi €s p; - az all¢lok gyakorisagai

A vizsgalt fajtak esetében a marker allélok gyakorisdga kozotti kiillonbség
statisztikai igazolasahoz a Chi2 probat alkalmaztam és az alabbi képletet hasznaltam

(SVAB, 1981):

X = . 2
n, n,
n,+n, _(na +nb]
ahol,
a,b - a vizsgalt fajtak
] - az egyes allélok
k - az allélok szdma
aj, b; - az egyes allélok gyakorisaga
n, - az ,,a” fajta 6sszes megfigyelési egysége
Ny - a,,b” fajta 6sszes megfigyelési egysége
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A marker genotipusok FecB genotipuson beliili eloszlasanak vizsgalatdhoz

szintén Chi® probat hasznaltam. A szamitdsokhoz az aldbbi képletet alkalmaztam

(SVAB, 1981):

nl
x=(4-
n - 0sszes elemszam
Ny, Ny, oveenen Nk
nj, Ny, Ny
ab,.......... k

2 2
1b 1k
+ +..
n, ny
G
n2 nv
Dn

eléfordul6 egyedek szama

- az egyes marker genotipusokon beliili egyedek szdma
- az egyes booroola genotipuson beliili egyedek szama

- az adott marker genotipus, adott booroola genotipuson beliil

Az egyes vizsgalatoknal szerepld egyedszamot a jobb attekinthetdség céljabol a

7. tdblazatban foglaltam Ossze.

7. tablazat: Az egyes vizsgalatokban szereplo egyedszamok

Vizsgalat tipusa Egyedszam Oss:lesen
64 szapora merind
Ovulacios rata vizsgalatok anyajuh (115 64
mérési adata)
Varianciaanalizis vizsgalatok a marker 64 szapora merind
genotipus és ovulacios rata, valamint a FecB anyajuh (115 64
genotipus €s ovulacios rata kozott mérési adata)
399 szapora merind
Marker genotipus meghatarozas 8 booroola merind 453
46 magyar merind
440 szapora merin6o
FecB genotipus meghatdrozas direkt génteszt | 14 booroola merino 503
segitségével 46 magyar merind
3 texel
A marker genotipus és FecB genotipus 387szapora merind 395
eredményeinek dsszehasonlitisa 8 booroola merind
Becsiilt FecB gﬂenotlpus esra’dlrelit. génteszt 90 szapora merino 90
eredmények Osszehasonlitdsa ndivarban
Becsiilt FecB genotipus és a direkt génteszt | 12 booroola merind 75

eredmények Osszehasonlitdsa himivarban

13 szapora merind
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5. Vizsgalati eredmények és azok értékelése

5.1. Ovulaciés rata vizsgalatok eredménye

A 101 szapora merin6d koziil 61 egyed csak PMSG kezelés nélkiil mért OR
eredménnyel rendelkezett, 9 egyednek csak indukalt OR eredménye volt, és 31 egyed

esetében mind indukcid nélkiili, mind indukalt OR eredmény is a rendelkezésemre allt.

A marker genotipus és ovuldcios rata, valamint a direkt génteszt alapjan
meghatarozott genotipus ¢és ovulacidés rata kozott végzett varianciaanalizis
vizsgélatokhoz annak a 64 egyednek vettem figyelembe az OR eredményeit, melyek
szdrmazasa, az OR mérésének éve, illetve az anyak OR méréskori életkora is ismert
volt. Tovabba ezeknél az egyedeknél a marker genotipus, és a direkt génteszt
vizsgalatokat is el tudtam végezni. A 64 szapora merind anyatol 0sszesen 115 mérési
adatot gyljtottem. Egy anyatol rendelkezésemre all6 mérések szama 1-3 volt. A
szamitds sordn alkalmazott program segitségével az ismétlések szamat is figyelembe
vettem.

A 64 anyajuh OR értékeinek megoszldsa az 10. abran lathatd. Az ovulécids rata
szamtani atlag értéke a vizsgalt anydk esetében 3,12. Az abra adataibdl leolvashato,
hogy az OR eredmények 8,7% adott egyes ovulacids szamot. Igen magas ardnnyal
(33,91%) fordult el6 a kettes ovulacid. Az eredmények koziil 57,39% volt a 3, vagy
ennél magasabb ovuldcios szam, és ebbdl kozel 40% esett a génhordozasra utald 3-as

értek felé.

50,00 - —

40,00 33,91

30,00
% 19,13 1739 16,52

20,00

8,70 4,35

10,00

0,00

1 2 3 4 5 6
ovulacios rata

10. abra: Az ovulacids rata értékek nagysag szerinti megoszlasa
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5.2. Marker vizsgalatok eredménye

Multiplex analizist alkalmazva egyetlen vizsgélattal sikeriilt egy adott egyed
genotipusat mindkét mikroszatellit lokuszra meghataroznom. Ez felére csokkentette a

vizsgalathoz sziikséges 1d6t, és kedvezdbb volt a koltségraforditas is.

A marker genotipus meghatdrozas sordn a szapora merind és magyar merino
alloményokban mindkét mikroszatellit 16kusz esetében Osszesen 6 allélt azonositottam.
Az egyes allélokat bazisparban (bp) kifejezett hosszuk alapjan neveztem el. A marker
vizsgalatok soran, a Genotyper program altal készitett gobén az egyes allé¢lcsucsok jol
lathatd modon elkiiloniiltek. Az 11. abran egy mindkét 10kuszra heterozigota egyed

eredménye lathato.
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11. abra: A 9195-6s fiillszama szapora meriné tenyészkos marker genotipus

eredménye. A fekete szinli csucsok az OarAE101, a kék csicsok a BM1329 mikroszetellit 16kusz

alléljait jelentik. Piros szinnel a belsé standard csucsai lathatok. OarAE101 marker allélok hossza: 158
bp és 160 bp. A BM1329 marker allélok hossza 87 bp és 99 bp.
Az abran szerepld tablazatban talalhatd adatok koziil az eredmények értékelése szempontjabol a ,,Size”

oszlopabdl olvashato értékek a 1ényegesek, melyek az allélok hosszat jelolik.
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Az egyes allélok el6fordulasa, valamint azok gyakorisagi értékei a szaporasagra
nem szelektalt magyar merind juhok esetében jelentdsen eltértek mind a szelektdlatlan
szapora merind, mind a kivalogatott populacid (tenyészallomany) esetén kapott
allélgyakorisagi értékektdl (8., 9. tablazat).

A Chi’® proba eredménye alapjan a két populacio (ez a 8. és 9. tablazatokban
szerepld teljes allomany és a magyar merind 6sszehasonlitasat jelenti) allélgyakorisagi
értekei szignifikdnsan kiilonbozonek bizonyultak P<0,1% hibaszazalék mellett. Az
OarAE101 mikroszatellit esetén kapott Chi® érték 176,39, mig a tablazatbeli érték
(DF=5) 20,5 volt. A BM1329-es 16kusz esetén 25,12 volt a szamitott és 20,5 a
tablazatbeli Chi” érték DF=5 szabadsagfoknal.

8. tablazat Az OarAE101 mikroszatellit marker allélok megoszlasa a vizsgalt
allomanyokban

(1998-2003)** . merino
(1998-2003)* anyajuhok***
N 407 227 64 46
Allélok
87 0,732 0,785 0,82 0,07
91 0,184 0,133 0,08 0,78
99 0,063 0,062 0,06 0,15
105 0,010 0,009 0,01 -
107 0,006 0,009 0,02 -
109 0,005 0,002 0,01 -

* az 1998-2003 kozott a debreceni szapora merind allomanyban fellelhet6é egyedek

** az 1998-2003-k6zo6tt a debreceni szapora merind allomanyban tartott tenyészegyedek
*** a marker-OR varianciaanalizishez felhasznalt 64 szapora meriné anyajuh eredménye

9. tablazat A BM1329 mikroszatellit marker allélok megoszlasa a vizsgalt

allomanyokban
él;l:)erﬂzjl Tenyészegyedek rergllzl_lfelzé Magyar
Y . (1998-2003)%* : meriné
(1998-2003)* anyajuhok***
N 407 227 64 46
Allélok
158 0,706 0,732 0,80 0,152
160 0,149 0,133 0,10 0,435
162 0,066 0,064 0,04 0,196
164 0,076 0,069 0,06 -
170 0,003 0,002 - 0,174
172 - - - 0,043

* az 1998-2003 kozott a debreceni szapora merind allomanyban fellelhetd egyedek

** az 1998-2003-kozott a debreceni szapora meriné allomanyban tartott tenyészegyedek
*** a marker-OR varianciaanalizishez felhasznalt 64 szapora meriné anyajuh eredménye
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A szapora merind fajtdban a vizsgalt marker 16kuszok polimorfizmus informacio
tartalma eltérd volt. (PICgm1320-0,436, PICoarar101=0,385). A BM1329 esetén kapott
magasabb érték azt mutatja, hogy nagyobb valdsziniiséggel talalunk olyan csalddokat az
alloményban, amelyek marker informativak, vagyis heterozigotdk. Hasonléan
polimorfabb a BM1329-es marker a magyar merin6 fajtaban is, mely az allélgyakorisagi
értékek eloszlasaban is lathatdo. A BM1329-es mikroszatellit PIC értéke 0,7 volt,
ugyanakkor az OarAE101 marker polimorfizmus informacid értéke joval kisebbnek

bizonyult (PICourag101=0,33).

A szapora merinéban az OarAE101 lokuszon a 87-es, a BM1329
l6kuszon a 158-as allél dominal, tobb mint 70%-os aranyt képviselve. A magyar merin6
fajtdban is egy-egy, a 91-es és a 160-as allél nagyobb aranyt eléfordulésa a jellemzd
(78, illetve 43,5%). Ezek az allélok ugyanakkor a szapora merindban joval kisebb,
0,184 illetve 0,149 gyakorisaggal fordultak eld. Figyelemre mélto tovabba, hogy a 105,
107 és 109-es, valamint a 164-es allélok, kis szazalékban ugyan, de csak a szapora
merindban voltak kimutathatok. A 164-es allélt eredeti booroola tenyészkos esetében is
sikeriilt azonositanom (64-es fiilszamu tenyészkos). A Chi’ proba eredményei alapjan a
két fajta az allélgyakorisagi értékeik szerint kiilonbozonek tekinthetdk, igy
feltételezhetd, hogy ezek az allélok a booroola oldalrél keriiltek a szapora merind
fajtaba.

A 87 és 158-as allélok nagyaranyu jelenléte a szapora merind fajtdban annak
tulajdonithatd, hogy a fajta kialakitdsa sordn, illetve azt kdvetéen a tenyésztok a
booroola mutaciot igyekezték feldusitani az allomanyban, és a Fec® allél valosziniileg a
legtobb csaladban e két alléllal (87, 158) kapcsoltan 6roklédott. Ezt a feltevést erdsiti az
a tény is, hogy az allomanyban hasznalt kosok dontd tobbsége e két allélt homo-, illetve
heterozigéta formaban hordozza. A 33 kos koziil, melynek sikeriilt a marker genotipusat
meghatarozni, 19 egyed a 158-as allélra homozigota volt, 11 pedig heterozigotaként
hordozta. A 87-es all¢l 24 kos esetében homozigdta, 8-nal pedig heterozigdta formaban
volt jelen. A 33 kos koziil 8 booroola merind, melyek koziil 5 egyed mindkét emlitett
allélra homozigota. A tenyészkosok marker genotipus eredményeit a 10. tablazat

tartalmazza.
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10. tablazat: Az 1998-2003 kozott hasznalatban 1évo, valamint a szapora meriné

kialakitasa soran felhasznalt tenyészkosok marker genotipus eredményei

Sorszam | Kos fiilszima Fajta OarAE101 | BM13z9 | Felnasznalt
1. 046 booroola - - ondo
2. 61 booroola 87/87 158/158 ondo
3. 63 booroola - - ondd
4. 64 booroola 87/91 160/164 ondd
5. 71 booroola 87/87 158/158 ondo
6. 73 booroola - - ondo
7. 74 szapora merind - - ond6
8. 76 booroola 87/87 158/158 ondd
9. 097 szapora merino 87/87 158/160 veér
10. 0155 szapora merind - - ondo
11. 0157 szapora merind - - ondo
12. 0159 szapora merino 87/87 158/160 ondo
13. 0173 szapora merind 87/87 158/158 ondo
14. 178 szapora merino 87/87 158/158 ondo
15. 226 szapora merind 87/87 158/162 ondo/vér
16. 278 szapora merino 87/99 158/158 ondo
17. 319 szapora merino 87/91 162/164 ondo/vér
18. 332 booroola 87/87 158/160 ondd
19. 910 szapora merino 87/87 158/158 ondo
20. 914 szapora merind 87/87 158/164 ondo
21. 2189 szapora merino 87/87 158/158 ondo/vér
22. 3166 szapora merino 87/87 158/158 ondo/vér
23. 3190 szapora merino 87/87 158/160 ond6/vér
24. 3231 szapora merind - - ondo
25. 3244 booroola 87/87 158/158 ondo
26. 3260 szapora merino 87/87 158/158 ondo/vér
27. 3394 szapora merino 87/91 158/158 veér
28. 3619 szapora merino 87/87 158/158 vér
29. 4130 booroola 87/87 158/158 ondo
30. 4204 booroola 87/99 158/162 ondo
31. 7234 booroola - - ondd
32. 8120 booroola - - ondd
33. 8257 szapora merind - - vér
34, 8290 szapora merind 91/91 158/160 vér
35. 8502 booroola - - ondd
36. 9162 szapora merino 87/87 158/158 vér
37. 9195 szapora merino 87/91 158/160 ondo
38. 011551 szapora merind 87/87 158/158 vér
39. 41457 szapora merind - - ond6
40. 51537 szapora merind - - ondd
41. 220212 szapora merino 87/87 158/158 veér
42, 220452 szapora merind 87/87 158/158 vér
43. 220506 szapora merind 87/87 158/158 vér
44. 220548 szapora merind 87/91 162/162 veér
45. 220647 szapora merind 87/87 158/164 vér
46. 220650 szapora merino 87/107 158/164 veér
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A feltételezésem igazolasahoz varianciaanalizist végeztem a marker genotipus €s

a booroola gén altal kozvetleniil befolyasolt ovulacids rata értékekre vonatkozoan. Az

egyvaltozos tobbtényezds varianciaanalizis eredményét a 11. tdblazat tartalmazza.

11. tablazat: A marker genotipus - ovulacios rata egytényezés varianciaanalizis

eredménye
Forras DF SS MS F P
MU-YM 1 0,037 0,037 0,044 0,834
Mérés éve 5 1,848 0,370 0,444 0,819
Korcsoport 2 1,231 0,616 0,739 0,480
BM1329 3 8,973 2,991 3,591 0,016*
OarAE101 5 2,900 0,580 0,696 0,630
Hiba 99 82,456 0,833

* P<0.05

Az értékelésben fix hatasként a mérés éve, az anyajuhok OR méréskori életkora

¢s a marker genotipusok szerepeltek.

A mérés évének hatasa, mely az egyes években a takarmanyozasban fellépd

kiilonbségekbdl és az eltérd klimatikus viszonyokbol adodhat, nem befolyasolta

szignifikansan az ovulaciés ratat. A kiilonbozé mérési évek estén kapott legkisebb

négyzetes OR atlag értékek a populécio atlag (3,23) koriil ingadoztak (12. dbra).

ORLS atlag

r3,63+0,70

3,28+0,64 3,3+0,60

3,17+0,64 2,96+0,58

1995 1998 1999 2000 2001
vizsgalat éve

B mérés éve —e— populacio atlag (3,23)

12. abra: Az anyajuhok OR atlagianak alakuldsa a mérés évének fiiggvényében
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Tobb szerzé is beszamolt arrdl, hogy az ¢€letkor befolyasolja az OR értékek
alakulasat. Jerkék esetében a mért OR érték akar 20-30%-al is kisebb lehet, mint
tobbszor ellett anyajuhok esetében (VERESS, 1998). M. ESTUTY (1999) a debreceni
szapora merind allomanyban végzett vizsgalataiban szintén gy talalta, hogy a kor
szignifikans hatdssal volt az ovulaciés ratara, mely az ¢letkor elérehaladtaval
emelkedett.

MONTGOMERY ¢és mtsai. (1985) romney x booroola merind keresztezett
jerkék és anyak ovulacids ratdjat évente egyszer, a fo tenyész-szezonban mérték.
Eredményeik szerint 1,5 és 3,5 éves kor kozott szignifikdnsan nétt az ovuldcios rata, a
nemhordozokndl atlagosan 1,25-r6l 1,45-re, heterozigota hordozok esetében pedig
atlagosan 2,43-r6l 3,07-re (P<0,01). A 3,5 és 5,5 éves kor kozottiek esetében nem volt

szignifikans kiilonbség az ovulacids rata értékben.

4 i
3,5+ 2,9240,58 3,25+0,56 3,53+0,61
3 &
&
= 25+
<
Q27
2 15+
S 14
0,5 +
0 - | } ‘
1 2 3

korcsoportok
B korcsoport —@=—populacio atlag

13. abra: Az anyajuhok OR atlaganak alakulasa korcsoportok szerint

A vizsgalatomba vont szapora merin6d egyedek esetén a legkisebb négyzetes OR
értékek korcsoportonkénti megoszlasat az 13. 4bran tilintettem fel. Az ¢életkor
elérehaladtaval az OR értékek atlaga novekedett, de a kiilonbség nem volt szignifikans
P< 0,05 szinten az egyes korcsoportok kozott.

A mikroszatellit genotipus €s ovulacios rata kozotti hatasvizsgalat az értékelt két
16kusz esetén eltérd eredményt adott.

Az OarAE101 mikroszatellit marker genotipus nem befolyésolta szignifikansan
az ovulacios ratat (P<0,05). Ez azt jelenti, hogy statisztikailag nem volt igazolhato
kapcsoltsag a mikroszatellit allélok és az OR értéket alapvetéen meghatarozo Fec® allél

kozott.
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14. abra: Az anyajuhok OR atlaganak alakuldsa az OarAE101 genotipus
fiiggvényében

A 87-es és a 91-es allélok olyan genotipusokban egyarant eléfordultak, melyek
kozott voltak populacié atlagon aluli (87/87; 87/91; 87/107), illetve populacié atlagon
feliili OR atlaggal rendelkez6 egyedek (87/91; 91/105). A 87/99-es genotipust egyedek
OR atlaga a vizsgalt 64 egyed atlag OR értékétdl alig tért el (14. 4bra). Ebbe a
genotipusba tartozé egyedek (n=7) kozott voltak olyanok, amelyek az ovulacios ratajuk
alapjan a mutédciot homozigdtaként hordozonak, illetve homozigdta vad tipusnak
mindsiiltek. Igy a 87, 91 és 99-es allélok esetében a Fec® alléllal vald kapcsoltsag
egyedenként valtozik. A fellépd rekombinacido eredményeként vannak olyan egyedek,
amelyeknél a +, és vannak olyanok, amelyeknél a B all¢llal 6roklddnek kapcsoltan az
emlitett mikroszatellit allélok. A 87/109-es és a 91/105 —Gs genotipus a vizsgalatban
minddssze 1-1 egyedhez volt kothetd. A magas OR ¢érték alapjan az egyedek
homozigota hordozénak becsiilhetok. Esetiikben feltételezhetd, hogy mind a 87 és 91-
es, mind pedig a 105 és 109-es allélok egyiitt 5roklédtek a Fec® alléllal.

A masik vizsgalt marker a BM1329 szarvasmarha mikroszatellit volt. E 16kusz
esetében a genotipus szignifikdnsan befolyasolta az ovuldcids ratait P<0,05
szignifikancia szinten. Az egyes genotipus csoportok kozotti kiillonbségeket tekintve a
158/158 és a 158/164 kozott, illetve a 158/160 és a 158/162 genotipus csoportok
legkisebb négyzetes OR atlaga kozott nem volt szignifikéns a kiilonbség. A 158/158,
158/164 genotipus csoportok OR értéke azonban szignifikansan nagyobbnak bizonyult a
158/160 és 158/162 genotipus csoportok OR atlagahoz viszonyitva. A 158/158 és
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158/160 genotipus csoportok a populacié OR atlagat (3,23) 0,44 illetve 0,78-al multak
felil. (15. abra).
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3,68+0,58 o

2,77+0,62
- I ' 2,47+0,71

158/158 158/160 158/162 158/164
BM 1329 genotipusok
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158/158 — 158/160 k6z6tt SzDp<so, = 0,41; 158/158 — 158/162 koz6tt SzDp-se, = 0,59
158/160 — 158/164 k6z6tt SzDp<so, = 0,62; 158/162 — 158/164 koz6tt SzDp-se, = 0,79

15. abra: Az anyajuhok ovulacios rata atlaganak alakuliasa a BM1329 genotipus

fiiggvényében

A kapott eredmények alapjan megallapithatd, hogy a 158-as és a 164-es allélok
kapcsoltan 6roklédnek a Fec® alléllal az allomanyban. A 158-as allél esetében egyes
csaladokban a kapcsoltsag megvaltozott, mivel olyan genotipusokban is el6fordul
(olyan allélkombinacidban), ahol a csoport legkisebb négyzetes OR atlaga alapjan
egyértelmilen gént nem hordozonak bizonyult. Az allomanyba keriilése is kétoldali
lehetett, mivel a szapora merin6 kialakitdsanal felhasznalt magyar merin6 allomanyban

is elofordul.

A kapcsoltsag megvaltozasdnak igazolasara informativ meidzisra van sziikség.
Az informativ meidzisok szdma nagyon kevésnek bizonyult az dlloményban a 87-es és
158-as allélokra vonatkoz6 nagymértékli homozigozitas miatt. A vizsgalt 407 egyedbdl
139 87/87, 158/158 homozigota volt. Ez az egyedek 34%-at jelenti. Mindemellett kozel
18%-uk a két gyakori allél koziil egyikre homozigota, masikra heterozigota.

A néivarban, 12 anyajuh esetében, melyek 9 csaladba tartoznak, 0sszesen 28
informativ meiozist taldltam. Ebbdl 5 esetben fordult eld rekombinéci6 a 87 és 158-as

allélok kozott, ami 0,178 gyakorisagu eléfordulast jelent.
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A genotipizalt kosok koziil minddssze 5 egyed kétszeresen heterozigdta a vizsgalt
markerekre. Esetilkben 0Osszesen 52 informativ meidzis fordult el6, ebbdl 8

rekombindacid, ami 0,153-as gyakorisagu el6fordulast jelent.

Az OarAE101 és BM1329 mikroszatellit 10kuszokat LEYHE-HORN ¢és mtsai.
(1998) és WEIMANN ¢és mtsai. (2001) szintén a booroola mutdciot hordozok
azonositdsanak c¢€ljabol tesztelték német merind x booroola merind keresztezett
allomanyban. Felmérték tovabba 4 fajtdban a két mikroszatellit marker alléljainak
eléfordulasat (német merind, romanov, kelet friz, tiroli hegyijuh). Emlitésre mélto, hogy
az altaluk talalt 10 OarAE101 és 6 BM1329 allélok tipusa €s gyakorisaga nagy eltérést
mutatott mind az altaluk vizsgélt fajtak kozott, mind pedig a magyar és a szapora
merindban altalam azonositott allélokat tekintve. A szerzk az OarAE101 marker
esetében emlitést tesznek 97, 101, 111, 113, 115, 117 és 119-es allélok jelenlétérdl is,
ugyanakkor nem azonositottak 87, 91 és 105-6s allélokat, ami a szapora merind €s
részben a magyar merin6 esetében fellelhetd volt. A BM1329-es markert tekintve a 166,
174, 178 és 180-as allélok jelenlétérdl is beszdmolnak a német kutatok, mig ezek sem a
szapora, sem a magyar merinoban nem voltak jelen. Ugyanakkor, a 158 ¢és 160-as
allélok csak az altalam tesztelt fajtdban fordultak el6. A német merind x booroola
meriné csaladokban vizsgalt marker allél — Fec® allél kapcsolatat tekintve ugy talalték,
hogy a BM1329-es l6kuszon a 162-es, az OarAE101-es 16kuszon pedig a 97-es allél
oroklédik egylitt a mutacioval. Az emlitett allélok ugyan a nemhordoz6 német merind
allomanyban is jelen voltak, de csak kis (0,1 illetve 0,07) gyakorisaggal. A szerzok
megallapitdsa szerint a két mikroszatellit hatékony szelekcids eszkozt jelent a
génhordozok azonositdsara, amig a direkt génteszt nem 4ll rendelkezésre.

GOOTWINE ¢s mtsai. (1998) awassi x booroola keresztezett egyedeken
vizsgaltdk a BM1329 és OarAE101 markerek alléljainak booroola génnel vald
kapcsoltsagadt. Homozigéta hordozdé kosokkal nem hordozod awassi anyajuhokat
parositottak, majd az F1 generaciét awassi kosokkal visszakeresztezték. Az igy
létrehozott R1 generacioban vizsgaltdk a marker allélok és a Fec® allél kozotti
kapcsoltsagot. A 6 homozigota kos koziil ketté hordozott olyan mikroszatellit allélt,
amelyek alacsony gyakorisaggal fordultak eld az awassi fajtdban. Az emlitett kosok

keresztezett utodai esetében a Fec® allél 6roklédése nyomon kévethetd.
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Mivel a szerzOk az egyes lokuszokon eléforduld allélok hosszat nem tiintették
fel, azokat csak az ABC betliivel jelolték, igy az altaluk leirt allélokat nincs lehetdségem

Osszevetni az altalam, illetve a német kutatocsoport altal azonositottakkal.

5.3. A direkt génteszt eredményei

A booroola gén azonositasara iranyuld tobb évtizedes munka eredményeként
2001-ben sikertilt bizonyitani a booroola fajtaban, a nagy ovulacids ratat okoz6 mutéacid
jelenlétét, és annak miikodését. Ez a felfedezés azt jelenti, hogy a tovabbiakban mar
nincs sziikség sem ovulacids rata mérésre, sem marker teszt kidolgozasara a mutacio
hordozas tényének megallapitasdhoz.

A szapora merind fajtdban elvégzett direkt génteszt vizsgdlataim az aldbbi
eredményeket adtak.

A FecB genotipus meghatarozas a direkt génteszt segitségével, a
gélelektroforézis utan kapott gélmintazat alapjan tortént. A nemhordoz6 egyedeket egy
140 bp hosszusagt gélcsik jelzi, a heterozigotaknal két gélcsik lathato (110 és 140 bp
hosszusagn), mig a homozigdtak esetében 110 bp hosszlsagu fragmentumot kapunk,

ahogy azt a 16. dbra is mutatja.

B+ ++ B+ B+ BB BB ++

16. abra: A BMPR-1B mutaciéo (,,booroola gén”) kimutatisira mesterségesen
létrehozott RFLP gélelektorforézis képe. "L’ — 50 bazispar 1éptékii molekulalétra; *1-6” —
szapora merinok anyak; ’7° kontrollként hasznalt texel kos; ’2, 7° — homozigéta nem

génhordozo; ’3, 4’ — heterozigéta génhordozo; °5, 6° homozigota génhordozo.
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A FecB genotipus ¢€és az ovuldcidés rata varianciaanalizis vizsgalata a

varakozasnak megfeleld eredményt adott (12. tablazat).

12. tablazat: A FecB genotipus és az ovuldcidos rata kozotti varianciaanalizis

eredménye
Forras DF SS MS F P
MU-YM 1 1,357 1,357 1,631 0,204
Mérés éve 5 1,789 0,358 0,430 0,828
Korcsoport 2 1,811 0,906 1,089 0,341
FecB genotipus 2 42,799 21,399 25,720 0,000%**
Hiba 105 87,362 0,832

*xk P <0.001

A FecB genotipus P<0,001 valosziniiségi szinten szignifikdnsan befolyasolta az
ovulécios ratat.

Az évjarat hatdsa gyakorlatilag nem mutatkozott meg eredményeimben és
statisztikailag nem volt bizonyithatdé a kor hatasa sem, melyet az 5.2. fejezetben

részletesen kifejtettem.

13. tablazat: A legkisebb négyzetes OR atlag érték alakulasa a FecB genotipus

szerint

Megfigyelés Legkisebb
FecB genotipus n négyzetes OR Szoras
atlag
++ 11 1,70 +0,45
B+ 51 2,59 +0,30
BB 53 3,97 +0,30

BB és B+ kozott SzDp<9,19, = 0,60; BB ¢és ++ kozott SzDp<g 19, = 1,024
A vizsgalt hibaszazalék mellett (P<0,001) a BB és B+, valamint a BB és ++

genotipus esetén volt szignifikdns a kiilonbség a legkisebb négyzetes OR datlag

értékekben. Eredményeim alapjan a Fec® allél egyszeri jelenléte 0,89-el novelte a levalt
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petesejtek szamat a mutaciot nem hordozokhoz képest. Amennyiben az egyed a Fec®
allélra homozigota volt, akkor a legkisebb négyzetes OR datlag 2,27-el multa feliil a
nemhordozok ovulacios teljesitményét (13. tablazat).

PIPER és mtsai. (1985) kdzlése szerint egy Fec® allél 1,65-¢l noveli atlagosan az
OR értéket. DAVIS ¢és mtsai. (1982) szintén hasonld hatasrdl szdmol be. Heterozigdtak
esetén 1,3-1,6-al, homozigdtak esetén 2,7-3,0-al nd az ovulacids rata a nemhordozdkhoz
viszonyitva.

Az altalam kapott értékek alul maradnak a nemzetk6zi irodalomban kozdltekhez
képest. Ennek oka az lehet, hogy a biztositott takarmanyellatas mellett a génhordozok és
a nemhordozok kozotti genetikai kiilonbség fenotipusosan nem tudott kell6en
érvényesiilni.

Az ovulacids rata varidcios koefficiens értéke, a CV% 29,22, ismételhetdségi
érteke pedig 0,35 volt. MAGYAR (1994) ugyanebben az allomanyban hasonlo
ismételhetdségi értéket kapott (0,4).

A direkt génteszt eredménye a néivarban

A jelenlegi néivarti allomany (n=138) direkt génteszt alapjan meghatarozott
FecB genotipus szerinti megoszlasa a 17. abran lathat6. Az alloméany 37,41%-a BB
homozigota, 43,88%-a B+ heterozigota és 18,71%-a homozigota ++ genotipusu. A

hordozok az allomanyban 6sszesen 81,29%-ot tesznek ki.

50,00
43,88

40,00 - 37,41

30,00

%

18,71
20,00

10,00

0,00
++ B+ BB

FecB genotipus
17. abra: A 2003 januarban tenyésztésben allé ndivaru szapora meriné allomany

FecB genotipus szerinti %-os megoszlasa.
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A direkt génteszt eredménye a himivarban

Osszesen 49 tenyészkos booroola genotipusat hatiroztam meg. A kosok FecB
genotipus szerinti megoszlasa az 14. tdblazatban lathat6. Mind a booroola, mind a
szapora merind kosok kozott voltak mutdciot nem hordozd egyedek. Sajnos a
heterozigéta kosok szama is elég magas mindkét fajta esetében. A texel kosok koziil

mindharom nemhordozoénak bizonyult, a varakozasnak megfelelden.

14. tablazat: A vizsgalt tenyészkosok FecB genotipus szerinti megoszlasa

. FecB genotipus -
Fajta BB B+ o Osszesen
booroola 5 8 2 15
Szapora 15 14 2 31
merind
texel 0 0 3 3

A direkt génteszt megbizhatésagadt mutatja, hogy a kontrollként tesztelt
valamennyi magyar merino (n=46) illetve 3 texel egyed eredménye ++ volt. Tovabba 20
szapora merind - hetero-, illetve homozigota hordozo - esetében elvégzett ismételt
vizsgélatok eredményei is teljes mértékben megegyeztek.

Osszesen 6 tenyészkos esetében arra is lehetéségem volt, hogy kétféle
szovetmintabol (vér és ondo) is elvégezzem a géntesztet, mely szintén mind a 6 kosnal
ugyanazt az eredmény hozta. Igy a mar nem ¢é16, csak szaporitéanyaggal rendelkezd
tenyészkosok esetében is teljes biztonsaggal lehetett meghatarozni a FecB genotipust.
Ennek jelentdsége abban rejlik, hogy az ivadékvizsgalat alapjan téves FecB
genotipusunak becsiilt kosok szaporitéanyagénak jovobeli felhasznalasat atértékeljiik,
¢s a direkt génteszt alapjan homozigétanak bizonyult egyedeket preferaljuk a tenyésztoi

munkaban.

5.4. A direkt génteszt és a markervizsgalatok eredményeinek dsszehasonlitasa

Miutan 2001-ben azonositottdk a booroola mutaciot, a késébbiekben ujabb
markervizsgalatok elvégzésére mar nincs sziikség. A marker vizsgalatok eredményei
alapjan torténd feltéttelezéseimet azonban igazolhatjdk az egyedek marker és FecB

genotipus 0sszehasonlitdsanak eredményei.
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15. tablazat: A FecB genotipusokon beliili marker genotipusok eloszlasa a szapora

meriné allomanyban (n=egyedszdm, a zardjelben szerepld érték a marker genotipus gyakorisaga a

FecB genotipuson beliil)

OarAE101 FecB genotipus BM1329 FecB genotipus
marker BB B+ ++ marker | BB B+ ++
genotipus n n n genotipus| n n n
135 69 4 118 71 10
87/87 0,65 | (0,33) | (0,02) 158/158 0,59) | (0,36) | (0,05)
5 76 28 2 52 26
8791 (0,04) 0,7) (0,26) 158/160 (0,03) | (0,65 | (0,32)
11 19 10 2 29 8
87/99 (0,27) (0,48) (0,25) 158/162 (0,05) | (0,74 | (0,21)
1 5 0 27 11 0
87/105 0,17) | (0,83) (0) 158/164 0,71) | (029) | (0)
0 5 0 0 1 0
87/107 ©) 0 ©) 158/170 ) 0 ©)
0 2 0 0 1 6
87/109 ©) 0 ©) 160/160 ©) ©0.14) | (0.86)
0 3 11 0 1 8
91/91 0) (0,21) (0,79 160/162 (0) (0,11) | (0,89)
0 3 2 1 12 1
91/99 (0) (0,60) (0,40) 160/164 (0,07) | (0,86) | (0,07)
1 0 0 0 0 1
11 160/1
O1/105 €)) (V) 0 60170 0 0 (@)
0 0 1 0 1 0
91/109 ©) ©) ) 162/162 ©) ) ©)
0 0 2 0 3 0
99/99 0) 0) ©) 162/164 ©) 0 )
0 0 1 3 0 0
99/105 ©) ©) ) 164/164 0 ©) ©)
991109 | 0 0 !
(0) (0) (1) szamitott Chi’p-g 10,= 216,73
tablazatbeli Chi’p-g 10,= 48,3
szamitott Chi’p<y 0= 215,83 DF=22
tablazatbeli Chi’p<o o= 51,02
DF=24

A Chi® proba eredményeként mind az OarAE101, mind a BM 1329 mikroszatellit
marker genotipusoknak a FecB genotipus csoportokon beliili eloszlasa szignifikansnak
bizonyult P<0,1%-0s megbizhatosagi szinten (15. tablazat). Az eredmény a két
mikroszatellit lokusz FecB 10kusszal valo kapcsoltsagat igazolja.

A genotipus megoszlasokbdl az is lathato, hogy aranyaiban, donté mértékben a
87-es, valamint a 158-as és 164-es allélok 6roklédtek egyiitt a Fec® alléllal. A harom
allél és a Fec” allél kozotti kapesoltsag megvaltozasat ugyanakkor mutatja az a tény,

hogy mindharom nevezett alléllra a homozigota genotipusti egyedek kozott egyarant
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eléfordultak B+ heterozigdta és ++ homozigota egyedek is. A tdbldzatban az is lathato,
hogy a 87/109-es genotipusban szerepld egyedek heterozigéta B+ genotipustiak. Az
ovulacios rata és marker genotipus eredménye utan tett feltételezésem helyesbitésre
szorul, mivel az OR alapjan homozigota BB-nek becsiilt 87/109-es anyajuh B+
heterozigota.

A magyar merinoban legnagyobb aranyban megtalalhato allélok (91-es 0,78; a
160-as allél 0,435 gyakorisaggal) azok, amelyek elsdsorban a vad tipusi booroola
alléllal oroklédtek kapcsoltan a szapora merind allomanyban. Az eléforduld
rekombinacié miatt azonban eldéfordulnak olyan egyedek is e fajtdban, amelyek

esetében a 91-es és 160-as allélok a Fec® alléllal 6roklddtek egyiitt.

5.5. A direkt génteszt és a fenotipus alapjan torténo genotipus meghatarozas

eredményeinek osszehasonlitasa

Annak meghatarozasara, hogy a nemhordozok nagy aradnyu jelenléte a szapora
merind 4allomanyban koszonheté-e a fenotipus alapjan torténd genotipus becslés
hibajanak, Osszevetettem a fenotipus alapjan torténd genotipus becslés eredményeit a
direkt génteszt eredményeivel.

A ndivar esetében Osszesen 90 egyed becsiilt genotipus eredménye 4llt
rendelkezésemre (melyeket a tenyészegyedenként kiallitott Juhnyilvantarté lapokon
vezetett adatok alapjan gyQjtottem) (16. tablazat).

A 90 egyed koziil dsszesen 71 esetben egyezett meg a két eredmény. Osszesen
15 esetben fordult eld, hogy a génteszt alapjan heterozigotanak bizonyult anyajuh FecB
genotipusat homozigoétanak (BB) becsiilték az OR eredménye alapjan (13. tdblazat).
Egy-egy olyan eset volt, hogy a homozigéta hordozot heterozigotanak, illetve a
nemhordozot homozigoéta BB genotipusuként jegyezték. Két anyajuhot, mely a direkt
génteszt alapjan nem volt hordozd, az OR eredménye alapjan homozigéta hordozonak
értékeltek. Az eredmények alapjan megéllapithato, hogy a direkt génteszt eredménye és
az anyak OR teljesitménye alapjan becsiilt genotipus 79%-ban egyezett meg, 20%-ban
tulbecsiiltek a valds genotipust €és minddssze 1%-ban fordult eld, hogy a hordozas
mértékét alulbecsiilték. Mindezek azt mutatjak, hogy a FecB genotipus megallapitasa az
anydk ovuldciés rata eredménye alapjan 79%-os biztonsdggal miikodott az

allomanyban, és kis mértéki talértékelésre adott lehetoséget.
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16. tabliazat: Anyajuhok becsiilt és direkt génteszt ala

jan megallapitott FecB genotipusa

Sziiletési | ... Becsiilt | Direkt génteszt | Sziiletési | ... Becsiilt | Direkt génteszt
év LiUtEe 21 genotipus eredménye év LiUtEe 21 genotipus eredménye
1993 3246 BB BB 1995 013610 BB BB
1996 153523 BB BB 1990 0213 BB BB
1992 287 BB BB 1990 0263 BB BB
1992 295 BB BB 1990 0291 BB BB
1993 322 BB BB 1998 8159 B+ BB
1993 324 BB BB 1992 225 BB B+
1993 370 BB BB 1992 236 BB B+
1998 810 BB BB 1991 1212 BB B+
1998 896 BB BB 1993 3186 BB B+
1991 1100 BB BB 1993 3233 BB B+
1992 2166 BB BB 1993 3287 BB B+
1992 2185 BB BB 1993 3342 BB B+
1992 2223 BB BB 1998 8157 BB B+
1992 2293 BB BB 1999 9172 BB B+
1993 3121 BB BB 1996 120967 BB B+
1993 3179 BB BB 1996 121252 BB B+
1993 3227 BB BB 1996 121856 BB B+
1993 3305 BB BB 1996 153143 BB B+
1993 3313 BB BB 1995 012606 BB B+
1993 3317 BB BB 1995 012846 BB B+
1993 3322 BB BB 1999 94 B+ B+
1993 3392 BB BB 1993 3126 B+ B+
1993 3396 BB BB 1993 3232 B+ B+
1998 8145 BB BB 1993 3270 B+ B+
1998 8154 BB BB 1993 3288 B+ B+
1998 8294 BB BB 1993 3298 B+ B+
1998 8318 BB BB 1998 8305 B+ B+
1999 9179 BB BB 1999 9115 B+ B+
1996 120631 BB BB 1999 9140 B+ B+
1996 121898 BB BB 1999 9221 B+ B+
1996 153169 BB BB 1997 154412 B+ B+
1996 153507 BB BB 1997 220481 B+ B+
1991 121 BB BB 1997 220551 B+ B+
1992 223 BB BB 1995 012271 B+ B+
1992 257 BB BB 1995 013300 B+ B+
1992 281 BB BB 1998 853 B+ B+
1993 3268 BB BB 1992 2270 B+ B+
1995 013438 BB BB 1993 3178 B+ B+
1997 154371 BB BB 1993 3198 B+ B+
1997 154959 BB BB 1993 3299 B+ B+
1997 155132 BB BB 1996 121111 B+ B+
1997 220407 BB BB 1995 012677 B+ B+
1997 220449 BB BB 1997 220337 BB ++
1995 012903 BB BB 1993 339 B+ ++
1995 013256 BB BB 1993 3289 B+ ++
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Osszesen 25 tenyészkos hagyomanyos, fenotipus alapjan becsiilt genotipusa 4llt
rendelkezésemre, igy ezeknél az egyedeknél volt lehetdségem Osszevetni a becsiilt
eredményt a direkt DNS teszt eredményeivel.

Az 1986-ban importalt kosok esetében a FecB genotipust egyrészt az anyajuhok
OR teljesitménye ¢és az apak becsiilt genotipusa, madasrészt az anyajuhok OR
teljesitménye ¢és a kos, nem hordozd anyajuhok termékenyitésébdl szarmazo
leanyutodaik hormonkezelés nélkiili OR eredménye alapjan hataroztak meg Uj-

Zélandon.

17. tablazat: Az 1986-ban importalt kosok becsiilt genotipusa

. Tt ; Becsiilt Direkt génteszt | Felhasznalt
Sorszam | Kos fiilszima Fajta , 7 :
genotipus* eredménye minta
1. 332! booroola BB B+ ondo
2. 3244 booroola BB B+ ond6
3. 41307 booroola BB BB ondo
4. 4187 booroola BB - -
5. 4204° booroola BB B+ ondo
6. 59! booroola BB - -
7. 5140' booroola BB - -

'az anyajuhok korai OR eredménye és az apak (Uj-Zélandon) becsiilt genotipusa alapjan
*az anyajuhok és leanyutodok OR eredménye alapjan
*Forras: VERESS és mtsai., 1991

Mint ahogy az 17. tablazatban lathatdé a hazai tenyésztok - az uj-zélandi
tenyésztok tajékoztatisa alapjan - valamennyi kosrol azt feltételezték, hogy a Fec® allélt
homozigota formaban hordozzdk. Sajnos a 7 kos koziil csak 4-t61 maradt vissza
mélyhiitott szaporitdéanyag, igy csak azoknak az egyedeknek 4allt modomban
meghatarozni a FecB genotipusat. A génteszt eredménye szerint a 4 kos koziil csak egy

bizonyult homozigétanak, a tobbi egyszeresen hordozta a Fec” allélt.

Az 18. tablazatban az 1988-1993 kozott ivadékvizsgalt kosok becsiilt és direkt
génteszt alapjan meghatarozott FecB genotipusa lathat6. A kosok ivadékvizsgalatanal a
csengerben tenyésztett, booroola mutaciét nem hordozé magyar merind anyajuhok
booroola kosokkal tortént parositdsdbodl sziiletett lednyutddok ovuldcids rata értékét
vették figyelembe. A leanyutodokat OR értékét 6 honapos korban, PMSG-vel vald
kezelést kovetden hataroztdk meg. Az igy kapott eredmény alapjan becsiilték a
tenyészkosok genotipusat. Mint a tablazatbdl kitlinik szdmos eltérés van a két modszer

alapjan kapott eredmények kozott. A 11 kos kozil 5 esetében ugyanazt a genotipust
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becsiilték a tenyésztok, mint amit a direkt génteszt alapjan kaptam. Egy kos esetében a
hordozast alul - homozigdta helyett heterozigotanak értékelték az allatot -, a tobbi 5
esetében azonban tulbecsiilték, homozigbtanak értékelték, de a Fec® allélt csak
egyszeresen hordoztdk. Ez azt jelenti, hogy minddssze 45%-ban sikeriilt a valos
genotipust becsiilni, 10%-ban alul, 45%-ban viszont tulértékelték a hordozas mértékeét.

Ez a médszer megbizhatosagat jellemzi.

18. tablazat: Kosok ivadékvizsgalata leanyaik korai (PMSG-vel valé kezelést
kovetd) OR vizsgalata alapjan (1988-1993)

Sorszam | A kos fiilszdma Fajta Becgiilt . Direkt gé;nteszt Felhz.lsznélt
genotipus eredménye minta
1. 61 booroola BB B+ ondd
2. 63 booroola BB B+ ondd
3. 64 booroola BB B+ ondd
4. 0159 szapora merino B+ B+ ondo
5. 0173 szapora merind BB BB ondo
6. 178 szapora merind BB BB ondo
7. 0269 szapora merind B+ - -
8. 0293 szapora merind B+ - -
9. 730 szapora merind B+ - -
10. | 844 szapora merind B+ - -
11. 910 szapora merind B+ BB ondo
12. |914 szapora merind BB B+ ondo
13. 952 booroola B+ - -
14. |3118 booroola B+ - -
15. |8105 szapora merind B+ - -
16. 9195 szapora merind BB B+ ondo
17. |41457 szapora merind B+ B+ ondo
18. [51537 szapora merind B+ B+ ondo

* Forrasa: MAGYAR és mtsai., 1997

A kovetkez6 tablazatban (19. tablazat) 7 booroola merind, 24 szapora mering,
tovabbd az a 3 texel kos, illetve eredménye taldlhatdo, melyeket a direkt génteszt
esetében kontroll, a mutacidt nem hordoz6 mintaként szerepeltettem. A 31 booroola és
szapora merind tenyészkos koziil 16 bizonyult homozigdta hordozonak, 11 heterozigota

forméaban hordozta a Fec® allélt. Négy tenyészkos viszont nem hordozo, genotipusa ++.
A 31 vizsgalt kos kozil minddssze 10 feltételezett genotipusa allt a

rendelkezésemre, amelyet a tenyésztok a kosok lednyutddainak ovuldcios ratdja, illetve

a sziil6k genotipusa alapjan hatdroztak meg. A tenyésztok a 10 tenyészkos koziil 8
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esetében jol becsiilték a genotipust. A masik két esetben viszont egy nem hordozot

heterozigdtanak, egy heterozigota hordozot homozigdtanak feltételeztek.

Az eredmények alapjan megallapithatd, hogy a leanyutodok OR eredménye és a

sziléi genotipus alapjan a FecB genotipus 80%-0s megbizhatdsaggal becsiilhets. A

tenyésztok 20%-ban talértékeltek azt.

19. tablazat: Tenyészkosok becsiilt és direkt génteszt alapjan meghatarozott FecB

genotipusa
Sorszam | Kos fiilszdma Fajta Becs’iilt Direkt gé:nteszt Felhz.lsznélt
genotipus eredménye minta
1. 71 booroola BB BB ondo
2. 73 booroola BB BB ondo
3. 74 szapora merind BB BB ondo
4. 76 booroola BB BB ondd
5. 226 szapora merind - B+ ond6/vér
6. 278 szapora merind - BB ondo
7. 319 szapora merind BB B+ ondo/vér
8. 2189 szapora merind BB BB ondo/vér
9. 3166 szapora merind BB BB ondo/vér
10. 3190 szapora merino - B+ ond6/vér
11. 3231 szapora merind B+ ++ ondo
12. 3260 szapora merind - BB ondo/vér
13. 7234 booroola - ++ ondd
14. 8120 booroola - ++ ondo
15. 8502* booroola B+ B+ ondo
16. 8257 szapora merind - BB vér
17. 8290 szapora merind - ++ vér
18. 9162 szapora merind - B+ vér
19. 0155 szapora merind - BB ondo
20. 0157 szapora merind - BB ondo
21. 046* booroola B+ B+ ondo
22. 011551 szapora merind - BB vér
23. 3394 szapora merind - B+ vér
24, 3619 szapora merind - B+ veér
25. 220212 szapora merind - BB vér
26. 220452 szapora merind - BB vér
27. 220506 szapora merind - BB vér
28. 220548 szapora meriné - B+ veér
29. 220647 szapora merind - BB veér
30. 220650 szapora merind - B+ vér
31. 097 szapora merino - B+ veér
32. 357 texel - ++ vér
33. 55640 texel - ++ vér
34. 121054 texel - ++ vér

*csengeri tenyészetben nem hordozo anya parositasabol sziiletett leanyutodok OR-ja alapjan
(MAGYAR és mtsai., 1999)
A tobbi kos esetén a genotipus becslés: utdodok OR ratdja, szaporulati eredménye alapjan,
valamint sziildi genotipus alapjan tortént (Forras: Tenyésztési naplo)
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5.6. Az egyes FecB genotipus meghatarozasi modszerek ido- és koltség igényének

o0sszehasonlitasa

A direkt génteszt tovabbi nagy elénye, megbizhatésaga mellett az, hogy — mint
ahogy e fejezet elején mar emlitettem — igen korai, az egyed sziiletését kovetd azonnali
genotipus meghatarozast tesz lehetdvé. A vizsgalat egy nap alatt elvégezhets. A
hagyomanyosnak mondhat6, fenotipus alapjan torténd genotipus meghatarozas a néivar
esetében legkorabban két éves korban lehetséges, hiszen az éallatnak ivarérettnek kell
lennie, legalabb 3 alkalommal torténd, szinkronizalas nélkiili OR mérésre van sziikség.
A becslés pontossagat javitja, ha tobb év eredményét is figyelembe vessziik. A himivar
esetében ivadékvizsgalat sziikséges, melynek iddigénye minimum 24 hoénap, ha a
leanyutodok korai, PMSG-vel torténd kezelést kdvetd OR mérési eredménye alapjan
torténik. Kiilon beavatkozas nélkiil akdr 30-32 honapra is sziikség lehet. A marker
vizsgélatokat tekintve, a marker genotipus meghatdrozas mar szintén elvégezhetd
kozvetleniil az egyed megsziiletése utan, hisz itt is DNS szintli vizsgalatrol van szo.
Azonban a marker allél — Fec® allél kozotti kapesoltsag megallapitasahoz sziikség van a
korabbi, eldzetesen elvégzett fenotipus vizsgalati eredményekre is. Amennyiben az
hatdsvizsgalat alapjan egyértelmii kapcsoltsig mutathatd ki, a késdbbi fenotipus
vizsgalatok elhagyhatéak. fgy a génhordozas megallapitasanak idSigénye az emlitett
elozetes értékeléseket kovetden, a direkt génteszthez hasonléan, egy nap alatt

elvégezhetd.

Az egyes modszerek koltségigényét tekintve a fenotipus alapjan torténd
genotipus meghatdrozds a legkoltségesebb, ami elsésorban az dllatok tartdsi,
takarmdnyozasi koltségébol adodik. A ndivar esetében maganak az egyednek a tartasi
koltségeivel kell szamolni, mig a himivar esetében a kos tartdsan tul az altaluk
fedeztetett anyajuhok (kb. 30 anyajuh) és az OR méréshez ,hasznalt” lednyutddok
tartasi koltségeit is figyelembe kell venni. Magdnak az ovuldcios ratanak a mérési
koltsége tulajdonképpen elhanyagolhato, mely csupan a vizsgalatot végzo személy
munkadija, s ez mindegyik modszer esetében fennall.

A marker teszt esetén, csak a DNS vizsgalat koltségeivel kell szamolnunk, mivel
az el6zetes, marker — Fec® allélok kozotti kapesoltsagi vizsgalatokhoz sziikséges OR
mérések mar eleve adottak. Egy mikroszatellit vizsgalat koltsége jelenleg kb. 2500-
3000 Ft (9,5-11 EURO). A direkt génteszt esetében is hasonld koltséggel lehet
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szamolni. Természetesen a modszer megbizhatosdaga a dirket gentesit esetében a

legnagyobb. Az éltalam tanulmanyozott 3 FecB genotipus meghatarozasi modszer id6

¢s koltségigényének Osszefoglald adatait a 20. tdblazat tartalmazza.

20. tablazat: A FecB genotipus meghatarozasra felhasznalt modszerek koltség és

idoigénye

Idéigénye Koltségigénye
Vizsgalati modszer

himivarban | ndivarban himivarban noivarban
Fenotipus alapjan  torténd , . 300.000- 10.000-
FecB genotipus becslés 24-32h6 24 h6 450.000Ft 15.000Ft
Marker genotipus alapjan
torténd FecB genotipus 1 nap 1 nap 2.500-3.000Ft | 2.500-3.000Ft
meghatarozas
Direkt génteszt alapjan tortén6 | - o) Inap | 2.500-3.000Ft | 2.500-3.000Ft
FecB genotipus meghatarozas
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6. Kovetkeztetések

A szapora merind allomanyon végzett molekularis genetikai vizsgalataim

eredményei alapjan az aldbbi kovetkeztetések vonhatok le.

Ovulacios rata vizsgalatok

Azon 64 szapora merin6 anyajuh OR eredményét értékeltem, melyeknél minden
adat a rendelkezésemre allt a tovabbi marker és direkt génteszt vizsgalatokhoz. Az
ovuléacios rata értékek nagysaga, illetve azok megoszlasa az allomany FecB mutécio
hordozésat igazoljak, hiszen a mért értékek tobb, mint 40%-a a hordozasra utal6 4-es

vagy annal nagyobb ovulacids rata érték kozé esett.

Marker vizsgalatok

A magyar merind €és a szapora merind allomanyokban végzett mikroszatellit
vizsgalatok eredményeként 6 OarAE101 és 6 BMI1329 mikroszatellit allélt
azonositottam. Az egyes allélok el6forduldsa a két allomanyban jelentdsen eltért, €és a
kiilonbség P<0,1% hibaszazalék mellett szignifikansnak bizonyult.

» A szignifikans kiilonbség alapjan megallapithatd, hogy a két allomany ezen

16kuszok vonatkozasaban kiilonbozik.

A szapora merind alloméanyban a 87-es OarAE101 és a 158-as BM1329 marker
allél dominalt, melyek a magyar meriné alloméanyban csak kis %-ban fordultak eld.
Mivel a tenyésztok a booroola mutaciot igyekeztek feldusitani a szapora merind
allomanyban, a homozigozitas kialakitasara torekedve, feltételezhetd, hogy a legtobb
csaladban e két allél kapcsoltan 6roklodik a Fec” allélal. Erdsiti ezt a tényt az is, hogy
az allomanyban hasznalt és preferalt tenyészkosok jelentds része az emlitett két marker
allélt homo-, vagy heterozigdta formdban hordozta. Azonositottam 3 OarAE101 (105,
107, 109) és 1 olyan BM 1329 (164) mikroszatellit allélt a szapora merind allomanyban,
mely a magyar merinénal nem fordult eld. Koziiliik a 164-es allélt booroola merino
kosnal is kimutattam.

» Ebbdl kovetkeztethetd, hogy ezek az allélok a booroola oldalrol keriilhettek az

allomanyba.
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A marker genotipus — ovulécios rata kozotti varianciaanalizis eredménye alapjan
az OarAE101 mikroszatellit 10kusz nem volt szignifikans hatassal az ovulacios ratéra.
Az éllomanyban legnagyobb gyakorisaggal eloforduld 87-es és 91-es allélok egyarant
eléfordultak olyan genotipus csoportokban, melyek OR 4atlaguk alapjan nem
hordozonak, illetve mutacié hordozénak mindsiiltek.

> 1gy esetiikben a kapcsoltsag csaladonként valtozik.

A BM1329 mikroszatellit marker szignifikdnsan befolyasolta az ovulacids rata
alakulasat. E lokuszra nézve négyféle genotipus fordult eld a varianciaanalizis
vizsgélatba vont 64 egyedet tekintve.

» Az eredmény arra utal, hogy a 158 és 164-es allélok 6roklédnek kapcsoltan a

Fec” alléllal.

» A 158-as allél alacsony OR atlaggal rendelkez6 genotipus csoportokban is
eléfordult. Ez azt jelenti, hogy a 158-as allél Fec” alléllal valé kapcsoltsaga
néhany csaladban megvaltozott és az alacsony OR atlaggal rendelkezdk esetében

nem 6rok16dik egyiitt a Fec® alléllal.

A kapcsoltsagi viszonyok megvaltozasat igazoljdk a rekombinacids esetek
vizsgéalatdinak eredményei. Az dllomanyban eléforduld, Osszesen 80 informativ
meidzisbol 13 volt rekombindns, ami 16,25%-os eldfordulést jelent. Az informativ
meidzisok kis szamanak oka az allomany nagyfoku homozigozitdsa. Az adllomany 34%-
a kétszeresen homozigoéta volt a 87 és 158-as allélokra, valamint 18%-a az egyikre
homo-, masikra heterozigdta genotipust volt. Ezt tdmasztjak ald az egyes markerekre
kapott PIC értékek is, mely a marker-informativ csaladok eléfordulasanak gyakorisagat

mutatjak (PICgnmi329-0,436, PICoarar101=0,385).

A marker allélok és a Fec” allél kozotti egyértelmii kapcsoltsagi viszonyt a
késObbiekben elvégzett marker genotipus €s FecB genotipus 0Osszehasonlitasabol
szarmaz6 eredmények mutatjdk. A marker genotipusok FecB genotipus csoportokon
beliili eloszlasa szignifikans volt P<0,1% hibaszazalék mellett, vagyis az eloszlas nem a

véletlennek koszonhetd.
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» Az eredmény a két mikroszatellit 16kusz FecB 16kusszal vald kapcsoltsagat
igazolja. A marker genotipusok eloszldsa a booroola genotipustdl fiiggden

valtozik.

A genotipus eloszlasok a csak marker és ovulacids rata eredmények alapjan tett

feltételezéseimet tamasztjak ald, miszerint:

» A szapora merind allomanyban legnagyobb aranyban a 87-es, valamint a 158-as
¢s 164-es allélok oroklddnek kapcsoltan a booroola alléllal. A BB genotipusu
egyedek 88,2%-a az OarAE101 markerre homozigéta 87/87, a BM1329-es
markerre pedig 77,6%-a homozigota 158/158, 17,7%-a pedig 158/164-es
genotipusu.

> A vad tipusu Fec' allél els6sorban a 91-es, valamint a 160 és 162-es marker
allélokhoz kapcsolt. A ++ egyedek 17,3%-a 91/91-es genotipust, 51,6%-a pedig
heterozigdota a 91-es allélra. A BM1329-es marker lokuszra a ++ genotipusu
egyedek 10%-a 160/160, 80%-a pedig heterozigdta formaban hordozza a 160,
illetve 162-es allélokat.

» A mikroszatellit markerekre vonatkozdan Osszességében megallapithato, hogy a
vizsgalt szapora merin6 allomdnyban populacid szinten egyértelmii kapcsoltsagi
viszony nem mutathato ki a marker allél és Fec® allél kozott. Ez csak csaladi
szinten hatarozhatdo meg. A marker teszt dnmagéaban az allomanyon beliil nem

alkalmas a génhordozas tényének, a FecB genotipusnak a megallapitasara.

» A szaporasag ndvelésére iranyuld keresztezési programokat tekintve, a marker
teszt eredmények a mutacio beviteli programokban felhasznalhatok, hiszen a BB
homozigoétanak bizonyult kosok esetében bizonyos, hogy az altaluk hordozott
marker allélok kapcsoltak a booroola mutacidval. gy az utédokban a tenyészkos
altal hordozott marker allél jelenléte a Fec® allél jelenlétére utal. Természetesen
egy-egy beviteli program esetén el0szor a ,,recipiens”, nem hordoz6 allomany
marker genotipusanak meghatdrozasa sziikséges, mivel csak olyan allomanyban
hasznalhatdo egy adott homozigéta BB kos, amelyben a tenyészkos altal
hordozott marker allél nem mutathaté ki. Mivel a szapora merino és a magyar
meriné fajta a marker allélok eloszlasaban, a Chi* préba eredményeként,

szignifikansan kiilonb6zének bizonyult, az eltérd genotipusu egyedek parositasa
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megalapozott. A Fec® allél bevitelét kdvetden a booroola gén a marker
genotipus alapjan nyomon kovethetd. Természetesen a genetikai kapcsoltsag itt
is megsziinhet a marker lokusz és a FecB 1okusz kozotti tavolsag mértékének
megfeleléen. WEIMANN ¢és mtsai. (2001) a FecB lokuszt kozrezard két
mikroszatellit marker kozotti tavolsagot 13 cM-ben allapitotta meg, ami a
rekombinacionak 13%-os eléfordulasi lehetdségét jelenti. Tehat amennyiben a
marker tesztet alkalmazzuk a booroola gén nyomonkovetésére 13%-o0s

hibalehetdséggel kell szamolnunk.

Direkt génteszt vizsgalatok

A FecB genotipus és ovulacids rata kozotti varianciaanalizis a varakozasnak
megfeleld eredményt adott. A FecB genotipus P<0,001 szinten szignifikdnsan
befolyésolta az ovulacios ratat.

» Mivel a direkt génteszttel maga a nagy ovulacidés szamot kivaltdé mutacid
mutathato ki, a magas szinten megbizhatd szignifikdns hatds igazolja, hogy az
ovulacios rata alakuldsat a szapora merin6 allomanyban valoban a BMPR-1B

receptorban bekovetkezett mutacioé okozza.

» A FecB genotipus ndivarban és himivarban kapott szazalékos megoszlasa
mutatja, hogy a tenyésztok célkitiizése még nem valdsult meg, hiszen az
allomany jelenleg még nem érte el a 100%-os homozigozitast a Fec® allélra. A

jelenlegi szapora merin6 allomany 40,4%-a homozigota BB.

Osszevetettem a fenotipus alapjan becsiilt és a direkt génteszt alapjan

meghatarozott FecB genotipus eredményeket a szapora merind dllomanyban.

» A néivar esetén az egyezés 79%-o0s volt. A tenyésztok 20%-ban talbecsiilték a
genotipust, ami részben magyarazatul szolgal arra, hogy miért olyan magas még
mindig a nem génhordozdk, illetve a heterozigotdk aranya a ndivara

alloméanyban.

A leanyutodok korai OR eredménye alapjan a tenyésztok a kosok FecB

genotipusat a direkt génteszt eredményeihez viszonyitva nagy eltéréssel becsiilték.
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Mindossze 45%-ban értékelték azonosnak a direkt génteszt eredményeivel Osszevetve,
¢és 45%-ban tulértékelték azt.

» A noéivarban megallapitottakhoz hasonldéan ez esetben is az a kovetkeztetés
vonhato le, hogy a hagyomanyos modszer ,,hib4ja” miatt a tévesen mutaciot
hordozénak becsiilt kosok hasznélatat preferalva nem sikeriilt a vartnak
megfeleld mértékben ndvelni a BB homozigdtdk aranyat az allomanyban. Itt
elsdsorban a 319-es és a 914-es kosokat emelném ki. Mindkettét BB
homozigotanak becsiiltek, de a direkt génteszt eredménye alapjan B+
genotipusunak bizonyult. A 319-es kos 6 évi tenyésztésben vald hasznalata alatt
(1996-2001 kozott) osszesen 101 utod sziiletett, a 914-es kosnak ugyanezen
id6szak alatt 36 (SZARAZ, 2002). A 8290-es kostol, mely nemhordozoénak (++)
bizonyult, 2000-ben ¢€s 2001-ben 61 anyaval torténd parositasabol dsszesen 107
utodja sziiletett, melyek koziil 29-et tenyésztésbe allitottak. Természetesen ++ és
B+ egyedek jelentdsebb aranyu jelenlétének oka lehet még a hibas szarmazas,
vagy esetleg a kis egyedszdm miatt, egyéb tulajdonsdgai alapjan (siiritve
ellethetdség, szarvatlansadg, nagyobb sulygyarapodas) értékesebbnek bizonyult

nemhordozo egyedek alloméanyban tartésa.

A tenyészkosok egy részének genotipusat a leanyutodok szinkronizalas nélkiil,
természetes ivarzasi ciklusban mért ovuldciés eredményeik alapjdn becsiilték a
tenyésztok. Ezen egyedekénél a vélt és valés FecB genotipus eredmények a ndivar
esetén kapott mértékben voltak egyezdek (80%).

» Ez a modszer tehat joval megbizhatobbnak bizonyult, mint a PMSG kezelést
kovetd OR meghatarozés alapjan torténd genotipus meghatarozas, pontossaga

azonban még mindig jelentdsen alulmarad a direkt génteszthez képest.

A fenotipus alapjan torténd genotipusbecsléstdl eltérden a direkt génteszt
vizsgélatok teljesen megbizhaté eredményt adtak. Ezt igazolja egyrészt az, hogy a
megvizsgalt, a FecB mutacidt nem hordoz6 46 magyar merind egyed és 3 texel kos ++
genotipusunak bizonyult a DNS teszt alapjan, tovabba az, hogy 20 mutaciét hordozo
(heterozigota és homozigdta) szapora merind egyed ismételt vizsgalata soran szintén

azonos eredményt kaptam.
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> lgy az altalam alkalmazott, kiilfoldi szakirodalombol atvett direkt génteszt
modszer segitségével teljes bizonyossaggal allapithaté meg az egyed FecB

genotipusa.

A FecB genotipus meghatarozasdhoz alkalmazott DNS teszt vizsgalatokhoz
kiilonb6z6 szovetmintak alltak rendelkezésemre. Az esetek jelentds részében
vérmintabol vontam ki a vizsgalatok alapjat képez6 DNS-t. A szapora merind
kialakitasara hasznélt import booroola tenyészkosok, és szamos hazai tenyésztésii
szapora merin6 kos azonban mar elpusztult, esetilkben a mélyhtitott szaporitdanyag allt
csak rendelkezésemre. Hat tenyészkos esetében lehetéségem volt mind vér, mind ondo
mintabol elvégezni a DNS tesztet, melyek egyforma eredménnyel szolgaltak.

» Tehat mindkét szovetmintat alkalmazva megbizhatd eredménnyel szamolhatunk

a DNS teszt alkalmazasat illetéen.

7. Uj tudomanyos eredmények

1. Megallapitottam, hogy a nemzetk6zi irodalomban javasolt mikroszatellit
markerek (OarAE101 és a BM1329) a szapora merind allomanyban, allomany
szinten, nem alkalmazhatoak a FecB mutacidt hordozo egyedek azonositisara.
Annak magyar merinoba torténd bevitele esetén, amennyiben a kos és a
termékenyitendd anyajuh marker genotipusa eltér, alkalmasak lehetnek a Fec®

allél nyomonkovetésére.

2. A BMPR-1B mutici6 kimutatisara alkalmas direkt génteszt moddszert
adaptaltam, ¢és elsOként alkalmaztam Magyarorszagon a FecB genotipus
meghatarozasara. A modszer alkalmazasaval bizonyitottam, hogy a szapora

merindban valoban ez a mutacié okozza a nagy szaporasagot.

3. Megallapitottam, hogy a ndivar esetében az ovulacids rata alapjan 79%-os
biztonsaggal hatarozhaté meg a FecB genotipus és 96,7%-0s megbizhatosaggal

becsiilhetd a mutans booroola gén hordozasa.

4. Megallapitottam, hogy a himivarban a leanyutédok PMSG kezelés nélkiili,

illetve PMSG kezelést kovetd ovulacios rata értékek alapjan torténd FecB
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genotipus meghatarozds megbizhatosadga eltérd. Kezelés nélkiil 80%, kezelés

esetén mindossze 45%.

Megallapitottam, hogy a vérbdl torténd direkt génteszt lehetdvé teszi az egyedek
booroola mutacido hordozasanak gyors, sziiletés utani meghatarozasat Ismételt
vizsgélatokkal igazoltam a direkt génteszt megbizhatdsagat, illetve adaptaltam a

modszert ondobol térténd genotipus meghatarozasra.

8. Gyakorlatnak atadhaté eredmények

1.

A vizsgalt mikroszatellit markerek FecB muticiét hordozd egyedek
szelekciojara vald alkalmazasat a szapora merind allomanyban nem javaslom,
mivel azok a Fec® allél — marker allél kapcsoltsagi viszonya az allomany
egészére vonatkozoan nem egyértelmii. Keresztezési programokban alkalmas

lehet, de a direkt génteszt kidolgozasaval ezek jelentdsége hattérbe szorul.

A direkt génteszt alkalmazdsdval meghataroztam az 1998-2003 kozott
tenyésztésben tartott ndivara egyedek (igy a jelenlegi allomanyt is beleértve),
illetve a tenyésztésben hasznalt (mdar elpusztult illetve jelenleg meglévo)
tenyészkosok FecB genotipusat. Az eredmények ismeretében javasolni tudom
mely tenyészkosok haszndlata, illetve milyen parositasi terv lenne elényds a
jovot illetéen. A 2003-as tavaszi sziiletésii baranyok FecB genotipus szerinti
szelekcioja mar az dltalam szolgaltatott eredmények alapjan tértént. Azonos
megbizhatdsdgiinak bizonyult vizsgdlataim sordn a vér €s az ondd mintabol
elvégzett direkt génteszt eredménye. Ennek jelentésége abban all, hogy a mar
nem €16 tenyészkosok - melyektdl csak ondd minta allt a rendelkezésemre —
genotipusat is sikerrel meg tudtam hatirozni. Igy a jovében, mesterséges
termékenyitéssel a biztosan homozigota BB genotipusti egyedek haszndlatat

tudom javasolni.
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9. Osszefoglalas

A juhtenyésztés gazdasagossagat az egy anyajuhra jutd éves hasznosult
baranyszaporulat alapvetéen meghatarozza. Magyarorszagon a juhallomany dontd
részét kitevd magyar merind szaporulati teljesitménye elmarad a kivanatostol. A
szaporasag ndvelésére iranyuld torekvések tekintetében nagy kiugrdsi lehetdséget
jelentett e tulajdonsagot befolydsold nagyhatdsu gének felfedezése, amelyeket ha
keresztezéssel sikeriil bevinni egy kis termel6képességli populacidba, gy azzal az
allomany genetikailag meghatarozott potencidlis szaporasagat novelni tudjuk. A juhok
esetében a booroola gén volt a vilagon elsdként felismert szaporasagot befolydsolod
nagyhatdsa gén. Felismerve jelentdéségét néhany év alatt a vilag valamennyi
kontinensére eljutott és szamos orszdgaban keresztezési programokat inditottak szapora

vonalak, szintetikus fajtak kialakitasa érdekében.

Magyarorszagra 1980-ban érkeztek az elsé booroola egyedek, s egy kidolgozott
keresztezési program eredményeként 1992-ben létrehoztdk a szapora merind fajtat. A
homo-, vagy heterozigota hordozéi legyenek. A hordozas tényének megallapitasa
mindeddig a néivari egyedeknél azok sajat teljesitménye, a kosoknal viszont csak
leanyivadékaik ovulacids rata eredménye alapjan tortént. A moddszer koltséges és
nagyon hosszu id6t vesz igénybe. Emiatt igazan a gyakorlatban nem is terjedhetett el,
csak a torzsallomany egyedeinek szelekcidjanal alkalmaztak.

Vizsgalatom célja volt a legijabb molekularis genetikai  eszkozok

alkalmazésaval a mutaciot hordozok azonositasat hatékonyabba tenni.

Munkam elkezdésekor csak a booroola 16kusszal kapcsoltan 6roklédé markerek
alltak rendelkezésre, igy vizsgalataim elsé fele a FecB lokuszhoz kozel eso, azt
kozrefogd OarAE101 és BM1329 mikroszatellitekre irdnyult. Vizsgaltam van-e hatdsa a
marker genotipusnak a booroola gén 4altal kozvetleniil befolydsolt ovuldcids rata
alakulasara. A vizsgéalatot 1998-2001 kozott a debreceni szapora merind allomany
egyedein végeztem. Az allélgyakorisdgok felméréséhez, illetve az egyes marker allélok

eredetének meghatarozdsdhoz nem génhordozé magyar merind egyedek genotipizalasat
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is elvégeztem az emlitett mikroszatellit lokuszokra. A vizsgalatokhoz sziikséges
genomialis DNS-t vér és ondd mintakbdl nyertem.

A munkam masodik felét a direkt génteszt vizsgalatok képezték. A magas
ovulaciés rata kialakulasaért felelds, BMPR-1B receptorban bekovetkezett mutacio
felfedezése jelentette a kozvetlen DNS teszt elvégzésének lehetdségét. A nemzetkozi
irodalombdl adaptalt modszerrel az 1998-2003 kozott a debreceni szapora merind
allomanyban tenyésztett ndivaru egyedek, tovabba a fajta kialakitasandl felhasznalt,
Ausztraliabol importalt booroola merind, valamint a hazai tenyésztésii szapora merind
kosok FecB genotipusat hataroztam meg. Vizsgaltam a direkt génteszt alapjan
meghatarozott FecB genotipus hatdsat az ovulacids ratara. Osszehasonlitottam a
fenotipus alapjan és a direkt génteszt alapjan kapott genotipus eredményeket, és a

modszerek megbizhatosagat.

Mind a marker genotipus, mind a FecB genotipus ovulacids ratara gyakorolt
hatdsanak vizsgalatdhoz olyan ovulacids eredményeket vettem figyelembe, melyek
meérésére Gsszel keriilt sor, ivarzasszinkronizald szerek alkalmazasa nélkiil.

Az ovulacids rata értékek nagysaga, illetve azok megoszlasa az allomany FecB
mutacio hordozéasanak tényét erdsitették, hiszen a mért értékek tobb, mint 40%-a esett a

hordozésra utal6 4-es vagy annal nagyobb ovuléacios rata értékek kozé.

A marker vizsgalatok soran kapott allélgyakorisagi értékek jelentdsen eltértek a
szapora merind ¢és a magyar merind allomadny esetében, mely alapjan szignifikdnsan
kiilonbozének bizonyultak. Az OarAE101 16kuszon azonositott, dsszesen 6 allél koziil 3
allél (87, 91, 99) mindkét alloményban jelen volt, 3 (105, 107, 109) viszont csak a
szapora merind esetében volt jelen. Ez arra utal, hogy az utobbiak valdszintlileg a
booroola oldalrol keriilhettek a szapora merin6 fajtaba. A BM 1329 mikroszatellit esetén
szintén 6 allélt azonositottam, melyek koziil 3 (158, 160, 162) eléfordult mindkét
fajtaban, a 164-es csak a szapora merinoban, a 172-es pedig csak a magyar merindoban
volt kimutathat6. A 164-es allélt booroola kos esetében is sikeriilt azonositanom, igy
feltételezhetd, hogy ez az allél szintén booroola eredetii. Az allélok gyakorisagat
tekintve a 87-es OarAE101 és a 158-as BM1329 mikroszatellit allél dominalt a szapora
merind fajtdban. E két allél nagyaranyu jelenléte annak koszonhetd, hogy a legtobb

csaladban kapcsoltan 6roklédtek a Fec® alléllal, hiszen a tenyészték a booroola gén
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elterjesztésére, homozigota allomany kialakitasara torekedtek. Majd ezt a kapcsoltsagot

a késobb elvégzett marker és direkt génteszt eredmények dsszevetése is alatdmasztotta.

A marker genotipus ¢és ovulacids rata varianciaanalizis eredményeként
megallapithatd, hogy az OarAE101 genotipus nem volt szignifikdns hatassal az
ovulacios ratara, mig a BM1329 genotipus szignifikdnsan befolyasolta a levalt
petesejtek szdmat. A BM1329-es mikroszatellit marker genotipusok koziil a 158/158,
158/164 genotipus csoportok OR értéke szignifikdnsan nagyobbnak bizonyult a 158/160
és 158/162 genotipus csoportok OR atlagdhoz viszonyitva, és a vizsgalatba vont
allomany atlagat is jelentdsen meghaladta. A kapott eredmények alapjan megallapithato,
hogy a 158-as és a 164-es allélok kapcsoltan 6roklédnek a Fec® alléllal az allomanyban.
A 158-as allél esetében a kapcsoltsdg valamely sziildnél megvaltozott, mivel olyan
genotipusokban is eléfordul (olyan allélkombinacidban), ahol a csoport legkisebb
négyzetes OR atlaga alapjan egyértelmiien gént nem hordozénak bizonyult. Az
allomanyba keriilése is kétoldalu lehetett, mivel a szapora merind kialakitdsanal
felhasznalt magyar merin6 allomanyban is el6fordul. A 164-es allél a merind
allomanyban nem volt jelen, igy az csak booroola keresztezéssel keriilhetett az
allomanyba.

A marker allélok és a Fec® allél kozotti egyértelmii kapcsoltsagi viszonyt a
késObbiekben elvégzett marker genotipus €s FecB genotipus 0Osszehasonlitasabol
szarmaz6 eredmények mutatjdk. A marker genotipusok FecB genotipus csoportokon
beliili eloszlasa szignifikdns volt, ami a két mikroszatellit 10kusz FecB 16kusszal valo
kapcsoltsagat igazolja. A marker genotipusok eloszlasa a booroola genotipustdl fiiggden
valtozik.

A genotipus eloszlasok a csak marker és ovulacios rata eredmények alapjan tett
feltételezéseimet tamasztottak ala. A szapora merind allomanyban legnagyobb aranyban
a 87-es, valamint a 158-as és 164-es allélok 6roklddnek kapcsoltan a booroola alléllal.
Ugyanakkor az el6forduld rekombinaciok miatt ez a kapcsoltsagi viszony egyes
csaladoknal megvéltozott. A vad tipusu Fec™ allél elsésorban a 91-es, valamint a 160 és
162-es marker allélokhoz kapcsolt.

A marker vizsgélatok eredménye alapjan megallapithatd, hogy a szapora merind
allomanyban populacié szinten egyértelmii kapcsoltsagi viszony nem mutathatd ki a
marker allél — Fec® allél kozott. Ez csak egyedi szinten hatirozhaté meg. A marker teszt

onmagaban az allomanyon beliill nem alkalmas a génhordozas tényének, a FecB
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genotipusnak a megallapitasara. Felhaszndlhatdo lenne ugyanakkor mutacio beviteli
programok soran. Itt azonban az ismert homozigota genotipusi kosok koziil azok
hasznalhatok, melyek marker genotipusa eltér a ,recipiens” allomany egyedeinek
marker genotipusatol. Az el6z6 mondatban azért a ,,lenne” szdt hasznaltam, mert 2001-
ben olyan direkt génteszt elvégzésére valt lehetdség, mely a nagy ovulacios ratat okozé
BMPR-1B receptorban bekovetkezett mutacio kimutatdsara alkalmas. Ezzel

tulajdonképpen a marker vizsgéalatok elveszitették fontossagukat.

A booroola gén felfedezése oriasi jelentdségtli, hiszen azt jelenti, hogy ezentul
sem fenotipus mérésre, sem marker kapcsoltsagi vizsgalatokra nincs sziikség. A direkt
DNS teszttel a génhordozds ténye az allat sziiletését kovetden azonnal, ivartol

fiiggetleniil meghatarozhato.

A direkt génteszt vizsgalatoknal a FecB genotipus ¢és ovulacios rata
varianciaanalizis eredménye igazolta a booroola mutacid allomdnyban val6 jelenlétét. A
FecB genotipus magas megbizhatdsagi szinten szignifikdns hatdssal volt az ovulécios
ratara. A FecB genotipus néivarban ¢és himivarban kapott szdzalékos megoszlasa
mutatja, hogy a tenyésztOk célkitlizése még nem valosult meg, hiszen az allomany
jelenleg még nem érte el a 100%-o0s homozigozitast a Fec® allélra. A jelenlegi allomany
40,4%-a homozigdta BB.

Osszehasonlitottam a fenotipus alapjan becsiilt, és a direkt génteszt segitségével
meghatarozott FecB genotipust. Az anyajuhok korében atlagosan 80%-ban egyezett
meg a becsiilt és a valds genotipus, és 20% kortili értékben a tenyésztok talértékelték az
egyedek hordozasdnak mértékét. Mindez magyarazatul szolgalhat arra, hogy a nem
génhordozo, illetve a heterozigdta B+ egyedek miért vannak olyan nagy aranyban jelen
a fajtdban. Hasonloan elvégeztem a vizsgalatokat a himivarban is, mely kozel azonos
eredményt adott. Ez csak megerdsiti az el6z6 allitast, miszerint a tévesen
homozigotanak értékelt kosok preferalt haszndlatdval nem tudtak a tenyésztok a kivant

mértékben novelni a BB homozigotak szamat.

A tenyészkosoktol levett és hiitve tarolt szaporitdoanyag vizsgalataval sikertilt
olyan egyedek genotipusat is meghatarozni, beleértve az import booroola, illetve hazai
tenyésztésli szapora merind kosokat, melyek mar elpusztultak. Ennek jelent6sége abban

rejlik, hogy sikertiilt ujra értékelni azok booroola genotipusat, és a jovobeli tenyésztoi
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munkaban javaslatot tudok tenni a tenyészkosok hasznalatat illetéen a valds genotipus

eredményekre tdmaszkodva.

A szaporitdanyag mintaként valé alkalmazasa soran is megbizhat6 eredménnyel
szamolhatunk, melyet igazol az a tény, hogy ugyanazon egyed vér és ondé mintdjabol

elvégzett direkt génteszt vizsgalatok azonos genotipus eredményt adtak.

A célkitiizéseim alapjan eredményeim a kovetkezokben foglalhatoak ossze:

- Megallapitottam, hogy az altalam alkalmazott mikroszatellit markerek
nem alkalmasak allomany szinten a FecB mutéaciot hordozok kivalogatasara, ez csak
csaladi szinten lehetséges. Igy a markerek segitségével végzett szelekcids modszer a
szapora merind allomanyban nem alkalmazhat6. Keresztezési programokban azonban,
amennyiben a kos és a termékenyitendé anyajuh marker genotipus eltér, ezek a
mikroszatellitek alkalmasak a Fec® allél nyomonkdvetésére. Igaz ennek jelentdsége
hattérbe szorul a booroola mutécio felfedezése miatt.

- Megéllapitottam, hogy a ndivar esetében az ovulacids rata alapjan 79%-
os biztonsaggal hatarozhat6 meg a FecB genotipus és 96,7%-0s megbizhatésaggal
becsiilheté a mutans booroola gén hordozasa.

- Megallapitottam, hogy a himivarban a leanyutodok PMSG kezelés
nélkiili, illetve PMSG kezelést kovetd ovulacios rata értékek alapjan torténd FecB
genotipus meghatarozas megbizhatosaga eltérd. Kezelés nélkiill 80%, kezelés esetén
minddssze 45%.

- A direkt génteszt modszerével a valos FecB genotipus teljes biztonsaggal

allapithaté meg, mindkét altalam vizsgélt szovetminta (vér és ondo) esetében.

A booroola mutaci6 direkt génteszt segitségével vald kozvetlen kimutathatosaga
nemcsak a szapora merind fajta tenyésztését, a fajtan beliil a hordozok gyors és
egyszerli azonositasat jelenti és segiti, hanem a fajta szélesebb korben valo
elterjesztésében is nagy jelentdéséggel birhat. A szaporasdg novelésére iranyulo
keresztezési programokban a bonyolult, id6 és koltségigényes fenotipusos teljesitmény
mérés ¢és a marker vizsgalatok elhagyhatok. A keresztezést kdvetden a ,recipiens”
allomanyban a direkt génteszttel egyszertien nyomon kovethetd a Fec® allél utja,

megkonnyitve, és hatékonyabba téve ezzel a tenyészallatok szelekciojat.
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MELLEKLET



1. melléklet. A juh (Ovis aries) BMPR-1B receptor mRNS szekvenciaja (GénBank
azonositdo: AF312016). A mutacid helyét piros szinnel jeloltem A sargaval jelolt
szekvencia rész az PCR soran alkalmazott reverse primer.

1 ttttccgttg agctatgaca agagaggata caaaaagtta aacaagcaag cctgtcatac
61 gtagaagcaa acttccttga taacatgctt ttgcgaagtt caggaaaatt aagtgtggge
121 accaagaaag aggatggtga gagtacagcc cccaccccte gtccaaagat cttgegatgt
181 aaatgccacc accattgtcc agaagactcg gtcaacaata tttgcagcac agatggatat
241 tgtttcacga tgatagaaga agatgactct gggatgcctg tggtcacttc tggatgtcta
301 ggactagaag gctcagattt tcagtgtcgg gacactccca ttcctcatca gagaagatcce
361 attgaatgct gcacagaacg gaatgaatgt aataaagatc tgcaccccac acttcctcca
421 ctgaaaaaca gagattttgt tgacggacct atacaccaca aagctttact tatatctgtg
481 actgtgtgta gtttgctctt ggtcctcatc attttattct gttacticag gtataaaaga
541 caagaagcca gacctcggta cagcattggg ttagaacagg acgaaactta cattcctect
601 ggagaatccc tgagagactt aattgagcag tcgcagagct cagggagcegg atcaggcctc
661 cctctgetgg tccagaggac aatagcaaag caaattcaga tggtgaaaca gattggaaaa
721 ggtcgctatg gggaagtttg gatgggaaag tggcgtggeg aaaaggtagce tgtgaaagtg
781 ttcttcacta cagaggaggc cagctggttc cgagagacag aaatatatca gacggtgttg
841 atgaggcatg aaaacatctt gggcttcatt gctgcagata tcaaagggac ggggtcctgg
901 acacaactgt acctaatcac agattatcat gaaaatggtt ccctctatga ttacctgaag
961 tccaccaccc tagacactaa gtcgatgttg aagctagcect attccgcagt cagtggecte
1021 tgtcacttac acactgaaat ctttagcact caaggcaaac cagcaattgc ccatcgagat
1081 ctgaaaagta agaacatcct ggtgaagaaa aatggaactt gctgtatagc tgacctgggce
1141 ttggctgtta agtttattag tgacacgaat gaagttgaca taccacccaa cactcgagtt
1201 ggcaccaagc gctacatgec tccagaagtg ttggatgaga gcttgaacag aaatcacttt
1261 cagtcttaca tcatggccga catgtacagt tttggactca tcctitggga ggtcgetagg
1321 agatgtgtgt caggaggtat agtggaagaa tatcagctcc cctatcatga cctggtgecce
1381 agtgacccct cttacgagga catgagagag atcgtgtgta tcaagaagct gcggcecctec
1441 ttccccaacc ggtggagcag tgacgagtgt ctcaggcaga tggggaaact catgacggaa
1501 tgctgggctc acaatcctge ctcaagactg acagccctac gggttaagaa aacccttgec

1561 aaaatgtcag agtcccagga cattaagctc tgaggcaaga gtaagtgtct ct
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