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The entire inheritance of living organisms is contained in its genomic DNA, the sequence of which can
be determined by various DNA sequencing methods. Researchers have long used clone-based methods
for this purpose, but today the first, second (next-generation sequencing, NGS) and third-generation
sequencing procedures are preferred. With the most widespread next-generation sequencing methods,
a mammal's entire DNA can be read within hours. The single read sequences (reads) are only a few
hundred basepairs, but summing up their lengths, they could cover the whole genome several times.
The reads are assembled to longer sequences by using bioinformatics programs. The goal is to regain
the sequence of the original DNA. First, contiguous sequences can be created from matching and
overlapping reads, they are called contigs and contigs become settled for scaffolds. The sequences in
the scaffolds are incomplete, there remain gaps, which are undetermined segments in the sequence.
The most important farm animals have at least scaffold-level online genome assemblies. The most
complete genome assemblies are ordered according to the pseudochromosomes. In the construction of
pseudochromosomes, scaffolds are mapped to the genetic map of the organism in question, which was
determined by genetic markers of known DNA sequences. In double-reference-guided assembling, de
novo scaffolds are mapped/probed to the known genome of a closely related species and to the genetic
map of the living entity targeted. The scaffolds are assorted and ordered following the colinearities and
syntenies. This method is useful for completely new genomes. The annotation process describes the
locations, structures, functions of the genes and other genomic structures along the reference genome
resulted. The annotated reference genomes can be used in many ways, e.g. in animal breeding and
husbandry, in the game management, in population genetics studies or in forensic cases/wildlife
programs.
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BEVEZETES

A genom egy szervezet teljes 6rokit6 informaci6ja, amelyet a DNS kddol (egyes
virusokban az RNS), a géneket és a nem kddolé szekvenciakat is magaban fog-
lalja. A genomika a genommal foglalkozé multidiszciplindris tudomanyag,
amely a gének és a nem kodolé régiok kdlcsonhatasait, a genomok szerkezetét,
a gének elhelyezkedését vizsgalja és feltarja az egyes él6lények genomja ko-
z6tti kiilonbségeket. Az él6lények genomjaban rejlé informaciok kiiléonbozd
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bioinformatika eszkozok segitségével valnak értelmezhetévé a kutatdk sza-
mara.

A DNS szekvenalas soran meghatarozzuk egy DNS molekula nukleotid sor-
rendjét. Az Uj generacids szekvenal6 laborok nagy mennyiségii szekvencia ada-
tokat produkalnak, amelyek feldolgozasaval a bioinformatika foglalkozik. A
bioinformatika targykorébe tartozik a szekvencia illesztés, a statisztikai anali-
zis (gén hosszusag, CG ardny), a genom annotaci6 (ORF, gén predikcio,
promoéter analizis), szekvencia adatbazisok hasznalata, szekvencia keresés,
makromolekuladk haromdimenziés modellezése és a fehérjék kozotti kapcsola-
tok feltarasa. A Next-generation sequencing (NGS, Uj-generaciés szekvenalas
modszereknek koszonhetéen napjainkban elegendé csupan nyolc munkadra
és kortlbeliil 1000-1500 USA $ egy emlds teljes genomjanak a
szekvenalasahoz. A leolvasott és Osszerakott szekvencidkat a
bioinformatikusok igyekeznek nemzetkozileg elismert, online elérhet6 adat-
bazisokba feltolteni. Az egyik ilyen jelentds publikacids és szekvencia adatba-
zis az NCBI (National Center for Biotechnology Information), ahol a feltdltott
genomok szama folyamatos novekedést mutat.

2018. januar 23.-an a svajci Davos varosaban tartott talalkozon a Vilaggaz-
dasagi Férum tébb fontos genomikai intézettel 1épett szovetségre. A konferen-
cian megfogalmaztdk a negyedik ipari forradalmat megalapoz6 Fold Bio-
Genome Project (EBP) célkitlizéseit, amely lényegében a vildag minden
eukaridta él6lényének (6sszes novény, allat és egysejtli szervezet) a teljes ge-
nom szekvendalasa és egy fenntarthat6 biogazdasag létrehozasa. Ezek az intéz-
kedések fontos szerepet jatszhatnak mintegy 20000 veszélyeztetett faj meg-
mentésében. A projekt el6relathatéan 10 évet és 4,7 millidrd dollart fog
igénybe venni (Lewin és mtsai., 2018).

Régen kimagasl6 eredménynek szamitott egy-egy gén teljes szekvenciija-
nak leirdsa, manapsag azonban az él6lények teljes genomjanak ismertetésére
ugynevezett WGS (Whole Genome Sequencing) projektek megvalésitasara to-
rekszenek a kutaték vilagszerte. Napjainkban a genetikai modell allatokon ki-
vil, tobb mezdgazdasagban kiemelked6 novény és allatfaj teljes genom szek-
vencidja is elkésziilt példaul hazi sertés, szarvasmarha, juh, rizs, btiza, kukorica
stb.

Magyarorszagon a gimszarvas genomprogram keretében megval6sult Ma-
gyarorszag elsd igazi, nemzetkozileg elismert genomprogramja, amelynek
kapcsan létrehoztuk a vilag elsé szarvas genom programjat (CerElal.0), amely
kromoszémakba rendezve, valamint a centromeron poziciékhoz orientalva
készitettiink el (Bana és mtsai., 2018).
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TELJES REFERENCIA GENOM OSSZEALLITAS MENETE

Laboratoriumi munka

A bioinformatikai analiziseket szinte minden esetben megel6zi a laboratori-
umi munka. A teljes genomi DNS kinyerése és a mintavételezés meg kell felel-
jen a human etikai vonatkozasoknak, vagy az allat jéléti torvényeknek. A min-
tak tarolasa és a DNS izolalasi protokoltdl és a késébbi felhasznalastdl fiigg. Az
izolalas eredményeképpen kapott DNS tisztasagat és mennyiségét nanodrop
fotométeren ellendrzik le. A gimszarvas genomprogram esetében a DNS mintat
a Kaposvari Egyetem Vadgazdalkodasi Tajkézpont Bészénfai Szarvas farmjan,
természet kozeli korilmények kozott €16, 7 éves, kapitalis gimszarvasbika (fiil-
szama: Crot. N.o. 3016) 10 ml vére szolgaltatta, amelyet a mintavétel utan
EDTA pufferben taroltunk.

DNS konyvtarak

A virusok és baktériumok szekvenalasa laboratériumi, klén alapti médszerrel
kezdddott el. A klon alapt, hierarchikus szekvenalds soran a genomi DNS-t
restrikciés enzimekkel vagy kiilonb6z6 mechanikai eljardsokkal véletlensze-
rlien apro, 40-150 kbp-os, atfed6 darabokra tordelik szét. Ezek a darabok na-
gyon gyakran STS-eket (Sequence-Tagged Sites), az adott genomi poziciora jel-
lemz6 rovid, egyedi szekvencia részeket is tartalmaznak. A kis DNS fragmen-
tumokat plazmid vektorba klénozzak be és a recipiens baktérium sejtekben,
altalaban Escherichia coli-ban szaporitjak fel. Ezt az eljarast nevezziik moleku-
laris klénozasnak, az igy létrejott a faj teljes genomjat tartalmazé BAC
(Bacterial Artificial Chromosome) gytijteményt pedig BAC konyvtaraknak hiv-
jak. Az egyedi BAC DNS darabokbdl tovabbi tordeléssel mégkisebb (szub) frag-
mentumokat hoznak létre, és ezek Gjabb felszaporitassal szubklén kényvtara-
kat konstrualnak. A fragmentumok els6é 500 bp-jat leolvassak (read szekven-
cia). A hosszabb szekvencia részeket, a contigokat és a szupercontigokat az at-
fed6 DNS-régiok alapjan elektronikus tton allitjak 6ssze példaul PHRAP szoft-
ver segitségével (de la Bastide és McCombie, 2007). A contig sz 6sszefliggd,
ismert bazissorrendd, hosszabb nukleotid sorozatot jel6l. A Haemophilus
infuenzae baktérium teljes genomjanak a feltarasa ,shotgun” eljarassal ment
végbe (Fleischmann és mtsai., 1995). Az egész genom véletlenszerti ,shotgun”
feldarabolasa ugy torténik, hogy a DNS-t atpasszirozzak egy vékony cs6von és
az igy kapott 2-10 kbp -os a darabokat szekvendljak meg a végeir6l indulva a
kozepe felé. Emiatt a leolvasott DNS darabkak tobbszordsen fedik le a teljes
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genomot, ami a contigok kozotti hézagok szamanak nagymértéki csokkenésé-
hez vezet. A contigok k6zotti részeket PCR segitségével hatarozzak meg. A WGS
(Whole genome shotgun) contigok szamitégépes 6sszeszereléséhez (assembly
készités) legel6szor TIGR Assembler szamitogépes szoftvert alkalmaztak
(Sutton és mtsai., 1995).

Elsé, mdsodik és harmadik generdciés szekvendlds

Az 1970-es évek végén valtak elérhet6vé az ugynevezett els§ generacids
szekvendlasi technikak. Ezen klasszikus mddszerek k6zé sorolhaté a Sanger és
Coulson nevével fémijelzett +/- szekvenalds amellyel, el6szor olvastak le egy
virus, a phi X174 bakteriofag teljes genomjat (Sanger és Coulson, 1975).

Hagyomanyos kémiai médszereket hasznal fel a Maxam- és Gilbert-féle ké-
miai hasitds (Maxam és Gilbert, 1977). llyenkor a DNS cukor-foszfat gerince
mentén torténik meg a specifikus hasitas (A+G, G, C+T, C bazisok utan). Az el-
tér6 méreti méretdi DNS darabokat denaturdlé poliakrilamid
gélelektroforézissel valasztjak el és autoradiografidval detektaljak. A végered-
mény a ,DNS fragmentek létraja”, amelybdl leolvashaté a szekvencia.

A legismertebb els6 generaciés eljaras a Sanger-féle lancterminacids
szekvendlas (Sanger és mtsai, 1977). Az egyszalusitott templat DNS-hez
szekvenald primereket hibridizadlnak, majd DNS polimerazt, azonos mennyi-
ségii négyféle dezoxinukleotid-trifoszfatot (ANTP) és négyféle fluoreszcens
festékkel (fluoroflérral) jelolt didezoxinukleotid-trifoszfat (ddNTP) molekulat
kevernek a PCR reakcié kozegbe. A DNS polimerizaci6 alatt, vagy a komple-
menter dNTP vagy ddNTP épiilhet be az 4j szalba, a nukleotidok koncentraci-
Ojanak aranyatol fliggéen. Amikor dNTP illeszt6dik be a szdlba a szintézis to-
vabb folytatodik, mert a ANTP 3’ végén -H csoport taldlhat6. Amikor ddNTP
keriil be akkor a dNTP 3’ végén 1évé reaktiv -OH csoport miatt a szintézis leall.
Ennek a folyamatnak a neve a lancterminacios reakci6. Az 4j DNS szalak szét-
valasztasara kapillaris gél elektroforézist hasznalnak (Dovichi és Zhang, 2000).
Az automata fluoreszcens szekvenalas nagy el6nye, hogy a DNS amplifikalasa
PCR eljarassal valdsithaté meg.

A masodik generacids vagy Uj generacids szekvenalasi (next-generation
sequencing, ,NGS”) technol6gidknal a DNS amplifikdci6éja mindig valamilyen
PCR reakcioval torténik meg, és az utols6 (szekvenal6) PCR soran leolvasott
szekvencidkat, a readeket nagyteljesitmény( szamitégépek kezelik és dolgoz-
zak fel. Az NGS-nél tobb millié szekvenalasi reakcid zajlik egyid6ben, ami gyor-
sabba és olcsobba teszi ezt az eljarast. Egy eml6s teljes genom szekvenalasa
csupan par 6rat vesz igénybe és napjainkban kortilbeliil 300.000 Ft-ba kertil.
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A leolvasott readek hossza 50-700 nukleotid k6zott van. Amennyiben csak a
DNS fragmentumok egyik végét szekvendljdk meg, Ugy single end
sequencingrél beszéliink. Paired-end szekvenaldskor viszont a DNS szekven-
cidk mindkét végét meghatarozzadk. A szekvencia leolvasasa nagyfelbontasu
CCD kamera segitségével torténik. Az NGS technol6gidkrdl altaldban elmond-
hat6, hogy nagy atereszt6képességii (high-throughput, ,HTP”) mddszerek is
egyben, hiszen tobb minta leolvasasa parhuzamosan, egyid6ben zajlik le. A leg-
ismertebb masodik generaciés szekvenaldsok kozé tartoznak az Illumina
(Solexa) sequencing, a SOLiD (Sequencing by Oligonucleotid Ligation and
Detection) sequencing, a Pyrosequencing (454) és az lon Torrent sequencing.
Az lluminanal a DNS lanc éptilése szintézissel zajlik és DNS szalak tigynevezett
hidamplifikaciéval sokszorozdédnak fel. Az eltért DNS szalak egy szilard
szekvenald lemezhez rogzitett oligonukleotidhoz kapcsolédnak hozz4, majd a
polimerizaci6 soran a DNS templatrdl atirt szalak a denaturacios szakasz utan
lehajlanak egy masik rogzitett primerhez, azzal hibridizalnak és az elongaciés
folyamat révén duplikalédnak. A keletkezd PCR termékek ,klaszterekbe” ren-
dezbédnek. A feldisult DNS fragmentumok leolvasasa szekvenalé primerek és
eltérd szind fluorescens festékkel jelolt ANTP-kel torténik meg. Amikor beépiil
egy nukleotid annak fluorescens villanasat észleli és rogziti a kamera. A paired-
end szekvenalas egy specifikus tipusa a mate pair parok 1étrehozasa, amelynél
a DNS-t el6szo6r 2-5 Kbp nagysagu darabokra torik, végiiket biotinilaljak majd
a DNS szalakat cirkularizaljak és végiil még kisebbre fragmentaljak. Az 4j frag-
mentumok koziil néhany tartalmazza mindkét biotinilalt mate pair szegmenst.
A tovabbiakban a paired-end szekvenalasra jellemz6 metddika alapjan jarnak
el (Bentley és mtsai.,, 2008). A gimszarvas genom program készitésekor 4
paired-end és 2 mate pair nyers read szekvencia konyvtarat hoztunk létre. A
SOLiD és Pyroszekvenalas kozos eleme, hogy az ,,emulziés” PCR reakcié soran
a templatokat szilardfazisu polisztirén gyongyokhoz kotik hozza. A SOLiD
eljarasnal a szekvenalas az oligonukleotid préobak ligalasaval torténik meg, mig
a Pyroszekvenalaskor DNS szintézis segitségével. Ez utobbinal dNTP-khez ko-
tott pirofoszfat a nukleotid szalba épiilésekor levalik és a szulfurildz enzimhez
kapcsolodik, amely ATP-t allit el6. Az ATP-bdl pedig luciferin jelenlétében
oxiluciferint jon létre és ez a reakcid fényvillanassal jar (kemilumineszcencia)

(Pevsner, 2015). Az lontorrent esetében a nukleotid DNS szalba épiilése
hidrogénion kilépéssel jar, amelyet félvezetd chip-en sok, apré pH méro érzé-
kel, amit egy szamitégépnek tovabbit igy kémiai jel alakul at digitalis jellé
(Rusk, 2011).

A harmadik generaciés nanoporus szekvenalas val6s id6ben (real-time)
megy végbe, 6nallé6 DNS darabokon. Emiatt nincs sziikség PCR amplifikalasra.
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A DNSlancot elektroforézisel 1 nanométer atmérdéjii membranpoéruson htizzak
at, ami bazisonként valtoztatja meg a membran elektromos potencialjat. A val-
tozast mutatd jelet nagy érzékenységli detektor észleli és kiildi tovabb a
szekvendtor késziilékhez (Niedringhaus és mtsai., 2011).

A szekvendlas eredményeként a read szekvencidkat és a rajuk jellemzé tu-
lajdonsagokat tartalmazé fastq kiterjesztési fajlok jonnek létre. A leolvasott
readek mindségét példaul a FastQC programmal ellendrizhetjiik le (Andrews,
2010). A szekvenalaskor leolvasott nukleotidok mindségi mutatoja a Phred
score, ami egy logaritmusos érték. Azt mutatja meg, hogy mekkora az esélye
annak, hogy egy bazist helyteleniil hataroztuk meg. A trimming soran a rossz
mindségii readeket eldobjuk, mivel zavarhatjak a genom analizis tovabbi 1épé-
seit.

Contig és Scaffold generdlas

A legtobb Uj-generacios szekvendlds soran kapott read méret 100-150 bp ko-
riili, viszont a késébbi genom analizisekhez nélkiil6zhetetlen a hosszabb, 6sz-
szefiiggd DNS szekvencidk elemzése. Amennyiben mar ismert referencia ge-
nomu faj egyedébdl szarmazott a DNS minta, abban az esetben re-
szekvendlasrol beszéliink. A referencia genomot tobb szekvencia kdzds, 0ssze-
illeszkedd részei alapjan in silico generaltdk. A referencia genom mindig
haploid genom, amely a jelent&sebb bioinformatikai, genomikai portalokrol el-
érhet0 és letolthetd. A re-szekvendlasnal a readeket példaul bwa-mem prog-
rammal illeszthetjiik fel a mar 1étez6 referencidhoz (Li, 2013). Ilyenkor azon-
ban csak a kisebb eltérések, példaul a mikroszatellitak (egymads utéan elhelyez-
kedéd, 1-6 bazispar hossziasagu ismétlédésekbdl allo DNS szekvenciak), indelek
(néhany bazisparnyi inszercidk vagy delécidk) és az SNP-ek (Single Nucleotide
Polymorphism, vagyis egyetlen bazispart érintd nukleotid-polimorfizmus) lo-
kalizaldsanak van értelme. Ugyanis az illesztd programok nem veszik figye-
lembe a nagyobb genomi atrendezédéseket. Eppen ezért sem célszertii a refe-
rencia genom nélkiili fajoknal sem, hogy a readeket egyszeriien csak egy rokon
faj genomjahoz illessziik fel, hiszen nagyon sokszor még kromoszéma szam te-
kintetében sem egyezik meg a két faj egymassal. A j6 min6ségli, nagy atlagos
lefedettségii readek 6nmagukban is elegend6k hosszabb 6sszefiiggd szekven-
ciak ugynevezett contigok ,de novo” 1étrehozasara. A DNS-szekvenalas lefe-
dettsége (vagy mélysége) azoknak az egyedi readeknek a szamat jel6li, ame-
lyek egy adott nukleotidot tartalmaznak, és atfednek a rekonstrualt szekven-
ciaban.

ACTA AGRARIA KAPOSVARIENSIS 2020(24)1
19



A GENOM OSSZERAKAS ELMELETE ES ALKALMAZASA A GIMSZARVAS GENOM PROJEKTBEN

Az assembler szoftverek egy része ,mohé vagy greedy” algoritmus alapjan
miikddik. Az algoritmus minden lehetséges read paronkénti illesztést figye-
lembe vesz a szekvencia egyezés alapjan. Ezutan a két legjobban atfed6 readet
kivalasztja és 6sszevonja (a miivelet bioinformatikai elnevezése a ,merge”).
Ezt a 1épést addig ismétli, amig el nem fogynak a readek. Ez a megoldas rend-
kiviil gyors, amde a tévedéseit nem korrigalja. A tobbi illeszté program a De
Bruijn graf elvet haszndlja, vagyis a readeket kisebb, ,k” nukleotid hosszisagu
részekre bontja (ezek lesznek a k-merek, amelyek a graf cstcsait adjak) és két
csucsot akkor kot Ossze egy irdnyitott éllel, ha az els6 cstcs utolsé k-1 betiije
megegyezik a masodik cstcs elsé k-1 betlijével. Ezek a k-merek hosszabb szek-
venciakka fizik 6ssze a readeket. Problémat okozhatnak az illeszt6 programok
szamara az ismétl6d6 DNS szakaszok, és a rossz helyre, illetve rossz orientaci-
6ban elhelyezett readek. Néhany fontosabb assembler program: SPAdes, Ray,
ABySS, Trinity, HGAP, Falcon, Canu, Hinge, Assemblathon, Racon, Celera WGA,
Edna, Euler, MIRA, Newbler, SOAPdenovo, ALLPATHS-LG, Discover. A progra-
mok nevét a google keresébe beirva részletes leirdsokat taladlunk.

A gimszarvas genom program esetében az ALLPATHS-LG illeszt6 progra-
mot hasznaltuk, amelyet [llumina szekvenaldsb6l szarmazé 100 bp-os vagy an-
nal nagyobb hosszusagu readek kezelésére fejlesztettek ki (Gnerre és mtsai.,
2011). Miikodési feltétele, hogy a szekvenalasbdl legaldbb két, paros read
konyvtar alljon rendelkezésre, amelyekbdl az egyik Paired-end, a masik Mate
pair legyen, és mindkét konyvtarra minimum 45-szoros atlagos lefedettség le-
gyen jellemzd. Eredményként megkapjuk az assemblyt (efasta és fasta kiter-
jesztéssel), illetve egy riport fajt (,ALLPATH report”), ami a legfontosabb sta-
tisztikakat irja le. A riportban az assembly min&ségére vonatkozé informacio-
kat is lathatjuk, ilyen példdul az N50-es mérdszdm contigokra vagy
scaffoldokra vonatkoztatott értéke, ami egy sulyozott median érték. Azt a
scaffold hosszisagot adja meg, aminél hosszabb scaffoldok az 6sszes assembly
felét teszik ki.

Maga az assembly tehat allhat contigokbdl és scaffoldokbdl is. A contigok
szinte nukleotid bazisokbol felépiil6 hosszu szekvencidk, amelyek a readek at-
fedéseirévén jonnek létre. Azonban ahol a program nem talalt atfed6 readeket,
ottaz egymastol 2-5 Kbp tavolsagra talalhaté mate pair read parok tagjait hivja
segitséglil, amelyek szekvencia vazakka flizik fel a contigokat. Az igy 6sszefii-
z6tt contigokbdl kialakuld szekvencia elemeket scaffoldoknak nevezziik. A
contigok kozotti ismeretlen bazisokat altalaban N-nel jeloljiik, és gap régiok-
nak nevezziik. A scaffoldok tehdt mate pair read parokkal felftizott,
contigokbdl allnak (1. dbra).
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1. abra

A contig, scaffold, assembly de novo 1étrehozasanak sematikus rajza.
Figure 1. Schematic drawing of the de novo.creation of contig, scaffold, assembly.

Genom annotdcio

A szekvenalt, contigokka és scaffoldokka dsszerakott és leolvasott DNS lanc
hosszi nukleotidbazis betlisorozata 6nmagaban nem informativ, ezért van
szlikség példaul a kddolo régiok megkeresésére és elnevezésére. A gének elne-
vezése a multban empirikus médon tortént, ami ahhoz vezetett, hogy egy gén
tobbféle alternativ nevet is kaphatott. Emiatt a név nagyon sokszor nem speci-
fikus, kivéve a human géneket, ahol a HUGO (Human Genome Organisation)
gene nomenclatura committee igyekezett egységesiteni a kiilonb6z6 elnevezé-
seket. Az annotalt, k6dolé régiok szekvenciai tobbnyire elérhet6k olyan online
genom adatbazisokbo6l, mint példaul az NCBI, az Ensembl, Mouse Genome
Informatics, FlyBase, és a WormBase. Ezekben az adatbazisokban minden
szekvencidhoz tartozik egy egyedi azonositd szam, ami csupan egy entitast ha-
taroz meg, Minden adatbazisnak megvan a maga szekvencia azonosit6 forma-
tuma, ami betlik és szamok kombinaci6jabol all. A kiilonb6zé adatbazisok
gyakran atjarhatok, kereszthivatkozhaték egymassal.

A gének azonositasakor, az annotalasi eljaras soran megkeresik a genom-
ban a relevans DNS szekvencidkat és kiillonb6z8 bioldgiai informaciékat ren-
delnek hozzajuk. A folyamat harom {6 1épésre oszthato:
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1. A nem fehérje kddolo régidk azonositidsa a genomban
2. Gén predikci6, vagyis a l1ényeges genomikai elemek identifikacioja

3. Biologiai informaciék csatoldsa ezen genomikai elemekhez (Stein,
2001).

A biolégiai informacié szempontjabdl megkiilonboztetjiik egymastol struk-
turdlis és funkciondlis jellegli annotaciot. Strukturalis adatnak szadmit a kromo-
sz6man valo lokalizacio, a pontos génszerkezet, vagyis az exon-intron hatarok,
UTR, promoter régiok megkeresése és a szabalyozé régiok leirasa. A funkcio-
nalis annotacié kapcsdn meghatarozzak az adott gének vagy DNS szakaszok
biokémiai, kiilonb6z8 bioldgiai, reguldcids, expresszids és interakcios tulaj-
donsagait. A folyamatban egyarant hasznalhatnak kisérletes adatokat és sza-
mitégépes vizsgalatokat is.

Az automatikus annoticiondl ezeket a lépéseket kizardlag szamitogépes
elemzéssel végzik el ellentétben az emberi szakértelemmel jar6 kézi annotaci-
oval. Idedlis esetben ezeket a modszereket egyiittesen alkalmazzak. Az auto-
matikus annotaladsndl gyakran hasznalnak genetikai homolo6giat keres6 eszko-
z0ket, példaul a BLAST illeszt6programcsomagot. Ilyenkor a kiillonb6zé adat-
bazisokbol és akar mas fajokbol is szarmazo gén, cDNS, EST, RNA-seq, protein,
mRNS szekvencidkat illesztik fel a teljes genomra, ezutan a kiilonb6z6 szek-
vencia talalatok atfedd részeibdl klasztereket képeznek, majd meghatarozzak
ezek pontos genomi helyzetét. Mivel ezekben az esetekben valés keresé szek-
vencidk segitségével taldljak meg a k6dold részeket a genomban, ezért ezt a
modszert bizonyiték alapt gén predikciénak nevezziik. Ezzel ellentétben az ab
initio gén predikcidnal nincs sziikség kiils6 keres6 szekvenciakra, az annotalé
program példaul a promoéter régiokra, transzkripcids starthelyekre, exon-
intron hatarokra, poliadenilacids helyekre utalé specidlis szekvencia jelek és
jellemzé statisztikus tulajdonsagaik alapjan jeloli ki ezek helyét az ismeretlen
genomban. A legtobb nemzetkdzi online genomikai adatbazis sajat annotacios
projektekkel és pipeline-nal rendelkezik, ilyen példaul DNS-elemek enciklopé-
dia (ENCODE), Entrez Gene, Ensembl, GENCODE, Gén ontoldgiai konzorcium,
GeneRIF, RefSeq, Uniprot. A gén predikcios eszk6zokbdl is elég sok all rendel-
kezésre, amelyekbdl az adott genomnak megfelel6t érdemes kivalasztani, ime
néhany program: FusionSeq, GAAP, GENSCAN, GENEID, GENEMARK, JIGSAW,
Artemis, AUGUSTUS, EuGene, MAKER, MAKER2, OmicX, PseudoPipe, TAIR.
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Kromoszomdba rendezés

Egy faj teljes genom szekvendlasabol els6ként elkésziilt scaffold és contig DNS
szekvencidk dsszesége vagyis a de novo assembly csak korlatozott mértékben
hasznalhat6 genomikai analizisekre, mivel a gének miikodését befolyasold ele-
mek egymastol egészen nagy tavolsagokra helyezkedhetnek el a DNS lancon.
A legmegbizhatébb eredményeket a lehet6 leghosszabb tgynevezett szuper
scaffold létrehozasaval és vizsgalataval érhetjiik el, ami nem mas, mint a faj egy
kromoszomajanak teljes nukleotid sorrendje. Sok él61ény DNS szekvencia 6sz-
szerakdsa csupan a scaffold assembly szintig jut el, mert nem all rendelkezésre
megfeleld géntérkép. A géntérképek morgan vagy centimorgan egységben ad-
jak meg a gének vagy a markerek, azaz ismert DNS szekvencidk egymastdl valo
tavolsagat és kromoszdémalis elhelyezkedését. 1 Morgan (M), annak a két pont-
nak/génnek a tavolsaga, amelyek kozott 1, a crossing-overek atlagos gyakori-
saga, 1 centimorgan (cM) tavolsag pedig 1% atlagos crossing-over gyakorisag-
nak felel meg. A genetikai térképeken 1 cM egy genetikai térképegységet jelent.
Géntérkép hianyaban, ha nagyobb szekvencia egységekre van sziikség, megol-
dast jelenthet egy kozel rokon faj teljes referencia genom szekvencija. A tytk-
idomu nyirfajd genom 6sszeszerelésénél a generalt scaffoldokat a csirke refe-
rencia 28 autoszémajara és Z kromoszomajara illesztették, hogy fel tudjak
tarni a homoldg gének kozotti 6sszefliggéseket (Wang és mtsai., 2014). A gén-
térkép nélkiili kromoszémakba rendezéshez szerencsés esetben is csak bo-
nyolult citolégiai eljarasokkal juthatunk (jel6lt scaffoldok in situ hibridizalasa
kromoszéma preparatumhoz, multicolor in situ hibridizacio).

Amikor azonban nem elérhet6 valamely rokon faj genomja elméletileg at-
fed6 BAC vagy shotgun klénokbdl fel lehet épiteni egy teljes genomot, de a va-
l6sdgban mindig sziikség volt citoldgiai referenciakra, példaul savozott kromo-
széma preparatumokra és in situ hibridizalasokra, géntérképekre.

Szerencsésebb helyzetekben az adott faj rendelkezik sajat géntérképpel,
amelyek markereivel kdnnyen kihaldszhatok és térképre illeszthet6k a marker
szekvenciat tartalmazé de novo scaffoldok (Shulaev és mtsai., 2011). Ertelem-
szerlen ilyenkor minél siir(ibb géntérképre, és minél nagyobb scaffoldokra
van sziikség.

A gimszarvas esetében lehet6ség nyilt a kettds referencia vezérelt genom
Osszerakasra, mivel egyarant rendelkezésre allt egy kozel rokon faj, a szarvas-
marha jél annotalt referencia genomja és egy rekombindns gimszarvas géntér-
kép is. A de novo létrehozott scaffoldok szavatoltik, hogy a gimszarvasra jel-
lemz6 sajatos szekvencia részek megmaradjanak. E scaffoldok gimszarvas gén-
térképre és szarvasmarha genomra illesztése sordn pedig megkaptuk a
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scaffoldok és a rajtuk elhelyezkedd fontos genetikai struktarak (gének) egy-
mas utani sorrendjét. A kozel rokon fajok kozil azért a szarvasmarhat valasz-
tottuk, mert jol annotalt, és a szarvasmarha genom konzervativ régidi 92%-
98% hasonlésagot mutatnak a gimszarvas cDNS-sel (Gyurjdn és mtsai., 2007,
Stéger és mtsai., 2010). A gimszarvas géntérkép annyiban is kiilénleges, hogy
nem hasznalhattak haziasitott gimszarvas fajtakat a 1étrehozasara, helyette az
un. ,interspecifikus back-cross” moédszert alkalmaztdk, mivel a szarvasfélék
kozeli fajai keresztezhet6k egymassal, és fertilis fajhibrideket hoznak létre.
Ezt lathatjuk a milu (Elaphurus davidianus) és a gimszarvas (Cervus elaphus)
interspecifikus keresztezésénél, ahol a Haldane szabdllyal (Az emlds
fajhibridek himjei, XY, a ,heterogamétas szex”, altalaban sterilek, a néi egyedek
XX, a ,homogamétas szex” ugyanakkor fertilisek) ellentétben nemcsak a né-
ivary, hanem a him és n6i ivadékok egyarant termékenyek. Tovabba a genom-
jukban nagyszamu fajspecifikus genetikai variacio taladlhatd, ami jellemezi az
adott 16kuszt. E markerek allélikus variacioi jol kimutathaték DNS diagnoszti-
kai eljarasokkal, ha az allélok hossza kiilonbozik (példaul az elektroforetikus
vandorlasi sebesség alapjan, azaz PAGE vizsgalattokkal) és felhasznalhaték a
rekombindciés gyakorisdgok meghatarozasahoz és a géntérképezéshez. A tér-
képezo6 populacié létrehozasa két dj-zélandi szarvasfarmon tortént, ahol az F1
nemzedék milu és gimszarvas hibrid szarvasbikdkat kereszteztek gimszarvas
tinével, amelynek eredményeképpen 351 back-cross utdd sziiletett. A mester-
séges megtermékenyitésbol sziiletett (F2) szarvasborjak adtik a térképezo po-
pulaciét a géntérkép elkészitéséhez. Meghataroztak a DNS marker variaciok
kozott a rekombindaciok gyakorisagait, ebb6l cM tavolsagokat szamoltak és igy
tudtdk megszerkeszteni a gimszarvas autoszomak géntérképét. A
rekombinans kromoszémak a meidzis profazisanak I szakaszaban johetnek
létre oly médon, hogy a homoldg kromoszémapar karjai kozott atkeresztezd-
dés (crossing-over) és kromoszémalis szakasz csere torténik (,,torés-djraegye-
siilés modell”). Igy tehét wj allélkombinéciéjt (R, rekombinans) kromoszémak
keletkeznek a parentdlis (P) azaz nem rekombinans, eredeti allékombinaciot
hordozé kromoszémak mellett. A rekombinaciés gyakorisagot (r) ugy kapjuk
meg, hogy a rekombinans gamétak 0sszességét osztjuk az dsszes gaméta sza-
maval, azaz r= R/P+R. A rekombinacids gyakorisag (r) kimutatasa iranyitott
keresztezésekkel torténhet, ahol az utédokbdl kovetkeztethetiink vissza a
parentdlis és rekombindns gamétdk gyakorisdgara (tesztel6 keresztezés,
Jteszt-cross” segitségével). A gének és markerek a genetikai tavolsagon kiviil,
egyéb tulajdonsagaikban, példaul a sorrendjiikben is dsszefiiggést mutatnak a
rekombindciés gyakorisdgokon alapulé kapcsoltsagi térképeken és a
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szekvendlas eredményeképpen Osszeallitott fizikai térképeken, vagyis a gén-
térképi pontok és kromoszédman taldlhaté 16kuszok egymassal megfeleltethe-
t6k, azonos sorrendben kovetik egymast. Ezt a jelenséget géntérkép és kromo-
szoma ko-linearitdsdnak nevezziik. A gimszarvas géntérkép 621 marker
pontja 34 kapcsoltsagi csoportba rendezédik és 2532 ¢cM hosszusagot ad (Slate
és mtsai., 20024, 2. dbra).

Gimszarvas 1. kromoszéma 2.abra
C.e. Linkage group 1,78,1cM  Gimszarvas 1. kapcsoltsagi csoportja. Slate és

Btal5, Oarl5, Hsall mtsai., 2002a. alapjan

59 s Figure 2. Red deer Linkage Group 1., based on Slate et al., 2002a.
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A gimszarvas genom 0sszeallitasa folyaman a szekvencia tartalmuk alapjan
rangsoroltuk a scaffoldokat. A kromoszémaba rendezéshez el6szor a kapcsolt-
sagi géntérkép markerpontjait illesztettiik a de novo scaffoldokhoz, igy kaptuk
meg a DNS/marker szekvenciat tartalmazé mapmarker vagyis térképpont”
scaffoldokat (MMSc). Ezaltal a géntérképi pontok kiterjedt (scaffoldnyi) szek-
vencia kornyezetbe kertiltek. A kovetkez 1épésben a gimszarvas térkép pon-
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tok megfeleldit (ortologjait) azonositottuk a szarvasmarha teljes genom szek-
vencidban. Azaz az 0sszehasonlitd géntérképezési elvet haszndltunk a gim-
szarvas adatok fel6l szarvasmarha megfelel6k felé. A géntérképre ,feltlizott”
gimszarvas DNS szekvencidkat (DNS markereket, térképpontokat) illeszteni
lehetett a szarvasmarha teljes genom szekvenciajara. A gimszarvas géntérkép
pontjai hosszud szakaszokon azonos sorrendben, ko-linedrisan helyezkedtek el
a szarvasmarha genomban is, azaz kiterjedt szinténidkat, lokalis kapcsoltsago-
kat tapasztaltunk. A kovetkez6 1épésben az 6sszehasonlité géntérképezési el-
vet alkalmaztunk forditott irdnyban: a szarvasmarha fel8l a gimszarvas felé. A
gimszarvas DNS szekvencia scaffoldokat a szarvasmarha genom azon térkép-
kozeihez, szegmenseihez illesztettiik, amelyeket az ortoloég gimszarvas és szar-
vasmarha marker szekvencidk (azaz térképpontok) egyarant meghataroztak,
mivel a gimszarvas referencia térképi pontok szekvenciaja csaknem megegye-
zik a két fajban, tovabba ezen pontok sorrendje azonos a két fajban, valamint
a térkozok/térkép szegmensek hosszai is aranyosak, valamint az egyes
ortolog gének szekvencidi csaknem azonosak, ezért ezeket az ortolég szarvas-
marha géneket hasznaltuk a gimszarvas scaffoldok haldszatra a tovabbiak-
ban, vagyis az 6sszehasonlité géntérképezési elvet alkalmaztunk a szarvas-
marha fel6l-gimszarvas felé. Az ilyen mdédon kihal4szott scaffoldokat reference
gene containing scaffolds-nak (RGSc) neveztiik el. Ezutan felillesztettiik a nem
referencia géneket, rRNS, tRNS, miRNS géneket tartalmaz6 scaffoldokat vagyis
az ugynevezett inter reference genes scaffolds-okat (IRGSc). Majd legvégiil a
megmaradt helyeket feltoltottiik a kimaradt 1999 bp feletti scaffoldokkal (gap
filling scaffolds). Minden egyes 1épésnél a szarvasmarha genomra illesztett
gimszarvas scaffoldokat azonos sorrendben attoltottiik a gimszarvas géntér-
kép megfeleld térképi szegmenseibe. Hosszabb DNS szekvencidk illesztésénél
a kovetkez6 programokat ajanlatos hasznalni: MegaBLAST, BWA (MEM),
MUMmer, NUCmer, LASTZ.

Centromeron poziciok meghatdrozdsa

Az eukariota sejt sejtmagjaban taldlhaté DNS kromoszémakba rendezédik a
sejt osztodasi ciklusdban. A kromoszémakon megfigyelhet6 elsédleges befiiz6-
dés a centromeron helye, amely egy révidebb (p kar) és egy hosszabb (q kar)
részre osztja a kromoszomat. A centromeronhoz tapadnak az osztédasi orsé
huzoéfonalai, amelyek szétvalasztjdk egymastdl a testvér kromatidakat, ill. a
kromoszomakat a mitoézis illetve a meidzis anafazisa soran. Hidnya ossze-

egyeztethetetlen a sejt életével. A centromeron helyzete alapjan kiilonboz6

ACTA AGRARIA KAPOSVARIENSIS 2020(24)1
26



BANA

morfolégidju kromoszémak jonnek létre. Amikor a centromeron a kromo-
széma kozépen taldlhaté metacentrikus (M kromoszéma) kromoszémarol be-
sz€élink. Amennyiben a kromoszéma valamelyik végéhez esik kozel a
centromeron a kromoszéma akrocentrikus (A kromoszéma). Az extrém végal-
l4st centromeronok helyzetét telocentrikusnak (T kromoszéma) nevezziik. A
kiilonb6z6 kromoszéma-savfestési eljarasok beszamolnak az aktivan mikodé
kromoszoma részekrdél és informdacioval szolgdlnak az egyes gének helyzeté-
rél. A Giemsa festéssel példaul alazabb szerkezetli kromatinon (DNS és fehérje
komplex) a folyamatosan atir6dé gének régioi nem, vagy gyengén festédnek
(R savok). A tomorebb kromoszémalis részek, amelyekre nem, vagy csak kor-
latozott mértékben jellemz6 a gén expresszid er6sen fest6do, sotét sdvokat ad-
nak a Giemsa festéssel. A centromeronok kompakt szerkezetliek, s emiatt a so-
tét szegmensként jelennek meg a kromoszémakon. A DNS szekvenciak orien-
talasat nagyban eldsegitik a kromoszoma festési eljarasokkal eléallitott citol6-
giai képek, amelyek megmutatjidk, hogy akrocentrikus vagy metacentrikus
kromoszémardl van-e szé.

A gimszarvas esetében késziilt ugyan citologiai kép a kromoszomakrél, de
a centromeronoknak A DNS szekvenciajahoz és a gének helyéhez valé viszonya
ez idaig feltaratlan volt. Amiben biztosak voltunk a kariogramok alapjan, azaz,
hogy a szarvasmarha és a gimszarvas -kromoszémak csaknem mindegyike
akrocentrikus. A gimszarvas evollciés vonalan azonban 7-9 millié évvel ez-
el6tt kialakult a 2n=68 kariotipusu 8s, amely két akrocentrikus kromoszéma
fazidjanak (un. robertsonialis transzlokacid) koszénhet6en egy metacentrikus
kromoszomapart hozott létre az akrocentrikusak mellett a diploid sejtben. A
gimszarvasban ez a metacentrikus 5. kromoszéma. A szarvasok Y kromoszo-
maja 6siikhoz hasonléan szubmetacentrikus maradt (Fontana és Rubini, 1990).
A gimszarvas esetében tehat fogddzkodot jelentett a szarvasmarha és a szar-
vas ugynevezett ,savosra festett” kromoszdmairdl késziilt mikroszképi ké-
pek dsszehasonlitasa, vagyis a gimszarvas versus szarvasmarha savozott kro-
moszomak megfeleltetése. Szerencsés kortilmény, hogy a gimszarvas
metacentrikus (5.) kromoszéma két karja megfeleltetheté a szarvasmarha
két akrocentrikus (17., 19.) kromoszémajaval. A szikaszarvas (amely a gim-
szarvas egy alfajanak is tekinthetd) és a szarvasmarha Giemsa festéssel nyert
savmintazatat vizsgald, citogenetikai komparativ elemzések (Bonnet és mtsai.,
2001) alapjan a két faj teljes kromoszémalis homol6giat mutat. A szarvasmar-
hanal korabbi kromoszéma citolégiai vizsgalatok jelezték centromeron
pozicidjat. A kés6bbiekben festéssel és in situ DNS hibridizaciék alapjan meg-
hataroztdk a centromeronok és a hozzajuk kozel es6é gének helyzetét (Ma és
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mtsai., 1996). E géneket mar azonositani tudtuk a szarvasmarha genom szek-
venciaban, ortoldgjaikat pedig gimszarvas genom szekvencidban, CerElal.0-
ban. A két faj ortolog génjeinek szinténiai és a citogenetikai felvételek (a sorba
rendezett metafazisos kromoszémak sdvmintazatai, (Bonnet és mtsai., 2001)
komparativ elemzésével sikertilt meghatarozni a centromeronok lehetséges
helyzetét a géntérképi pontokhoz igazitva mind a 34 gimszarvas kapcsoltsagi
csoportban. A genetikai térképek segitségével készitett pszeudo-kromoszéma-
kon be tudtuk hatarolni a centromeronok helyét. A centromeronok segitségé-
vel megallapitottuk, hogy 6 szarvasmarha kromoszéma kettéhasitasaval meg-
feleltethetd 12 gimszarvas kromoszéma. Kozlilok az egyik az akrocentrikus 19.
gimszarvas kromoszoma, az 1. szarvasmarha kromoszoma disztdlis felével fe-
leltethetd meg, mig a proximalis szakasszal a 31. gimszarvas kromoszéma. To-
vabb bonyolitja a helyzetet, hogy 19. szarvas kromoszdéma 6sében egy torés és
egy transzlokacio (az alsé és a felsé szegmens helyet cserélt) is lejatszédott az
evoluci6 soran. Feltartunk még egy paracentrikus inverziét is a 28. gimszarvas
kromoszémaban és két olyan esetet, amikor egy gimszarvas kromoszéma két
szarvasmarha kromoszéma tandem illlesztésével magyarazhaté, azaz
minthatha az akrocentrikus gimszarvas kromoszémat kettétornénk két
akrocentrikus szarvasmarha kromoszémava. Az 5. gimszarvas kromoszéma
metacentrikussagat citolégiai és genomikai bizonyitékok egyarant igazoltak
(Bonnet és mtsai., 2001). A 15. gimszarvas akrocentrikus kromoszama pedig a
28. és a 26. akrocentrikus szarvasmarha kromoszéma faziéjanak (un.
Robertsonialis fuzid) feleltethetd meg (Bonnet és mtsai., 2001).

A GENOM PROGRAMOK JELENTOSEGE AZ ALLATTARTASBAN ES AZ
ALLATTENYESZTESBEN

Az él6lények teljes genetikai informaci6éjanak megismerése sokoldalil haszno-
sitasi lehet6séget rejt magaban. A genom projektek altal megismerhetévé val-
nak az egyes fajok evolucids, régészeti és populacidgenetikai viszonyai (Frank
és mtsai., 2017). Az I tipusd (magaért a kitlintetett tulajdonsagért felel6s gén)
és a Il tipusu (a génhez kothetd, azzal egytitt 6rokl6do specialis DNS szakasz)
markerek fejlesztését nagyban megkonnyitik a rendelkezésiinkre all6 teljes
genom szekvenciak.

A modern vadgazdalkodasban fontos szerepet tolt be az egyedazonositas,
az apai és anyai vonalak nyomon kovetése, amely példaul a szarvasfélék ese-
tében mikroszatellitadkkal (Zsolnai és mtsai., 2009, Szabolcsi és mtsai., 2014),
illetve mitokondrialis markerekkel torténik meg. A 10 gimszarvas
autoszomalis tetranukleotid mikroszatellita lokuszra épiil6 ,parentage
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controll kit”, a DeerPlex azonosité ereje 1 a 30 trilliéban (10-16 nagysagrend)
(Szabolcsi és mtsai., 2014). A DeerPlex alkalmazasa lehet6vé teszi a forenzikus,
bliniigyi, vadorzasi, régészeti, természetvédelmi és vadgazdalkodasi felhasz-
nalast is. A gazdasagilag fontos, mennyiségi és mindségi tulajdonsagaikat meg-
hatdrozé gének, genetikai struktirak azonositasa is egyszer(ibbé valik az elér-
het6 teljes genomoknak kdszonhetéen. A DNS szinti markerek j61 hasznosit-
hatdék szarmazas igazolasara, ellendérzése (tenyészbikak, versenylovak, kutya-
tenyésztés).

Az Allati termékek el6allitasanal a kornyezeti és takarmanyozasi tényezo-
kon kiviil nagy szerepet kaphatnak a mindséget és mennyiséget befolyasold,
orokithetd, poligénes vagy csupan egyetlen génnel 0sszefliggd genetikai adott-
sagok. Az egyetlen gén altal meghatarozott tulajdonsagok esetében nincs sziik-
ség a teljes genom szekvencia ismeretére a markerfejlesztéshez. llyenkor ele-
gend6 az adott lokuszhoz tartozo strukturalis eltérések feltarasa. A juhok ovu-
lacids ratajat a 6. kromoszéman elhelyezked6 FecB vagy bmpr-1b (booroola)
egyetlen gén pontmuticiéja (a koédolé 746-os pozicibban bekovetkezett
adenin-guanin csere) befolyasolja, amely szuperovulaciét, ezaltal nagyobb
utédszamot eredményez (Souza és mtsai., 2001). A hustermel§-képesség kap-
csan ismert a belga-kék és a piemonti szarvasmarhak culard jellegét (duplafa-
rusag, tulizmoltsag) okozé myostatin (MSTN) gén mutacidja, amelyet a gén 3.
exonjaban bekovetkezo6 11 bazis kiesés (delécié és frameshift), vagy a guanin-
adenin illetve cisztein-tirozin cseréje (pontmutacié) idéz el6 (Kambadur és
mtsai., 1997).

Az egygénes tulajdonsagokkal ellentétben a poligénes, kvalitativ és kvanti-
tativ jellegek esetében nagyon el6nyos lehet a teljes genom szekvencia vizsga-
lata. A tej minGségét tobb komponens hatarozza meg. A tejfehérje dsszetételt,
a tejmennyiséget és a jol 6rokithet6séget mutato tejzsirszazalékot tobbek ko-
z0tt olyan nagyhatasu gének befolyasoljak, mint példaul a béta-laktoglobulint,
kappa-kazeint kddolé gének, dgat1, opn, és abcgZ2. Bioinformatikai médszerek-
kel lehet8ség ad6dik ezen génekhez kapcsolddé egypontos nukleotid polimor-
fizmusok (SNP) feltarasara és ezaltal iranyitott tenyésztéssel a tejhozam és mi-
ndség fokozasara (Raschia és mtsai., 2018).

A godollsi NAIK-Mezbégazdasagi Biotechnoldgia Kutatdintézetben is foly-
nak genomikai jellegli kutatasok, amelyek j-generacids szekvenalasi adato-
kat, teljes genom szekvencidkat hasznalnak fel, illetve hoznak létre de novo. Itt
hasonlitottak dssze az 6shonos mangalica fajtak teljes genomjat lefed6 read
szekvencidkat mas sertés genomokkal. Illy médon sikeriilt a mangalica fajtajel-
legeket meghataroz6 specifikus szerkezeti kiilonbségeket és SNP-ket azonosi-
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tani. Az SNP adatbazisok nagyban segithetik a mangalica histermékek kvalita-
tiv és kvantitativ PCR modszerekkel torténd eredetigazolasat (Molndr és
mtsai., 2014). Szintén Godo6ll6n zajlanak a magyarorszagi mézel6 méh popula-
ci6 (pannon méh) (Apis mellifera carnica pannonica) teljes genomjat feltaré
vizsgalatok, amelyeknek célja a varroa szenzitiv higiénikus viselkedésért
(VSH) felelés QTL régidkhoz kotott mikroszatellita markerek kifejlesztése. A
Varroa destructor atka altal terjesztett méhvirusok a larvakat tamadjak meg. A
VSH-t mutaté méhek eltavolitjak ezeket az atkaval fert6zott larvakat a 1épsej-
tekbdl, ezaltal megel6zik a virus tovabb terjedését. A krajnai méh populacié
csupan 2%-ban fordul el6 ez a fajta viselkedés (Spdtter és mtsai., 2016). A VSH-
t meghataroz6 genetikai markerek detektaldsa és fejlesztése hozzajarulhat a
VSH-t mutaté populéciok fenntartdsahoz és szaporitasidhoz.

Az 1998-ban indul6 gimszarvas genom projekt a godolldi Mezégazdasagi
Biotechnolégiai Kézpont a Kaposvari Egyetem Allattenyésztési, a Bészenfai
Szarvasfarm, az ELTE Genetikai, és a SOTE 1. Belgy. Klinika MSc és PhD prog-
ramjai 0sszefogasaval jott 1étre. A programtervet Orosz Laszld dolgozta ki, az
allattenyésztési és vadgazdalkodasi hasznositast Horn Péter, a klinikai iranyt
Lakatos Péter jegyezte. Ez Magyarorszag els6 emlés genom programja, amely-
nek keretében elkésziilt a vilag elsé kromoszémakba rendezett szarvas refe-
rencia genomja, amely online is elérhetd (Bana és mtsai., 2018; valamint az
NCBI genom adattiardban a MKHE00000000 azonositészdmmal megadva,
Link). A gimszarvas teljes genom szekvencia ismerete szdmtalan lehet§séget
rejt magaban. Egy ezek koziil a kapitalis agancs genetikai hatterének feltarasa,
ami nem csupan vadgazdalkodasi és vadaszati szempontbo6l lehet érdekes, ha-
nem orvosbiologiai néz6pontbdl is. A gimszarvas agancs egyediilallo szerv,
amely az éves agancs ciklus sordn lehullik, és Gjra épiil, ezzel az él6vilag legna-
gyobb mértékii csontndvekedését produkalja, mikézben a gimszarvas bika fi-
ziologids oszteoporozist szenved el. A vazcsont dsvanyi anyag vesztését a nyari
d6hérség alatt potolja vissza az allat ugy, hogy 6szre, a b6gés idejére jé kondi-
ciéba keriil, és tekintélyes agancsot rak fel, amely a vaz csontozat 25-30%-val
megegyezd csonttomeget jelent. A csontfejlédésben szerepet jatszé gének
promoéter régidinak vizsgalata soran azt talalta kutatécsoportunk, hogy bizo-
nyos gének (példaul col141) 1 és 5 kilobazisparos prométer régidjaban tobb
runx2 transzkripciés faktor kotéhely taldlhaté a gimszarvasban, mint az em-
berben vagy a szarvasmarhdban, s talan emiatt is, ezek a gének aktivabban mii-
koédnek a gimszarvasban (Stéger és mtsai., 2010). A teljes genom szekvencidk
nagy elénye, hogy az él61ény 6sszes genetikai informacidjat helyes sorrendben
tartalmazzak, ezaltal megkonnyitik a laboratériumi munkat, a kutatas-fejlesz-
tést és nem utolsé sorban az allattenyésztést. Az online elérhet6 haszonallat
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referencia genom adatbazisokbdl megtudhatjuk az adott genomra vonatkozo
legfontosabb informacidkat és le is tolthetjiik azokat

1. tablazat
Néhany fontosabb haszonadllat teljes referencia genom adatai. (NCBI alapjan;
Link)

o - Kr 0 Szekvenalasi . . Genom | Fehérje
Név Fajta Nem ) technika Legfrissebb verzio hossz | kédold
Hézi macska PacBio; 454
; esszin +X+ itanium; elis_catus 9. .
(Felis catus) Ab i Q 18+X+MT Titani Feli 9.0 (2017 2,52 19748
1llumina; Sanger
Kutya
anis ({upus oxer +A+ anger ankamas. "
Canis lup B ? 38+X+MT Sang CanFam3.1 (2011 2,41 20039
Sfamiliaris)
Szarvasmarha PacBio; [llumina
ereftoi +A+ e e - . "
T — Hereford ? 29+X+MT NextSeq ARS-UCD1.2 (2018) 2,72 21039
500/HiSeq,/Gall
Juh . HiSeq X Ten; Oar_rambouillet_v1.0
(Ovis aries) Rambouillet Q 26+X+MT PacBio RS II (2017) 2,87 21160
L Sanger; [llumina
(Equus Telivér Q 31+X+MT 18er; K EquCab3.0 (2018) 2,51 21129
caballus) HiSeq; PacBio
Sertés :
) Duroc Q 18+X/Y+MT PacBio Sscrofall.l (2017) 2 2079
Nyl
(DWC::}GQM Thorbecke | @ 214X+MT ABI OryCun2.0 (2009) 2,74 | 20547
Baromfi Bankivatyiik Pacific
(Gallus gallus) | (UCD001) G eI Biosciences RSII (eliEg i, i s
Ponty common carp genome
(Cyprinus 50+MT (2014) 1,71 | 49579
Méh PacBio; 10X
(Apis (DH4) d 16+MT Chromium; Amel HAv3.1 (2018) 0,23 9935
mellifera) Bionano

Table 1. Complete reference genome data for some major livestock. based on NCBI; Link

KOVETKEZTETESEK

A genomika és a bioinformatika nagy hatast gyakorol az orvostudomanyra, a
mezbgazdasagra és a kornyezetvédelemre egyarant. Az él6lények teljes gene-
tikai informaciéjanak a megismerése a genom szekvenalasi médszereknek ko-
szonhet6en lehetségessé valik. A haszondllatok teljes referencia genomjanak
Osszedllitashoz sziikséges modszertani ismeretek megkonnyitik a célnak meg-
felel6 bioinformatikai programok kivalasztasat és paraméterezését. A mar rég-
o6ta rendelkezésre allé és az Gjonnan Osszedllitott, annotalt referencia geno-
mokban szintén bioinformatikai programok felhasznalasaval lehet6ség nyilik
az egyedi vagy a fajtara jellemzd genetikai struktirak azonositasara, a meny-
nyiségi és mindségi tulajdonsagokat meghatarozé lokuszok megkeresésére, és
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a kiillonbozé betegségekkel vagy éppen a veliik szembeni rezisztenciaval kap-
csolatba hozhaté genomi részek megtaldlasara. Az ilyen médon megismert
DNS markerek szekvenciaira primereket, azonositd kiteket lehet fejleszteni a
laboratériumi munka soran. A markerekre kifejlesztett kiteket alkalmazhatjak
a blinligyben, a természetvédelemben, a vadgazdalkodasban, az allattenyész-
tésben és az élelmiszeriparban is.
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