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1. AKUTATAS ELOZMENYEI

A gimszarvas (Cervus elaphus hippelaphus) 6sidék ota szerves részét képezi
az emberi kultaranak, kiemelkedd tarsadalmi, természeti €s gazdasagi
haszonnal rendelkezik. Holarktikus elterjedésti faj, amelynek egyedei
nagyszamban megtalalhatok Eurazsia, Eszak-Amerika és bizonyos észak-
afrikai teriiletek erdéségeiben ¢és pusztain. Vilagszerte elterjedtek a
szarvasfarmok, ahol modern tenyésztési eljarasokkal jo mindségl
huskészitményeket allitanak elé és ahonnan magas CIC pontszamu trofeak
szarmaznak. A magyarorszagi fauna rekord méretii trofeaival (Szalka, Gamas,
Lenti, Pusztakovacsi, Gemenc-Karapancsa, Vajszlo, Labod) emelkedik ki az
eurdpai populaciok koziil.

A gemenci gimszarvas allomanyhoz kothetd a bdszénfai Szarvasfarm, amely a
Kaposvari Egyetem ¢és a Bdszénfai Vadgazdalkodasi Tajkozpont
egylittmiikodésébol sziiletett meg 1991-92 kozott. Az 1998-ban  induld
gimszarvas genom program szorosan kotddik a Boszénfai Szarvasfarmhoz és
a Kaposvari Egyetem Allattenyésztési Tudoméanyok Doktori Iskolajahoz. A
projekt megvalositasaban a godolléi Mezdgazdasagi Biotechnoldgiai Kézpont
¢s a budapesti ELTE Genetikai Tanszék és a SOTE 1. Belgyogyaszati Klinika
MSc és PhD programjai is jelentds részt vallaltak.

A CerElal.0 alapjaul szolgdlo DNS minta a Kaposvari Egyetem
Vadgazdalkodasi Tajkozpont Bészénfai Szarvasfarmjan, egy természet kozeli
koriilmények kozott €16 7 éves, kapitalis gimszarvasbikabdl (fiilszama: Crot.
N.o. 3016) szdrmazott. A 3x10 ml vér levételét kovetden tortént meg a teljes
genomi DNS kivondsa Duplica Prep Automated DNA/RNA Extraction
System (EuroClone S.p.A., Olaszorszag) kitt alkalmazésaval.

A tisztitott DNS-t [llumina HiSeq2000 platformon szekvenaltattuk, amelynek
eredményeként 4 paired-end és 2 mate pair szekvencia konyvtar késziilt el.

Ezekben a konyvtarakban sszesen tobb mint 2 milliard nyers read szekvencia



talalhato, ami 223 milliard bazispar hosszit DNS-nek felel meg. Ez a
gimszarvas haploid genomra vonatkoztatva 74-szeres atlagos lefedettséget
jelent.

Az egymast atfed6é paired-end readekb6l az ALLPATHS-LG assembler
program eldszor 0sszefliggd, kontinuus szekvencidkat contigokat hozott 1étre.
A contigokbol pedig még nagyobb szekvencia egységeket scaffoldokat
generalt. Azokon a részeken, ahol nincsenek atfedd readek a mate pair read
parok tagjai adtdk meg az azonos scaffoldra esd contigokat. Osszesen 437412
darab contig keletkezett, amelyek N50 értéke 7.5 Kbp. A contigokbol
Osszeflizott scaffoldok szama 34724, N50 értékiik 430 Kbp volt. A munkam
soran a kettds referencia vezérelt genom Osszeallitas modszerét alkalmaztam.
Az elso referenciat a gimszarvas kapcsoltsagi géntérképe jelentette, amelyet
két j-zélandi szarvas farmon interspecifikus back-cross keresztezési eljarassal
allitottak el6. 7 darab F1 milu (Elaphurus davidianus) és gimszarvas (Cervus
elaphus) hibrid szarvasbikat kereszteztek 267 gimszarvas tin6vel, amelynek
eredményeképpen 351 back-cross utdd sziiletett. A back-cross szarvasokra
készitett géntérképen 714 markert hataroztak meg, amelyekbdl azonban csak
621-et tudtak pontos térképpontként elhelyezni. A markerek tipusaik alapjan
lehettek mikroszatellitdk, RFLV-k, EST-ek, proteinek, és AFLP-k. A
géntérkép a gimszarvas haploid kromoszéma szdmanak megfeleléen az X/Y
kromoszomakkal egyiitt 34 kapcsoltsagi csoportba rendezddik és 2532 cM
hosszasagu.

A masik referenciat egy kozel rokonfaj a szarvasmarha (Bos taurus) online
elérhetd fizikai géntérképe, jol annotilt referencia genom szekvencidja

(Btau_5.0.1) adta.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCF_000003205.7

2. CELKITUZESEK

A {6 célom az volt, hogy a Gimszarvas/Csodaszarvas Genom Program keretén

beliil 1étrehozzam a ,,Gimszarvas Referencia Genom szekvenciat (CerElal.0),

ami a vilag els6 gimszarvas, és egyben a Magyarorszagon késziilt elsd, teljes,

emlds referencia genom szekvencidja. A munkam sordn a kovetkezd

részcélokat tiiztem ki.

1.

Megfeleltetni egymassal a rendelkezésre 4116 gimszarvas genetikai térképet
(Slate és mtsai., A Deer (Subfamily Cervinae) Genetic Linkage Map and
the Evolution of Ruminant Genomes, 2002) és a de novo gimszarvas

szekvencia vazakat (genom assemblyt/scaffoldokat).

. Egyeztetni egymadssal a gimszarvas genetikai térkép pontjait (DNS

markereit) és a szarvasmarha referencia genom ortoldg szekvenciait.

. Azonositani a szarvasmarha referencia gének ortolog szekvenciait a

gimszarvas scaffoldokon.

Osszehasonlitani és felilleszteni a de novo gimszarvas scaffoldokat a
szarvasmarha referencia genomra az evolucios valtozasokat figyelembe
véve.

Megkeresni a gimszarvas genom fehérje kodold génjeit, repetitiv

szekvenciait, transzfer RNS, riboszomalis RNS és mikro RNS szekvenciait.

. Meghatarozni a gimszarvas kromoszoémdk centromeron pozicioit.

Az egyedi azonositoval ellatott gimszarvas teljes genom feltdltése és online

elérhetové, letdlthetové tétele az NCBI szerverén.



3. ANYAG ES MODSZER

A munkéam els6 1épéseként a gimszarvas géntérkép pontjainak DNS szekvencidit
név és azonositd alapjan irodalmi adatokbdl és online elérheté Ensembl, UCSC,
Uniprot, NCBI, ¢s ENA adatbazisokbol gytjtottem ki. Az Osszes gimszarvas
scaffoldbol és a szarvasmarha referencia genombol makeblastdb paranccsal kiilon-
kiilon blast konyvtarakat készitettem. A térképponti markereket és a 10 darab
DeerPlex mikroszatellitat ugynevezett query vagyis keresdé multifasta fajlokba
fiiztem. A markerek (query) illesztése a szarvasmarha és a gimszarvas-scaffold
blast konyvtarakra blastn, tblastx, és tblastn paranccsal tortént. Az ilyen moédon
kihalaszott scaffoldokat ,,mapmarker vagyis térképpont” scaffoldoknak (MMSc)
neveztem el. A tovabbiakban a gimszarvas térkép pontok megfeleldit is
azonositottam a szarvasmarha teljes genom szekvenciaban (Gsszehasonlitd
géntérképezési elv). A gimszarvas géntérkép pontjai azonos sorrendben, ko-
linearisan helyezkedtek el a szarvasmarha genomban is, azaz kiterjedt szinténidk,
lokalis kapcsoltsagok figyelhetok meg.

A két faj marker szekvencia hasonldsaga és szinténiai miatt feltételezhetd a génjeik
kozotti hasonlosag is, ezért a kovetkezd 1épésben MegaBLAST paranccsal a UCSC
online adatbazisbol letoltott szarvasmarha géneket illesztettem a gimszarvas
scaffold blast konyvtarhoz. Az ilyen modon kihalaszott scaffoldokat reference
gene containing scaffolds-nak (RGSc) neveztem el.

A referenciaként hasznalt szarvasmarha genombol RepeatMasker programmal
kimaszkoltam (hard-masking) a kis komplexitasu genomi szekvenciakat és a
repetitiv elemeket, hogy ne zavarjak a késobbi illesztéseket. Ezutan a referenciat
seqretsplit paranccsal kromoszomakra szedtem szét. A gimszarvas és a
szarvasmarha kromoszomak szama eltér, és az evoluciojuk soran kromoszoma
atrendezodések (Robertsonialis fuzio, Robertsonialis transzlokacid, hasadas,
transzlokacid, paracentrikus inverzid, ¢és inverzid) torténtek. A két faj
kromoszémalis kiilonbsége miatt a referenciaként haszndlt szarvasmarha

kromoszémaékat a gimszarvas géntérképnek megfelelden alakitottam at a seqret
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program segitségével. Néhany esetben két szomszédos marker megcserélddését
figyeltem meg, ilyenkor az 1 cM-nal, vagy annal nagyobb tavolsag esetén
elképzelhetonek tartottam a valds inverziot, azonban 1 c¢cM alatt megmaradt a
szarvasmarhanak megfelel6 marker rangsor.

A markerek és az MMSc-k szarvasmarha genomra illesztéséhez a BLAST, a
MUMmer3.0, a BWA 0.7.10-r789 verzidjat futtattam le.

Az RGSc-k szarvasmarha kromoszomalis pozicidinak meghatarozasa szintén
MegaBLAST, MUMmer és BWA programokkal tortént.

Ezutan a nem referencia gének (a USCS Refseq génjein kiviili géneket (miRNS,
tRNS, rRNS gének) tartalmazo scaffoldok vagyis az igynevezett inter reference
genes scaffolds-ok, IRGSc-k) felillesztéséhez a MegaBLAST, a LASTZ 32, a
MUMmer, és a BWA bioinformatikai szoftver csomagokat hasznaltam. Ennél a
munkafolyamatnal az RGSc-k és az IRGSc-k kromoszomalis lokalizaciojat,
sorrendjét ¢€s irdnyultsagat hatdroztam meg a gimszarvas kapcsoltsagi
csoportoknak megfeleléen széttordelt, és hard repeatmaszkolt szarvasmarha
kromoszomakon. A tobbféle program eredményfijljait hazilag készitett Bash
szkriptekkel dolgoztam fel, 1ényegében awk, sed, bedtools merge és sort
parancsokkal.

A szarvasitott (gimszarvas kapcsoltsagi csoportoknak megfelelden széttdrdelt)
szarvasmarha referencia genomnak az MMSc, RGSc és IRGSc scaffoldokkal
lefedett részeit kimaszkoltam (hard masking). A megmaradt réseket a mar ismertett
BWA és MUMmer programok alkalmazasaval feltltottem a kimaradt 1999 bp
feletti scaffoldokkal (GFSc, gap filling scaffolds).

A megfelel6 sorrendben elhelyezett scaffoldok, és 2582 egyedi contig Gsszefiizése
Python szkripttel tortént Ggy, hogy a kozottiik 1évo résekbe 100 bp-nyi N karakter
kertilt.

A repetitiv szekvencidkat a RepeatMasker Open-4.0. nevili szoftverrel kerestem
meg. Az emlds riboszomalis RNS kis és nagy alegység (SSU, LSU) szekvenciait

a SILVAI23 referencia adatbazisbol szedtem ki. A prekurzor formatumu



mikroRNS-ek a miRBase adatbazisbol szarmaztak, amelyekbdl 21 emlés miRNS
szekvenciadt hasznéltam fel a késobbiekben. Az rRNS-ekbdl és kiilon a miRNS-
ekbdl keres6-szekvencia fajlokat hoztam létre, amelyeket blastn paranccsal
illesztettem a gimszarvas genomunkhoz. A riboszémalis RNS 5S egységét Barrnap
0.6 program segitségével kerestem meg. A transzfer RNS-eket a tRNAscan-SE-
1.3.1 szoftverrel talaltam meg.

A fehérje kodold géneket a MAKER 2.31.8 gén annotacios program azonositotta,
olyan moddon, hogy egymdas utdn hivott be kiilonb6zd alprogramokat
(RepeatMasker-open-4.0.5, RepeatRunner, RepeatModeler 1.0.4, RECON,
RepeatScout 1.0.5, Exonerate, BLAST, SNAP, AUGUSTUS). A MAKER mas
fajokbol szarmazé EST, mRNS és fehérje szekvenciakat (szikaszarvas,
szarvasmarha, juh, ember) illesztett fel BLAST algoritmussal a konny( maszkolt
(soft-masking) gimszarvas genomra. Az ab-inito gén predikciot pedig a SNAP és
az AUGUSTUS programokkal végezte el. A fehérje funkciok és a protein-kodold
gének azonositasa az InterProScan szoftverrel tortént.

A gimszarvas genetikai variansok (SNV, INDEL) meghatarozasanal a paired-end
¢s a mate pair konyvtarak readjeit BWA -mem program illesztette fel referencia
genomra. A felillesztett readekben a SAMtools (paraméterek: mpileup -D -S -E -

uf) szoftver azonositotta a genetikai variansokat. Az aminosavak funkcionalis

crer



4. EREDMENYEK

A gimszarvas genom program elsé 1épéseként egy hétéves, Boszénfan nevelkedett,
kapitalis, késébb 12 kg sulyu agancsot viseld gimszarvasbika vérébdl DNS-t
izolaltunk. Az allat teljes genomjat szekvenaltattuk Illumina HiSeq2000
szekvenald platformon. E folyamat kdvetkezményeként 4 paired-end és 2 mate
pair szekvencia konyvtar késziilt el, amelyekben sszesen koriilbeliil 2,2 x 10° read
talalhato, amely 222,7 Gbp DNS-nek felel meg. A de novo assembly készitést az
ALLPATHS-LG program hajtotta végre, melynek eredményeképpen 437412,
Osszesen 1,95 Gbp hosszu contig jott 1étre. A contigokat a program nagyobb
szekvencia egységekké, scaffoldokka fiizte 6ssze. A scaffoldok szama 34724, 6ssz
hossziisaguk pedig a gapeket is figyelembe véve 3,4 Gbp.

Az elsd szamu referenciaként hasznalt gimszarvas genetikai térképe (Slate és
mtsai., A Deer (Subfamily Cervinae) Genetic Linkage Map and the Evolution of
Ruminant Genomes, 2002) az Osszes kapcsoltsagi csoportra nézve 2532 ¢cM
hosszusagu, 34 kapcsoltsagi csoportbol all és 5,7 cM-0s marker atlagsiiriiséggel
rendelkezik. A linkage groupokon meghatarozott 621 genetikai markert online
genomikai adatbazisokbol kerestem ki. Az AFLP-¢k kivételével az 6sszes tipushoz
(EST, RFLV, STS, protein) talaltam szekvenciakat. Ekképpen 365 marker DNS
szekvencidjat sikeresen azonositottam és helyeztem el a genetikai térképen. A 365
markert hordozé scaffoldokat ,,mapmarker” (MMSc) scaffoldoknak neveztem el.
Az MMSc-k igy meghatarozott pozicidba keriiltek a kapcsoltsagi géntérképen.
Masodik szamu referenciaként a szarvasmarha referencia genom (NCBI
Btau_5.0.1) szolgalt. Erre a genomra illesztettem fel a 365 C. elaphus marker
szekvenciéit, illetve térképpont scaffoldjait (MMSc). Igy sikeresen azonositottam
a B. taurus genomban a 365 gimszarvas MMSc-vel hasonlésagot mutato, ortolog
szekvencidkat. Ezek pozicidi a kromoszoéméakon végig kolinearisan helyezkedtek
el mindkét fajban. Ezenfeliil az MMSc-ben taldlhaté gének sorrendje is azonos volt
a ,,bovin” génekével, vagyis “intra-scaffold és intra-contig” szinten is érvényesiilt

a szinténia. A gimszarvas €s a szarvasmarha MMSc szekvencidk kolinearitasa
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okan feltételezhetd, hogy a két faj génszekvenciai is nagyon hasonldéak. A
feltételezett hasonlosag miatt szarvasmarha géneket toltottem le online elérhetd
UCSC genomikai adatbazisbol.

A tovabbiakban ezekkel a keresé génekkel, mint ,,csalikkal” kihalasztam azokat a
,préda” scaffoldokat, amelyek tartalmaztdk a csali génnel ortolog gimszarvas
szekvenciakat. Az ilyen scaffoldokat ,,referencia gén scaffoldoknak’ (RGSc-knek)
neveztem el. Annal bizonyosabb volt egy RGSc helyzete minél tébb, azonos
sorrendben kovetkezd szarvasmarha gén ortolog szekvenciat foglalt magaban. A
folyamat eredményeként a markerpontok kozotti részekre RGSc-ket helyeztem el.
A gimszarvas genetikai térkép szegmensekre igazitott bovin génsorrendjét kovetve
Osszesen 6013 scaffoldot lokalizaltam.

A kovetkezd munkafdzisban az MMSc-RGSc és az RGSc-RGSc kozotti réseket
toltottem fel az eddig el nem helyezett scaffoldokkal. Ezek feltehetben nem
tartalmaztdk az UCSC altal megadott Refseq proteinkddold géneket, de nagy
valoszintiséggel rendelkeztek masmilyen fehérje kodolo, példaul nem Refseq,
rRNS, tRNS, és miRNS génekkel. Ezeket a keres6 gimszarvas scaffoldokat,” inter
referencia gén scaffold”-oknak (IRGSc) neveztem el. Az MMSc-ket, RGSc-ket és
IRGSc-ket egyiittvéve 13748 scaffoldot tudtam elhelyezni, azonban 15205 2 Kbp-
nal hosszabb scaffold lokalizacidja tovabbra is kérdéses maradt.

A probléma megolddsaként kimaszkoltam a mar meglévé 13748 Bos taurus
genomi helyet. Az ilyen moddon ,maszkolt” referencidra illesztettem fel a
megmaradt 2 Kbp-nal nagyobb szekvencidkat. Ennélfogva még 9845 uj,
ugynevezett réskitoltd, vagyis ,.gap filling” scaffoldhoz (GFSc) talaltam
szarvasmarha kromoszoma részeket. A munkafolyamat soran sikeriilt azonositani
A szekvencidk nagyrészénél, pontosabban 99,6%-andl egyértelmii, kdlcsonos
megfeleltetést tapasztaltam a két faj kozott, de 102 esetében elmondhaté volt, hogy
akar tobb, egymastdl elkiiloniilé kromoszomalis szakasszal mutattak ortologiat

vagy ezzel ellenkezdleg, azonos pozicidkat fedtek le. Megoldand6 a problémat



onallé contigokra bontottam a scaffoldokat vagy Osszefésiiltem 6ket egy azonos
scaffoldban. A keletkezett 2582 egyedi contigot és az uj 35 scaffoldot ebben a
forméban illesztettem ujra a referencia genomhoz.

A pszeudokromoszéma készités végeredményeként létrehoztam a haploid
gimszarvas (C. elaphus hippelaphus) referencia genomot, amely CerElal.0 nevet
kapta. A CerElal.0 genom 23491 plusz 35 scaffoldbol (MMSc-k, RGSc-k, IRGSc-
k, GFSc-k plusz a 35 1)) és 2582 6nallo contigbol tevédik Ossze, azaz Gsszegezve
26108 szekvencia elemet tartalmaz, ami 3,4 Gbp genom hosszusagot ad ki.

Az ,unplaced” kategoridba keriilt 11444 scaffold, mivel nem tudtam az Uj
gimszarvas referencia kromoszomakon elhelyezni 6ket. Az unplaced szekvenciak
Osszesen 52989442 bp-t tesznek ki, ami a teljes genom 1,6 %-a.

Nagy jelentdséggel birtak azok a scaffoldok, amelyek tobb gént, vagyis lehetséges
kapcsolt, szinténikus genetikai elemet tartalmaztak. A Btau 5.0.1 szarvasmarha
genommal a gimszarvas kromoszomakat Osszevetve kideriilt, hogy az intra-
scaffoldikus gének a szarvasmarha ortolog génekkel megegyezden lokalis
kapcsoltsagokat mutattak. Minden tobb génes gimszarvas scaffold (3422) és
ortolog bovin kromoszomalis szegment esetében észleltem ezeket a kiterjedt
szinténiakat. Elmondhato tehat, hogy a szinténia és a gének sorrendje nem csupan
térképpont  markerekre = kromoszomalis  szinten  igazolhatd,  hanem
szubkromoszomalisan, a scaffoldokon beliil is megnyilvanul.

A gimszarvas gének identifikacidja a szarvasmarha, juh és emberi transzkriptom
és proteom illetve a de novo létrehozott szikaszarvas (Cervus nippon)
transzkriptom felhasznalasaval, a MAKER program alkalmazasaval tortént. A
»pipeline”-okat futtatd MAKER 19368 fehérje kodold gént azonositott. Az
identikus gének sorrendje tulnyomorészt megegyezett a szarvasmarha és a
gimszarvas genomban. A teljes referencia genom (CerElal.0) felkertilt az NCBI-
ba (NCBI azonosito MKHE00000000.1, GCA 002197005.1), ahol genom
bongészdvel megjelenithetok az annotalt gének.

Ezenfelill sikeriilt meghatarozni 589 rRNS kddolé gén (LSU, SSU) helyzetét,



amely 98.3 Kbp hosszlisag szekvenciat fedett le, ami a pszeudokromoszoma
0sszhossz 0,0029%-at tette ki. Az 5s rRNS génekbdl 1029-et (96Kbp, a CerElal.0
0,0028%-a), a tRNS-ekébosl 2096-ot (128 Kbp, a CerElal.0 0,0038%-a) a
mikroRNS-ekébdl pedig 264-et (27,7 Kbp, a CerElal.0 0,0008%-a) lokalizaltam.
A RepeatMasker program 769492957 bp hosszusagu repetitiv szakaszt ismert fel,
ami a teljes genom 22,73% -at adja ki.

A C. elaphus kromoszomak felépitése meglehetésen ,,primitiv”’ jelleget mutat,
mivel szinte az Osszes akrocentrikus (A kromoszoma). A gimszarvas
kromoszomak tobbsége (19 autoszoma ¢és X, Y) kozvetleniil parba allithato egy
homeoldg szarvasmarha kromoszomaval. A szarvasmarhaban az evollcid soran
megOrzodott a 6 akrocentrikus 6si kromoszoma, és ezek hasadasaval a szarvasfélék
evolucioja alatt keletkezett 12 akrocentrikus (szarvas) kromoszéma. Ez azt jelenti,
hogy a szarvas evolucidos vonalon uj centromeronok jottek létre. A Ce5
metacentrikus (M kromoszoma) a Cervinae ag levalasakor két akrocentrikus
vonalak (Bovidae, Cervidae) kariogramjai alapjan, az evoltciojuk soran nagyon
gyakran torténhetett tandem 6sszekapcsolddas ugynevezett Robertsonialis fuzio és
hasadas, azaz amikor 2 akrocentrikusbol 1 akrocentrikus kromoszéma képzodik és
A kapcsoltsagi csoportok pontjait itt nem lehet egységesen a centromeronok
helyzetéhez orientalni. A szarvasmarha oldalan a genom szekvencidkban jelezték
a centromeronok helyzetét, viszont korabbi kromoszoéma citoldgiai vizsgalatokban
centromeron festéssel és in situ DNS hibridizaciok alapjdan meghataroztdk a
centromeronok és a hozzajuk kozel es6é gének lokalizacidjat. Ezek a gének mar
azonosithatok voltak a szarvasmarha genom szekvencidban is, ortologjaik pedig
szintén szerepeltek a gimszarvas genom szekvenciaban, CerElal.0-ban. A
szarvasmarha genomban azonositott ,.centromeron-kozeli gén” szinténiakat
atvezettem a homeoldg gimszarvas kromoszomdkra. A rendelkezésre allo,

egymassal ortolog szarvasmarha és gimszarvas pszeudokromoszoma szekvencidk
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¢s citogenetikai felvételek (a sorba rendezett metafazisos kromoszomak
sdvmintazatai) komparativ elemzésével sikeriilt tehat meghatdrozni a
centromeronok lehetséges helyzetét (a géntérképi pontokhoz igazitva) mind a 34
gimszarvas kapcsoltsagi csoporton és a genetikai térképek alapjan készitett
pszeudokromoszémakon. Ilyen mdédon 6 szarvasmarha kromoszémaval (Bt5, Bt6,
Bt2, Bt8, Bt1, Bt9) parosan megfeleltethetd 12 gimszarvas kromoszéman (Ce3-22,
Ce6-17, Ce8-33, Celb-29, Cel9-31, Ce26-28) is nagy biztonsaggal meg lehetett
adni a centromeronok helyzetét. Az akrocentrikus gimszarvas Cel9, a
szarvasmarha Btl disztalis felével, a szintén akrocentrikus gimszarvas Ce31l
viszont a szarvasmarha Btl proximalis szakaszaval ortolég. A helyzet azonban
Osszetettebb ennél, hiszen a Cel9 kromoszdéma Osében egy jol definialhato torés
¢s transzlokacid (az alsé és a felsé szegmens helyet cserélt) is lejatszodott az
evolucidé soran. A gimszarvas Ce28 és a Ce26 akrocentrikus kromoszoma a
szarvasmarha Bt9 akrocentrikus kromoszéma két karjaval azonos. Ennek az az
oka, hogy a szarvasfélék dsében ez a kromoszdéma kettéhasadt. A gimszarvas Ce26
centromérajanak nincs megfeleléje a szarvasmarha Bt9 szekvenciaiban, mivel
gimszarvas Ce28 ,,0rokolte meg” a centromeront, de a savmintazatok €s a genetikai
térképpont sorrend dsszevetése alapjan a gimszarvasban le kellet jatszodnia egy
paracentrikus inverzionak a fajképzdédés folyaman. Ennek kovetkeztében a
kromoszoéma Osszes ortolog markereit érint6, nagyméretli szegmense egészben
megfordult, mig a centromeronhoz legkdzelebbi szekvencidk a helyiikén
maradtak. Két olyan esetet tartam fel, amikor egy gimszarvas kromoszoma két
szarvasmarha kromoszomaval ortolog. A metacentrikus gimszarvas Ce5 egyik
karja a szarvasmarha Bt17-el a masik a Bt19-el egyezik meg. Az akrocentrikus
gimszarvas Cel5 Robertsonialis fazioval keletkezett, amelyben a centromeron
kozeli rész a szarvasmarha Bt28-al, a tavoli rész pedig a Bt26-al ekvivalens.

Az inverzidk, a transzlokéciok, a kromoszémalis fuziok és torések athelyezik és
elkiilonitik a térképponti markereket és 1) kornyezetet hoznak Ilétre az

atrendezddések toréspontjai koriil. A gimszarvas-szarvasmarha rokoni kapcsolatat
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tekintve ezek az "evolucid altal létrehozott" atrendezések 1j szomszédos
szekvencia régiok kialakulasahoz vezettek. A CerElal.0 genomban 26 darab
szarvas-bovin atrendezést észleltem, amely 18 inverzidt, 2 transzlokaciot, és 6
kromoszomalis fuzidt és hasadast foglalt magaba. Abban a 6 esetben, amikor 1
akrocentrikus szarvasmarha kromoszéma két akrocentrikus gimszarvas
kromoszomaval feleltethetd meg az ortolég szarvasmarha régiohoz illeszkedd
scaffoldokat és contigokat tigy osztottam fel a két gimszarvas kromoszoma kozott,
hogy figyelembe vettem a gimszarvas genetikai térképeken talalhato
rekombinacids tavolsdgokat ¢és ezeknek megfelelden, aranyosan, illetve a
szarvasmarhdban tapasztalt sorrend szerint rendeztem el Oket. Az ilyen tipusu
kombinalt DNS szekvenciak a CerElal.0 genom 5 %-at (0,166 Gbp) teszik ki. Az
inverziok 54 gimszarvas-szarvasmarha szekvencia valtas (,,switch pont™) pontot
eredményeztek, amelyek a talnyuld, ,(flanking” régidikkal egyiittvéve
tulajdonképpen megegyeztek a szomszédos MMSc-k altal hatarolt, 6sszesen 462,9
Mbp szekvenciaval. Ez a CerElal.0 genom 13,5 %-at jelenti. A CerElal.0 81,5%
-aban a gimszarvas gének az MMSc kozotti szegmensekben a szarvasmarha
ortolog gének sorrendjét kovetik, az MMSc-ken beliil pedig egyértelmiien a
gimszarvas génsorrend érvényesiilt. A CerElal.0 szekvencia 18,5%-ban
(kromoszémalis hasaddsok/fuzidk, flanking részek inverzidi) gimszarvas ¢&s
szarvasmarha génjeinek szinténikus blokkjai kombinalodtak.

A CerElal.0 genom heterozigocitas/genetikai varians keresése soran 2807458
SNV-t és 364689 indelt azonositottunk. A MAKER annotacios pipeline eredmény
fajljai alapjan tovabbi a heterozigdta SNV-ket annotaltunk. Ily modon Osszesen

17700 nem-szinonim és 14252 szinonim SNV-t talaltunk meg.
* Bt(valamilyen szam): Bos taurus, vagyis szarvasmarha valamilyen szamu

kromoszomaja, Ce(valamilyen szam): Cervus elaphus, vagyis gimszarvas

valamilyen szdmu kromoszomaja
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Az ¢értekezés témdaja kiemelkedden fontos a hazai genomikai kutatds
szempontjabol, hiszen Magyarorszag elso, valddi, nemzetkdzileg is elismert teljes
referencia genom szekvenciaja eldallitasarol szol. Nagymértékben hozzajarul a
gimszarvas populaciogenetikai profiljanak megismeréséhez, ezaltal lehetdséget
teremt ) mikroszatellita €¢s SNP markerek tervezésére. A gimszarvas referencia
megismerését, és a farmtenyésztési eljarasok fejlesztését. A gimszarvas gének
szerkezetének €s azok promoter szekvenciainak ismerete alapjan feltarhatjuk a
kapitalis aganccsal rendelkezd egyedek genetikai hatterét. Feltérképezhetok
lesznek a csont-agancs metabolizmusban és tumor képzddésben résztvevé gének
mukodései €s orvosbiologiai vonatkozdsai. A disszertacioban ismertetett
bioinformatikai mddszerek megfelel6 mintaul szolgalhatnak mas mezdgazdasagi
vagy kornyezetvédelmi szempontbdl értékes faj referencia genomjanak a
létrehozasahoz.

A bioinformatikai munkat megelézte a mintagytijtés, a DNS izolalas €s a teljes
genomi DNS szekvenalasa. A DNS mintavétel a Kaposvari Egyetem
Vadgazdalkodasi Tajkozpont BOszénfai Szarvas farmjan ¢l6 7 éves, kapitalis
gimszarvasbika vérébdl tortént az allatvédelmi térvények figyelembevételével. A
DNS izolalas eredményeképpen keletkezett nagy tisztasagli DNS-t a daniai Aros
Applied Biotechnology cég szekvenalta meg Illumina HiSeq2000 késziilékkel,
aminek kovetkezményeként nagy mennyiségli, tovabbi vizsgalatokra alkalmas,
bioinformatikai nyers adat 2 millidrd read szekvencia jott létre. A késObbi
populédcidgenetikai vizsgalatok szempontjabol érdemes lenne tobb, kiilonbdzo
magyarorszagi populaciobol szarmazo koriilbeliil 150-300 gimszarvas egyedre
kiterjeszteni a mintavételt és a teljes genom szekvenalast. A szekvenalasi modszer
tekintetében ajanlatos az Illumina technoldgidndl maradni, hiszen Uj
technolodgidikkal a leolvasott read méretének novelésére és az eljaras koltségének

a csOkkentésére torekszenek.
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A Broad Institute ALLPATHS-LG programja a read szekvenciakat contigokka és
scaffoldokka flizte 6ssze. A scaffoldok szama 34724 volt. Viszonylag sok 2000 bp
alatti, kisméreti és kevés nagy méretii scaffold jott létre. Amelyekbdl a
kromoszomaba rendezés szempontjabol a 8 Kbp folottiek bizonyultak a legjobban
hasznalhatoénak. A scaffoldok N50 érték-e 430 Kbp a teljes hosszukra nézve, és
N50=265 Kbp értéket kaptunk a gap-mentes scaffoldok esetében.

A referenciaként hasznalt C. elaphus géntérkép hossziisaga 2532 c¢M, mig az
,osszeszerelt” CerElal.0 referencia genom Osszes hosszusaga 3,4 Gbp, vagyis 1
cM 1,34 Mbp-nak felel meg. Ez az érték szignifikansan nagyobb, mint az
altalanosan  hasznalt megkdzelitd 1cM/IMbp értek (a |, hiivelykujj
mérték/zsinormérték, angolul thumb role”) vagy a szarvasmarha genomra
megallapitott 0,8 Mbp/IcM. A gimszarvas CerElal.0 referencia genom
latszolagosan 25%-kal hosszabbnak adodik, mint a szarvasmarha, Btau_5.0.1
referencia genom. A gimszarvas genom 0,7 Gbp-nyi ,,tobblet” hosszisaganak az
okat keresve elvégeztem a CerElal.0 és Btau 5.0.1 pszedogenom ortolog
szegmenseinek Osszehasonlitasat. Azt tapasztaltam, hogy néhany kivételtol
eltekintve a gimszarvas €s a szarvasmarha pszeudogenomok mentén a gimszarvas
szegmensek és végsdsoron a scaffoldok egyenletesen 1,25-sz6r hosszabbak, mint
a szarvasmarha szegmensek (Kivétel ez alol a Cell kromoszoma, ahol ez az arany
2,2). Osszevetve a 25 %-os (0,7 Gbp) extrahossziisaggal rendelkezé CerElal.0
pszeudogenomot (3,4 Gbp) a Btau 5.0.1 pszeudogenommal (2,7 Gbp)
megallapithato, hogy til sok gaprégiot (,NNN”) épitett be az ALLPATHS-LG
program a contigok k6z¢é a scaffoldokban. Feltéve, hogy a B. taurus és C. elaphus
genomjai méretiiket tekintve lényegében megegyeznek egymassal, tovabba
figyelembe véve, hogy a CerElal.0-ban talalhat6 a contigok 6ssz DNS-szekvenciai
1,9 Gbp-t tesznek ki feltételezhetd, hogy a szarvasmarha genommal aranyosithato
0,8 Gbp gap régio helyett 1,5 Gbp-nyi gap keriilt a scaffoldokba 6sszesen. Ezek
eloszldsa azonban a fizikai tdvolsdgoknak megfeleléen ardnyos. A szarvas

szarvasmarha szinténikus szegmens hosszakndl tapasztalt 1,25 arany a Cell
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kromoszoma esetén lényegesen tobb, 2,2 volt ennek magyardzatara nincs javaslat.
A gimszarvas scaffoldokban a térképponti markerek szegmensei és gének
sorrendje szinténidt mutatott a kozel rokon faj szarvasmarha ortolog
szegmenseivel, vagyis a scaffoldok 1ényeges, nukleotid szekvencidi mégis jonak
bizonyultak. Tovabbi gimszarvas egyedek assembly készitésekor megfontolando
mas ALLPATHS-LG paraméterek vagy tjabb programok (példaul DISCOVAR)
hasznalata.

A scaffoldok kromoszoémaba rendezése Jon Slate gimszarvas genetikai marker
térkép €s a szarvasmarha referencia genom felhasznédlasaval tortént meg. A
gimszarvas genetikai térképén 621 EST, RFLV, STS, protein genetikai markert
hataroztak meg, am ezek szekvencidjat irodalmi adatokbol és bioinformatikai
adatbazisokbol kellett kigytijteni. A problémat az jelentette, hogy 229 AFLP-hez
sehol sem lehetett szekvenciat talalni, tehat ezek kiestek a tovabbi vizsgalatokbol,
¢s a tOobbi kategorianal is eléfordult, hogy ismeretlen maradt egy-egy marker
szekvencidja. Ezen okok miatt 365 markerpont DNS szekvencidjat azonositottam
¢s a tovabbiakban keresd-szekvenciaként BLAST programmal illesztettem a
scaffoldokhoz és a szarvasmarha referencia genomhoz. Az ilyen modon megtalalt
scaffoldokat térképpont vagyis "mapmarker" scaffoldoknak (MMSc-K) neveztem
el. A vizsgalathoz tobb referencia genom verziét (NCBI Btau_4.6.1, Btau_5.0.1)
is hasznaltam, bar az akkoribban legfrissebb is elegendé lett volna (Btau_5.0.1). A
gimszarvas géntérkép pontjai hosszii szakaszokon azonos sorrendben, ko-
linearisan helyezkedtek el a szarvasmarha genomban ¢és a gimszarvas
scaffoldokban egyarant, emiatt az Osszehasonlito géntérképezési elvet
felhaszndlva a szarvasmarha ortoldg génekkel kihalaszott gimszarvas
scaffoldokkal (RGSc) toltottem fel a marker pontok térképkozeit. A késébbiekben
ellendrzésképpen a géneket tartalmazd scaffoldokat és a tobbi, 2 Kbp-nal
hosszabb, referencia gént nem tartalmazé 15205 scaffoldot illesztettem fel a
szarvasmarha referencia genomra LASTZ, MUMmer, BWA ¢és MegaBLAST

programok alkalmazasaval. Ezeket neveztem el inter-referencia gén scaffoldoknak
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(IRGSc).

A gimszarvas genomon lefutatott MAKER program annotacios folyamata soran
19368 protein-kodold gént talalt, amely teljesen megfelel a tobbi emlds fajban is
leirt 19000 és 21000 kozé eso fehérje kodolod gén szamnak ¢€s a kérddzok ismert
génjeinek 90 %-at lefedi. A gimszarvas gének és szarvasmarha ortoldgjaik
sorrendje kolinearitast mutat a CerElal.0 és a Btau 5.0.1 genomban.
Meghataroztuk a gének részletes szerkezetét (exon, intron szerkezete, 5° és 3> UTR
régioik) evolucios rokonsagait (hasonld gének mas fajokban), funkcidit (a sejten,
szerveken, szoveteken beliili, fejlédésben betoltott szerepliket). Feltartuk az
1smétl6do, repetitiv szekvenciakat, LTR elemeket, transzfer RNS, kis RNS ¢és
riboszoma RNS géneket, ¢és mindezen genetikai elemek helyzetét a
kromoszomakon. Azonositottunk 2,8 millio heterozigota pont valtozatot (SNV) és
365 ezer apro delécidt és inszercidt a gimszarvas genomban.

A CerElal.0 gimszarvas genomtol teljesen fliggetleniil, egy angol-ijzélandi
kutatocsoport altal meghatarozott, tobb mint 38 ezer nagyrészt gimszarvas kisebb
részt szikaszarvas SNP rekombinacids pont elemzését tartalmazo nagy striiségli
gimszarvas genetikai térkép is elkésziilt. Ez a géntérkép nagyszamu, 38083 SNP
marker szekvenciat tartalmaz, amely egy komparativ vizsgalattal validalja a
magyar gimszarvas referencia genomot, a CerElal.0-t. Az 6sszehasonlit6 munka
elsd 1épésekeént kikerestem €s letdltottem az Gsszes angol-jzélandi SNP markert a
150-150 bazisparos szarnyi (flanking) régioikkal. Ezeket a markereket, mint
keres6 szekvenciakat a mi gimszarvas genomunkra illesztettem fel BLASTN
paranccsal. Kivdlasztottam a legjobb taldlatokat, amelyek eredményeibdl
tablazatokat generdltam minden egyes autoszomara olyan mddon, hogy lathato
legyen a mi gimszarvas kromoszdmalis pozicionk megabazisparban megadva és a
keres6 angol-Gjzélandi SNP marker megabazis és cM pozicidja. A kapott
eredményekbdl pont diagramokat szerkesztettem excel programmal. Az adatok és
abrak alapjan jol lathatok a lehetséges toréspontok ¢és kromoszéma

atrendezédések. A 38083 pontbdol 32408-at tudtam elhelyezni az elvartnak
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megfeleld kromoszéman, vagyis az Osszes pont 85%-at. Ezen pontoknal 33
esetben tapasztaltam tobb pontbol allé rész nagyobb inverziojat. A fordulasok
legval6sziniibb oka a Slate-féle 621 marker és a Johnston-féle SNP marker
genetikai tavolsag alapt géntérképek kozott fennallo kiilonbség, illetve, hogy két
forditott helyzetii, szomszédos Slate marker esetében nem lehettem biztos abban
mekkora flanking részek tartoznak az invertdlt szakaszokhoz. Tovabba a
gimszarvas referencia genom elkészitésénél a Slate térkép egyes szomszeédos
markerpontjai forditott helyzetlinek tlintek a szarvasmarha referencia genomhoz
képest 1s, ami 54 gimszarvas-szarvasmarha inverziot, 0sszesen 462,9 Mbp
szekvencidt adott. A CerElal.0 létrehozasdhoz a Slate-féle géntérkép allt a
rendelkezésre, tehat a scaffoldok elhelyezése e sorrendiségnek megfeleléen
tortént. A felillesztett pontokbdl csupan 604 adott kiugrd értéket, ami kevesebb,
mint az elhelyezett pontok 1,9 %-a. 1019 SNP -t mas kromoszoman lokalizalt a
BLAST program. Ezen pontok diszkrepancidjat az okozhatta, hogy a gimszarvas
pszeudokromoszoma készitéshez hasznalt kozel rokonfaj, a szarvasmarha
kromoszoémaszama nem egyezik meg a gimszarvaséval. Azokban az esetekben
amikor 12 gimszarvas 6 szarvasmarha kromoszomaval ortolog a genom
Osszeallitas soran nem lehetett biztosan tudni, hogy az utolsé Slate-féle genetikai
térképpontokon tal a két gimszarvas kromoszéma miként ,,0sztozik™ az ortolog
szarvasmarha kromoszoma ,,elosztand6” szegmensén. Ezek a bizonytalan részek
0,166 Gbp hosszi DNS szekvenciat tesznek ki. Osszességében azonban
elmondhatd, hogy a kapott eredmények meggy6z0 bizonyitékot szolgéltatnak a
CerElal.0 gimszarvas genom helyességének igazoldsédhoz.

A nagystrtségii SNP genetikai térképen kivil a munka kezdetétél fogva
rendelkezésre allt a rendkiviili érzékenységli, 10 autoszomalis tetranukleotid
mikroszatellita lokuszra épiil6 ,,parentage controll kit”, a DeerPlex. A vizsgalat
soran sikeriilt a DeerPlex mikroszatellitdkat kiterjedt DNS szekvencia

kornyezetben elhelyezni.
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A CerElal.0  felhaszndlhat6 ~ SNP  és/vagy  mikroszatellita  alapu
egyedazonositdshoz, populacidgenetikai szintli vizsgélatokhoz, leszdrmazési
vonalak ¢€s evolucios viszonyok feltarasahoz. Jelenleg publikélas alatt van egy
cikkiink, amelyben 0j XY kromoszomas mikroszatellita markerek fejlesztésérol
irunk. Ezek a nemi kromoszémas markerek nagyban megkonnyitik az apai és az
anyai leszarmazasi vonalak feltarasat, lehetévé teszik az objektiv és egyértelmil
egyedazonositast, a tudatosabb €s megbizhatobb allatnemesitést és tenyésztést,
valamint megbizhatd eszkozt jelenthetnek a nagymértéki  vadorzés
visszaszoritasaban. Tovabbi orvosbioldgiai témaju cikkek alapjaul szolgalhatnak a
gimszarvas csont €s agancs metabolizmus gének promoter szekvencidinak az
elemzése. Az éves agancs ciklusuk soran a gimszarvas bikak februartdl majusig
lehullatjak csontos agancsukat, ezutdn 100-120 napig tart az 0j agancs épiilése.
Ilyenkor nagymennyiségili asvanyi anyagot kell biztositani €s eljuttatni az akar 14-
17 kg-os csontszervbe. A tapanyag kalcium bevitel kevés, ezért vazelemekbdl-
szegycsontbol, bordakbol, egyes csigolyakbol transzportaljadk a kalciumot és
foszfatot az agancs mineralizaciojdhoz, ezzel csontslriiség csokkenést, azaz
fiziologias csontritkulast indukélva az érintett vazcsontokban. Késobb az dsvanyi
sok a dus vegetaciobodl taplalkozas utjan visszapotlodnak, azaz a csontslirliség
helyreall a csontvazban. Kutatocsoportunk elézetes vizsgalatai szerint 8 a
csontfejlodésben fontos szerepet jatszd gén esetében a barkds agancs csontos
részében sokkal nagyobb 10-szeres 30-szoros is lehet a génexpresszid, mint a
tobb runx2 transzkripcios faktor kotdhely taldlhaté a gimszarvasban, mint az
emberben vagy a szarvasmarhdban, mert ezek a gének aktivabban miikddnek a
gimszarvasban. A jovében szeretnénk megvizsgalni, hogy vajon a tdbbi
csontfejlddéssel kapcsolatba hozhatd gén esetében is tobb runx2 vagy osx
transzkripcios faktor kotéhely motivum talalhato-e, vagy esetleg valamilyen SNP,
vagy INDEL eltérés okozhat-e barmilyen osteogenezissel vagy osteoporozissal

Osszefiiggésbe hozhatod jelenséget. A runx2 és az osx transzkripcios faktorok
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(mester regulatorok, kdzponti szabalyozo génjei a csontfejlddésnek) kotdhelyein
kiviil egyéb konzervalt csontgén promodter motivumok is érdekesek lehetnek, tehat
érdemes lenne tobbszords szekvencia illesztéseket végezni kozel rokon, vagy
csontfejlodés szempontjabdl figyelemre méltd fajok és a gimszarvas ezen DNS
szakaszai kozott. Az osteoporosis genomikai vizsgalatainak mintdjara
elvégezhetiink egyéb orvosi bioldgiai kutatdsokat a szervfejlodés/regeneracio,

robusztus szdvet gyarapodas/tumor biologia témakorében.
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6. UJ KUTATASI EREDMENYEK

A doktori kutatasom szervesen kapcsolodott a gimszarvas (Cervus elaphus) genom

programhoz, amely a vildg els6 elismert gimszarvas referencia genom

Osszeallitasa. Feladataim dont6en a bioinformatika teriiletére koncentralodtak. A

szerteagazd projekten belil a munkdmhoz kapcsolodd 1) tudoményos

eredményeim az aldbbiak:

1)

2)

3)

A tudomanyos vizsgalatban hasznalt kettds referencia vezérelt illesztéssel

nagyobb pontossaggal lehetett pszeudokromoszoémakba rendezni a révidebb

gimszarvas DNS szekvenciakat (de novo scaffoldokat), mint az altalanosan

elterjedt egyetlen referenciara torténd illesztés esetében. Referenciaként egy

gimszarvas kozeli rokon faj, a szarvasmarha (Bos taurus) j6l meghatéarozott és

annotalt referencia genomja, tovabba a Slate-féle 34 kapcsoltsagi csoportbol

¢s 621 marker pontb6l allo gimszarvas genetikai térkép szolgalt. A marker

pontokbdl azonban csak 361-et tudtam felhasznalni az illesztésekhez.

A bioinformatikai munka soran egy ujonnan bevezetett algoritmus alapjan

dolgoztam (6. abra.):

a) Megfeleltettem egymassal a gimszarvas genetikai térkép markereket és
a de novo gimszarvas scaffoldokat.

b) Megkerestem a gimszarvas géntérképi markerekhez nagyon hasonlo
szekvencidkat a szarvasmarha referencia genomon.

C) Azonositottam a szarvasmarha referencia gének ortolog szekvenciait a
gimszarvas scaffoldokon.

d) Felillesztettem a de novo gimszarvas scaffoldokat az evollcios
valtozasoknak megfelelden atalakitott szarvasmarha referencia genomra.

Minden t6bb gént hordoz6 gimszarvas scaffold esetében lathatd, hogy az intra-

scaffoldikus génjeik kiterjedt szinténidkat mutattak a szarvasmarha ortolog

génekkel. Ebbdl kovetkezéen a gének sorrendje nem csupan a térképpont
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4)

5)

6)

7)

8)

markerek altal hatarolt szegmensekben ¢és kromoszoémalis szinten, hanem a
scaffoldokon beliil is megegyezett.
A megfigyelt kapcsoltsagok alapjan elmondhatd, hogy a gimszarvas genom
81,5%-4aban a gének az MMSc kozotti szegmensekben a szarvasmarha ortolog
gének sorrendjét, az MMSc-ken beliill pedig a gimszarvas génsorrendet
kovetik. A CerElal.0 maradék 18,5%-aban, ahol a kromoszomalis hasadasok,
faziok és inverziok torténtek a szarvasmarha és a gimszarvas génjeinek
szinténikus blokkjai kombinalodtak.

Sajat szkriptek késziiltek a kiillonb6z6 munkafazisokhoz.:

a) A BWA és MUMmer illesztOprogramok eredményfajljainak értelmezését
¢s feldolgozasat sajat Bash szkriptekkel végeztem (20/a, 20/b, 20/c).

b) A meghatarozott helyezeti scaffoldok kromoszomakka fiizéséhez Bash
szkriptet irtam. A program a scaffoldok kozotti rést az NCBI genomjainak
mintdjara 100 bazisparnyi N karakterrel toltotte fel (21/a, 21/b). (Végiil
azonban egy kollégdm altal készitett Python szkript futtatdsaval
1étrehozott kromoszomakat toltottiik fel az NCBI-ba.)

A vilagon elséként tortént meg a gimszarvas gének szerkezetének ¢&s

lokalizaci6janak meghatarozasa. Elkésziilt a kromoszoémakba rendezett

gimszarvas referencia genom teljes annotacioja, beleértve ebbe a fehérje
kodold gének, a repetitiv, a riboszomalis RNS, a transzfer RNS és a mikro

RNS szekvencidkat is.

A szarvasfélék kromoszomainak savtérképei és a szarvasmarha kromoszomak

centromeron pozicidi alapjan elhelyeztem a gimszarvas kromoszomak

centromeronjait.

A bioinformatikai vizsgalat igazolta a gimszarvas kromoszomak feltételezett

evolucios valtozasait: 6 hasadas, 1 Robertsonialis transzlokacio és 1

Robertsonialis fizio tortént a szarvasmarha kromoszomakhoz képest.

Bizonyitast nyert, hogy a Btl centromeron disztalis karjaval ekvivalens Ce19-

ben lejatszodott egy hasadas és egy transzlokacid. A kromoszoma savtérképek
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¢s géntérképi markerek helyzete alapjan a Ce28-ban valoszinileg egy
paracentrikus inverzios esemény zajlott le.

Osszességében bioinformatikai kutatomunkdmmal érdemben hozzajarultam a
vilag els6, nemzetkozileg elismert kromoszomakba rendezett, teljes
gimszarvas referencia genom Osszeallitasahoz. A gimszarvas referencia
genomot (CerElal.0) feltoltottiik a szigort szabalyrendszerrel mitkodé NCBI
genomikai adatbazis és bongész6 weboldalara. fgy mindenki szamara
ingyenesen online elérhetdvé, letdlthetdvé (MKHEO00000000.1) tettiik a teljes
genom szekvenciat. Ennek koszonhetden 12 tudoményos cikk sziiletett az

elmult 3 évben, amelyben hivatkoznak a CerElal.0 genomra.
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