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1 ROVIDITESEK ES SZAKKIFEJEZESEK JEGYZEKE

AFLP

Amplified Fragment Length Polymorphism

Alignment Osszeillesztett szekvencidk vagy felillesztett szekvencia

Assembly
BAC

Backbone

bp

Bt

BTA1
CCD
cDNS

Ce
CerElal.0
ChIP-Seq

chr

Bioinformatikai modszerekkel 6sszerakott pszeudogenom
Bacterial Artificial Chromosome (egyfajta DNS vektor)

MMSc, RGSc, ¢és IRGSc scaffoldok helyes sorrendje alapjan
képzett kromoszonkénti szekvencia gerinc

Bazispar, (el6tagok: K-kilo, M-mega, G-giga)

Bos taurus kromoszozavma (utana a megfeleld szam)

Bos taurus 1. kromoszéma (atvéve Bonnet és mtsai., 2001)
Charge-coupled Device kamera, analog jelet tovabbitd kamera
Komplementer dezoxiribonukleinsav szal

Cervus elaphus kromoszoma (utana a megfeleld szam)
Kromoszdémaba rendezett gimszarvas referencia genom
Chromatin immunoprecipitation (ChIP) assays with sequencing,
transzkripcios faktorok kotéhelyeinek azonositasa a DNS szalon

Chromosome/kromoszéma

CIC pontszam CIC: Conseil International de la Chasse et du Conservation du

cM
CNP7

CNP25

contig

Gibier, trofeabiralat egységesitésére létrehozott pontozasi
rendszerben az agancs mindségét meghatarozd6 mutatokra adott
Osszpontszam

Centimorgan, genetikai térképegység

Szikaszarvas (Cervus nippon) 7. kromoszéma (atvéve Bonnet és

mtsai., 2001)
Szikaszarvas (Cervus nippon) 25. kromoszoma (atvéve Bonnet és
mtsai., 2001)

Kontig, kontinuus DNS szekvencia szakasz
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DDBJ
DNS
ddNTP
dNTP
EDTA
EMBL
ENA

ENSEMBL

EST

DNA Data Bank of Japan, japan bioinformatikai adatbazis
Dezoxiribonukleinsav
didezoxinukleotid-trifoszfat
Deoxinukleotid-trifoszfat
Etilén-diamin-tetraecetsav
European Molecular Biology Laboratory
European Nucleotide Archive, nukleotid adatbazis
Online genom adatbazis és bongészo (eurdpai)

Expressed sequence tag, génkifejezodési-marker, CDNS darabja

Flanking régi6 A kitiintetett szekvencia melleti régio.

Gap
GFSc
GO
GWAS
HGP
HTP
INDEL
Insert
IRGSc

LSU
miRBase
miRNS
MMSc
MRNS
N50
NCBI

Ismeretlen szekvencia, vagy szekvenciak kozti rés az assemblyben
Gap filling/réskitolto scaffold

Gene Ontology database/gén ontoldgia adatbazis

Genome Wide Association Study/Genom asszociacios vizsgalatok
Human Genome Project

High-throughput/nagy ateresztoképesség szekvenalas
IN-inszerci6/beépiilés, DEL-delécio/kivagodas

Read parok tagjai kozotti rész

Inter reference genes scaffolds — nem UCSC referencia, rRNS,
tRNS, miRNS géneket tartalmaz6 scaffoldok

Large subunit ribosomal ribonucleic acid, rRNS nagy alegysége
Mikro RNS adatbdzis

Mikro RNS

Mapmarker scaffolds/géntérképpont scaffoldok

Hirvivo (messenger) RNS

Szekvencia Osszeszerelés mindségét mutato statisztikai mérdszam
National Center for Biotechnology Information, Biotechnologiai

szervezet €s online adatbazis (USA)
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NGS Next-generation sequencing/Uj generacios szekvenalas

NHGRI  National Human Genome Research Institute (USA)

ORF Open-reading frame, nyitott leolvasasi keret kddold6 DNS-nél

PacBio Pacific Biosciences vallalat, hossza read szekvenalas

PCR Polymerase Chain Reaction/polimeraz lancreakcio

Phred értek DNS-szekvenalas  soran  leolvasott  nukleotidbazisok
azonositasanak mindségét adja meg.

Pszeudogenom Tobb szekvencia kozos, Osszeilleszkedd részei alapjan in
silico létrehozott, a valésagban nem Iétez6 mesterséges genom,
egyarant allhat contigokbol, scaffoldokbol és kromoszémakbal is.

Pszeudokromoszéma Tobb szekvencia kozds, Osszeilleszkedod részei alapjan
in silico létrehozott, a valdsagban nem Iétez6 mesterséges
kromoszoma, a leghosszabb scaffold.

PubMed NCBI publikaciok gyiijteménye (USA)

Query Kereso szekvencia a blast illesztéseknél

RBG R-bands after BrdUrd (5-bromo-2' deoxyuridine) and Giemsa,
kromoszoma festési eljaras

Read A DNS szekvenalas soran leolvasott nukleotidbazisok

Referencia genom A haploid genom pszeudoszekvenciait tartalmazo
konszenzus szekvencidk Osszessége, a valdsagban nem létezd
mesterséges genom. A tobbi azonos vagy rokon fajbol szarmazo
szekvenciat ehhez viszonyitjuk.

RFLP Restriction Fragment Length Polymorphism, a populacié egyedei
kiilonbozd restrikcios enzimkdtohellyel rendelkeznek, ami eltérd
restrikcios hasitassal nyert fragment méretet eredményez kozottiik.

RFLV Restriction  Endonuclease  Fragment Length  Variation,

Rekombinacios géntérképeknél a kapcsoltsagi csoportokon



talalhato marker tipus, amely az eltéré endonukleaz kotéhelyekbdl

adodo fragment hosszasagi eltérést mutatja.

RGSc Reference gene containing scaffolds/referencia gén scaffoldok

RNA-Seq RNA sequencing/RNS szekvenalas

rRNS Riboszomalis RNS

Scaffold  Szkaffold, contigok 6sszekapcsolasaval képzett szekvencia vaz

SILVAdb Riboszomalis RNS adatbazis

SNRNS Small nuclear RNA/Kis sejtmagi RNS

SNP Single Nucleotide Polymorphism/egypontos nukleotid
polimorfizmus, meghatarozott allél frekvenciaval (1% folotti)
rendelkezik a populacioban.

SNV Single-nucleotide variant/egypontos nukleotid varians, nem jel6l
allél gyakorisagot a populécidban.

SSU Small subunit ribosomal ribonucleic acid, rRNS kis alegysége

STR Short Tandem Repeat/révid tandem ismétlédés

Subject Az a szekvencia, amire keresOszekvenciat illesztenek.

Suffix Az informatikaban hasznalt kifejezés, amely az adatbazisokban a
mezOk azonositasara szolgdld rdvid nevet vagy betlicsoportot
jelenti.

Szekvenalas Béazisparok leolvasésa, sorrendjiik meghatarozéasa

Szkript (Script) Valamilyen programozéasi nyelven irddott utasitassor,
rovid program.

Treshold Kiiszobérték blast illesztésnél

tRNS Szallito (transzfer) RNS

UCSC University of California, Santa Cruz, genom adatbazis, bongész0

Uniprot  The Universal Protein Resource, bioinformatikai fehérje adatbazis

UTR Untranslated region/nem transzlalodo génrégio

WGS Whole Genome Sequencing/teljes genom szekvenalas
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2 BIOINFORMATIKAI PROGRAMOK JEGYZEKE

ALLPATHS-LG Sequence Assemble Programme, Read illesztéprogram

ANNOVAR  Genetikai variansokat annotalo szoftver

AUGUSTUS Eukariota gén prediktalod szoftver

BARRNAP BAsicRapid Ribosomal RNA Predictor/rRNS gén kereso
program

BAM Sequence Alignment/Map (SAM) formatumu f4jl binaris verzioja

BED Browser Extensible Data (F4jl: megadja a gének lokalizacidjat)

BLAST  Basic Local Alignment Search Tool, lokalis DNS/fehérje

PHI-BLAST, PSI-BLAST, MegaBLAST, BLASTZ)
BLAT Blast Like Alignment Tool, DNS/protein szekvencia
illesztdprogram
BLOSUM BLOcks SUbstitution Matrix, fehérje szubsztitiicidos matrix
BWA Burrows-Wheeler Aligner, DNS szekvencia illesztéprogram
BWT Burrows-Wheeler-transzformacio, blokkrendez6 algoritmus
EMBOSS Bioinformatikai program csomag
EXONERATE Paros szekvencia 6sszehasonlitd program
FASTA  DNS/fehérje szekvencia illesztdprogram, szekvencia fajl
kiterjesztés
GFF Gene-finding format, tablazatos fajl formatum
HMM Hidden Markov Model, statisztikai modell a bioinformatikaban
HSP High-scoring segment pairs, rovid szekvencia szakaszparok (blast)
InterProScan  Bioinformatikai programcsomag, fehérje funkcionalis analizis
JASPAR Database of transcription factor binding profiles
LASTZ  Large-Scale Genome Alignment Tool, szekvencia illesztéprogram

MAKER  Genom annotald programcsomag
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MSP Maximal-scoring segment pairs, maximalis szekvencia szakaszpar

MUMmer Maximal Unique Matcher, szekvencia illesztOprogram

PAM Point accepted mutation, fehérje szubsztituciés matrix

RepeatMasker Repetitiv szekvencia azonosito és maszkold program

RepeatModeler Transzpozon azonositd program

RepeatRunner Repetitiv elemeket azonositdé program

RepeatScout  Repetitiv elemeket azonositd program

RECON  Repetitiv elemeket azonositd program

SAM Sequence Alignment/Map formatum, readeket tartalmazo fajl

SAMtools Read szekvencidkat tartalmaz6 fajlokat kezel program

SEQMAN Genomi szekvencia vizualizacios, Szerkeszt6 program

SNAP Protein szekvencia alapjan annotal6 program

tRNAscan-SE Transzfer RNS keres6 program

TRANSFAC TRANScription FACtor database, transzkripciés faktor
adatbazis

VCF Variant call format, genetikai varidnsokat tartalmaz6 f4;



3 BEVEZETES

A gimszarvas csaknem 20000 éve fontos elemét jelenti az emberi kultiranak.
Ikonikus 1ény, amelyet évezredek ota kultikus tisztelet és csodalat Gvez.
Alakjat szamos jégkorszak-kori barlang falan megcsodalhatjuk. A
Vilagorokség részét képezé Lascaux-i barlangban 15-17000 éves festett
miialkotasokra bukkantak, amelyeken nagy gonddal kidolgozott szarvas rajzok
lathatok (1. abra).

1. abra. Lascaux-i barlangrajz (Forras: d'Huy, 2011).

A gimszarvas irodalmi szerepld az okor ota, versek és mitologiak hdse.
Zenemiivek, képzémiivészeti, film és fotomiivészeti alkotasok, egyhazi énekek
témajaként szolgal. A csodaszarvas a hun-magyar mondakorben és a magyar
népi hagyomanyokban is ismert Isten altal kiildott mitikus vezérallat.

A kulturalis jelentdségen kiviil kiemelkedd tarsadalmi, természeti és gazdasagi
haszonnal rendelkezik (Milner és mtsai., 2006, Andersen és mtsai., 2010,
Burbaité és Csanyi, 2010). Holarktikus elterjedésti faj, amelynek egyedei
nagyszamban megtalalhatok Eurazsia, Eszak-Amerika és bizonyos észak-
afrikai teriiletek erdéségeiben és pusztain. A magyarorszagi fauna rekord
méretl trofeaival (Szalka, Gamas, Lenti, Pusztakovacsi, Gemenc-Karapancsa,

Vajszlo, Labod) emelkedik ki az eurdpai populaciok koziil. A gemenci szarvas
allomany nagy jelentéséggel bir a természetbarat turizmus és a trofea vadaszat
terén. Vilagszerte jelennek meg szarvasfarmok, ahonnan a tenyésztési

eljarasoknak koszonhetden jo mindségli huskészitmények és magas CIC
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pontszamu trofeak keriilhetnek ki (Horn, 2004, Andersen ¢és mtsai., 2010,
Sonkoly ¢és mtsai., 2013). Magyarorszagon, Bészénfan a Kaposvari Egyetem
altal létrehozott Szarvasfarm nemzetkdzi hirt koézpont. A modern
vadgazdalkodas ¢és allattenyésztési eljarasok feltétele a genetikai uton torténd
egyedazonositas, valamint az apasagi és az anyasagi vizsgalat, amelyet
szarvasfélék esetében jelenleg mikroszatellita, illetve mitokondrialis markerek
hasznalataval oldanak meg (Hartl és mtsai., 2003, Feulner és mtsai., 2004,
Fajardo és mtsai., 2007, Zsolnai és mtsai., 2009, Szabolcsi és mtsai., 2014,
Olivieri és mtsai., 2014). A gimszarvas genomjanak ismerete nem csupan az
orvostudomanyban t6lthet be fontos szerepet. J6 modell szervezet lehet az
emberi oszteopordzis genetikai sajatsigainak megértéséhez, mivel az élovilag
leggyorsabb csontfejlédése a gimszarvas éves agancs ciklusa soran kévetkezik
be (Stéger és mtsai., 2010).

A gimszarvas genom program egy 21 éves torténet, amely a Mezégazdasagi
Biotechnolédgiai Kozpont (MBK-NAIK, Go6dollé), a Kaposvari Egyetem
Allattenyésztési, a Bészénfai Szarvasfarm, az ELTE Genetikai, és a SOTE 1.
Belgyogyaszati Klinika MSc és PhD programjai 6sszefogasaval, kizarolagosan
hazai er6forrasokbol johetett létre. A CerElal.0 az elsé nyilvanosan
hozzaférheté gimszarvas genom szekvencia a vilagon, ami egyben
Magyarorszag els6 eml6és genom programja is. Célkitlizései nagyban
hasonlitanak a Human Genom szekvencia els6 verziojanak elkészitéséhez. Az
1998-ban induldé program koncepciojat Orosz Laszlo dolgozta ki, az
allattenyésztési és vadgazdalkodasi hasznositast Horn Péter, a klinikai iranyt
Lakatos Péter jegyezte. E genom program megvalosulasanak feltétele a
klasszikus és molekularis genetikai analizisek megvalositasa, a
géntechnologiak, az emlés molekularis sejt, szovet és szervbiologiai fejlodés,
a bioinformatika, és a nagyérzékenységii statisztikai elemzések ismerete és

célzott hasznalata volt.
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4 |IRODALMI ATTEKINTES

4.1 A GIMSZARVAS ALTALANOS JELLEMZOI

A gimszarvas a parosujju patasok (Artiodactyla) rendjébe tartozik, ahol a
Pecora fejcsapnyulvanyos csoporton beliil harom csaladot kiilonithetiink el: a
tilkosszarviiakat (Bovidae), a pézsmaszarvasokat (Moschidae) és a
szarvasféléket (Cervidae). A szarvasfélék mintegy 27 millio éve, elséként
valtak el a két masik csaladtol és az eocénban jelentek meg Europaban. A
Cervidae csaladba 2 alcsalad tartozik: az ovilagi szarvasformak (Cervinae)
példaul a gimszarvasok és az ujvilagi szarvasformak (Capreolinae) példaul az
6zek. A hatso 1ab kiilsé 1abkozépesont fejlettsége szerint az sszes ujvilagi faj
¢és az ovilagiak koziil az 6zek és a vizdzek a telemetacarpaliak, mig az ovilagi
fajok (az 6zek és a vizozek kivételével) a plesiometacarpaliak csoportjaba
rendezOdnek. A Cervidae csaladba jelenleg 55 fajt sorolnak be a kutatok,
kozulik a Schomburgk-szarvast (Rucervus schomburgki) gyakorlatilag
kihaltnak tekintik. A gimszarvas Cervidae csalad, Cervinae alcsaladjanak a
tagja (Gilbert és mtsai., 2006, Agnarsson és May-Collado, 2008). A fajon beliil
sokféle valtozat megtalalhato, amelyek elterjedési teriilete Eszak-Amerika,
Eszak-Afrika, Europa, Kozép-Azsia, de betelepitett fajként jelen vannak Dél-
Amerikaban, Ausztraliaban és Uj-Zélandon is. E valtozatok (vapiti, maral,
tibeti szarvas, Thorold szarvasa, sargafarki szarvas, kasmirszarvas, ¢és
»europai” gimszarvas) agancsuk fejlédésében némi eltérést mutatnak. Az
»eurdpai” gimszarvas agancsa ,.koronas jellegli”, vagyis a 4. 5. 4g a tobbi ag
sikjabol ered ugy, hogy a nagyobb szdmu 4g mellett a végso villa elagazdsnal
harom azonos helybdl sarjadzo agak nének ki
(https://mek.oszk.hu/03400/03408/html/200.html). Ez az agancs tipus a
legtobb szarvasféléhez hasonléan minden évben tjra épiil és plusz agakkal
gyarapszik, amig el nem éri a végleges formajat, vagyis a klasszikus szemag,
11



jégag, kozépag, korona szerkezetet, ami minimum 10-es agancsot jelent (1.
melléklet).

A gimszarvas testfelépitése karcst, erételjes és izmos egyben. A Karpat-
medencei populacioban a hossza 2,1 m-t is lehet, vallmagassaga 1,5 m. A stly
a teheneknél 90-110 kg kozott mozog, mig egy jol megtermett bika a 300 kg-t
is elérheti. A felnétt allatok jellegzetes vordsesbarna szintiek ,,rét vad, rot
hirsch, red deer” a farukon fehér tiikkor talalhato. A borjak bundaja fehér
pottyokkel tiizdelt. A bikak sorényt és agancsot viselnek, a feromonok
kivalasztasat a szem alatt talalhatd két szemgoddor iireg teszi lehetévé. Feje
hosszukas. Labai karcstak, a fattyl csiilkok nem érintik a foldet. Evente
kétszer vedlik, téli ruhaja sziirkésebb. A szarvasok rudlikban élnek, a néi
egyedekbdl allo rudlit a vezértehén vezeti. Az oktoberi szarvasbogés idején a
gimszarvas bika igyekszik, minél tobb tehenet maga koré gylijteni, és
megvédeni a kihivo bikakkal szemben. A hét nyolcévesnél idésebb
gimszarvas bikak, mar rendelkezhetnek olyan kifejlett 12-es vagy annal
nagyobb osztasu aganccsal, amelynek a latvanya is elég, hogy tavol tartsa a
tobbi bikat a haremtél. Amikor a ,,display” (agancs mutogatas) 6nmagaban
nem elegendd, akkor kertiil sor a bikak kozotti kiizdelemre. A vemhesség 33-
34 hétig tart. A gimszarvas borjak majusban vagy juniusban sziiletnek meg.
Egy tehén rendszerint egy borjat ellik, aki megprobalja azonnal kovetni az
anyjat. A szoptatas id0szaka a kovetkezd szaporodasi idényig (rigyetésig) tart.
A gimszarvas kérddzo éllat, az 6zzel ellentétben nem pdkosztos étrendd,
viszont nem is annyira igénytelen, mint a damvad. A friss hajtasokon kiviil a
zsenge fak kérgeit is szivesen elragja, ezzel nem kevés vadkart okoz.
Kortilbeliil 6000 emlds faj €l a vilagon, ezek koziil azonban csak 6t nagytestii
fajt haziasitott egészen az ember. Még tovabbi kilenc faj (dromedar, kétptipt
teve, lama, alpaka, szamar, rénszarvas, azsiai Dbivaly, jak, banteng)
domesztikacioja nem teljesen tortént meg, illetve csupan helyi jellegi maradt
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(Diamond, 2000). Természetesen akadnak még egyéb specialis esetek is, mint
példaul az afrikai javorantiloppal tortént probalkozas. A szarvasfélék esetében
a rénszarvas félnomad tartdsa Lappfoldon és a szibériai tundran kozismert.
Szibériaban és Kinaban a gimszarvas egyes alfajait (maral, szikaszarvas,
pettyes szarvas) fogsagban tartjak, hogy a szarvasbikak barkas agancsabol

ugynevezett pantokrint (roborald afrodiziakumot) készitsenek.

4.2 SZARVASFARMOK MAGYARORSZAGON ES UJ-ZELANDON

A Kaposvari Egyetem ¢és a Bodszénfai Vadgazdalkodéasi Tajkézpont
egylittmikodése 1991-92 kozott kezdddott meg, lényegében egy kutatasi
programrol van sz, amelyhez szorosan kapcsolodik a takarmanytermesztés,
az erd6 és vadkerti gazdalkodas, a vadaszat, a husfeldolgozas és a turizmus.
Az 1300 hektar nagysagu teriileten mintegy 1500 gimszarvas, 900 vaddiszno,
200 damvad, 150 muflon, 50 6z és sokféle haziallat és egzotikus vad ¢él. A
vadfarmok a zarttéri allattartas legintenzivebb formajat jelentik. Bészénfa jo
okologiai adottsagh térségben helyezkedik el és a Dél-dunantuli gimszarvas
allomany kivalo genetikai adottsagu, jo novekedési eréllyel és agancsfelrakasi
képességgel rendelkezik (2. abra). A gimszarvasok csoportosan tarthatok, jol
tarsithatok mas fajokkal, ellenalloak a betegségekkel szemben és kivaldan
hasznositjak a Bészénfan rendelkezésiikre allo legeldteriiletet. Természetesen
itt is szerepet kap a vadhus el6allitas, a sport vadaszat, ami leggyakrabban a

nagy értéket képviseld agancs trofeakért torténik.
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2. abra. 7 éves bészénfai gimszarvas bika (Crot.3016). A CerElal.0 genom program
kulcsszerepldje.

Itt talalhato Kozép-Eurdpa legnagyobb tenyészallomanya, amely fontos
magyar génbazis iS egyben. A tenyészallatok exportjanak célorszagai
Spanyolorszag, Németorszag, Lengyelorszdg, Horvatorszag, és Szlovénia.
Olyan eléremutatd allattartasi és tenyésztési technologidkat alkalmaznak itt a
Kaposvari Egyetem szakembereinek a bevonasaval, mint példaul a
mesterséges szarvastej eldallitds, nyomelem és 4asvanyi anyag kimutatdsa
szOrmintabol, a vadon befogott szarvasok TBC mentesitése, diagnosztikai
eljarasok kifejlesztése stressztlird képességre és a modern szaporodas bioldgiai
modszerek. Ezek kozé a szaporitasi modszerek kozé tartozik a mesterséges
megtermékenyités, az 1996-ban kidolgozott embridtranszplantacidé és
transzfer, a posztmortem szarvasbikdkbol torténd sperma levétel, és az
inszeminacios technikak. A Kaposvari Egyetemen lehetdség nyilik éldallatok
test Osszetételének a vizsgalatara CT MRI digitalis képalkotd berendezések
hasznalataval. A Kaposvaron 1998-ban megrendezett Szarvas bioldgiai
Vilagkongresszusra késziilt el a gimszarvas CT és MRI anatomiai atlasz (Horn,
1998).

A Kaposvari Egyetem az 1970-es évek ota all kapcsolatban az uj-zélandi

szarvasfarmokkal. Az uj-zélandi szarvastartas, az orszag tobb mint 250 ezer

14



km? nagysaga dis legeldire alapoz. A Lincoln Egyetemen farmszerii tartas
modszerek oktatasa bekeriilt az allattenyésztési tanmenetbe ¢és allattenyésztési
kutato kozpontok (Invermay Agricultural Centre) alakultak meg. Az 0j-zélandi
allomanyt jo genetikai tulajdonsagt, kapitalis agancst szarvasbikak
importjaval igyekeztek feljavitani, ezért 1980-ban tobb magyar szarvasbikat (a
leghiresebbek: Kapos, Magyar, Laszlo) is behoztak az orszagba. A
nagymértékti allami tamogatas ¢és a korszeri és tervszerli tenyésztési
eljarasoknak koszonhetéen az 1j-zélandi mezdgazdasag nagyon jelentOs,
Onalld, nemzeti agazatava, ,,iparaggad” fejlodott (Horn, 2004). 2000-re mar

tobb, mint kétmillié gimszarvas nevelkedett uj-zélandi szarvasfarmokon, ami

crcr

4.3 KULONBOZO SZARVASFAJOK KROMOSZOMALIS
EVOLUCIOJA

A kromoszoma szam jellemz6 az adott fajra, de nem zarja ki, hogy egymastol
evoltcidsan tavol esd fajok kromoszoma szdma megegyezzen, példaul a kinai
muntyakszarvas (Muntiacus reevesi) és az ember (Homo sapiens) ugyaniugy
23 par kromoszomaval rendelkezik a diploid sejtben (23-mal a haploid
sejtekben). Kiilonos érdekesség, hogy a muntydkszarvas indiai fajaban a 23
haploid kromoszoma 6 kromoszomaban fuzionalodik. A fajképzddés soran
altalaban kiterjedt kromoszomalis atrendezddések torténhetnek, példaul
deléciok, inverziok, transzlokaciok, duplikaciok, kromoszémak centralis
fuzioja (Robertsonidlis transzlokacio), tandem fuziok (Robertsonialis fzio),
tandem ¢és centralis hasadasok.

A torzsfejlodés folyaman az emldsokre jellemz6é kromoszoémalis hasadasok
kromoszémaszam ndvekedéshez vezettek, ami eldsegitette a robbanasszerii
fajképzodést. A parosujju patasok (Artiodactylia) és ezen beliil a szarvasfélék
(Cervidae) kariotipusa egy Osi 2n=20 karioipusbol alakulhatott ki a
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kromoszomalis hasaddsoknak koszonhetéen (Todd, 1975, 2000). Az elsd
Artiodactylia-k paleontologiai maradvanyai a kdzép-eocén rétegbdl keriiltek
eld 53 millid évvel ezelottrél. A kérddzo alrendnek a megjelenése is ehhez az
1d6szakhoz kothetd. A kérddzok kicsi mindenevd, erddlako €l6lények voltak.
A kromoszomaszamuk kezdetben megegyezhetett a tobbi Cetartiodactylia-
éval (2n=48) (Kulemzina és mtsai., 2011). A parosujju patadsokon beliil a
homlokcsaposok, vagyis a Pecora-k megjelenése és gyors elterjedése a korai
miocén iddészakra tehetd (koriilbeliil 30 milli6 évvel ezeldtt). Harom mai
kérédzo faj és két kiilcsoport (ember, egér) homeoldg kromoszomalis
régioinak az Gsszevetése alapjan az 6si Pecora-k kromoszoéma szdma a diploid
genomra nézve a nemi kromoszomakkal egylitt 29 par lehetett (Slate és mtsai.,
2002).

A homlokcsaposok csoportja 6t ma is ¢l6 csalddra bonthato fel: zsiraffélék
(Giraffidae), pézsmaszarvasfélék (Moschidae), szarvasfélék (Cervidae),
villasszarvaantilop-félék (Antilocapridae), és tiilkosszarviiak (Bovidae). Ezek
a csaladok viszonylag kevés kromoszomalis tulajdonsagban mutatnak
egyezést, aminek az lehet az oka, hogy a kozos Ostdl vald elvalasuk kozel
azonos id6ben tortént. A szétvalds utan mindegyik ag fliggetleniil fejlodott és
halmozott fel egyéni, apomorf kromoszomalis atrendezédéseket (Kulemzina
¢és mtsai., 2009).

A Bovidae-k kozos 6sében tortént egy kromoszomalis hasadas, igy a diploid
kromoszémaszam 60-ra valtozott, ez jellemz6 a mai haziasitott
szarvasmarhara (Bos taurus), de a juhban (Ovis aries) harom fuzi6 és egy
transzlokacio kovetkeztében a diploid kromoszoma szdm 54-re csokkent (Slate
¢s mtsai., 2002).

A Moshidae (pézsmaszarvas) csaladba egyetlen nemzettség tartozik, amely
egyarant mutat Bovidae ¢és Cervidae jellegeket, emiatt taxonomiai

hovatartozasat heves vitak eldzték meg és sokdig a szarvasfélék alcsaladjaként
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tartottdk szamon (Wang és mtsai., 1993). A legtjabb molekularis filogenetikai
elemzések alapjan 6nallod fajként a Bovidae-k testvércsoportjanak tekinthetok
(Hassanin és Douzery, 2003).

A Cervidae-k kozos 0se 68 akrocentrikus autoszomaval, 1 akrocentrikus X
kromoszoémaval ¢és egy kisméretll szubmetacentrikus Y kromoszémaval
rendelkezett.

A szarvasfélék csaladjdban 7-9 millio évvel ezel6tt alakultak ki a
szarvasformék (Cervinae) kozép-Azsidban. A Cervinae alcsaladon beliil
kétféle kariotipus jelent meg. Az egyik a Cervini-kre jellemz6é 2n=68, amely
minimum két Robertsonidlis transzlokacionak kdszonhetden két metacentrikus
autoszomat is tartalmaz az akrocentrikusak mellett (a diploid sejtekre nézve).
E képlet jellemz6 fajai példaul a gimszarvas (Cervus elaphus), a disznészarvas
(Axis porcinus), a szikaszarvas (Cervus nippon), a damvad (Dama dama), és a
David-szarvas (Elaphurus davidianus). A gimszarvas Y kromoszomaja az
6séhez hasonloan szubmetacentrikus maradt (2. melléklet) (Fontana és Rubini,
1990). A szambarszarvas (Cervus unicolor) széles elterjedésii faj, a kiillonb6z6
elszigetelt populacidiban eltérd a kromoszomaszdm, mivel evollcidja soran
tovabbi metacentrikus fuziok torténtek. Nagyon hasonld genetikai események
zajlottak le a szikaszarvas esetében is, ahol a foldrajzi izolaci6 jovoltabol
sokféle alfaj alakult ki Azsiaban és a kornyez6 sziget csoportokon. A C. nippon
nippon alfaj kromoszomalis Giemsa festése megmutatta, hogy a két
legnagyobb méretli akrocentrikus kromoszoémajukon rogszerti képletek,
szatellitak, erésen kondenzalt DNS szekvenciak iilnek (Bonnet és mtsai., 2001,
Fontana és Rubini, 1990).

A masik Cervinae kariotipus a Muntiacini a4g. A ma €16 muntyakszarvasokon
mind az agancsot, mind a jelentdés nagysdgu szemfogat megtalaljuk, ami a
modernebb  szarvas alakokon mar nem lathato. A  muntyakok

kromoszémaszama nagyon kiilonb6z6é fajonként az eltérd szdmu tandem
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faziok miatt. A kinai muntyakszarvasok (Muntiacus reevesi) 2n =46, mig az
indiai muntyakszarvas indk (Muntiacus muntjak vaginalis) 2n=6
kromoszémaval rendelkeznek, ami a legkisebb kromoszémaszam az emlésok
ko6zott (Fontana €s Rubini, 1990). Az utobbi alfajnal ez az allapot a sokszoros
linearis tandem f0ziok €s a repetitiv tandem transzlokaciok miatt alakulhatott
ki (Fredga, 1971, Tsipouri és mtsai., 2008). A M. muntjak vaginalis és az M.
reevesi kozotti erds kariotipusos kiilonbségek ellenére a két faj hibridizalodhat
egymassal, amelynek eredményeképpen életképes, amde steril utdodok
sziilethetnek, mivel a spermatogenezis korai profazisa gatolt (Fontana és
Rubini, 1990) (3. melléklet).

Az 6zformak (Capreolinae, régebben Odocoileinae) alcsalad képvisel6i 6-8
milli6 évvel ezelbtt jelentek meg. Ebben az idészakban a Tethys-6cean teljesen
(Heffelfinger, 2006). E tipus egyik jellegzetes képviseldjeként az
Oszvérszarvast (Odocoileus heraionus) lehet emliteni, ahol 2n=70 a
kromoszoémak szama. Az &zformdk evollicidja sordn egyarant eléfordult
Robertsonialis transzlokacio és pericentrikus inverzi6. Az autoszomak kozott
akadnak akrocentrikusak, metacentrikusak és szubmetacentrikusak is.
Megjegyzendd azonban, hogy a szarvasformak és az 6zformak metacentrikus
kromoszémai nem feleltethetok meg egymasnak. Az 6zformak kromoszémaja
szubmetacentrikus (Fontana és Rubini, 1990). A Capreolinae alcsalad harom
nagyobb nemzetségbe sorolhaté rénszarvas-rokonuak (Rangiferini), 6z-
rokonuak (Capreolini), és javorszarvas-rokonuak (Alceini).

Az 6zek Osszes autoszomaja akrocentrikus (2n=70). Az eurdpai 6z (Capreolus
capreolus) szubmetacentrikus és a gimszarvas (C. elaphus) akrocentrikus X
kromoszéma  G-sdvmintazatdnak  Osszehasonlito  vizsgalata alapjan
megallapitottak, hogy egy kozds Os akrocentrikus X kromoszoméjaban

pericentrikus inverzido kovetkezett be az 6zeknél, azonban a Cervinae ¢és a
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Hydropotinae alcsaladokban valtozatlan maradt az X kromoszéma (Rubini és
Fontana, 1988). A centromeron heterokromatin elvesztése is igazolja az 6z
kromoszoma atrendez6dés primitiv természetét a Capreolini egész
nemzettségen beliil. Az azsiai 6z (C. capreolus pygargus alfajcsoport)
kiilonb6z6 populacidiban valtozé szaml B kromoszomat talaltak (Sokolov és
mtsai., 1978, Neitzel, 1987). A B kromoszoémak, olyan kis méreti
kromoszomak, amelyek hagyomanyosan nem tartoznak egy adott faj
kromoszoma szerelvényébe. Sokszor heterokromatikusak, sejtosztodaskor
megoszlasuk egyenldtlen. Nincsenek hatassal vagy alig vannak hatdssal a
fenotipusra €s a vitalitasra. Az eurdpai és a keleti 6z szomatikus ¢és kariotipusos
kiilonbségei miatt a tuddsok egy része két kiilonalld fajként ismeri el Oket

(Groves ¢és Grubb, 1987).

4.4 GENTERKEPEK

A géntérképezés célja, hogy meghatarozzuk a gének vagy a markerek, azaz az
ismert DNS szekvenciak egymastol vald tavolsagat és kromoszomalis
elhelyezkedését genom szekvenalasa nélkiil. A kapott értékek nagyvonalakban
megadjak a markerek pozicioit és alkalmasak lehetnek arra, hogy egy ismert
marker helye alapjan meghatarozzak egy eddig ismeretlen marker vagy gén
helyzetét, amennyiben az ismert és az ismertlen markerek kozott kapcsoltsagi
viszony all fenn. A kapcsoltsagi viszonyra az egyiitt 6roklédd fenotipusos
tulajdonsagok alapjan tudunk kovetkeztetni. A kapcsoltsagi rekombinans
géntérképekkel ellentétben a fizikai térképek a teljes referencia genom
hosszussagahoz képest hatarozzak meg a markerek kozotti fizikai
tavolsagokat. Egy genom teljes fizikai térképének elkészitéséhez teljes
genomszekvenalas sziikséges, ahol a tavolsagok bazisparban adhatok meg.

A kapcsoltsagi térképezés, vagyis a linkage mapping médszere abbdl indul ki,

hogy két vagy tobb marker a meiozis folyaman nem feltétleniil koveti a Mendel
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I1l. toérvénye szerinti szabad/fiiggetlen kombinalodast, mivel egymassal
fizikailag is 6ssze vannak kotve a DNS molekulan. E markerek egymassal
Osszekapcsoltan, egyiitt mozognak az 6ket hordozo kromoszémaval és igy
keriilnek be az ivarsejtbe.  ElGszor az ecetmuslicaban (Drosophila
melanogaster) irtak le a jelenséget. A w/w* (szemszin fenotipusok: fehér, vad-
telt piros) és az m/m* (apr6 szarny, normalis-vad szarny fenotipusok)
allélparok a criss-cross szabaly (az X kromoszoma generaciordl generaciora
mas nemi egyedbe jut ,,a fit az anyjatol 6rokli, és a lanyanak adja’) szerint
oroklédnek, egymastol fliggetleniil nem kombinalddnak, és ugyanazon az X
kromoszéman talalhatok. Megjegyzendé azonban, hogy a crossing-over
mechanizmus ujra kombinalhatja az allélparokat. Szintén az ecetmuslicahoz
kothetd a vilag elsé kapcsoltsagi géntérképe, amelyet Alfred Henry Sturtevant
készitett el (Sturtevant, 1913). A homoldg kromoszémaparok tagjai kozott a
meiozis profazisanak |. szakaszaban figyelhet6 meg a crossing-over
kovetkezménye a kiazma, ami tulajdonképpen a homoldg kromoszomapar
karjai kozotti atkeresztezodést (kialakul a Holiday szerkezet) ¢és
kromoszomalis szakasz cseréjét jelenti, ami a dupla szala DNS-
ek/kromoszomak torésével ¢és Ujraegyesiilésével irhato le egyszeriibben
(,,torés-Gjraegyesiilés  modell”). A folyamat eredményeképpen  1j
allélkombinacigjii (rekombinans) kromoszoémak jonnek létre a gamétakban.
Kialakulnak az ugynevezett parentalis kombinaciok: P1, P2 (a kiindulasi
heterozigotat megjelenité kombinaciok, amelyek valtozatlanul adodtak tovabb
a gamétakba) és rekombinans kombinaciok: R1, R2 (a heterozigota meidzisa
soran képz6do uj kombinaciok, amelyek a gamétakba jutnak). A cisz és transz
heterozigdta egyenértékii, azaz azonos R értéket ad. Az R érték nem mas, mint
a rekombinacids gyakorisag, ami tulajdonképpen a rekombinans gamétak
Osszessége O0sztva az Osszes gaméta szamaval. A gamétak genetikai

milyenségét a P és R kombinaciokat klasszikusan teszteld keresztezéssel
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mutatjuk Ki (,test-cross”). Altalanosan az is elmondhatd, hogy egyetlen
meidzist megjelenitd tetrddban két 10kusz kozotti rekombinacié atlagosan
50%-nyi rekombinans kromoszomat eredményez. Azaz R az Osszes tetradra
vetitett rekombinacio gyakorisaga attol fligg, hogy hany tetradot érint crossing-
over a meiotikusan osztodo sejthalmazban (4. melléklet).

A Klasszikus géntérképezés alapjat a crossing-over torvények irjak le, mint
példaul a kétpontos vagy harompontos elemzés, amelyek lehetévé teszik a
genetikai rekombinacid/crossing over kimutatasat. A crossing-over és a
rekombinacié egymassal Osszefiiggd jelenségek, de nem azonosak. A
rekombinacidés gyakorisag (R) kimutatdsa iranyitott keresztezésekkel
torténhet, ahol az utddokbodl kovetkeztethetiink vissza a P1, P2, R1, R2 gamétak
gyakorisagara (tesztel6 keresztezés, ,teszt-cross”). A rekombinacid
valdsziniisége megndé két kapcsolt marker vagy gén kozott a genetikai tavolsag
novekedésével, ez azonban nem mutat egyenes aranyossagot, mivel csak a két
gén kozott fellépd paratlan szamu crossing-over vezet rekombinaciohoz. A
gének kozotti tavolsdg ¢és a gének kozotti rekombindcid gyakorisaga
Osszefliggését a genetikai térképezési fiiggvény, a Haldane géntérképezési
fiiggvény irja le (Haldane, 1919) (3. abra).
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3. ébra. Ra-b= 1 (1-e-2d), ahol R az a és b pontok/gének kozott a rekombinacié gyakorisaga,
d az a és b pontok/gének tavolsaga, ugynevezett Morgan (M) egységekben kifejezve.

1 Morgan (M), annak a két pontnak/génnek a tavolsaga, amelyek kozott 1, a
crossing-overek atlagos gyakorisaga, 1 centimorgan (cM) tavolsag pedig 1%
atlagos crossing-over gyakorisagnak felel meg. A genetikai térképeken 1 cM
egy genetikai térképegységnek felel meg. A M, cM mérészamai relativ,
statisztikus, valosziniiségi értéket jelentenek, nem metrikusak. Elméletben az
a és b pontok kozotti fizikai tavolsag (mondjuk Mbp-ban, bp-ban kifejezve)
egyenesen aranyos a crossing-overek atlagos gyakorisagaval (M, cM érték). A
genetikai analizis soran a crossing-overek onmagukban nem érzékelhetok,
hanem kisérleti tuton példaul iranyitott keresztezés (,,teszt-cross”)
eredményeképpen a rekombinans utodokbdl tudunk visszakovetkeztetni rajuk.
A gének és markerek a genetikai tavolsagon kiviil, egyéb tulajdonsagaikban,
példaul a sorrendjikben is Osszefiiggést mutatnak a rekombinacios
gyakorisagokon alapuld kapcsoltsagi térképeken ¢és a szekvenalas

eredményeképpen Osszeallitott fizikai térképeken, vagyis a géntérképi pontok
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¢s a kromoszéman taldlhatd 16kuszok egymassal megfeleltetheték, azonos
sorrendben kovetik egymast. Ezt a jelenséget a géntérkép és a kromoszoma
kolinearitasanak nevezziik. A két pont cM és a valos fizikai tavolsaga kozotti
megfelelés, azonban nem egységes a fajok kozott, hanem az adott fajra
jellemz6 crossing-over mechanizmus/enzimatikus apparatus hevességétol
fiigg. Az emldsokben, beleértve ebbe a gimszarvast és az embert is, kozelitéleg
1 milli6 bazispar hosszit DNS szakasz (1 Mbp) 1 cM géntérképi tavolsaggal
egyezik meg, de bizonyos él6lényekben akar 20-50-szer kisebb is lehet az
értéke (példaul Drosophila melonagaster, Caenorhabditis elegans), a
mikrobialis vilagban még kisebb. A Haldane géntérképezési fliggvény
értelmében a crossing-over véletlen, autoném esemény, amely a kromoszoma
mentén barhol azonos valdsziniiséggel 1éphet fel. Ez azonban csak az idealizalt
allapot, mert a génkonverzid, a crossing-overek interferencidja és a
rekombinacios ,,forro és hideg” pontok jelenléte az egészen rovid DNS
szakaszokon jelentdsen torzithatja a rekombinacids gyakorisagi értékeket.
Minél nagyobb a fizikai tavolsag példaul egy kromoszoma két tavoli pontja
esetén, annal valosziniibb, hogy a crossing-overek szama hiien tiikkrézi a valds
fizikai tavolsagot (bazisparban mért hossz). A kisebb teriileten tapasztalt
lokalis egyenetlenségek kioltjak egymast (Kosambi, 1943). A gimszarvasok
esetében is megfigyeltek egy mar ismert, az emldsokre jellemzo
altalanossagot, jelenséget, miszerint a meiozisban a rekombinacié hevesebb a
néivaru egyedekben, mint a himekben (Johnston és mtsai., 2017).

A gimszarvas géntérkép elkésziilését latszolag megnehezitette, hogy ennek a
fajnak nincsen haziasitott valtozata €s emiatt beltenyésztett fajtai sincsenek. A
haziallatok fajtai gyakran jellegzetes fenotipusos tulajdonsagokkal
rendelkeznek, aminek az az oka, hogy a beltenyésztés és szelekcid soran az
elonyos tulajdonsagokért felelés homozigota szakaszok fennmaradtak a

vonalakban. A kiilonboz6 fajtak keresztezésével rekombinacios elemzés
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végezhetd. EQy masik lehetdség a harom generacios csaladok elemzésével
megvalositott DNS diagnosztika (példaul mikroszatellitak és SNP-k sth.).
Ilyen példaul az ember vagy a szarvasmarha nagystriiségii géntérképe,
melyeket ennek megfelelden készitettek el. A gimszarvasoknal egészen mas
alternativa adodott a géntérkép elkészitéséhez az un. ,,interspecifikus back-
cross” modszer. A szarvasfélék egyes fajai kozel allnak egymashoz
genetikailag. Ilyen kozel allo faj a David-szarvas (Elaphurus davidianus)
masnéven milu, eredetileg Kinaban 6shonos szarvasféle. A boxer lazadasok
idején Kinaban gyakorlatilag kipusztult, azonban ekkora az ecurdpai
allatkertekbe is keriiltek miluk. Kiilsé megjelenésében meglehetésen furcsa,
teve nyaka, marha pataja, szamar farka és szarvas agancsa van, ezért is nevezik
kinaiul sibuxiang-nak. Az agancsa eltér a gimszarvasétol, a féag elagazas
nélkiil hatrafelé nyulik, mig az eliilsé agon tobb elagazas is talalhatd, forditott
gimszarvas agancs hatast kelt. A szarvasfélék kozeli fajai keresztezhetok
egymassal, és fertilis fajhibrideket hoznak 1étre (Biedrzycka és mtsai., 2012).
Ezt lathatjuk a milu és a gimszarvas interspecifikus keresztezésénél, ahol a
Haldane szaballyal (Az emlés fajhibridek himjei, XY, a ,,heterogamétas szex”,
altalaban sterilek, a n6i egyedek XX, a ,,homogamétas szex” ugyanakkor
fertilisek) ellentétben nem csak a néivar, hanem a him és néi ivadékok
egyarant termékenyek. Bar a két faj megjelenésében és betegség rezisztencia
szempontjabol meglehetdsen kiilonbozik egymastdl, a kromoszoma szamuk
megegyez0 (2n=68) és kariotipusuk iS hasonldé. Nagyon valoszinii, hogy a
kromoszémaikban a génsorrendek megegyeznek, szinténikusak.

Az evolucios torzsfan tortént szétvalasuk azonban nem maradt nyom nélkiil. A
genomjukban nagyszamu fajspecifikus mikroszatellita talalhato. A
mikroszatellitdk egymas utan elhelyezkedd rovid ismétlédésekbdl allo DNS
szekvenciak. Atlagosan 1-6 bazispar hosszlisagli repetitiv egységekbdl
épiilnek fel. E markerek allélikus variacioi jol kimutathatok DNS diagnosztikai
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eljarasokkal, ha az allélok hossza kiilonbozik (elektroforézis) és
felhasznalhatok a rekombinacidés gyakorisdgok meghatarozdsdhoz és a
géntérképezeéshez.

Két uj-z¢élandi szarvas farmon és az Invermay Agricultural Centre-ben 1989 és
1995 kozott 7 darab F1 milu (Elaphurus davidianus) és gimszarvas (Cervus
elaphus) hibrid szarvasbikat kereszteztek 267 gimszarvas tindvel, amelynek
eredményeképpen 351 back-cross utod sziiletett. A (gimszarvas-milu) hibrid
himek nagyszamu ivarsejtet tudnak produkalni, ami elegend6 mennyiséget
jelentett a  farmokon  nevelt  gimszarvas  indk  mesterséges
megtermékenyitéséhez. Megvalosult a fajhibrid visszakeresztezés a kiindul6
fajok egyikével (hibrid himek X gimszarvas nék). A mesterséges
megtermékenyitésbdl sziiletett (F2) szarvasborjak adtak a térképezo
populaciét a géntérkép elkészitéséhez (5. melléklet). A borjukbol vért vettek
¢s DNS-t izolaltak. Meghataroztak a DNS marker variaciok kozott a
rekombindcidk gyakorisagait, ebbdl cM tavolsdgokat szamoltak ¢és igy tudtak
megszerkeszteni a gimszarvas autoszomak géntérképét. Az X kromoszoma
térképezéséhez az F2 back-cross nemzedék iinéit keresztezték gimszarvas
himekkel. Az {in6k egyik X kromoszomaja ui. gim, a masik X David szarvas
eredetli volt (criss-cross oroklés!), ezaltal rekombinans X kromoszomak is
keletkezhetnek. Egy tovabbi keresztezéskor az F2 tiin6k az X kromoszoémaikat
a fiaiknak (F3!) adjak tovabb. Az F3 nemzedék szarvas bikainak X
kromoszémai vizsgalata alapjan szerkesztették meg a gimszarvas X
kromoszoéma géntérképét (Slate és mtsai., 2002, Tate és mtsai., 1995) (6.
melléklet).

A géntérképen Osszesen 714 markert sikeriilt meghatarozniuk. Ezekbdl
azonban csak 621-t tudtak pontosan meghatarozott helyzetii térképpontként a
kapcsolodasi csoportokon bejelolni. A markerek kiilonb6zé emlésok ortolog

szekvenciaibol (gimszarvas, 0szvérszarvas, virginai fehérfarka szarvas, juh,
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karibu, vapiti, kecske, diszno, majom, ember, patkany, nyul, illetve nagyrészt
szarvasmarhabol) szarmaztak. A kapcsoltsagi csoportokat MapMaker V3.0
Genetic Linkage Map program készitette LOD analizis hasznalataval. Minden
olyan genetikai variacié hasznalhato genetikai markernek, amellyel jellemezni
lehet egy lokuszt, azaz a homoldg kromoszoémakon levd, allélikus I6kuszok
kozott kiilonbséget lehet tenni. A markerpontok két fobb tipusba sorolhatok.
Az |. tipusu markerek nagymértékben konzervaltak a fajok kozott, de
valtozatlanok egy fajon beliil, a fajok elkiilonitésére szolgalnak. A kapcsoltsagi
csoportok és az evolucios elagazasok meghatarozasahoz jol alkalmazhatoak.
Ide tartoznak a proteinek, az EST szekvenciak és az RFLV szekvenciak. A Il.
tipusuak viszont polimorfak egy fajon beliil is és kevésbé szélesen
konzervaltak a fajok kozott. A mikroszatellitak és az AFLP markerek ebbe a
csoportba tartoznak. A géntérkép pontjai 34 kapcsoltsagi csoportba
rendezédtek a gimszarvas haploid kromoszoma szamanak megfelel6en (Slate
¢és mtsai., 2002). Az X és az Y kromoszoéma homolog szakasza azonos linkage
groupnak felelt meg. Az ilyen modon elkésziilt géntérkép teljes hosszusaga
2532 cM. A munkam soran ezeket a kapcsoltsagi csoportokat hasznaltam
referencia géntérképként a kettds referencia vezérelt illesztéshez. A képen az

1. gimszarvas kapcsoltsagi csoport lathato (4. abra) (Slate és mtsai., 2002).
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Gimszarvas 1. kromoszoma
C.e. Linkage group 1, 78,1 cM
Btal$s, Oarl 5, Hsall

— BR3510
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g [ E022-M086-110
NCAM
CM126
1.2
JABS
| JAB1
§~g | HSPAS
: JAB4, HEL1
58 E086-M348-110
26
" |——E033-M086-270
66 SHB
WT1, FSHB
33 E086-M347-109
E086-M086-413
6.5 CAT
—— RM4
103
E124-M345206
6 E124-M086-200
T [ AcP2
6.1
L ANXJike2
52
04 E121-M030-200
%5 == £123-M034-230
: E030-M030-200
E030-M122-194
JABS - HSP-8 51cM
E345-M345-205: RM4 29cM
E086-M348-188: NCAM 6.4 cM
E123-M033-305: CAT 75cM

4. abra. Gimszarvas 1. kapcsoltsagi csoportja (Slate és mtsai.,, 2002). A fejlécben a
szarvasmarha, a juh és az ember megfelel6 ortolog kromoszéma (szamjelzés szerinti)
olvashato le, tovabba a linkage group/kapcsoltsagi csoport cM hossz értéke. A baloldalon 1évé
szamok az egyes markerek kozotti cM-ban megadott tavolsagok. A kiilonboz6 szinek a
markerek tipusait kiilonitik el (kék-AFLP, piros-mikroszatellita, zold-EST, fekete-RFLV/gén,
barna-protein). Az als6 boxban feltiintetett markerekrél csak az biztos, hogy szomszédosak,
vagyis nem tudtdk megmondani a pontos pozicidjukat a géntérképen, ezért az egyik

szomszédos markertdl valo tavolsagukat adtak meg.

27



4.5 GENOM SZEKVENALAS, OSSZESZERELES ES GENOM
PROGRAMOK

A DNS szekvenalas lényegében azt jelenti, hogy meghatarozzuk egy DNS
molekula nukleotid sorrendjét. Az 1970-es évek végén jelentek meg az
ugynevezett els generacios szekvenalasi technikak. Az elsé ilyen klasszikus
modszer a Sanger és Coulson nevével fémjelzett +/- szekvenalas, amellyel
elészor olvastak le egy virus, a phi X174 bakteriofag teljes genomjat (Sanger
¢és Coulson, 1975).

A masodik médszer a Maxam- és Gilbert-féle kémiai hasitas (Maxam és
Gilbert, 1977) amely, hagyomanyos kémiai ismereteket hasznal fel. Az eljaras
soran a DNS szalak 5’-végét radioaktiv 32P-tal jelolik meg, egyszalusitjak,
majd négyféle kémiai kezelésnek vetik ala, eltorik. A kiilonb6zé méretii DNS
fragmentumokat denaturalé poliakrilamid gélelektroforézissel valasztjak el
egymastol, és autoradiografidval azonositjak dket.

A harom egymastol modszertanilag kiilonb6zd technologia koziil az utdbbi, a
legegysziirebben kivitelezhetd Sanger-féle lancterminacidos szekvenalas
(Sanger és mtsai.,, 1977) terjedt el széles korben. Bizonyos laborok a
pontossaga miatt a mai napig hasznaljak a klasszikus Sanger-féle
majd a templat szalhoz szekvenald primereket hibridizalnak. Kovetkezdleg
négy egymassal parhuzamosan futo szekvenalasi reakcio kozeget allitanak be,
amelyek mindegyikébe keriil templat DNS szal, primer, DNS polimeraz és
azonos mennyiségben négyféle dezoxinukleotid-trifoszfat (ANTP). Mind a
négy reakciohoz egyszerre csak egyféle didezoxinukleotid-trifoszfat (ddNTP)
molekulat kevernek hozza. A DNS polimerizacié soran komplementer dNTP
aranyatol figgéen. Amennyiben dNTP épiil be a szalba a szintézis tovabb
folytatodik, mert a dNTP 3 végén -H csoport talalhat6. Amikor ddNTP
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illesztodik be akkor adNTP 3’ végén 1év6 reaktiv -OH csoport miatt a szintézis
leall. Ezt nevezik a lancterminacios reakcionak (Dovichi és Zhang, 2000). Az
ujonnan keletkezett, kiilonb6z6 hosszusagn DNS szalak szétvalasztasa régen
poliakrilamid gélen tortént, ma azonban kapillaris gél elektroforézissel zajlik.
Az automata fluoreszcens szekvenalasnak koszonhetéen a lancszintézis
csupan egy PCR késziilékben megy végbe. A DNS fragmentumok
detektalasara pedig négyféle fluoreszcens festéket, fluoroflort hasznalnak (7.
melléklet).

A "de novo szekvenalas" kifejezés azokra az eljarasokra utal, amelyeknél nem
tortént meg a DNS szekvencidjanak elézetes meghatarozasa. llyenkor a
genomi  DNS-t restrikciés enzimekkel vagy kiilonb6zé6 mechanikai
cljarasokkal véletlenszertien apré darabokra tordelik fel. A kis DNS
fragmentumokat plazmid vektorba klonozzak be és a recipiens baktérium
sejtekben amplifikaljak. Az egyes bakterialis klonokbdl szarmazdé DNS
nukleotid sorrendjét meghatarozzak, majd a hosszabb szekvencia részeket
(contigokat, szupercontigokat) az atfed6 DNS-régiok alapjan elektronikus Giton
allitjdk Ossze. Az Osszeszerelt szekvencidban 1€évo rések feltoltését ,,genom
vagy primer séta (genome walking)” technologiaval is elvégezhetik. A genom
séta esetében 40-200 Kbp-os DNS darabokbol készitik el a szekvenalod
konyvtarat. A konyvtarak klonjait a végiiktdl a kozépso részik felé haladva,
minden forduléban 1 specifikus primerekkel szekvenaljak meg. A klonokat
nagy sszefiiggd szekvenciakba rendezik és a koztiik talalhato réseket az elébb
ismertetett modszert alkalmazva toltik fel. Az 1990-es évektol a nagyobb
genomi részek leolvasasa is lehetségessé¢ valt a ,shotgun” eljarasnak
koszonhetden, ilyen volt példaul a Haemophilus influenzae nevii baktérium
teljes genomjanak a szekvenalasa (Fleischmann és mtsai., 1995). Ebben az
esetben a klonokat két iranybol szekvenaljak meg olyan modon, hogy a

megszekvenalt DNS tobbszorosen fedje le a teljes genomot, igy a contigok
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kozotti rések/gap-ek szama jelent6sen lecsokkenthetd. A contigok kozotti
kisszamu gap részt PCR segitségével igyekeznek ,.eltiintetni”.

A de novo szekvenalasi eljarasok kozé tartoznak az tigynevezett 0j generacios
szekvenalasi (next-generation sequencing, ,,NGS”) technologiak. Ezek a
Sanger-féle modszerhez képest jelentds idébeli megtakaritast tesznek lehetévé,
igy jelentdsen lecsokkentik a szekvenalasi koltségeket (8. melléklet). Tovabba
nem csupan genomi DNS szekvenalast lehet végezni veliik, hanem RNA-Seq
¢s ChIP-Seq készitésére is alkalmasak. Sokféle modszer tartozik ide, amelyek
mindegyikérdl elmondhatd, hogy a DNS amplifikacidja mindig valamilyen
PCR reakcionak koszonhet6. A nagyteljesitményli szamitégépeken futd
illesztéprogramok a szekvenalas soran leolvasott egy-néhany szaz bazispar
koriili szekvenciakbol, vagyis a readekbdl az egymassal azonos részleteik
alapjan klasztereket hozhatnak létre. A klasztereket az egymassal atfedé
readjeik hosszi ,kontinuus” szekvencidkka contigokka kotik Ossze. Az
egymas utan kovetkezé contigokbol pedig még hosszabb szekvenciak,
scaffoldok képezhetdk (Barta és mtsai., 2016). Az NGS technolégiakhoz
tartoznak a nagy ateresztOképességii (high-throughput, ,,HTP”) modszerek.
llyenkor sok minta szekvenalasa zajlik egyidében, parhuzamosan (9.
melléklet). Ennek koszonhetden egy emlds genomja néhany nap esetleg par
oOra alatt leolvashatova valik. Hatranyuk a Sanger szekvenalashoz képest, hogy
tobb olvasasi hibat ejtenek és leolvasott readek hossza nem haladja meg a
néhany szaz bazispart.

A harmadik generacios nanoporus technikanal nincs sziikség PCR-re, mert a
szekvenalas valos idoben torténik (real-time). A DNS lanc elektroforézis
hatasara 1 nanométer atmérdjii membranporuson megy at, ezzel bazisonként
megvaltoztatjia a membran elektromos potencialjat. A valtozast nagy
érzékenységii detektor észleli és a szekvenator késziilék ez alapjan adja meg a

DNS szekvenciajat (Niedringhaus és mtsai., 2011).
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Az elsé lehetdség egy hosszabb DNS szekvencidkbol felépiild tigynevezett
assembly (contigok, scaffoldok) készitésére az ,,Align-then-assemble”
modszer, ami azt jelenti, hogy a teljes genomi DNS szekvenaldsa soran
keletkezett readeket egy referencia genomra illesztik fel. Ez lehet ugyanannak
a fajnak vagy egy kozel rokon fajnak a genom szekvencidja. Majd a
felilleszkedd, jo6 mindségii readekbdl contigokat és scaffoldokat (assembly)
generalnak. A masodik esetben ,,Assemble-then-align™ stratégiat kovetnek,
ilyenkor a readekbdl elészor de novo assemblyt hoznak 1étre és a keletkezett
contigokat rakjak ra a referencia genomra (Wang és mtsai., 2014).

A referencia genom mindig haploid és ugynevezett konszenzus
pszeudoszekvenciakbol — épiil  fel, vagyis tobb szekvencia kozos,
Osszeilleszkedd részei alapjan in silico létrehozott, a valésagban nem 1étezo,
mesterséges genom szekvencia. A referencia genomok a jelentdsebb
bioinformatikai, = genomikai  portalokon elérheték, letolthetk. A
megbizhatosagukat szakemberek ellendrzik és hagyjak jova. A kutatok
hozzajuk viszonyitjak, illesztik sajat szekvenciaikat. Mivel folyamatosan
frissitik ezeket, igy a genomi koordinataik verzionkként eltérhetnek egymastol.
Egy assembly minéségét sokféleképpen megadhatjuk az egyik legelterjedtebb
mérészam az N50. Ez egy sulyozott median érték, amely azt a scaffold
hosszasagot adja meg, aminél hosszabb scaffoldok az Gsszes assembly felét
teszik ki.

A genom assemblyk és referenciak nem hasznalhatok annotacié nélkil. A
genom annotalasa soran biologiai informaciét rendelnek a DNS
szekvenciahoz, illetve annak kiilonb6z6 régioihoz, génjeihez. Ez a bioldgiai
informacio lehet strukturalis, amikor példaul egy gén kromoszomalis
rész/gén biokémiai folyamatokban vald szerepét (kdlcsonhatasok, regulacio)
irjak le.
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A nagy genom programokat idében megel6zték az egyes gének szekvenciainak
leirasai. Azonban az egyre modernebb és olcsébb szekvenalasi eljarasok
elterjedésével lehetség nyilt az é161ények teljes genomjanak a megismerésére.
A genomika legnagyszabasubb programja az emberi teljes genom
szekvenalasa 1986-ban kezd6dott az amerikai Energiailigyi Minisztérium
(Department of Energy, DOE) és a NIH-el (National Institute of Health)
tarsulasaval. A szervezOmunka utan hivatalosan 1990-ben indult el a program.
A késobbiekben a szekvendlashoz a a ,,shotgun sequencing” moddszert
hasznaltak, ami felgyorsitotta a folyamatot. Tovabbi fejlodést eredményezett a
Sanger szekvenalasban, hogy négyféle fluorescens festékkel jelolték meg a
termékeket és emiatt egyszerre tudtak 6ket futtatni kapillaris elektroforézissel.
Az Applied Biosystem 96 kapillarisos szekvenald automatat fejlesztett ki erre
a célra. A bakterialis mesterséges kromoszoma vektor hasznalata nagyobb
genom darabok (200 Kbp) klonozasat tette lehetové
(https://www.tankonyvtar.hu/hu/tartalom/tamop412A/2011 0025 bio_4/ch3

5.html). A bioinformatika tudomanyag nélkiilozhetetlenné valt a human
genomszekvenciak értelmezésében és hasznalataban. 2001-ben késziilt el a
human draft (sok hibat és ismeretlen bazist tartalmazo) genom (Lander és
mtsai., 2001, International Human Genome Sequencing Consortium, 2001),
majd ezutan a HGP 2003-ban kozolte az elsd, jO mindségii 8-9-szeres
lefedettségli human genom szekvenciat. A teljes munka dsszesen tobb mint 3
milliard dollarba keriilt (Hood és Rowen, 2013). A human genom program
robbanasszert fejlodést hozott az 0j generacios szekvenalasi modszerekben.
Napjainkban elegendé nyolc munkadra egy ember teljes genomjanak a
szekvenalasahoz, ami maga utan vonja nagy, rendkiviili fontossagu
szekvenalasi programok példaul az 1000 genom projekt (2500 kiilonb6z6
etnikumu ember teljes genom szekvenciajanak a létrehozasa), vagy a Genome

10k projekt (10 ezer gerinces faj megszekvenalasa) megvalosulasat (Koepfli
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¢s mtsai., 2015). Az NCBI-ra feltoltott genomok szama a rohamosan fejlédé
szekvenalasi eljarasok és az erdsen csokkend koltségek miatt a jovobben még
inkabb novekedni fog (10. melléklet).

2018. januar 23.-an a Vilaggazdasiagi Forum partnerségre lépett tobb
genomikai intézettel és nem mindennapi bejelentést tett a svajci Davos-ban. A
konferencian kihirdették a Fold Bio-Genome Project (EBP) céljait, amely
Iényegében a vilag minden eukariota él6lényének (Osszes novény, allat és
egysejtii  szervezet) a teljes genom szekvenalasa és egy fenntarthato
biogazdasag 1étrehozasa. Reményeik szerint ezek az intézkedések fontos
szerepet jatszanak a negyedik ipari forradalom kibontakozasaban és 20000
veszélyeztetett faj megmentésében. A projekt eldrelathatoan 10 évet és 4,7
milliard dollart vesz majd igénybe (Lewin és mtsai., 2018).

Az orvosi, a genetikai kutatasokon és az okoldgiai hasznositason kiviil a
mez6gazdasagban is nagy jelentdséggel birnak a haszonallat WGS programok
(11/a. és 11/b melléklet).

Sok orszag igyekszik a sajat természetvédelmileg és/vagy nemzeti identitas
szempontjabol mérvado fajai genetikai tulajdonsagainak meghatarozasara.
Ausztralidban mar 2007-ben kromoszoémakba rendezték a kacsacsorii emlés
(Ornithorhynchus anatinus) teljes DNS-ét (Warren és mtsai., 2008). Kinaban,
2010-ben az Illumina Gj-generaciés szekvenalasi platformot alkalmaztak az
orias panda (Ailuropoda melanoleuca) SOAPdenovo scaffold assembly
Osszeallitasahoz (Li és mtsai., 2010). Honduras nemzeti allatanak a fehérfarka
szarvasnak (Odocoileus virginianus) a texasi alfajat 2011-ben szekvenaltak
el6szor (Seabury és mtsai., 2011). A szarvasfélék koziil lekozolték és az NCBI-
ban online elérhetévé tették példaul az 6z (Capreolus capreolus), a milu
(Elaphurus davidianus), a disznészarvas (Axis porcinus), a rénszarvas
(Rangifer tarandus), és az Oszvérszarvas (Odocoileus hemionus) scaffold

assemblyjét, és a magyar gimszarvas kromoszoémaba rendezett genom
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feltoltését kovetden a Yarkand gimszarvas (Cervus hanglu yarkandensis), az
indiai muntyakszarvas (Muntiacus muntjak) és a kinai muntyakszarvas
(Muntiacus reevesi) kromoszéma szekvenciait. A magyarorszagi gimszarvas
genom program nem csupan azért bir nagy jelentéséggel, mert egy fontos
nemzeti jelképiinkrél szol, hanem mert ez Magyarorszag elsé igazi,
nemzetkozileg elismert genom programja, tovabba a szarvasfélék koziil a
magyar gimszarvas az els6 a vilagon, amely kromoszémakba rendezett

genommal képviseli magat az NCBI nyilvanos adatbazisaban.

4.6 BIOINFORMATIKAI HATTER, SZEKVENCIA ILLESZTES,
GENOM ANNOTACIO

A szekvenalo laborok oriasi mértékben ontjak magukbol a nagy mennyiségii
szekvencia adatokat. Harom, egymassal atfed6 és szoros kapcsolatban 1évé 4j
tudomanyag foglalkozik ezen adatok kezelésével. A szamitogépes bioldgia
egy olyan mérnoki teriilet, amely informatikai eszkozoket, szoftvereket,
alkalmazasokat készit a bioinformatika szamara. A bioinformatika az
¢lettudomany teriiletérél szarmaz6 adatokkal dolgozik, megfigyeld, leird
analitikus jellegii tudomany. Informatikai eszkozoket és modszereket hasznal
biologiai adatok gytjtésére, elemzésére, tarolasara, biologiai folyamatok
megismerésére és ezek alapjan biologiai modellek elkészitésére. A Klasszikus
bioinformatika targykorébe tartozik a szekvencia illesztés, a statisztikai
analizis (gén hosszisag, CG arany), a genom annotacio (ORF, gén predikcio,
promoter analizis), szekvencia adatbazisok hasznalata, szekvencia keresés,
makromolekuldk hiromdimenziés modellezése ¢és a fehérjék kozotti
kapcsolatok feltarasa. A modern bioinformatika, a human teljes genom
referencia szekvencia elkészitése utan sziiletett meg, foként NGS adatokkal
foglalkozik. Idetartozik a komparativ genomika, transzkriptomika, proteomika
¢s a rendszer biologia.
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Az adatbazisok hasonlo mindségii, strukturalt adatok szamitogépes tarolasara
szolgalnak. Fontos kitétel, hogy konnyedén lehessen adatokat keresni és
szerkeszteni. Az adatforrasok egyben adatbazisok is, biztositjak az adatok
online hozzaférhetéségét és ingyenes, kozosségi hasznalatat. Az adatbazisok
¢s adatforrasok tartalmat szigoru szabalyok szerint ellenérzik és karbantartjak.
Lényegi tartalmuk alapjan lehetnek els6dlegesek, masodlagosak vagy
szarmaztatott adatbazisok, harmadlagos, interakcios adatbazisok és ugy
nevezett nem szekvencias adatbazisok. Az elsddleges adatbazisok taroljak a
kisérletekb6l, szekvenalasokbol, elsédleges bioinformatikai feldolgozasbol
szarmaz6 adatokat, mint DNS, RNS szekvencidkat, a molekuldk strukturalis
informacioit. llyen adatbazisok példaul az EMBL-Bank (Kulikova és mtsai.,
2007), az NCBI GenBank (Benson és mtsai., 2010) és a DDBJ (Sugawara és
mtsai., 2008). Léteznek olyan adatbazisok, amelyek az adott DNS szekvencia
valamilyen sejtbiologiai jellemzojét veszik alapul, a SILVAdb-ben a
kiilonboz6 €é161ényekbdl szarmazo rRNS-ek Kis és nagy alegység szekvenciai
talalhatok (Quast és mtsai., 2013), a miRBase pedig nyers és érett mikroRNS
szekvenciakat tarol (Griffiths-Jones és mtsai., 2008). A nukleotidokat protein
szekvenciava forditjak le a masodlagos, fehérje adatbazisok ilyen példaul az
Uniprot (UniProt Consortium, 2007). A szarmaztatott adatbazisok tarolhatnak
transzkripcids faktor kotéhely motivumokat és regulacios adatokat JASPAR
(Sandelin és mtsai., 2004), és a TRANSFAC (Matys és mtsai., 2006). A
harmadlagos adatbazisok az entitasok kozotti kapcsolatrendszer leirasat adjak
meg (szabalyozas, metabolizmus, szignalizacid, és kotési interakciok). A
gének funkcid szerinti csoportositasaval a GO foglalkozik (Gene Ontology
Consortium, 2006). A nem szekvencia tipusu adatbazisokban talalhatok az
irodalmi forrasok, a folyoiratok és a publikaciok (NCBI PubMed).

A szekvencia illesztések a szekvencidk kozotti hasonlosag kimutatasara

szolgalnak. A hasonlosag alapjan azt feltételezhetjiik, hogy a szekvenciak
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homologok egymassal. Ezek a programok Iényegében két vagy tobb
szekvenciat a leginkabb hasonld pozicidik Osszerendezésével illesztenek
egymashoz tgy, hogy a nem illeszked6 részekhez gapeket (hézag, rés) sztrnak
be. Az illesztések helyességét pontozassal irjak le helyettesitési matrixbol vett
pontértékek alapjan. Azonossagi matrixokat alkalmaznak a nukleinsav
szekvenciakra, ilyen esetekben az egyezés pontértéke 1, az eltérésé O.
Természetesen mas pontszamokat is adhatnak ezek a programok, ha példaul
hangsulyozni szeretnék a tranzicid és transzverzio kozotti kiilonbséget. A
Dayhoff-féle mutaciés vagy PAM matrixok a szelekcio altal jovahagyott
mutaciok alapjan szamoljak ki az evolucios tavolsagokat a szekvenciak kozott
(Dayhoff és mtsai.,, 1979). A BLOSUM matrixok (BLOcks SUbstitution
Matrix) a BLOCKS adatbazison alapulnak, amelyekben fehérje csaladok
tobbszorosen, gap nélkiil osszerendezett szekvenciablokkjai talalhatok, igy
klaszterek jonnek létre szekvencia hasonlosag szerint (Henikoff és Henikoff,
1992). A szekvencia illesztések koziil mindig azt fogadjuk el optimalisnak,
amely az adott pontozoématrix szerint a legnagyobb pontértéket adja. A
hasonlésagokat és egyezéseket plusz ponttal jutalmazza, a kiilonbségeket
(mismatch), hézagokat pedig negativ pontértékkel biinteti. Két szekvencia
Osszevetése esetén beszélhetlink globélis és lokalis illesztésrél. A globalis,
Needleman—Wunsch algoritmus a két szekvenciat teljes hosszaban, mig a
lokalis Smith—Waterman algoritmus csak a szekvenciak hasonlo régioit illeszti
egymashoz. Minél hosszabb és/vagy tobb szekvenciat illesztiink annal
gyorsabb és nagy problémamegoldd képességii programozési 1épésekre van
szilkség. A dinamikus programozas a komplex feladatokat kisebb
alfeladatokra bontja. A progressziv illesztéseknél megjelenik a lokalis
minimum problémaja, mely az algoritmus moho (greedy) természetébdl fakad,

vagyis az illesztési folyamatban korabban elkovetett hibakat mar nem lehet
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utélag kijavitani. A legtobb szekvencia illesztéprogram fasta formatumu
fajlokat kezel.

Az ALLPATHS-LG egy olyan genom 6sszeszerel6 program, amely révid read
szekvenciakbol mindenféle méreti (akar emlds) teljes genom assembly
Osszeallitasat teszi lehetévé (Gnerre és mtsai., 2011). Kifejezetten Illumina
szekvenalasbol szarmazo 100 bp-0s vagy annal nagyobb hosszasagu readek
kezelésére tervezték, de PacBio adatokkal is jol boldogul. A mikodéséhez
elengedhetetlen, hogy legalabb két, paros (paired) read konyvtar alljon
rendelkezésre, amelyekbdl az egyik 180 bp koriili, a masik koriilbeliil 3000 bp
hosszu inserteket tartalmazzon, és mindkét konyvtarra minimum 45-sz6ros
atlagos lefedettség legyen jellemz6. A beimportalando fajlok lehetnek bam,
fastq, fasta, fastb formatumuak. A kimenetként megkapjuk az assemblyt, efasta
¢s fasta Kkiterjesztéssel. Az ALLPATHS-LG, abban kiilonbozik mas,
hagyomanyos assembler-ekt6l, hogy a polimorfizmusokbol, repetitiv
szakaszokbol és az ambivalens szekvenciakbol eredé informacidkat is
megobrzi, mivel grafokat hoz 1étre.

Stephen Altschul és munkatarsai 1990-ben fejlesztették ki az NCBI-nal a
BLAST-ot (Altschul és mtsai., 1990). Konnyti, akar online feliileteken vald
hasznalatanak koszonhetéen rendkiviil népszeriivé valt napjainkra, bar a
bioinformatikusok leginkabb Linux platformokon futtatjdk ezeket.
Heurisztikus algoritmus, amely mas szekvencia illesztoknél példaul a FASTA-
nal (Lipman és Pearson, 1985) joval gyorsabb, de kevésbé érzékenyebb. Eppen
ezért nem garantalja az optimalis illesztést, viszont kivaléan megtalalja a
hasonld szekvenciakat. Statisztikai modszerek alkalmazasaval becsiili meg a
taldlatok szignifikanciajat. Az elsd verzioja a BLAST hézagmentes illesztést
tett lehetévé, a masodik verziok (BLAST2: NCBI_BLAST, WU-BLAST) mar
a hézagos illesztésre is képesek. A program nagy gyorsasaggal vet Ossze

ugynevezett keresd ,,query”’ szekvencidkat adatbazisokkal ,,subject”. Elsd
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1épésként az alacsony komplexitasu vagy ismétlédé szekvencia részeket
tavolitja el, ,,maszkolja ki’ a keres6 szekvenciabol, a fehérjéknél a SEG a
nukleinsavaknal a DUST paraméterek bekapcsolasaval. Ezutan a keresd
szekvenciakbol meghatarozott hosszasaga (W) szavakat, ugynevezett
szomszédos szolistakat general. Az ilyen modon elkészitett szolistakbol csak
azokat tartja meg, amelyek az alkalmazott pontozoématrix alapjan a T
kiiszobérték (threshold) felett talalhatok és ezért magas pontszamokat értek el.
A hasonlo6sagi pontozé matrixok koziil PAM-ot vagy BLOSUM-ot hasznal az
aminosavaknal, és BLAST mer6szamot a DNS-nél. Ezutin tokéletes
egyezéseket keres az adatbazis szekvenciak és a kiiszobérték feletti
szomszédos szavak kozott, és az illeszkedéseket pontozza. gy alakulnak ki az
ugynevezett szegmens parok. Ezt kovetden torténik meg a talalatok
kiterjesztése upstream és downstream iranyban, igy kapjuk meg a HSP-ket
(,,High-scoring segment pairs”), amelyek 6sszpontszama, ,,0ssz-score” értéke
nagyobb, mint a kiiszobérték. Vagyis az illesztés addig halad tovabb a talalati
szekvencia két végén, amig a HSP halmozodott 6ssz-score értéke novekedni
tud, illetve a szekvencia végéig. Amikortdl a szekvencia szegmens mérete
elérte azt a nagysagot, ahonnan az Gssz-score érték nem tud tovabb néni,
onnant6l maximalis szegmens parnak nevezziik (MSP). Az MSP mérdszama
mindig magasabb, mint a kiiszobérték. Legutolso 1épésként a Smith-Waterman
algoritmus egyik verziojanak a segitségével az alkalmazas megkeresi a legjobb
lokalis illesztéseket a kereso-szekvencia €s a talalat kdzott, és meghatarozza a
rések helyzetét. Kimenetként a beallitott paraméterektdl fiiggden kaphatunk
grafikus és tablazatos jellegli fajlokat, amelyek a két szekvencia maximalis
szegmens parjait mutatjak be. Ezekben abrazoljak, vagy leirjak az azonos és a
hasonlé nukleotidok vagy aminosavak helyzetét és szamukat. A két legfobb
statisztikai mutatobol kovetkeztetni lehet az illesztés mindségére. Az E-érték

(E-value) a szignifikanciat mutatja, vagyis a véletlen hasonlosag mértékéhez
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viszonyitott varhato értéket (expectation) adja meg. Azt irja le mi lehet annak
a valosziniisége, hogy az adott adatbazisban a talalati hasonlosag a véletlen
mive legyen. Tehat az E-érték minél kisebb, annal nagyobb foku
szignifikanciat jelez. A ,score” (S) érték hasonlosagi pontozomatrix
hasznalataval kapott, azonos, hasonlo nukleotidok/aminosavak és rés poziciok
alapjan adhato 6sszpontszam. Mivel az S pontérték (nyers pontérték) jelentése
nem egyértelmii, ezért normalizaljak, és igy kapjuk meg az alignment vagy bit
score S' értéket. A Bit score kiszamitasanak képlete: S’=(AS-InK)/In2, ahol K
¢és ) statisztikai paraméterek: Az adatbazis méretét6l és a pontozorendszertdl
fliggenek, és az S pedig egy empirikusan megallapitott cut-off érték. A BLAST
algoritmus tobb tipusat kiilonithetjiik el az adatbazis és a keres6-szekvencia
egymashoz vald viszonya szerint (12. melléklet). Tavoli hasonlésagok
keresésére alkalmazzak protein szekvenciak esetén a PSI-BLAST-ot (Position-
Specific Iterated BLAST) (Altschul, 1997) és a PHI-BLAST-ot (Pattern Hit
Initiated BLAST) (Zhang és mtsai., 1998). Az els6nél iterativ illesztés torténik
¢s a taldlatok alapjan poziciospecifikus pontozomatrixok jonnek létre. A
masodiknal keres6-szekvenciaként regularis kifejezéseket hasznalhatunk. A
MegaBLAST-ot nagy méretii adatbazisoknal érdemes futtatni, ilyenkor
hosszabb szegmens parok generalddnak, ami miatt az érzékenység csokken
(Morgulis és mtsai., 2008). A BLAST egyik rendkiviil gyors alternativaja a
BLAT, amely ugyanakkor joval kevésbé érzékeny algoritmus. A BLAT
(,,Blast Like Alignment Tool”), a BLAST-tal ellentétben nem linearis keresést
végez, hanem az adatbazist indexelt k-mer-ekre osztja, igy gyorsabban talal
egyezéseket (Kent, 2002). Az olyan online adatbazisok, mint a UCSC szivesen
alkalmazzak ezt az algoritmust. A BLAST program csalad BLASTZ tagja
hosszu szekvenciak illesztésére alkalmas (Schwartz és mtsai., 2003).

A LASTZ paros, akar kromoszoma hosszisagu, kiilonbozd élélényekbdl

szarmazo szekvencidk illesztésére hasznalt automatizalt program (Harris,
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2007). A parancsainak szintaktikdja kompatibilis a BLASTZ-jével. Jol
miikodik Macintosh OS X, Linux és Unix platformokon. Maga a program,
pipeline (csévezeték) felépitésii, és Python programozasi nyelven irtak.
Tulajdonképpen az eljaras soran itt is résmentes HSP-k, HSP lancolatok jonnek
létre az adatbazis és a keres6-szekvencia szegmensparjaibol, de plusz
miveletként kiilonféle sziiréseket hajt végre a program.

A BWA (Burrows-Wheeler Aligner) egy szoftvercsomag, amelyet arra
terveztek, hogy alacsony divergenciaju szekvenciakat térképezzen Kiterjedt
genomialis részekhez. A mikodése a Burrows—Wheeler-transzformacion
(BWT, blokkrendezé algoritmus) nyugszik. Ez valdjaban egy adattomoritd
eljaras, ahol a BWT-vel tomoritett sztring (karakterlanc) egyik karaktere sem
valtoztat értéket, csupan a karakterek permutacioja torténik meg (Li és Durbin,
2009). Ha az eredeti sztring szamos, gyakran el6forduld rész sztringet
tartalmaz, akkor az atalakitas kovetkezményeként keletkez6 0j sztring szamos
helyen fog azonos betiibdl allo sorokat magaban foglalni. Az ismétlédo
karakterek, mintazatok teszik lehetévé magat a tomoritést. A BWA harom
alapvet6 algoritmusbol épiil fel: BWA-backtrack, BWA-SW ¢és BWA-MEM.
Az els6 algoritmust Illumina szekvenciakra tervezték 100 bp-ig, mig a masik
kett6t a 70 bp-t6l 1 Mbp-ig tartomanyba esdkre. A BWA-SW az olyan
heurisztikus programcsomagokkal ellentétben, mint a BLAST, képes az Gsszes
lehetséges optimalis illeszkedést megtalalni az altal, hogy indexeléssel
gyorsabba teszi a Smith-Waterman algoritmust. A BWA-SW és a BWA-MEM
hasonl6 funkciokat kinal. A legfrissebb BWA-MEM a kivalé mindségii
lekérdezésekhez ajanlott, mivel gyorsabb és pontosabb és a teljesitménye is
jobb. Minden algoritmus esetében a BWA eldszor elvégzi a referencia genom
indexelését, amely lehet6vé teszi a tomoritési eljarast.

A MUMmer egy nyilt forraskodi, Linux rendszeren miikodé szoftvercsomag.

Hosszi DNS vagy aminosav szekvenciak gyors osszeillesztésére szolgal,
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vagyis teljes genomok 6sszehasonlitasat is lehetové teszi. Legnagyobb részt C
¢s C++ program nyelven irodott. A mintak tokéletes egyezését utotag ,,suffix”
fa adatstruktura segitségével keresi meg. (A suffix az informatikaban hasznalt
kifejezés, amely az adatbazisokban a mezdék azonositasara szolgalo rovid nevet
vagy betiicsoportot jelenti. Keresésnél egy szo vagy kifejezés mogé irva
biztosithatjuk, hogy csak a megadott adatmezOben keressen a gép.)

A MUMmer (Maximal Unique Matcher) korabbi verzidinak célja az volt, hogy
a két bemeneti szekvencia kozotti minimalis hossz maximalis és egyedi
pontossagu egyezését megtalalja (MUM szakaszok) (Delcher és mtsai., 1999).
A munkam soran hasznalt verzid (3.0) teljes egészében figyelmen kiviil
hagyhatja az egyediséget, de megadhatjuk kapcsoloként a parancssorban
(Kurtz és mtsai., 2004). A leggyakrabban hasznalt MUMmer cs6vezetékek
,pipeline”-ok a NUCmer, PROmer, run-mummerl és run-mummer3 (Delcher
¢és mtsai., 2002). A fenti parancsok harom f6 miiveleti szakaszra bonthatok. Az
els6 rész a két bemeneti szekvencia kozotti maximalis, pontos egyezést adja
meg, a masodik szakasz ezeket az egyezéseket olyan csoportokba osztja,
amelyek megbizhatoan Osszeilleszked6, horgonypontokat hoznak létre, a
harmadik végsé szakasz kiterjeszti ezeket a lehorgonyzott szekvenciakat és
Klasztereket készit bel6lik. A NUCmer (NUCleotide MUMmer) egy
felhasznald barat Perl szkript pipeline, amely a nagyon hasonld, t6bbszoros
DNS szekvenciak illesztésére szolgal. A PROmer is Perl alapt, a NUCmer-
hez nagyon hasonlé alkalmazas, ugyanakkor megengedi a bemeneti DNS
szekvenciak kiilonbozoségét. A run-mummerl és run-mummer3 cshell-ben
irodott pipeline-ok.

A MAKER Perl programozasi nyelven késziilt pipeline-okbdl allo genom
annotal6 program. A MAKER UNIX, Linux és OS X operacios rendszereken
miikodik. Minimalis eréforras igényii és kevés bemeneti fajlt is jol hasznosit.
Egyarant alkalmas prokariota és eukariota él6lények de novo és homologia
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alapjan torténd gén meghatarozasara, illetve ezen eredmények dsszefésiilésére.
Nagy pontossaggal képes leirni a gén exon-intron szerkezetét, doménjait és a
kiilonb6z6 motivumokat. Azonositja a genomialis SNRNS-ket, repetitiv
szakaszokat és transzpozonokat. Miikodése soran, az egymasra épiilé miveleti
fazisokban kiilonb6z6é programokat hiv be. Az egyes 1épések kimenetei alapjan
alakitja at gén predikcios algoritmusait. A szamitasi fazisban RepeatMasker
program lagy maszkolast (a repetitiv nukleotidokat kisbetiis karakterekkel irja
le) végez az alacsony komplexitasa ismétléseknél (Korf és mtsai., 2003). Sajat
belsé transzpozon konyvtaraval BLASTX alkalmazassal hasonlitja 0ssze a
genomi mobilis elemeket. A felhasznald altal is jovahagyott és feltoltott
kiilonboz6 €161ényekbdl szarmazé EST, mRNS, cDNS, és transzkriptom
keres6szekvenciakat felilleszti (,blastolja”) a célgenomra. Erdemes a
legjobban annotalt genomok (példaul ember) és egy kozel rokon faj EST
szekvenciait belevenni a vizsgalatba. Az blastolas eredményeképpen kapott
kodolo régiok, csupan a valosag durva megkozelitését tikrozik, ezért a
,»splicing” helyek (exon osszeilleszté helyek) meghatarozasahoz a MAKER
egy ujabb programot az Exonerate-et hivja be (Slater és Birney, 2005). A
szlirési és klaszterezési fazisban zajlanak a pontszamok és a szazalékban
megadott azonossagok szerint torténé szekvencia igazitasok, eltavolitasok, és
az atfed6 szakaszok talalatainak egyazon adatcsoportba rendezése. Ezutan
kovetkezik a BLAST illesztések pontositasi Iépése. Majd a szintézis fazisaban
az eddig kapott eredményeket fésiili 6ssze a program, pontszamokkal latja el a
nukleotidokat pozicidjuk, keresdszekvencidhoz valdé hasonlosaguk alapjan.
llyen modon keletkezik egy becslés az UTR-kK, intergénikus, kodold régiok,
exonok ¢és intronok helyzetére vonatkozoan, amit tovabbit a SNAP program
szamara (Cantarel és mtsai.,, 2008). Ezen informaciok alapjan a SNAP
modositja belsé Hidden Markov Model (HMM) altal készitett modellt. Amikor
a MAKER nem talal a keres6 EST és protein szekvenciak BLAST illesztésével
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semmit akkor a SNAP elsédleges ab initio gén-predikciojat hasznalja fel. A
végsd annotacios fazisban a program az elkésziilt SNAP gén meghatarozasokat
minden EST-vel és mRNS-el szemben leellenérzi, és megadja az exonok, 5’
¢s 3 UTR-ek pontos genomi koordinatait. A Kimeneti fajlok tablazatos
formaban (GFF3 formatum) tartalmazzak az annotaciokat.

A tRNAscan-SE program online feliileten és linux platformon is hasznalhato,
amely genomialis tRNS-t kodold szekvenciak keresésére és annotalasara
szolgal (Schattner és mtsai., 2005).

A genom-bongészok a teljes genom vizualizaciojat teszik lehetévé. A genom
DNS szekvencidgja egy kétdimenzids. bazisparok szerint felosztott
szamegyenesen jelenik meg scaffold, contig és akar nukleotid szinten. A
szamegyeneseken a genom annotacio is lathatova tehetd. A legtobb nagyobb
online elérhet6 genom adatbazis rendelkezik bongészével (ENSEMBL, UCSC
¢s NCBI). Ezekre az egyszerii felhasznalok is feltdlthetik sajat szekvencia
adatukat.

A bioinformatikai munka soran hasznalt programokat az 1. tablazatban

foglalom 6ssze.
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1. tablazat. Bioinformatikai munka programjai.

Név Cél
ALLPATHS-LG Gimszarvas readek scaffoldokka szerelése.
Térképpont markerek illesztése szarvasmarha referencia
BLAST o
genomhoz, €s gimszarvas scaffoldokhoz.
Gimszarvas rRNS, tRNS és miRNS géneket tartalmazo
MegaBLAST scaffoldok azonositasa (nem referencia géneket tartalmazo
scaffoldok).
LASTZ
BWA-MEM Scaffoldok illesztése szarvasmarha referencia genomra.
MUMmer
EMBOSS seqret Szarvasmgrha }<ro’mo’szomak atalaklrt'asa a gimszarvas
kapcsoltsagi géntérképnek megfelelden.
RepeatMasker Szaryqsmarha és gimszarvas alacsogy komplexitasu
repetitiv szekvencidinak kimaszkolasa.
SeqMan Gimszarvas contigok ujrafiizése 0j scaffoldokka. Az
g allpath-al rosszul 6sszefiizott scaffoldok esetében.
MAKER Gének azonositasa a gimszarvas genomon.
tRNAscan-SE TRNS kodold gének azonositasa a gimszarvas genomon.
Barrnap Gimszarvas RNS 58 alegységének azonositasa.
SAMtools Gimszarvas genetikai variansok keresése.
BCEtools C?lmszarrvas VCF (variant-calling format) fajlok
1étrehozasa.
ANNOVAR Glm’szarvas aminosav funkcionalis valtozasokat okozd
variansok annotalasa

4.7 SZARVASMARHA REFERENCIA GENOM

A szarvasmarha (Bos taurus) rendkivill fontos mezdgazdasagi haszonallat.
Nagy jelentdséggel bir a hus- és a tejiparban egyarant. Fontos modelléallata
szamos orvosi kutatdsnak és szekvenalt pszeudogenomja révén az
Osszehasonlitd  genomikanak is  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/
?term=txid9913[orgn])).

Ez idaig 13 teljes, kromoszomaba rendezett Szarvasmarha referencia
pszeudogenom szekvencia talalhaté meg az NCBI oldalan. A legrégebbi ezek
koziil a 2009-es UMD Bos_taurus 2.0, a legtjabb pedig a 2018-as ARS-

UCD1.2 referencia. Megjegyzendd azonban, hogy ezek nagyrésze 3
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kiilonboz6 kutatdintézet altal elkészitett haromféle assembly egymasra €piild,
tovabbfejlesztett valtozata. Jelenleg a legfrisebb verziok:
Bos_taurus UMD _3.1.1, Btau_5.0.1, ARS-UCD1.2 (Merchant és mtsai.,
2014, Bovine Genome Sequencing and Analysis Consortium, 2009). Munkam
soran eleinte a Baylor Btau_4.6.1 valtozattal, végiil pedig a Btau_5.0.1-el
dolgoztam. Mindkét pszeudogenomot a Cattle Genome Sequencing
International Consortium készitette el. A Btau_5.0.1 2,7 Gbp hosszisagu
szekvencidja 29 haploid autoszomaba, 1 X és 1 Y kromoszdémaba rendezddik.
Az unplaced kategoriaba keriilnek azok a scaffoldok, amelyek kromoszomalis
helyzete nem meghatarozhatd. Mas szekvenalt gimszarvas rokon fajokkal
Osszehasonlitva a szarvasmarha a legjobban annotalt genommal rendelkezik.
Ezenfeliil kutatdcsoportunk korabbi cikkeiben (Gyurjan és mtsai., 2007, Stéger
¢és mtsai., 2010) megallapitotta, hogy a bemutatott ,,zoo-cloning” szekvenalo
eljaras eredménye alapjan a szarvasmarha és a gimszarvas gének kodolo
régioja 98-100 % koriili azonossagot mutat, és tobb mint 90%-os egyezés
figyelhet6 meg a gének 5’ regulatorikus promoter régidjaban. Ezen okok miatt
a szarvasmarha genom rendkiviil hiteles templatot biztosit a gimszarvas
scaffoldok sorba rendezéséhez, és génjeinek feltardsahoz.

A két faj pszeudogenomjanak Osszehasonlitdsan alapuld vizsgalatok, jol
miikddnek a gén szekvencidk esetében, viszont a gimszarvas kromoszémak
centromeron helyzetének meghatarozasanal nem alkalmazhatok. A
szarvasmarha referencia pszeudogenom szekvenciakban nincsenek megadva a
centromeronok pozicidi. A genom szekvenaldsi moddszerek altalanos
elterjedése elott a B. taurus és a C. elaphus kariotipusat (hasonloan a tobbi
szarvasféléhez) klasszikus citogenetikai modszerekkel tartak fel (Gustavsson
¢és Sundt, 1968, Fontana és Rubini, 1990, Bonnet és mtsai., 2001). A korabbi
kromoszéma citologiai vizsgélatok centromeron festéssel €s in situ DNS

hibridizaciok alapjan hataroztdk meg a centromeronok €s a hozzajuk kozel es6
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gének helyzetét (Ma és mtsai., 1996, Everts-van der Wind és mtsai., 2004,
Everts-van der Wind és mtsai., 2005). A szarvasmarha 58 akrocentrikus (A
kromoszéma) autoszomaval rendelkezik ¢€és a nemi kromoszomai
szubmetacentrikusak (SM kromoszoma) (Di Meo ¢és mtsai.,, 2005). A
gimszarvas kromoszomak felépitése meglehetdsen ,,primitiv”’ jelleget mutat,
mivel szinte az Osszes akrocentrikus (A kromoszoma). A Ce5S metacentrikus
(M kromoszoma) a Cervinae ag létrejottekor két akrocentrikus kromoszéma
(Bovidae, Cervidae) kariogramjai alapjan, az evolicidjuk soran nagyon
gyakran torténhetett tandem Osszekapcsolodas ugynevezett Robertsonialis
fizi6 és hasadas, azaz amikor 2 akrocentrikusbol 1 akrocentrikus kromoszoéma
képzédik és vice versa. A szikaszarvas (Cervus nippon) a gimszarvas
legk6zelebbi rokonéanak, alfajanak tekinthetd, ezért a szikaszarvas és a
szarvasmarha RBG savmintazatat (Giemza festéssel nyert mintazat
tovabbfejlesztett valtozata) vizsgald, citogenetikai komparativ elemzések
eredményei (Bonnet és mtsai.,, 2001) jol hasznosithatok a gimszarvas
tekintetében is. E tanulmany alapjan a B. taurus és a C. nippon kromoszomalis
elrendezddése sok pontban hasonlosagot, homoldgiat mutat. Egymassal egy az
egyben megfeleltethetd kromoszomak, Osszeolvadasok és szétvalasok

figyelhetdk meg.
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5 A DISSZERTACIO CELKITUZESEI

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,

emlés referencia genom szekvencidgja. A munkam soran a kovetkezd

részcélokat ttiztem Ki.

1.

Megfeleltetni egymassal a rendelkezésre allo gimszarvas genetikai térképet
(Slate és mtsai., 2002) és a de novo gimszarvas szekvencia vazakat (genom
assemblyt/scaffoldokat).

Egyeztetni egymassal 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 evoltcios valtozasokat figyelembe
véve.

Megkeresni a gimszarvas genom fehérje kodold génjeit, repetitiv
szekvenciait, transzfer RNS, riboszomalis RNS és mikro RNS szekvenciait.
Meghatarozni a gimszarvas kromoszomak centromeron pozicioit.

Az egyedi azonositoval ellatott gimszarvas teljes genom feltdltése és online

elérhetové, letdlthetdvé tétele az NCBI szerverén.
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6 A GIMSZARVAS GENOM OSSZEALLITAS
ELOZMENYEI

6.1 MINTAGYUJTES, DNS IZOLALAS

A gimszarvas genom program megvalosulasa tobb hazai egyetem,
kutatocsoport, és kutatd egyiittmiikodésének a kovetkezménye. Emiatt
fontosnak tartom, hogy a bioinformatikai munkat megel6z6 fazisokrol is szot
ejtsek.

A minta a Kaposvari Egyetem Vadgazdalkodasi Tajkozpont B6szénfai Szarvas
farmjan, egy természet kozeli koriilmények kozott €16 7 éves, kapitalis
gimszarvasbikabol (flilszama: Crot. N.o. 3016) szarmazott. (A Kapitalis
agancsos egyed definicié szerint rendkiviil er6s agancsu szarvasbika, akinek
trofeaja legalabb 170 CIC pontot érne el, vagyis legalabb bronzérmes lenne.)
A Crot3016 szarvashika aranyérmes trofeat fejlesztett, ami a 210 CIC
ponthatart jelentdsen meghaladta volna hullott agancsai alapjan, és a 240 CIC
pontot is megkozelitette.

A 3x10 ml vér levételét allatgyogyaszati gyakorlat szerint, a Magyar
Allatgyogyéaszati Kamara eléirasait figyelembe véve (243/1998, XII1.31)
allatorvos végezte el. A minta EDTA pufferbe keriilt és a felhasznalasig -20°C-
on taroltuk. A teljes genomi DNS kivonasa a vérmintabol tortént Duplica Prep
automata the Duplica Prep Automated DNA/RNA Extraction System
(EuroClone S.p.A., Olaszorszag) kitt alkalmazasaval.

6.2 ILLUMINA SZEKVENALAS

Az izolalt DNS mintakat elkiildtik az Aros Applied Biotechnology nevii
cégnek (Aarhus, Dania), és a teljes genomi DNS-t szekvenaltattuk Illumina

HiSeq2000 szekvenald platformon. Az Illumina szekvenalas folyamata soran
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a teljes genomi DNS-t 200-500 bp-os darabokra torik szét. A dupla szala DNS
két végét ugy javitjak ki, hogy a ragados végek eltiinjenek. A 3’ végekhez egy
adenint kapcsolnak, amihez ezutan egy timin tilnyulé véggel rendelkezd
adapter DNS-t ligalnak, majd a DNS-t NaOH-os kezelésssel egyszalusitjak.
Az egyszalt DNS-ket egy ,.flow cell”-re vagyis szekvenal6 lemezre viszik fel.
Minden flow cell-ben 8 cs6, vagyis ,,lane” fut végig. A csévekben a DNS
fragment mindkét végén 1évo adapterrel komplementer szekvencidk
horgonyozddnak ki. Ezekhez hibridizaltatjdk a DNS szalakat. Itt torténik az
elsé PCR reakcio, aminek a végén a kapott dupla szala DNS templat szalat
(amit eredetileg a horgonyra kotddnek) formamiddal levalasztjdk €s lemossak.
Az egyszali DNS elhajlik, és a szabad végével egy masik lehorgonyzott
primerrel kapcsolddik és végbemegy az igynevezett hidamplifikécio (bridge
amplification). Ilyenkor az atirt szalak egymassal vagy egy masik primerrel
hibridizalhatnak ¢s a PCR folyamat révén duplikalodnak. A keletkez6 PCR
termékek klaszterekbe rendezédnek. A PCR allandé homérsékleten (60°C)
megy végbe a megfeleld puffer és denaturdloszer jelenlétében. A reagenseket
minden egyes ciklus végén lemossak. Az utols6 PCR és a végsé denaturacio
utan jon a szekvenalds, ami szintén szintézissel torténik. A szekvenalas soran
a templathoz egy primert ligalnak, majd a reakcidhoz egyszerre adjak hozza a
kiilonb6zd fluorescens jelolésekkel ellatott 4 nukleotidot. Amikor a szintézis
soran egy nukleotid beépiil a keletkez6 DNS szalba, akkor a ra jellemzd,
felvillan6 fluorescens fényt CCD kamera észleli. A szabadon maradt
nukleotidokat, a kémiai uton eltavolitott fluorofort és a 3' blokkolot lemossak.
A szekvenalasi folyamat soran eldszor az elsd primertdl a fragment szekvencia
felé torténik meg a koriilbeliil 100 bazisparos leolvasas, igy keletkezik az elsd
read. Ezt koveti az elsé index szekvencia, a masodik index szekvencia és
masodik read szintézis. A megszintetizalodott read termék lemosdsa utan, az

els6 index szekvenciat is megszintetizaljak, leolvassak, lemossédk, majd a
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fragment szal lehajlik a kihorgonyzott komplementer oligbhoz és igy lehetové
teszi a masodik index megszekvenalasat, ezutan kovetkezik a keletkezett rovid
termék eltavolitasa és azt kovetden hidban 1évo fragmenthez komplementer
szal szintetizalddik. Utana szét valasztjak a szalakat, az eredeti szalat lemossak
¢s a reverz szalrol a méasodik primerrel kezd6dden elkésziil a read parja. A tobb
millionyi, 100 bazisparos read jellemzd az adott fragmentre, €s az egyedi index
szekvencidk segitségével azonosithatd. Az azonos readek Kklaszterekbe
rendezhetOk. A klasztereket forward €s reverz readek alkotjak. Az eldbbiekben
vazolt folyamatban ugynevezett paired-end read szekvencidk jottek 1étre. A
mate pair szekvencidk sokkal nagyobb koézbensd részt, vagyis insertet
hatarolnak, mint a pair end readek, igy a késObbiekben sokat segithetnek a
contigok osszeillesztésénél, és a scaffoldok generalasanal
(https://www.eurofinsgenomics.co.in/en/eurofins-genomics/product-
fags/next-generation-sequencing/general-technical-questions/what-is-the-
principal-of-the-illumina-sequencing-technology.aspX) (13. melléklet).

A mate pair szekvenalasnal 2-5 Kbp nagysagu DNS fragmentumokat hoznak
létre, amelyek végét biotinilaljak majd a szalat cirkularizaljak és végiil kisebb
darabokra tordelik. Az 0j fragmentumok koziil néhany tartalmazza mindkét
biotinilalt mate pair szegmenst insert szekvencia nélkiil. A tovéabbi 1épések a
paired-end szekvenalashoz hasonlok (Bentley és mtsai., 2008).

Az illumina szekvenalas eredményeként keletkezett readek 101 bazispar
hosszusaguak lettek, a paired-end szekvenciaknal 500 bazisparos, a mate pair
szekvencidknal pedig 1,2 kilobazispar nagysdgi volt az insert méret. A
readekbdl Gsszesen 4 paired-end és 2 mate pair szekvencia konyvtar késziilt el.
A vegyes konyvtarak (paired-end és mate pair egyiitt) létrehozésa igen eldnyds
a de novo assembly Osszeallitasa soran, mert kevés gappal rendelkezé nagyobb
méretli contig és scaffold szekvenciak is generalhatok beldliik. A paired-end

¢s a mate pair szekvencia konyvtarban nyers szekvenciaként Gsszesen tobb
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mint 2 milliard read szekvencia talalhatd, ami 223 milliard bazispar hossza
DNS-nek felel meg. Ez a gimszarvas haploid genomra vonatkoztatva 74-szeres

atlagos lefedettséget jelent (2. tablazat).

2. tablazat. Gimszarvas read szekvencia statisztikak.

Read szekvencia Readek Bé%imk Insert | Read
konyvtarak szama szama méret | méret
(Gbp)
= Ce PE_s1 1| 202009674 20,40
<
g Ce PE_s1 2| 204044499 20,61 300-
% Ce PE_s2 1| 184790536 18,66 500bp | 101
o Ce PE s2 2 | 188274662 19,02 bp
Mate Ce_ MP_1 | 163020536 16,47 1,2
pair Ce MP_2 160624627 16,22 Kbp
.. 1x 1102764534 111,38 - -
Osszesen
2X 2205529068 222,76 - -

6.3 CONTIGOK ES SCAFFOLDOK OSSZESZERELESE

A contig és a scaffold assemblyt, vagyis a readek hosszu, egybefiiggd
szekvenciakka szerelését Dr. Barta Endre végezte. Az Gsszeszerelés soran a
Broad Institute ALLPATHS-LG programmal, alap beallitast paraméterekkel
dolgozott. Az egymast atfed6 paired-end readek révén Osszefiiggd, kontinuus
szekvencidk, igynevezett contigok jottek létre. Bizonyos részeken nincsenek
atfed6 readek, ilyenkor a mate pair read parok tagjai (melyek egymastol 2-5
Kbp tavolsagra taldlhatok) adtdk meg az azonos scaffoldra esd contigokat,
vagyis a scaffoldok mate pair read parokkal dsszeflizott contigokbodl alltak
Ossze. Néhany helyen azonban az ALLPATHS-LG nem talalt atfedo readeket,
ilyenkor ezeket a contigok kozotti ismeretlen bazisokat N-nel jelolte (gap
régiok) (5. abra).
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Paired-End Reads Paired-End Reads

' " Gap '
Contigl Contig2
Mate Pair :—- o —
Reads e
a— . =
NNNNNNN
Scaffold

5. abra. A contig ¢és scaffold assembly de novo 1étrehozasanak sematikus rajza.

A program az SGI UV 1000 gépen (1152 Intel CPU mag és 6 TB memoria)
futott le. Osszesen 437412 darab contig keletkezett, amelyek N50 értéke 7,5
Kbp nagysaga. A contigokbol osszefiizott scaffoldok szama 34724, N50
értékiik 430 Kbp (a teljes scaffoldokra nézve) hosszusagi. A legkisebb
scaffold mérete 613, a legnagyobbé pedig 4487240 bp (14. melléklet) volt.

52



7 ANYAG ES MODSZER

A kutatdsi munkam f6 iranyvonalat a gimszarvas referencia genom
kromoszoma szintii Osszeallitdsa, annotacidja, centromeron pozicidinak
meghatarozasa €s evolucids viszonyainak feltarasa képezte. A tarsszerzos
cikkemben leirt gimszarvas mitokondridlis genom 0Osszeéllitdsaban foként
irodalmazéasi ¢és bioinformatikai ellendrzési feladatokat lattam el. A
munkahelyi védésen elhangzott opponensi javaslatok alapjan a mitokondrialis
genom elkészitésének folyamatat ebben a doktori disszertacioban nem fejtem

ki.

7.1 FELHASZNALT SZAMITOGEPEK, ADATBAZISOK ES
GENTERKEP

A munkam elvégzéséhez sziikséges programokat Linux platformokon,

nagyrészt a godolléi Mezégazdasagi Biotechnologiai Kutatointézet szerverein

futtattam le. Ezenfeliil igénybe vettem a Debreceni Egyetem Genomi

Medicina és Bioinformatikai Szolgaltat6 Laboratoriumanak ngs szerverét is. A

szamitogépek f6 jellemzobit a kovetkezé tablazatban foglalom 6ssze: (3.

tablazat).
3. tablazat. Felhasznalt gépek f6 jellemzoi.

Szerver neve z800 emboss | genome ngs
Helyszin Godolle | Godolls | Godolls Debrecen
Operécios rendszer Ubuntu | Ubuntu | Ubuntu Red Hat linux
CPU 8,00 4,00 8,00 40+88+24+7x12
Memoria (GB) 74,21 16,43 49,46 | 3x128+256+6x48
Kiils6 tarhely - - - 2x12 darab 2TB

A kutatas soran a kevésbé ismert kettds referencia vezérelt genom osszeallitas

modszerét alkalmaztam. Ez azt jelenti, hogy a rendelkezésre allo gimszarvas

kapcsoltsagi géntérképét (Slate és mtsai., 2002) és egy kozel rokon faj, a
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szarvasmarha referencia genom szekvenciajat egyarant felhasznaltam a
gimszarvas kromoszomaba tudjam rendezni azokat. A rokon fajok koziil a hazi
juh genom (ISGC Oar_v3.1), kevéssbe jol annotalt, ezért a késébbiekben
csupan a kérdéses illesztéseket tisztaztam vele (International Sheep Genomics
Consortium, 2010). A szarvasmarha referencia genomok koziil tobb valtozattal
(Baylor Btau 4.6.1, Btau 5.0.1) is dolgoztam, de végiil a Btau 5.0.1
referenciara kapott eredményeket hasznaltam fel, illetve ezzel a referenciaval
egyeztettem Ossze a korabbi megoldasaimat. Elsd Iépésként a gimszarvas
géntérkép pontjainak DNS szekvenciait név és azonosité alapjan irodalmi
adatokbol és online elérheté Ensembl, UCSC, Uniprot, NCBI, és ENA
adatbazisokbol gytijtottem Ki.

7.2 GIMSZARVAS GENOM OSSZEALLITASA
7.2.1 MMSc keresés

A munkdm masodik Iépéseként a generalodott scaffoldokat gimszarvas
térképpontokhoz és szarvasmarha genom szekvenciakhoz rendeltem hozza. Az
Osszes gimszarvas scaffoldbol és a szarvasmarha referencia genombol
makeblastdb paranccsal kiilon-kiilon BLAST konyvtarakat készitettem. A
markereket ugynevezett query vagyis keresé6 multifasta fajlokba fiiztem. A
mikroszatellitdkat haromféle modon gytjtottem Ossze: 1) Csupan a
mikroszatellita forward és reverse primer szekvencidit irtam ki. 2) A
mikroszatellitakat primereikkel egyiitt adtam meg. 3) A mikroszatellitakat a
primereikkel és 500 bp-os flanking régioval raktam be a keresészekvenciakba.
Az RFLV-ként azonositott gének teljes szekvenciajat és CDNS-eit egyarant
alkalmaztam. Az EST markereket csak onmagukban hasznaltam fel. Az

illesztés a szarvasmarha és a gimszarvas-scaffold BLAST konyvtarakra
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mindenesetben a blastn (Altschul és mtsai.,, 1990; Korf és mtsai., 2003)
paranccsal a kovetkezé kapcsolokkal tortént.: -evalue 1le-10; -outfmt 6; -
best_hit_score_edge 0.05;

-best_hit_overhang 0.25; -perc_identity 50; -max_target_seqs 3. A Slate-féle
térképponti markereket tartalmazo multifasta fajlba a 10 darab DeerPlex
mikroszatellitat (DeerPlex: Szabolcsi és mtsai., 2014) is becsatoltam. Az
RFLV marker gének cDNS ¢és az EST marekerek szarvasmarha genomon
kapott BLAST talalatait tblastx programmra irt szkripttel ellenériztem le. Az
utols6 marker csoportot a fehérjék alkottak, emiatt egy masik multifasta fajlba
keriiltek. Ebben az esetben a keres6szekvenciak aminosavak, ezért tblastn-t
alkalmaztam a blastn helyett, és az E-értéket le-5-re csokkentettem. Az AFLP
markerekhez nem talaltam szekvenciakat az adatbazisokban, igy ezekkel a
tovabbiakban nem foglalkoztam. A BLAST eredményeket tovabb sziirtem,
sorba rendeztem (parancs: sort) és az atfed6 poziciok alapjan Gsszevontam
(paraméter: --merge). gy kaptam meg a legjobb BLAST talélatot minden
egyes markerre nézve. Az ilyen médon kihalaszott scaffoldokat ,,mapmarker
vagyis térképpont” scaffoldoknak (MMSc) neveztem el. A géntérképi pontok
kiterjedt (scaffoldnyi) szekvencia kornyezetbe keriiltek. Tovabba a gimszarvas
térkép pontok megfelel6it azonositottam a szarvasmarha teljes genom
szekvenciaban blastolassal. Majd az MMSc-ket is raillesztettem MUMmer3.0
¢s BWA 0.7.10-r789 programokkal megerdsitésképpen. Azaz az
Osszehasonlitd géntérképezési elvet hasznaltam a gimszarvas feldl

szarvasmarha felé.

7.2.2 RGSc keresés

A Slate-féle géntérkép mar megfeleltette egymassal a gimszarvas kapcsoltsagi
csoportokat és a szarvasmarha ortolog kromoszomakat. Az MMSc-ék

illeszkedési pozicidi szépen visszaigazoltak ezeket a feltevéseket. Ezenfeliil a
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gimszarvas géntérkép pontjai hossza szakaszokon azonos sorrendben, ko-
linearisan helyezkedtek el a szarvasmarha genomban is, azaz Kiterjedt
szinténiakat, lokalis kapcsoltsagokat tapasztaltam. Mivel a gimszarvas
referencia térképi pontok szekvencidja csaknem megegyezik a két fajban,
tovabba ezen pontok sorrendje azonos, valamint a térkdzok/térkép szegmensek
hosszai is aranyosak, és az egyes ortolog gének szekvenciai pedig csaknem
azonosak, ezért ezeket az ortolog szarvasmarha géneket hasznaltam a
gimszarvas scaffoldok halaszatara a tovabbiakban, vagyis az osszehasonlitd
géntérképezési elvet alkalmaztam a szarvasmarha fel6l a gimszarvas felé. A
szarvasmarha gének pozicioit UCSC online adatbazisbol (Tools/Table browser
meni pont) szedtem Ki kromoszomanként. (A munkam kezdetén 2012-ben a
Baylor Btau 4.6.1 assembly volt a legfrissebb elérheté szarvasmarha
referencia genom, ebbdl kifolyolag csupan Baylor Btau 4.6.1 genom USCS
Refseq génjei alltak rendelkezésre, kezdetben tehat ezeket hasznaltam. A
Btau_5.0.1 assemblyt csak 2015-ben tették elérhet6vé, ekkor nyilt lehetség a
két referencia genom assembly génjeinek az Gsszehasonlitasara is.) A kapott
szoveges fajlokat bed formatumuva alakitottam at. A szarvasmarha referencia
genombol bedtools getfasta paranccsal kivettem a bed pozicidknak megfeleld
szekvenciakat, amelyekbdl aztan multifasta queryt hoztam létre (15.-16.
melléklet). A keresGszekvenciakra a gimszarvas scaffold BLAST konyvtarral
szemben megablastot futtattam le. A 3 legjobb talalatot kértem le és tablazatos
formatumot allitottam be a kdvetkezd paraméterekkel -v 3 -b 3 -m 9. Az ilyen
modon kihalaszott scaffoldokat reference gene containing scaffolds-nak
(RGSc) neveztem el. Az RGSc-kbol orias excel tablakat hoztam létre,
amelyekben a név, score, E-érték, hossz, és orientacio adatokat adtam meg. Az
egy génhez tartozo 3 scaffold koziil a legmagasabb score és a legalacsonyabb

e-value értékiicket fogadtam el. Megerésitésképpen az RGSc-K elejét és végét,
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vagyis koriilbeliil 1000-1000 bp nagysagi részeket visszaillesztettem a

szarvasmarha referencia szekvenciara.

7.2.3 A szarvasmarha referencia genom dtalakitasa

A két faj kozotti evolucios tavolsag miatt eltér a kromoszoma szam, valamint
kromoszéma atrendezédések figyelheték meg. Igy kénytelen voltam a cél
szekvencidkat (Btau_5.0.1.fasta) a gimszarvas Kkapcsoltsagi térképnek
megfelelden modositani. 19 autoszoma és az X, Y kromoszomak egyértelmiien
egyeznek egymassal a két rokon fajban. Viszont 2 gimszarvas kromoszomanal
a markerek alapjan kettéhasadasok lathatok és emiatt 4 szarvasmarha
kromoszémaval feleltethetok meg. Ett6l eltéréen 6 esetben 2 gimszarvas
kromoszoéma 1 szarvasmarha kromoszomaval ortolog. A Btl (Bos taurus
kromoszéma 1) és a Cel9 és Ce31 (Cervus elaphus kromoszoma 19 és 31)
Osszeolvadasa olyan szempontbol kiilonleges, hogy a Ce19-en beliil tortént egy
transzlokacio, ami egy 8 markert magaban foglal6 rész és egy 3 markeres rész
felcserélodését jelentette az eredeti sorrend megtartasaval. Ezen evolucios
valtozasok pontosabb meghatarozasara a centromeron fejezetben térek Ki.
Néhanyszor a kromoszoman beliil, két szomszédos marker kozott tortént meg
a genomi részek megfordulasa, ezekkel az aprobb transzverzidkkal azonban
csak a munkam legvégén foglalkoztam. Eléfordult még az is, hogy Slate-féle
téképpontok sorrendjével ellentétes iranyban helyezkedtek el a markerek
szarvasmarha referencia genomon, ilyenkor a Slate kapcsoltsagi térképet
tekintettem mérvadonak (17. melléklet). A szarvasmarha referencia
kromoszomak modositasanak elsé 1épése a kemény maszkolas (hard-
masking), ami lényegében az alacsony komplexitasi genomi helyek és
repetitiv szekvencidk nukleotidjainak az ,.eltiintetését” N vagy X karakterre
torténd cseréjét jelenti. A Kis komplexitasi genomi szekvenciak vagy a

repetitiv elemek, a hosszabb keresé szekvenciak (scaffoldok) illesztésekor
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hamis eredményeket produkalhatnak. A program futattasahoz a -Species
artiodactyl paramétert hasznaltam. A maszkolt cél-szekvencia referenciat az
EMBOSS (Rice ¢és mtsai., 2000) programcsomaghoz tartozé seqretsplit
paranccsal kromoszomakra szedtem szét. A cél-szekvencia kromoszomak
tordelésénél és forgatasanal az EMBOSS seqret programot futtattam. A Mbp
hosszakat a bizonytalan kromoszoémahoz tartoz6 szekvencia részeknél a

markerpontok koézti CM tavolsag aranyoknak megfeleléen adtam meg.

7.2.4 RGSc és IRGSc illesztés

Elészor megkerestem a gimszarvas genetikai térkép minden egyes
kapcsoltsagi csoportjahoz tartoz6, markerpontok kozti szegmensekkel
atfedésbe hozhat6é szarvasmarha genomi régiok génjeit. A génszekvencidk
letoltése az online elérheté UCSC genomikai adatbazisbol tortént. A
tovabbiakban ezekkel a keres6 génekkel, mint ,,csalikkal” kihalasztam azokat
a ,,préda” scaffoldokat, amelyek tartalmaztak a csali génnel ortolog gimszarvas
szekvencidkat. Az ilyen scaffoldokat ,referencia gén scaffoldoknak™ (RGSc-
knek) neveztem el. Annal bizonyosabb volt egy RGSc helyzete minél t6bb,
azonos sorrendben kovetkezd szarvasmarha gén ortolog szekvenciat foglalt
magaban. A folyamat eredményeként a markerpontok kozotti részeket
feltoltottem RGSc-kkel. A felillesztéséhez MUMmer3.0, és BWA 0.7.10-r789
bioinformatikai szoftver csomagokat hasznaltam. Az RGSc-kre kapott
eredményektol fiiggetleniil egy LASTZ_32 (Harris, 2007) illesztéprogram is
lefutott a szarvasmarha referencia és az dsszes gimszarvas scaffold kozott. A
LASTZ_32 kimeneti fajl nagyjabol meghatarozta, hogy melyik szarvasmarha
kromoszémara kell tenni a scaffoldokat, azonban nem helyezte el az 6sszes
scaffoldot, pontatlanul adta meg a scaffoldok sorrendjét €s iranyultsagat,
emellett a bonyolult (vagyis valamilyen strukturalis atrendez6désen atesett) €s

az X'Y kromoszomak feldolgozasa elmaradt.
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A nem referencia gének (USCS Refseq genes-en kiviili gének), rRNS, tRNS,
mMIiRNS géneket tartalmazo scaffoldok vagyis az tigynevezett inter reference
genes scaffolds (IRGSc) felillesztéséhez a MUMmMmer3.0, és a BWA 0.7.10-
r789 verziojat futtattam le. Ennél a munkafolyamatnal az RGSc-k és az IRGSc-
k kromoszomalis lokalizacidjat, sorrendjét és iranyultsagat hataroztam meg a
gimszarvas linkage group-oknak megfeleléen széttordelt, és hard
repeatmaszkolt szarvasmarha kromoszomakon. A BWA program futtatasat
megeldzte a referencia kromoszoémak indexelése. A BWA -t a mem opcidval
¢s a-t6-a-0 20,20 -L 100,100 paramétereket megadva alkalmaztam. A
keletkezett sam kiterjesztésti fajlt SAMtools-szal sorba rendeztem (sort
parancs) és indexeltem, valamint bedtools bamtobed paranccsal 12 oszlopos
bed formatumu fajlokka alakitottam at (18. melléklet). A MUMmer-t a nucmer
opcidval -mum -coords -¢ 100 kapcsolokkal futtattam le. A keletkezett coords
fajlokbol bed fajlokat generaltam (19. melléklet). A kétféle program
eredményfajljait harom sajat készitésit Bash szkripttel dolgoztam fel,
lényegében awk, sed, bedtools merge és sort parancsokkal. Az azonos nevii és
iranyultsagu, 100000000 bp-nyi szekvencia részeket atfedé scaffold
részleteket egybevontam és hat oszlopbol allo bed fajlokka konvertaltam at. A
sziirés soran arra torekedtem, hogy egy scaffold csupan egyszer a legjobb,
legnagyobb alignment részt leiré pozicidban fordulhasson el6, igy jott 1étre a
kromoszémankénti scaffold vagyis a gerinc (backbone) (20/a, 20/b, 20/c.
melléklet). A kimaradt, fel nem illeszkedé scaffoldokra lefuttattam egy
megablast illesztést a kovetkezo kapcsolok megadasaval:

-best_hit_score_edge 0.05 -best hit_overhang 0.25 -evalue 1e-20 -
perc_identity 50 -outfmt 6 -max_target seqs 1 -num_threads 6 -

max_hsps_per_subject 3.
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7.2.5 GFSc-k feltiizése

A szarvasitott (gimszarvas kapcsoltsagi csoportoknak megfelelden széttordelt)
szarvasmarha referencia genomot egyarant kemény maszkoltam (hard
masking) az alacsony komplexitasu repetitiv szekvenciakra (RepeatMasker) és
a mar elhelyezett backbone poziciokra (bedtools maskfasta). Ezutan a
megmaradt réseket a mar ismertett BWA ¢és MUMmer szoftverek
alkalmazasaval feltoltottem a kimaradt 1999 bp feletti scaffoldokkal (GFSc,
gap filling scaffolds).

7.2.6 Helyteleniil illeszkedd scaffoldok

A scaffoldok (99,6%, 23491/23593) nagy része egyértelmiien igazodik a
szarvasmarha genomjahoz, azonban 102 scaffold lokalizacioja tovabbra is
kétértelmiinek bizonyult. Ezekbdl 70-et paronként 35 10j scaffoldda fésiiltem
Ossze SeqMan (Swindell és mtsai., 1997) program segitségével. A maradék
scaffoldokat contigokra bontottam, igy 2582 egyedi contigot kaptam. Az
Ujonnan 1étrejott  szekvencia elemeket ujra  felillesztettem, kézzel
leellendriztem és ez alapjan a megfelelé helyekre szartam be a gimszarvas

pszeudokromoszoman.

7.2.7 Genomi részek beforgatdsa

A szarvasmarha referencia kromoszomain megtalalt marker szekvenciak
sorrendje az esetek tobbségében koveti az ortolég kapcsoltsagi csoportok
térképpontjainak sorrendjét, de néhanyszor két szomszédos marker
megcserélodését figyeltem meg. Az 1 cM-nal és az annal nagyobb tavolsag
esetén elképzelhetonek tartottam a valds inverziot, azonban 1 cM alatt
megmaradt a szarvasmarhanak megfelel6 rangsor. Forgataskor a markereken

tali scaffoldok megtartjak az eredeti lokalizaciojukat. Ha azonos scaffoldon

60



talalhato az inverz marker par meg kellett vizsgalni a scaffold génsorrendjét
szarvasra és Szarvasmarhara vonatkoztatva. Az egyetlen szomszéddal
rendelkez6 markerek beillesztésénél figyelembe vettem a tavolsagot, amikor
inverziot észleltem kihagytam a markert. A bizonytalan szekvenciajq,
altalaban like végii nem illeszked6 markerekkel szintén nem foglalkoztam,
kivéve DIAllike (DIAl-szerii) fehérjét. A lehets legkevesebb inverziot

feltételeztem.

7.2.8 Scaffoldok dsszefiizése

A scaffoldokat és contigokat megfelel6 sorrendben és orientacioban helyeztem
el egy tablazatban. Majd egy sajat Bash szkripttel fliztem Gssze, olyan modon,
hogy az NCBI kovetelményeinek megfeleléen 100 bp N karakter ¢kel6djon
kozéjiik (21/a., 21/b. melléklet). Habar az én Bash szkriptem is megoldotta ezt
a feladatot, ennek ellenére a munkacsoport vezetdje a kollégam Nagy Tibor
scaffold Osszefiz6 Python szkriptje mellett donttt a Python nyelv

sajatsagaibol ered6 atlathatosag és alkalmazhatosag miatt.

7.3 GIMSZARVAS GENOM ANNOTACIOJA

7.3.1 Repetitiv szekvencidk, fRNS, miRNS, tRNS azonositasa

A repetitiv szekvenciakat a RepeatMasker Open-4.0. (Smit és mtsai., 2013-
2015) nevi szoftverrel azonositottam a kovetkez6 beallitasok megadasaval: -a
-inv -gff -X -poly -cut -s -gccalc -par 10 -species artiodactyl. Az emlds
riboszomalis RNS Kis és nagy alegység (SSU, LSU) szekvenciait a SILVA123
referencia adatbazisbol szedtem Kki.

A prekurzor formatumu mikroRNS-ek a miRBase adatbazisbol (Kozomara és

mtsai., 2014) szarmaztak, amelyekbdl 21 emlés mMIRNS szekvenciat
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hasznaltam fel a késébbiekben. Az rRNS-ekbdl és kiilon a miRNS-ekbol
keres6-szekvencia fajlokat hoztam 1étre, amelyeket blastn paranccsal
illesztettem a gimszarvas genomunkhoz.

Az LSU rRNS elhelyzés beallitasai: -evalue 1e-5 -perc_identity 85 -word_size
50 -outfmt 7, az SSU rRNS-nél a word_size-ot 40-re cs6kkentettem le.

A miRNS illesztés paraméterei: -evalue 1e-3 -perc_identity 90 -word_size 70
-outfmt 7. A riboszomalis RNS 5S egységét Barrnap 0.6
(https://github.com/tseemann/barrnap, v06) program segitségével kerestem
meg.

A transzfer RNS-eket a tRNAscan-SE-1.3.1 szoftverrel talaltam meg. A SINE
maszkolt tRNS-t és pszeudogéneket nem vettem figyelembe. A parancsban a -

H -f -m -0 opcidkat adtam meg (22. melléklet).

7.3.2 Protein-kodolo gének keresése

crer

crer

MAKER 2.31.8 gén annotacios programot hasznaltuk (Cantarel és mtsai.,
2008, Campbell és mtsai., 2014). A MAKER program gén azonositasa azért is
fontos, mert ramutat a rokon fajok kozotti ortolog gének Ko-linearis
elhelyezkedésére €s a genom Osszerakds mindségére. Tovabba az 1j, annotalt
genom génjei alapvetdk a tovabbi genetikai, bioinformatikai kutatasokban. A
MAKER tulajdonképpen egy olyan parancssorozat, amely folyamatosan hiv
be és alkalmaz kiilonb6zo bioinformatikai programokat.

Els6 1épésként identifikalja és maszkolja az ismétlédo elemeket a genomban a
RepeatMasker-open-4.0.5 ¢és a RepeatRunner programok segitségével.
Azonfeliil egy repetitiv szekvenciak maszkolasara alkalmas, sajat fajspecifikus

konyvtarat hoz 1étre a RepeatModeler 1.0.4 a RECON 1.08, ¢s a RepeatScout
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1.0.5 szoftverek alkalmazasaval. Amig a RepeatMasker azonositja az ismert
repetitiv szekvenciakat, addig a RepeatModeler (Smit és mtsai., 2013-2015)
ujakat jelez elére.

A kovetkezo 1épésben a MAKER 1étez6, mas fajokbol szarmazo EST, mRNS
¢és fehérje szekvenciak felhasznalasaval ugynevezett evidence-based vagyis
bizonyitékokon alapuld, kezdeti génmodelleket alkot. Az EST modell
konstrukciojahoz  szarvasmarhabol  szarmazé  CDNS-t  hasznaltunk
(ftp://ftp.ensembl.org/pub/release-88/fasta/bos_taurus/cdna/). Letoltottik a
szikaszarvas (Cervus nippon) nyers RNS readjeit (Yao és mtsai., 2012), majd
ezekb6él  TrinityRNAseq  (https://github.com/trinityrnaseqg/trinityrnaseq)
(Grabherr és mtsai., 2011) parancssorozattal szikaszarvas transzkriptomot
generaltunk, amely ilyen formaban alkalmassa valt az RNS modell készitésére
(Jia és mtsai., 2016). A protein modellek épitéséhez tobb faj teljes fehérje
készletét vettiik igénybe. Az ember (ftp://ftp.ensembl.org/pub/release-
88/fasta/homo_sapiens/pep/), a szarvasmarha
(ftp://ftp.ensembl.org/pub/release-88/fasta/bos_taurus/pep/) és a  juh
(ftp://ftp.ensembl.org/pub/release-88/fasta/ovis_aries/pep/) protein
szekvenciak az ENSEMBL adatbazisabdl szarmaztak (International Human
Genome Sequencing Consortium, 2004, Merchant és mtsai., 2014, Bovine
Genome Sequencing and Analysis Consortium, 2009, International Sheep
Genomics Consortium, 2010).

A RepeatMasker a kovetkezd repetitiv szekvencia maszkolasnal tobb
konyvtarat is kezelt. A RepBase adatbazis artiodactyl modellszervezetre
jellemzo ismétlodo szekvenciakat és a korabban 1étrehozott sajat fajspecifikus
konyvtarat egylittesen alkalmazta a MAKER bels6é adatbazisaval, amely
transzponalhatd elemeket is tartalmazott. Ezt kovetéen BLAST algoritmus
illesztette fel az EST, az mRNS és a fehérje szekvenciakat a konnyi maszkolt

(soft-masking) gimszarvas genomra. A konnyii maszkolas soran az alacsony
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komplexitasu és repetitiv genomi régiok nukleotidjait nagybetiirdl kicsire irja
at a program.

Ezutan az  Exonerate  szoftver  (Slater és  Birney,  2005.,
https://www.ebi.ac.uk/about/vertebrate-genomics/software/exonerate)
finomitotta a BLAST illesztések pontossagat.

A nem bizonyitékokon alapuld, vagyis az ab-inito gén predikciot a SNAP
(Korf, 2004), (Campbell és mtsai., 2014) és az AUGUSTUS (Stanke és mtsai.,
2006) programok végezték el. A SNAP altal eldrejelzett gének készletén a
MAKER ujra lefutatta a SNAP-et.

A végleges gén annotacio elkészitéséhez a bizonyitékokon alapulé és ab-initio
gén joslatokat a MAKER 0sszevetette egymassal, és az egymadsnak jol
megfeleltethetéket kisziirte, majd a végeredményt optimalizalta. A MAKER
altal 1étrehozott génmodell gff3 formatumi, ennélfogva koénnyen felt6lthetd
kiilonb6z6 genomi bongészokbe.

A fehérje funkciok és a protein-kodold gének azonositasa az InterProScan
(Jones és mtsai., 2014) szoftverrel tortént. A MAKER kiilonféle RNS-kodolo
géneket is észlelt, amiket aztin Osszevetettiink az el6z6 fejezetekben leirt
programokkal kapott RNS-ekel (23. melléklet).

7.3.3 Genetikai varidnsok kimutatdsa

A paired-end és a mate pair konyvtarak readjeit bwa-mem (verzié: 0.7.10-
r789) program segitségével illesztettik fel a referencia genomra. Az
ugynevezett ,,unmapped”, vagyis nem térképezhetd readeket nem hasznaltuk
fel a tovabbi vizsgalatokra. Ebben a munkafazisban a SAMtools és a BCFtools
SNV keresd programok paramétereit allitottam be.

A genetikai variansok azonositasa SAMtools szoftverrel (Li és mtsai., 2009,
Molnar és mtsai., 2014) (Verzio: 0.1.19-44428cd) a "mpileup -D -S -E -uf"

parancssori opciok megadasaval tortént meg.
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A vcf fajlokat a BCFtools program a "view -bvcg" paraméterek alkalmazasaval
hozta létre. A vcfutils.pl
(https://github.com/Ih3/samtools/blob/master/bcftools/vcfutils.pl) szkript
"varFilter -D 188" opcioval azokat a valtozatokat sziirte ki, ahol a lefedettség
legfeljebb 188 volt (Ilegalabb haromszoros atlagos genomi lefedettség esetén).
A tovabbiakban Nyiri Anna kollégandm hazilag készitett Perl szkriptjével
sziirte le azokat a valtozatokat, amelyek Phred minéségi pontszama
meghaladta a 30-at. A Phred mindségi pontszam az automatizalt DNS-
szekvenalas soran leolvasott nukleotidbazisok azonositasinak minéségét adja
meg. A logaritmikusan kapcsolddik a bazis-hivo hiba valdsziniiségekhez
példaul, ha a Phred 30-as mindségi pontszamot rendel a bazishoz, az esélye
annak, hogy ezt a bazist helyteleniil hataroztuk meg az 1 az 1000-hez.
ANNOVAR szoftverrel (Wang és mtsai., 2010) végeztiik el olyan modon,
hogy létrehoztunk egy sajat gén-definicios adatbazist a MAKER-eredetii gff3
(https://annovar.openbioinformatics.org/en/latest/user-guide/startup/).
szkriptet futtattuk le (24. melléklet).

Az anyag ¢és modszer fejezetben kifejtett teljes munkafolyamatot a 6. dbran

foglalom Ossze.

65



/ 7 [
/ / /

7 )
/ /Szarvasmarha/

/ /
/| Denovo | e / /
/ e novo / | Gimszarvas | / (Btau_5.0.1) /
| scaffoldok, | géntérkén | | ‘referencia |
| contigok | /9 L / /
| / / / / genom {
/ f ;—‘f

{ / L

L]

MMSc-k keresése
(BLAST)

RGSc-k kihaldszasa Bt
referencia génekkel
(MegaBLAST)

Y

RGSc-k
visszaillesztése Bt

¥

Markerek és MMsc-k
visszaillesztése Bt
genomra
(BLAST, MUMmer,
BWA)

7 Van-e
" ko-linearitas a Bt
genomra illeszkedé és a Ce
géntérképi markerek
kdzott?

NINCS

genomra -
(MUMmer, BWA,
MegaBLAST)
|

//Van—e

" Bt/Ce genetikai
homeolégia az
RGsc-ken beldl
kozott?

VAN

Y
IRGSc-k, GFSc-k

Ha a markerek kozti tavolsag:
<1 cM -> Btau_5.0.1 sorrend,
de ha
2 1 cM -> Inverzio torténhetett;
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CerElal.0 genom 25%
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6. abra. A munkafolyamat bemutatasa. A roviditések a ,,Roviditések és szakkifejezések

jegyzékében” megtalalhatok, a munkafazisokhoz hasznalt programok nevei sziirke szintiek.
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8 EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

8.1 GIMSZARVAS REFENCIA GENOM SZEKVENCIA (CERELA1.0)
OSSZEALLITASA

8.1.1 Readek, contigok, scaffoldok

A gimszarvas teljes genom szekvenaldsa soran ugynevezett paired-end read,
¢s mate pair read szekvenciak jottek 1étre. Egytittvéve 4 paired-end és 2 mate
pair szekvencia konyvtar késziilt el, amelyekben 6sszesen koriilbeliil 2,2 x 10°
read talalhat6, amely 222,7 Gbp DNS-nek felel meg. Az elkésziilt C. elaphus
haploid genomra (33 autoszoma és 1 nemi kromoszoma) nézve a readek
atlagos lefedettsége 62-szeres. A de novo assembly készitést az ALLPATHS-
LG program hajtotta végre, melynek eredményeképpen 437412, sszesen 1,95
Gbp hosszu contig jott 1étre. A contigokat a program nagyobb szekvencia
egységekké, scaffoldokka fiizte 0Ossze. A scaffoldok szama 34724,
Osszhosszasaguk pedig a gapeket is figyelembe véve 3,4 Gbp. Ez a genom
méret nagyon hasonlé mas emlés fajok példaul két filogenetikailag kozelallo
faj a szarvasmarha (Bos taurus) vagy a juh (Ovis aries), 3 Gbp koriili

értékéhez.

8.1.2 Teérképpont vagyis "mapmarker" scaffoldok (MMSc-k)

A gimszarvas genetikai térképe a C. elaphus x Elaphurus davidianus kozotti
interspecifikus keresztezés €s back-cross F2 populacio adatai alapjan késziilt
el (Slate és mtsai., 2002). A géntérkép az 9sszes kapcsoltsagi csoportra nézve
2532 cM hosszasagh és 5,7 cM-os atlagsiiriiséggel rendelkezik. Slate és
munkatarsai a haploid kromoszémaszammal 6sszhangban a genetikai térképet
34 kapcsoltsagi csoportra osztottak fel ugy, hogy az X és az Y kromoszomakat

Osszevontak. Az altaluk meghatarozott 621 genetikai marker, majdnem 90%-
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ban a parosujju patasokbol szarmaztathato és viszonylag kevés a féemlds és a
ragesalo marker koztik. A 621 genetikai markert online genomikai
adatbazisokbol kerestem ki. Az AFLP-¢k kivételével az 6sszes tipushoz (EST,
RFLV, STS, protein) talaltam szekvenciakat. Ekképpen 365 marker
szekvenciajat sikeresen azonositottam és helyeztem el a genetikai térképen. A
365 markert hordoz6 scaffoldokat "mapmarker” (MMSc) scaffoldoknak
neveztem el. Az MMSc-k igy meghatarozott pozicidba keriiltek a kapcsoltsagi

géntérképen (7. abra).
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7. dbra. Gimszarvas 1. kromoszoma. Az els6 oszlopban a gimszarvas géntérkép 1. kapcsoltsagi
csoportja lathato, (marker szinkdd: piros-STR, fekete-RFLV/gén, z61d-EST, barna-protein,
kék-AFLP, a szaggatott vonalak az illeszked6/ortolog szekvenciakhoz/régidkhoz mutatnak)
(Slate és mtsai., 2002), a 2. oszlopban a gimszarvas mapmarker scaffoldok (MMSc) talalhatok,
a 3. oszlopban a szarvasmarha ortolég pszeudokromoszéma (chrl5) Mbp-ra osztott
szamegyenesét tintettem fel, a 4. oszlopban 1. gimszarvas pszeudokromoszoma Mbp-onként

felosztott szamegyenese helyezkedik el. A centromeronokat fekete telt korrel abrazoltam.
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8.1.3 A Cervus elaphus genetikai térkép és a Bos taurus genom kaozotti
kolinearitas

A B. taurus referencia genom két valtozataval (NCBI Btau_4.6.1, Btau_5.0.1)
szemben illesztettem a 365 C. elaphus marker szekvenciait illetve térképpont
scaffoldjait (MMSc). Ennek megfelel6en sikeresen azonositottam a B. taurus
genomban a 365 gimszarvas MMSc-vel hasonlosagot mutatd, ortolog
szekvencidkat. Ezek pozicioi a kromoszomakon végig Ko-linearisan
helyezkedtek el mindkét fajban. Ezenfeliil az MMSc-ben talalhatd gének
sorrendje is azonos volt a ,,bovin” génekével, vagyis “intra-scaffold és intra-
contig” szinten is érvényesiilt a szinténia. A gimszarvas kromoszoémak
tobbsége (19 autoszoma és X, Y) kozvetleniil parba allithatd egy homeolog
szarvasmarha kromoszomaval (7. abra). A szarvasmarhaban evoltcid soran
megoOrz6dott a 6 akrocentrikus 6si kromoszoma, és ezek hasadasaval a
szarvasfélék evolucidja alatt keletkezett 12 akrocentrikus (szarvas)
kromoszéma. Ez azt jelenti, hogy a szarvas evoluciés vonalon 1j
centromeronok jottek létre. Ezzel ellentétben a szarvas evollcid soran,
valamikor a Cervinae ag levalasanal két 6si Pecora kromoszoma centralisan
fuzionalt egymassal (Robertsonialis transzlokacio), ami a szarvasformakra, igy
a gimszarvasra is jellemz6 metacentrikus kromoszomat alakitotta ki. Ezaltal a
Ce5 két karja ekvivalens két szarvasmarha akrocentrikus kromoszomaval
(Bt19 és Bt17) (8. abra).
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8. abra. Gimszarvas 5. kromoszoma. Az oszlopok megfelelnek a 7. abran leirtakkal. Ez esetben
a szarvasmarha 17. és 19. kromoszémai a gimszarvas 5. kromoszoémajaval ortologok
(Robertsonialis transzlokacid). A centromeronokat fekete telt korrel jeloltem a szarvasmarha
kromoszomakon, és ires négyzettel a gimszarvas chr5-6n. A CM332 markert csak a

gimszarvas chr5-6n talaltam meg a szarvasmarha chrl7-en és chr19-en nem.
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Az akrocentrikus Cel5 centromeronja azonos a Bt28-éval. A kromoszomalis

eltérés a Bt28 és Bt26 Robertsonialis fuzidjaval (tandem fuzid) irhato le, ahol

a Cel5 centromeron kozeli rész a Bt28-al, a tavoli rész pedig a Bt26-al

ekvivalens (9. abra) (Bonnet és mtsai., 2001 Frohlich és mtsai., 2017).

Genetikai térkép Map marker
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Robertsonialis fazidval egyesiilt a Bt28 és a Bt26 a Cel5 két karjaval egyezik meg.
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Megfigyelhetd két dsszetettebb evoluciods atrendezédés is. Az egyik komplex
esetben az akrocentrikus Btl két akrocentrikus, 6si Pecora kromoszéma
hasadasaval 1étrejott gimszarvas kromoszomaval egyenlé (Cel9, Ce3l),
amelyek koziil a Cel9-ben lejatszodott egy hasadas és egy transzlokacio. A 31.
gimszarvas kapcsoltsagi csoport géntérképi pontjainak megfeleléi ol
azonosithatok a szarvasmarha referencia genom (Btau 5.0.1) chrl
kromoszéma 1 bp-t6l 19 Mbp-ig terjedé szakaszan. Azonban a 19.
kapcsoltsagi csoport markerei a Btau_5.0.1-re val6 illeszkedésiik alapjan két
nagyobb blokkba rendezédnek. A géntérkép szerinti elsé blokk markereinek
ortolog szekvenciai (OarMAF109, BCHEL1, EVI1, AHSG, BM®6506,
INRAL1, RT6) forditott sorrendben a szarvasmarha genom 59 Mbp-tol 105
Mbp-ig terjedé szakaszan azonosithatok. Mig a masodik blokk markerei
(CSSM19, TF, C276) szintén forditott sorrendben 133 Mbp-tol 146 Mbp-ig
tarto részen helyezkednek el. A két blokk belsd elrendezése és egymashoz valo
viszonya, egyediil transzlokaciéval magyarazhat6 (4. tablazat, 10. abra). A
kérdéses hovatartozdsu szarvasmarha szekvencia részeket a géntérképi cM
tavolsagok és az 1 cM~IMbp aranyt figyelembe véve osztottam el a
kromoszémak kozott és azokon beliil, azonban ez egy durva becslést jelent,
igy a térképpontokon kiviili részek helyzete bizonytalan. Minden gimszarvas
kromoszdémanal a Slate-féle térkép hatarozta meg a scaffoldok sorrendjét, ezért
néhéany esetben, mint példaul a Cel19-nél a centromerontdl ellentétes iranyban

kezd6dik a szekvenciak szamozasa.
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4. tablazat. Gimszarvas 19. kapcsoltsagi csoport markerei. Egy-egy marker illeszkedésénél és
elhelyezésénél a kezdeti és a végpont kozotti szekvencia kozépértékét adtam meg. A tablazat
blokkjait a 10. és a 11. abran is jelltem.

Blokk C.e. LG19 markerek Btau 5.0.1; Btl | CerElal.0; Cel9
Név Tavolsag (cM) | lleszkedés (bp) | Elhelyezés (bp)
OarMAF109 0,0 105101342 157114
BCHEL1 125 102720911 2984723
EVI1 15,0 99447407 7087139

1. |AHSG 26,0 81497935 29517318
BM6506 27,6 79961061 31418975
INRA11 - 59698369 56696386

RT6 - 59486881 57014285
C276 59,6 145457584 75619922

2. |TF 65,8 137203056 85634407
CSSM19 74,1 133510317 90353433
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Genetikai térkép
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ortolog 6si szarvas kromoszomaban tortént egy hasadas és egy transzlokacid, igy alakult ki a

Ce31 és Cel9. Az oszlopok megfelelnek a 7. abran leirtakkal. A centromeronokat fekete telt

korrel abrazoltam, az tires piros Keretes négyzet a kérdéses B. taurus régiot jeloli, nem lehet

biztosan tudni, hogy melyik gimszarvas kromoszoémahoz tartozik. A 31. kapcsoltsagi térkép

ezen az abran az atlathatosag kedvéért forditott helyzetii az eredeti Slate géntérképhez képest

(Slate és mtsai., 2002).
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A Cel9-nél tapasztalhaté bioinformatikailag bizonyitott megallapitasokat
tokéletesen  visszaigazoljdk a  szakirodalomban felelheté citoldgiai
Osszehasonlitd vizsgalatok eredményei (Frohlich és mtsai., 2017). A
szikaszarvas a gimszarvas legkozelebbi rokona, mindkét iranyban
keresztezOdnek és az utddok mindkét neme termékeny (McDevitt €s mtsai.,
2009). Mivel a gimszarvas és a szikaszarvas kozeli rokonok, ezért a
szikaszarvas és szarvasmarha kromoszomalis Osszehasonlitd elemzések
megbizhat6é tdmpontot adnak a gimszarvas esetén is. E tanulmédnyok alapjan a
C. nippon és a B. taurus kromoszomai a savtérképek szerint is megfeleltethetok
egymasnak. A Cel9 ekvivalens CNP7 (szikaszarvas 7. kromoszoma) és a Btl
(az eredeti abran BTA1) kromoszomak Osszevetése a 11. dbran lathato. A
CNP7 centromeronhoz legkézelebbi marker génje a COL6AL a Cel9-en 71
Mbp-nal, a Btl-en 147 Mbp-nal lokalizalodik, ami a Slate-féle géntérkép 2.
blokkjanak markereihez kozeli pozicidt jelent. Ettdl a poziciotol disztalisan
helyezkedik el a kovetkezO marker az UMPS, ami 43 Mbp-nal talalhato a
gimszarvas 19. kromoszoman és 69 Mbp-nal a Btl-en, ezaltal az 1. blokk
markereivel hozhato atfedésbe. A Cel9 centromeron a 71 Mbp-t6l nagyobb

szamu szekvencia részeknél talalhaté meg.
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11. dbra. Komparativ citogenetikai analizis a BTA1 és CNP25-CNP7 kozott (Bonnet és mtsai.,
2001). CNP/CNP: Cervus nippon, szikaszarvas, BTA: Bos taurus, szarvasmarha, CNIP25:
szikaszarvas 25-6s kromoszoméaja, amely megfelel a gimszarvas 31. kromoszémajanak és a
szarvasmarha 1. kromoszoma (BT A1) centromeron proximalis felének. CNP7: A szikaszarvas
7. kromoszoéma4ja, a gimszarvas 19. kromoszomajaval egyezik meg és a kromoszoman beliili
transzlokacios atrendez0dés utan megfeleltethetd a szarvasmarha 1. kromoszoma (BTA1)
centromeron disztalis felével. Megjegyzendd, hogy ezen az dbran megtartottam a cikk (Bonnet

és mtsai., 2001) abra eredeti elnevezéseit.

A masik komplex esetben a Bt9-el megfeleltethetd két akrocentrikus Ce26 és
Ce28 szarvas kromoszomak koziil az egyikben, a Ce28-ban paracentrikus
inverziot feltételeztem (12. abra) egy korabbi tanulmany alapjan, amely a
szarvasmarha ¢és a szikaszarvas kozotti komparativ citogenetikai analizist irja
le (Bonnet és mtsai., 2001). A bizonyitast nehézkessé teszi, hogy az inverzi6
toréspontjai az altalam figyelembe vett Slate-féle géntérkép markerein kiviil
esnek a kromoszoéma mindkét végén és a markerek sorrendje megegyezik a két
fajban (5. tablazat). Emiatt a kovetkezé megallapitasokat vettem alapul: Olyan

akrocentrikus kromoszémakrol van sz6, ahol: (i) az Osszehasonlitd
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kromoszéma citologia mutatja az inverziot (Bonnet és mtsai., 2001), (ii) két
gimszarvas akrocentrikus kromoszoma (Ce28, Ce26) keletkezett Bt9
akrocentrikus kromoszéma hasadasabdl ugy, hogy a Ce28 a Bt9 proximalis
darabjaval feleltetheté meg, azaz a Ce28 ¢és a Bt9 centromeronok
szinténikusak. A hasadast kovetden torténhetett a Ce28-ban egy nagy méretii
inverzio, ami az akrocentrikus kromoszoémabol kiindulva csak paracentrikus
lehetett. Ilyenkor el6fordulhat, hogy a letort centromeron és telomér a helyén
marad ¢és a koztik 1év6 rész megfordulva visszaforr, vagy éppen forditva a
torott cetromeron €s a telomer vandorol el a kdzbensd rész két ellentétes

végére, ahol aztan visszakapcsolodnak.

5. tablazat. LG28 géntérképi pontok illeszkedése. Az illeszkedési és elhelyezési szekvenciak

rrrrrr

C.e. LG28 markerek Btau 5.0.1; Bt9 | CerElal.0; Ce28

Név Tavolsag (cM) | Illeszkedés (bp) | Elhelyezés (bp)
ETH225 0 10908161 13060454
CM289 2,3 13280621 16121761
CM284 3,7 13280203 16122207
T172 10,9 26115967 32871123
CM257 13,9 27795743 35082592
FYN 32,5 39293242 50068167
CGA 73,6 63979272 78512490
OarCP021 78,4 61067665 81944836
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Genetikai térkép Map marker Bos taurus | Cervus elaphus
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12. abra. Gimszarvas 28. és 26. kromoszoma, hasadés, inverzid. A gimszarvas 28.
kromoszomaja ekvivalens a szarvasmarha 9. kromoszéma centromeron proximalis részével.
Ebben a részben egy hatalmas paracentrikus inverzié is tortént. A gimszarvas 26.
kromoszoméja megfeleltethetd a szarvasmarha 9. kromoszoma centromeron disztalis felével.
Az oszlopok azonosak a 7. abran leirtakkal. A centromeronokat fekete telt kor mutatja.
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8.1.4 C. elaphus genetikai térkép feltoltése, B. taurus referencia gén vezérelt
scaffold keresés (RGSc-S)
A gének szekvenciaja nagyon hasonld, a térképpont markerek a két fajban a
kromoszomakon kolinerarisan helyezkednek el és az MMSc-ken talalhato
gének is Kiterjedt szinténidkat mutatnak a két rokon faj kozott, ezért
kézenfekvové valt, hogy a szarvasmarha genomot hasznaljam cél-
szekvenciaként a tovabbi gimszarvas scaffoldok kromoszomalis sorba
rendezéséhez. Lényegében a gimszarvas genetikai térkép szegmensekre
igazitott bovin génsorrendjét kovetve sszesen 6013 scaffoldot lokalizaltam.

A Gimszarvas ¢és szarvasmarha gének kozotti azonossagot a 13. dbra mutatja.
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. ... .. |scaffold:név,méret Genek Pszeudokromoszéomak
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13. abra. Gimszarvas és szarvasmarha gének kozotti kolinearitds. 1. oszlop géntérképi
markerek, 2. oszlop a pirossal kijelolt géntérkép szegmenshez (NCAM,CM16-JAB1 markerek
hatéaroljak) illeszkedd scaffoldok azonositd szdma és mérete vesszdvel elvalasztva, sziirkével
jeloltek a referencia géneket hordozok (RGSc) nincsenek beszinezve a referencia géneket nem
hordozok (IRGSc, GFSc) , 3. oszlop erre a régiora illeszkedd keresd szarvasmarha gének, 4.
oszlop a maker altal annotalt ortolog gimszarvas gének, 5. a maker altal annotalt 0j gimszarvas
gének, 6. oszlop az 1 gimszarvas kromoszoma Mbp-ban megadott szdmegyenese
(sotétsziirkével jeldltek a markereket hordozé részek, pirossal a vizsgat régid), 7. oszlop az

ortolog szarvasmarha 15 kromoszoma.
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8.1.5 Az RGSc-k kazotti rések feltoltése (IRGSC)

A kovetkez6 munkafazisban az MMSc-RGSc és az RGSc-RGSc kozotti
réseket toltottem fel az eddig el nem helyezett scaffoldokkal. Ezek feltehet6en
nem tartalmaztak az UCSC altal megadott Refseq protein-kodolo géneket, de
nagy valosziniiséggel rendelkeztek masmilyen fehérje kodold, példaul nem
Refseq, rRNS, tRNS, és miRNS génekkel. Ilyenkor megfordult a csali/préda
viszony. Itt mar a gimszarvas scaffoldok valtak olyan keresdszekvenciakka,
amelyeket a szarvasmarha célgenomra illesztettem ra. A keres6, vagyis a csali
scaffoldokat,” inter referencia gén scaffold”’-oknak (IRGSc) neveztem el.
Ellenérzésképpen megvizsgaltam a kapott génsorrendeket a két fajban. A
tapasztalt szinténiak meggy6zének bizonyultak (13. abra).

Az MMSc-ket, RGSc-ket és IRGSc-ket egyiittvéve 13748 scaffoldot tudtam
elhelyezni, azonban 15205 2 Kbp-nal hosszabb scaffold lokalizacioja tovabbra
is kérdéses maradt. A probléma megoldasaként kimaszkoltam a mar meglévo
13748 Bos taurus genomi helyet. Az ilyen modon ,,maszkolt” referenciara
illesztettem fel a megmaradt 2 Kbp-nal nagyobb szekvenciakat. Ennélfogva
még 9845 1j, ugynevezett réskitoltd, vagyis ,.gap filling” scaffoldhoz (GFSc)
talaltam szarvasmarha kromoszoma részeket. A munkafolyamat soran sikertilt
nagyrészénél, pontosabban 99,6%-anal egyértelmii, kolcsonds megfeleltetést
tapasztaltam a két faj kozott, de 102 esetében elmondhato volt, hogy akar tobb,
egymastol elkiiloniilé kromoszomalis Szakasszal mutattak ortologiat vagy
ezzel ellenkezbleg, azonos poziciokat fedtek le. Megoldandd a problémat
6nallé contigokra bontottam a scaffoldokat vagy oOsszefésiiltem oket egy
azonos scaffoldban. A keletkezett 2582 egyedi contigot és az uj 35 scaffoldot
ebben a formaban illesztettem twjra a referencia genomhoz azért, hogy

feloldjam e néhany scaffold esetében megfigyelt, belsé ellentmondast és
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ezaltal a legpontosabb gimszarvas pszeudokromoszomalis helyet talaljam meg
a szamukra.

A pszeudokromoszoma 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 tevdik Ossze, azaz
Osszegezve 26108 szekvencia elemet tartalmaz, ami 3,4 Gbp genom
hosszusagot ad Ki.

Az ,unplaced” kategoriaba keriilt 11444 scaffold, mivel nem tudtam az uj
gimszarvas referencia kromoszomakon elhelyezni 6ket. Az unplaced

szekvenciak 6sszesen 52989442 bp-t tesznek ki, ami a teljes genom 1,6 %-a.

8.1.6 Scaffoldokon és contigokon beliili szinténidk

Nagy jelent6séggel birtak azok a scaffoldok, amelyek tobb gént, vagyis
lehetséges kapcsolt, szinténikus genetikai elemet tartalmaztak. A Btau_5.0.1
genommal a gimszarvas kromoszomakat osszevetve kideriilt, hogy az intra-
scaffoldikus gének a szarvasmarha ortolog génekkel megeggyezden lokalis
kapcsoltsagokat mutattak. Minden tobb génes gimszarvas scaffold (3422) és
ortolog bovin kromoszomalis szegment esetében észleltem ezeket a kiterjedt
szinténiakat. A bizonytalan helyzetekben egy masik kozel rokon faj, a juh
genomjat is bevontam a vizsgalatba. Elmondhat6 tehat, hogy a szinténia és a
gének sorrendje nem csupan térképpont markerekre kromoszomalis szinten
igazolhatdo, hanem szubkromoszomalisan, a scaffoldokon belil is

megnyilvanul. (Példak a 13. abraban sc sc-8, sc-9, sc-511).
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8.2 A CERELA1.0 GENOM ANNOTACIOJA

A gimszarvas gének identifikacioja a szarvasmarha, juh és emberi
transzkriptom és proteom illetve a de novo létrehozott szikaszarvas
transzkriptom felhasznalasaval, a MAKER program alkalmazasaval tortént. A
»pipeline”-okat futtat6 MAKER 19368 fehérje kodold gént azonositott. Az
identikus gének sorrendje tulnyomorészt megegyezett a szarvasmarha és a
gimszarvas genomban, vagyis ezen gén mintaszettekben is valds szinténiak
figyelheték meg a két rokon faj kozott. A 6. tablazat tartalmazza a
kromoszoémakra vonatkozo6 1ényegesebb informaciokat. Lathat6, hogy példaul
a gimszarvas 1. kromoszoma egy az egyben megfeleltethet6 a szikaszarvas, a
szarvasmarha és a juh ortolog kromoszomakkal, ugyanakkor példaul az emberi
11. kromoszoma a gimszarvas 1. és 2. kromoszémajanak ,,fuzidjaval” irhatd
le. A gének kromoszomalis sirliségére vonatkozo informaciokat a 14. abran

foglaltam 6ssze.

Gimszarvas gének eloszlasa

bt e it e et et 1O PO RO RO

1 Mbp-ra es6 protein kodolé gének szama
O—RWERANAIR OO WER U0 S —RI L

SS9 2882888 988808080 8+8 58588388938 928898884388890492 2

Gap nélkiili kromoszémak

14. abra. A gimszarvas gének Mbp-kénti eloszlasa az egyes gap nélkiili kromoszémakon.
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A teljes referencia genomot feltoltottiikk az NCBI-ba, ahol genom bongészovel
megjelenithetdk az annotalt gének (25. melléklet).

Ezenfeliil sikeriilt meghatarozni 589 rRNS kodold gén (LSU, SSU) helyzetét,
amely 983 Kbp hosszasagu szekvenciat fedett le, ami a pszeudokromoszoma
Osszhossz 0,0029%-at tette ki. Az 55 rRNS génekbdl 1029-et (96 Kbp, a
CerElal.0 0,0028%-a), a tRNS-ekébol 2096-ot (128 Kbp, a CerElal.0
0,0038%-a) a mikro RNS-ekébol pedig 264-et (27,7 Kbp, a CerElal.0
0,0008%-a) lokalizaltam. A kapott eredmények jol egyeznek az egyéb emlés
fajokban leirtakkal. A MAKER annotacios 1épések részét képezi a genom
repeatmaszkolas, ettdl fiiggetleniil 6nmagaban is elinditottuk a RepeatMasker
programot, amely egyiittesen 769492957 bp hosszusagh repetitiv szakaszt
ismert fel, ami a teljes genom 22,73% -at adja ki (26. melléklet).
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6. tablazat. A gimszarvas kromoszomak legfontosabb adatai. Az adatokat atvettem: a, (Slate
és mtsai., 2002) és (Szabolcsi és mtsai., 2008), b, (Bonnet és mtsai., 2001)

Gim- | Teljes | Hossz | chr® |Protein Szika- | Szarvas- a a
. . | Mar- b 2 | Juh Ember
szarvas | hossz | -gap | hossz | kédolo kerek |SZarvas marha chr chr
chr | (Mbp) | (Mbp) | (cM) | gének chr chr
1 104,50| 60,73| 78,1 622 16 11 15 15 11
2 63,26 | 35,77| 74,9 541 11 29 29 21 11
3 88,46| 48,94 57 530 12 27 5 3 12
4 81,20 48,91| 98,4 1035 11 1p 18 14 19
5 178,03 | 108,83 99 1698 26 2 17,19| 17,11)4,12, 17
6 73,11 | 38,60 79 333 13 22 6 6 4
7 66,84 | 38,71| 48,2 492 10 23 23 20 6
8 55,92| 34,46| 54,8 455 11 18 2 2 1,2
9 141,95| 83,05| 84,7 1025 15 5 7 5 5,19
10 55,94| 33,20 52,2 702 16 30 25 24 7,16
11 140,39| 82,43| 64,3 910 16 8 11 3 2,9
12 127,78| 75,24| 116,4 794 20 16 10 7| 14,15
13 89,79| 52,03| 1125 472 8 21 21 18| 14,15
14 103,59| 59,60| 80,2 587 13 12 16 12 1
15 125,27| 74,13| 53,8 712 10 9 26,28 22,25 1,10
16 62,95| 35,72| 55,6 327 6 32 8 2 8,9
17 79,72| 43,06| 58,7 246 11 16 6 6 4
18 152,66| 87,31 97,2 626 11 4 4 4 7
19 127,24| 73,00] 83,9 619 10 7 1 1 3,21
20 149,34| 92,56| 102,6 1132 17 3 3 1 1
21 107,36| 61,63| 76,8 409 7 13 14 9 8
22 63,92| 36,20 80,2 520 7 19 5 3 22
23 109,47 | 65,62| 74,3 687 13 1q 13 13| 10,20
24 78,16| 47,34| 76,3 519 11 26 22 19 3
25 96,54| 52,76| 58,5 289 7 20 20 16 5
26 55,10| 31,31| 66,3 240 9 31 9 8 6
27 84,64| 47,07 63,1 321 6 24 24 23 18
28 82,07 44,57| 851 245 8 17 9 8 6,9
29 80,17| 45,64| 59,9 307 7 15 8 2 9
30 117,80| 63,65| 100,2 382 8 10 12 10 13
31 75,46| 38,50| 56,1 193 3 25 1 1 21
32 60,01| 32,24| 46,3 196 6 28 27 26 4,8
33 121,43| 67,20 119 463 6 12 2,22 2 2,3
X 181,54| 86,34 184 716 3 X X X X
Y 403 181]- 23 1 Y Y Y Y
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8.3 CERELA1.0 KROMOSZOMAK CENTROMERON POZICIOI

A citogenetikai tanulméanyokkal ellentétben a gimszarvas genetikai térkép nem
lehet egységesen, a centromeronok helyzetéhez orientalni. Ilyen modon 6
szarvasmarha kromoszomaval (Bt5, Bt6, Bt2, Bt8, Btl, Bt9) parosan
megfeleltethetd 12 gimszarvas kromoszéman (Ce3-22, Ce6-17, Ce8-33, Cel6-
29, Cel9-31, Ce26-28) is nagy biztonsaggal meg lehetett adni a centromeronok
helyzetét.

Az akrocentrikus Cel9, a Btl disztalis felével, a szintén akrocentrikus Ce31
viszont a Btl proximalis szakaszaval ortolog. A helyzet azonban Osszetettebb
ennél, hiszen a Cel9 kromoszoéma 6sében egy jol definidlhatd torés és
transzlokaci6 (az als6 és a felsé szegmens helyet cserélt) is lejatszodott az
evolucio soran. Ezt a folyamatot tokéletesen jol alatdmasztjak az egymassal
Osszhangban 1év0 citologiai és genomikai bizonyitékok (11. &bra).

A Ce28 és a Ce26 akrocentrikusak, a Bt9 akrocentrikus Szarvasmarha
kromoszéma két karjaval azonosak. Ennek az az oka, hogy a szarvasfélék
Osében ez a kromoszoma kettéhasadt. A Ce26 centromérdjanak nincs
megfeleldje a Bt9 szekvencidiban, a Ce28-éval ellentétben. A Ce28 ,,0rokolte
meg” a Bt9 centromeronjat, de a savmintazatok és a genetikai térképpont
sorrend Osszevetése alapjdn a gimszarvasban le kellet jatszodnia egy
paracentrikus inverzionak a fajképzddés folyaméan. Ennek kovetkeztében a
kromoszdma 6sszes ortoldg markereit érintd, nagyméretii szegmense egészben
megfordult, mig a centromeronhoz legkdzelebbi szekvencidk a helyilikon
maradtak. Két olyan esetet tartam fel, amikor egy gimszarvas kromoszoma két
szarvasmarha kromoszomaval ortolog.

A Ce5 metacentrikussagat citologiai és genomikai bizonyitékok egyarant
igazoltak (8. abra, Bonnet és mtsai., 2001). A Ce5 egyik karja a Bt17-cl a masik

a Bt19-el ortolog.
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A Cel5 akrocentrikus, centromeronja megegyezik a Bt28-éval. Ez a
gimszarvas kromoszoéma egy olyan Robertsonialis fuzidoval magyarazhato,
amelyben a centromeron kozeli rész a Bt28-al, a tavoli rész pedig a Bt26-al

ekvivalens (tandem fuzid, 9. abra) (Bonnet és mtsai., 2001) (7. tablazat).

7. tablazat. Cervus elaphus pszeudokromoszoma centromeron jellemzéi.

C.e. Marker poziciék (Mbp) Ortolog B.t. chr
chr centromeron
proximalis disztalis B.t. chr C * |struktura/illeszkedések
BR3510 ACP2 *—-Cel
LA ™97140645 | os06143 | A | B |~_us
TGLAS6 KRNI *Ce2
2A 50822183 463507 VA | B s g
ILSTS42 | OarMAF23 *—-Ce3 (*—-Ce22)
3A 1768042 66970424 SA S |5
INRA3S P23 *Ced
AA 1070846 | 76570752 | A | 18 |« _gus
q FGG TGLA322 f .
92136286 7052020 17 A Cedq Cedp
5M 17/19
CM820 PAHA 19 A Bt17---* *--Bt19
0 | 102829424 | 161668917
PDGFRA PDE6B [ (*—Cel7) *—Ce6
6A 6582512 2029781 6A | nc” |y Bt6
Bta BoLaDIB Deltal4 *_--Ce7
TA T ous7007 | 49475082 | BA | B |«_pp3
TGLA226 ALPL [ (*—-Ce33) *—Ces
8A 0007152 5210075 2A | ner g Bt
RM12 ILSTS6 *-Ce9
OA 6623210 | 1213442081 | ' A " |*.Bu
HBA cM21 *—Ce10
10A 529713 50800499 | A | P |«_pgps
SLCSAL ASS *—Cell
A 100429674 | 9405010 LA 1 11 1« gm
BM3033 | BMS2614 *—Cel2
12A 04818172 | 7220242 10A 1 10 1« g
IGFIR T193 *—Cel3
13A maeo5779 | 79044215 | A | A |«
CR2 BM1706 *—Celd
14A mos00s68 | 87172047 | A | 10 |« _us
oA RT5 CYP17 BA | g |*Celo
6402305 | 89468482 | 26 A *___Bt28 *--Bt26
LPL ORML | (—-Ce29*—Cel6
16 A 8006661 10424686 BA | nCT I B
ILSTS93 SPP1 *—Cel7 *—Ceb
17 A ™ 86652 47385900 6 A S Bt6---m-
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7. tablazat folytatasa. Cervus elaphus pszeudokromoszoma centromeron jellemzoéi.

Ce Markgern‘t’fgaﬁieér';rg'v'bp) Ortolég B.t. chr
proximalis disztalis B.t. chr C* | struktural/illeszkedések

18A | —oveia | agomeara | 42 | 4 |epw

19A s T oaenms | 1A | ner |LTOTD e

A | Tigo0ss | 1mieseios| °A | 3 |eopis

2LA ggs??'\ggg 8%?229%322 A ::(8:51241

2A | oot | ooisios | 5A | MOT e e

A e Tioeren] BA | B |

24A a0 | Tosoisi ] 2A | 2 |eson

A —osoron [ sisainr| ©A | 2 e

%A | —gomeonr T amsasmsn | A | NOT e o

21 A 34%23257 842??:?84 24A | 24 ::gtezz_z

A | —oicumas | ameomsi | °A | 90 | e

o i N A P

NA ioores [aossos] 2A | 2 |wpuo

A oo T amseeia | 1A | 1 |eo g

%A ey | st | 2A | 2 |esor

BA | —oootoss | omremo | A | 2 |ee b

XA 11833131 511?7)07 XSM|ne” *thgex

A/SM: akrocentrikus/szubmetacentrikus kromoszoma, p/q: révid/hosszi kromoszoma karok,

C.e/B.t;, C. elaphus/B. taurus, i: inverzio, *: centromeron, ¢ *: C.e. kromoszoma
megfeleltethetd B.t. kromoszomanak, (*): a centromeron az akrocentrikus kromoszéma
barmelyik végén lehet, f *: kondenzalt centromeronok, n.c. *: nincs megfeleltethetd
centromeron a B.t. kromoszoéman, * ----- * - > e két akrocentrikus kromoszéma
tandem fuzidja, ------- R Feoeem- két akrocentrikus kromoszoma kézpontositott

fuzidja (Robertsonialis transzlokacio).
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8.4 KROMOSZOMA ATRENDEZODESEK

Az inverzidk, a transzlokaciok, a kromoszomalis fuzidk €s a torések athelyezik
és elkiilonitik a térképponti markereket és 0j kornyezetet hoznak létre az
atrendezédések toréspontjai  koriil. A gimszarvas-szarvasmarha rokoni
kapcsolatat tekintve ezek az "evolucio altal létrehozott" atrendezések Uj
szomszédos Szekvencia régiok kialakulasahoz vezettek. A CerElal.0
genomban 26 darab szarvas-bovin atrendezést észleltem, amely 18 inverziot,
2 transzlokaciot, és 6 kromoszomalis fuziot és hasadast foglalt magaba (8.
tablazat).

Abban a 6 esetben, amikor 1 akrocentrikus szarvasmarha kromoszoma két
akrocentrikus gimszarvas kromoszomaval feleltetheté meg az eliilsé6 Ce
kromoszoma utolsé szegmensét és a hatulsé Ce kromoszéma elsé szegmensét
nem lehetett egyértelmiien meghatarozni a szekvencia adatok (scaffoldok and
contigok) és a szarvasmarha genom alapjan. Az ortolog szarvasmarha régidhoz
illeszked6 scaffoldokat és contigokat ugy osztottam fel a két gimszarvas
kromoszoma ko6zott, hogy figyelembe vettem a gimszarvas genetikai
térképeken talalhatdo rekombinacids tavolsagokat és ezeknek megfelelGen,
aranyosan, illetve a szarvasmarhaban tapasztalt sorrend szerint rendeztem el
6ket. Az ilyen tipusi kombinalt DNS szekvenciak a CerElal.0 genom 5 %-at
(0,166 Gbp) teszik ki (8/a. tablazat).

Az inverziok 54 gimszarvas-szarvasmarha szekvencia valtas (,,switch pont”)
pontot eredményeztek, amelyek a talnyulo, ,.flanking” régidikkal egyiitvéve
tulajdonképpen megegyeztek a szomszédos MMSc-k altal hatarolt, 6sszesen
462,9 Mbp szekvenciaval. Ez a CerElal.0 genom 13,5 %-at jelenti (8/b.
tablazat). Ezek a megforditott szekvencia szegmens hatarok azonban csak
becsiiltek, konkrét helyiiket eziddig még nem sikeriilt megallapitanom.

A CerElal.0 jelenlegi formajaban a ,,switch” pontok ,flanking” régioi a

szarvasmarha szekvencia sorrendjét kovetd scaffoldokbol és contigokbol
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allnak. Azonban bizunk abban, hogy a jovébeli 6sszehasonlitasok mas emlds
genomokkal és a gimszarvas nagyobb siirtiségii genetikai térképével valod
Osszevetés a ,,switch” szegmensek tekintetében iS precizebb gimszarvas
genomot eredményezhet.

Osszességében elmondhatd, hogy 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 (kromoszomalis
hasadasok/fuziok, flanking részek inverzidi) gimszarvas és Szarvasmarha

génjeinek szinténikus blokkjai kombinalodtak.

8/a. tablazat. CerElal.0 genomi atrendez6édései, topoldgia: kromoszoma fuzid/hasadas.

Koz6s Mbp-k a Ce chr-

2koz5s (Mbp) - 4y ott (Mbp)

Btl Ce3l Cel9 49,8 Ce31:49,8 Cel9: <1
Bt2 Ce33 Ce8 31,6 Ce33: 27,8 Ce8: 3,7
Bt5 Ce3 Ce22 24,8 Ce3: 214 Ce22:3,4
Bt6  Cel7 Ceb 42,0 Cel7: 32,0 Ce6: 10,0
Bt8  Ce29 Celb6 8,9 Ce29: 4,0 Cel6: 4,9
Bt9 Ce28 Ce26 8,9 Ce28: 0,002 Ce26:8,9
> 166,0

8/a. tablazat. A kromoszomak Robertsonidlis transzlokacioja. CeE, CeH: Az eliilsé (E)
gimszarvas kromoszoma disztalis része és a hatulso (H) gimszarvas kromoszéma proximalis
része, amelyek homoldg régidi az ortolég Szarvasmarha kromoszéman egymas mellett
talalhatok.
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8/b. tablazat. CerElal.0 genomi atrendezddései, inverziok tilnytlo ,,flanking” szegmensei.

o 2 b><c q—Ce
B J
| Flanking szegmensek (Mbp) |

B J

0.8 42
Ced 14 46
Ce5 2.0 5.5

1,9 14,7
Ceé 438 16,3

77 9,2
cer 0.9 16,7
Ce8 17, 1,2
Cell 22, 13,6
Cel2 14, 0.1

0.1 7.4

1,7 11,6
Celd 76 14.4

6.5 10,1
Cel8 47 55
Ce20 4.8 1,4

18, 9.3
Ce23 03 6,3

1,9 6,0
Ce24 2.3 5.1
Ce26 13, 10,2
Ce27 34, 14,9

1,9 16,3
Ce28 28, 0,002
Ce29 3.1 34,6
Ce32 13, 48
Ce33 2.1 1,2
5y 21 245,2

8/b. tablazat. Inverzid. Az egyszeriisitett kromoszoma illusztracidiban megfordult részek,
vagyis azok a genomialis régiok, ahol a gimszarvas-szarvasmarha marker szekvenciak
egymassal forditott helyzetben talalhatok meg. B, J: Az inverziot hatarolé bal és jobb oldali
tulnyalo régiok.
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8.5 SNP MINTAZAT/HETEROZIGOCITAS VIZSGALAT A CERELA1.0
GENOM MENTEN

crer

.....

readeket a teljes gimszarvas pszeudogenom szekvenciahoz illesztettiik fel,
ezutan meghataroztuk az SNV-ket és a kis indeleket. Végiil 2807458 SNV-t és
364689 indelt azonositottunk. A MAKER annotacios pipeline eredmény fajljai
alapjan tovabbi a heterozigdta SNV-ket annotaltunk. Ily modon Gsszesen

17700 nem-szinonim és 14252 szinonim SNV-t talaltunk meg.
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9 KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

9.1 A GIMSZARVAS GENOM OSSZEALLITAS ERTEKELESE

Az értekezés témaja kiemelkedden fontos a hazai genomikai kutatas
szempontjabol, hiszen Magyarorszag els6, valodi, nemzetkozileg is elismert
teljes referencia genom szekvencia eléallitasarol szol. Nagymértékben
hozzajarul a gimszarvas populacidgenetikai profiljdnak megismeréséhez,
czaltal lehet6séget teremt Gj mikroszatellita és SNP markerek tervezésére. A
leszarmazasi vonalainak a megismerését, és a farmtenyésztési eljarasok
fejlesztését. A gimszarvas gének szerkezetének ¢és azok promoter
szekvenciainak ismerete alapjan példaul feltarhatjuk a kapitalis aganccsal
rendelkez6 egyedek genetikai hatterét. Feltérképezhetok lesznek a csont-
agancs metabolizmusban és tumor képzodésben résztvevo gének miikodései és
orvosbiologiai vonatkozasai. A disszertacioban ismertetett bioinformatikai
modszerek megfeleld mintdul szolgdlhatnak mas mezdgazdasagi vagy
kornyezetvédelmi szempontbol értékes faj referencia genomjanak a
létrehozasahoz.

A bioinformatikai munkat megeldzte a mintagytijtés, a DNS izolalas és a teljes
genomi DNS szekvenalasa. A DNS mintavétel a Kaposvari Egyetem
Vadgazdalkodasi Tajkozpont Bészénfai Szarvas farmjan €16 7 éves, kapitalis
gimszarvas  bika  vérébol  tortént az  allatvédelmi  torvények
figyelembevételével. A DNS izolalas eredményeképpen keletkezett nagy
tisztasagi DNS-t a daniai Aros Applied Biotechnology cég szekvenalta meg
Illumina HiSeq2000 késziilékkel, aminek kovetkezményeként nagy
mennyiségli, tovabbi vizsgalatokra alkalmas bioinformatikai nyers adat 2
milliard read szekvencia jott 1étre. A kés6bbi populaciogenetikai vizsgalatok
szempontjabol érdemes lenne tobb, kiillonb6z6 magyarorszagi populaciobol
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szarmazo koriilbeliil 150-300 gimszarvas egyedre Kiterjeszteni a mintavételt és
a teljes genom szekvenalast. A szekvenalasi modszer tekintetében ajanlatos az
IHlumina technologianal maradni, hiszen szamos haszonallat és egyéb faj (hazi
macska, szarvasmarha) teljes referencia genom de novo eldallitasakor
bizonyult j6 valasztasnak.

A Broad Institute ALLPATHS-LG programjaval a read szekvenciakbol
contigokat ¢és scaffoldokat allitottunk Ossze. A folyamat eredményeképpen
contigok, majd ezek 6sszeillesztésébol scaffoldok keletkeztek. A scaffoldok
szama 34724 volt. Viszonylag sok 2000 bp alatti, kisméretti és kevés nagy
méretli scaffold jott 1étre. Amelyekb6l a kromoszomaba rendezés
szempontjabdl a 8 Kbp folottiek bizonyultak a legjobban hasznalhatonak. A
scaffoldok N50 érték-e 430 Kbp a teljes hosszukra nézve, és N50=265 Khbp
értéket kaptunk a gap-mentes scaffoldok esetében. Ezen adatok alapjan is
valoszinti, hogy a sziikségesnél tobb kit61td, N karaktert rakott be a program
az Osszeszerelés soran. E tény akkor valt kézzelfoghatova, amikor az elkésziilt
teljes, kromoszomaba rendezett gimszarvas genom fizikai és a cM
tavolsagainak Osszevetését végeztem el. A referenciaként hasznalt C. elaphus
géntérkép hossztsaga 2532 cM (Slate és mtsai., 2002), mig az ,,0sszeszerelt”
CerElal.0 referencia genom &sszes hosszsaga 3,4 Gbp, vagyis 1 cM 1,34
Mbp-nak felel meg. Ez az érték szignifikansan nagyobb, mint az altalanosan
hasznalt megkdzelitd 1cM/1Mbp érték (a ,.hiivelykujj mérték/zsinormérték,
angolul thumb role”) vagy a szarvasmarha genomra megallapitott 0,8
Mbp/1cM (Arias és mtsai., 2009). Erdemes megemliteni, hogy a szarvas és a
,bovin” térképezési rendszer szignifikansan kiilonbozott egymastol, mivel a
gimszarvas térképet interspecifikus ,,outbred” nemzedékbdl hoztak 1étre. Egy
kozelmultban megjelent nagy siiriiségii, C. elaphus genetikai térképen a
cM/Mbp aranyt 1,04 értékiinek becsiilték meg a leszarmazasi (pedigree), azaz

3 generacid csaladfakra épiil6 térképezési rendszer alapjan (Johnston és mtsai.,
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2017). A gimszarvas CerElal.0 referencia genom latszolagosan 25%-kal
hosszabbnak adodik, mint a szarvasmarha, Btau_5.0.1 (NCBI, Science)
referencia genom. Megjegyzendd, hogy a Btau_5.0.1 genombdl csak a ,,gap
nélkili”, 2, 7 Gbp hosszisagu DNS szekvenciakat hasznaltam fel templatként.
A gimszarvas genom 0,7 Gbp-nyi ,,tobblet” hossztsaganak az okat keresve
elvégeztem a CerElal.0 és Btau_5.0.1 pszedogenom ortolog szegmenseinek
Osszehasonlitasat kKisebb genomialis tavolsagokon. Ezeket a mindkét fajban
egymassal szinténikus Sszegmenseket a szomszédos gimszarvas genetikai
markerek hataroztak meg. A 27. mellékletben lathat6, hogy néhany kivételtol
eltekintve a gimszarvas és a szarvasmarha pszeudogenomok mentén a
gimszarvas szegmensek egyenletesen 1,25-szor hosszabbak, mint a
szarvasmarha szegmensek (Kivétel ez alol a Cell kromoszoma, ahol ez az
arany 2,2). Ez azt is jelenti, hogy a CerElal.0 scaffoldok aranyosan 1,25-szor
hosszabbak, mint a veliik megfeleltethet6 szarvasmarha genomi régiok.

Osszevetve a 25 %-0s (0,7 Gbp) extrahosszisiggal rendelkezd CerElal.0
pszeudogenomot (3,4 Gbp) a Btau 5.0.1 pszeudogenommal (2,7 Gbp)
megallapithato, hogy tal sok gaprégiot (,,NNN”) épitett be az ALLPATHS-LG
program a contigok kozé 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 Gssz
DNS-szekvenciai 1,9 Gbp-t tesznek ki feltételezhet6, hogy a szarvasmarha
genommal aranyosithat6 0,8 Gbp gaprégio helyett 1,5 Gbp-nyi gap keriilt a
scaffoldokba 0Osszesen. Ezek eloszlasa azonban a fizikai tavolsagoknak
megfelelden aranyos. Figyelembe véve ezen megfontolasokat a CerElal.0
contigjai 70 %-ban fedik le a Btau_5.0.1 genomot. (1,9/2,7, ahol 1,9 GBp
contig, 2,7 Gbp CerElal.0 genom hossz). A szarvas szarvasmarha szinténikus
szegmens hosszaknal tapasztalt 1,25 arany a Cell kromoszoma esetén

Iényegesen tobb, 2,2 volt (27. melléklet), ennek magyarazatara nincs javaslat.
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Mas haszonallatok legfrissebb verzioji genomja Iényegesen kevesebb,
hosszabb és kisebb mennyiségii gapet tartalmazé scaffoldbol épiilnek fel, bar
megjegyzendd, hogy ezek els6 verzioi, sokkal rosszabb mingséget (kevesebb
ismert nukleotidot, és kodold régiot) mutattak, mint az els6é de novo gimszarvas
referencia genom. A gimszarvas scaffoldokban a térképponti markerek
szegmensei ¢és gének sorrendje szinténiat mutatott a kozel rokon faj
szarvasmarha ortolog szegmenseivel, vagyis a scaffoldok Iényeges, nukleotid
szekvenciai mégis jonak bizonyultak, voltaképpen formai eltérésrél és nem
tartalmi tévesztésr6l van sz6. Tovabbi gimszarvas egyedek assembly
készitésekor megfontolandé mas ALLPATHS-LG paraméterek vagy ujabb
programok (DISCOVAR, Love és mtsai., 2016) hasznalata.

A scaffoldok kromoszoémaba rendezése Jon Slate-féle gimszarvas genetikai
marker térkép és a szarvasmarha referencia genom felhasznalasaval tortént
meg. A gimszarvas genetikai térképén 621 EST, RFLV, STS, protein genetikai
markert hataroztak meg, am ezek szekvenciajat irodalmi adatokbol és
bioinformatikai adatbazisokbol kellett kigytjteni. A problémat az jelentette,
hogy 229 AFLP-hez sehol sem lehetett szekvenciat talalni, tehat ezek kiestek
a tovabbi vizsgalatokbol, és a tobbi kategorianal is eléfordult, hogy ismeretlen
maradt egy-egy marker szekvenciaja. Ezen okok miatt 365 markerpont DNS
szekvenciajat azonositottam és a tovabbiakban keres6-szekvenciaként BLAST
programmal illesztettem a scaffoldokhoz és a szarvasmarha referencia
genomhoz. Az ilyen moédon megtalalt scaffoldokat térképpont vagyis
"mapmarker” scaffoldoknak (MMSc-k) neveztem el. A vizsgalathoz tobb
referencia genom verziot is hasznaltam, bar az utolso, akkortajt legfrissebb is
elegendé lett volna (Btau_5.0.1).

A gimszarvas géntérkép pontjai hosszu szakaszokon azonos sorrendben, ko-
linearisan helyezkedtek el a szarvasmarha genomban és a gimszarvas

scaffoldokban egyarant, emiatt az Osszehasonlito géntérképezési elvet
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felhasznalva a szarvasmarha ortolog génekkel kihalaszott gimszarvas
scaffoldokkal toltottem fel a marker pontok térképkozeit. 1lyen modon 13748
valamilyen genetikai elemet tartalmazé scaffoldot tudtam elhelyezni.

Ez idaig BLAST parancsok kiilonb6z6 formait épitettem be a sajat kézzel irt
szkriptekbe. A kés6bbiekben ellendrzésképpen a géneket tartalmazod
scaffoldokat és a tobbi, 2 Kbp-nal hosszabb, referencia gént nem tartalmazo
15205 scaffoldot illesztettem fel a szarvasmarha referencia genomra LASTZ
MUMmer és BWA programok alkalmazasaval. Ezeket neveztem el inter-

referencia gén scaffoldoknak (IRGSc).

9.2 A KROMOSZOMABA RENDEZETT GIMSZARVAS GENOM
VALIDALASA

A CerElal.0 gimszarvas genomtol teljesen fliggetleniil, egy angol-ujzélandi
kutatocsoport altal meghatarozott, tobb mint 38 ezer nagyrészt gimszarvas
Kisebb részt szikaszarvas SNP rekombinacios pont elemzését tartalmazo nagy
stiriségli gimszarvas genetikai térkép is elkésziilt (Johnston és mtsai., 2017,
Brauning és mtsai., 2015). Ez a géntérkép nagyszamu, 38083 SNP marker
szekvenciat tartalmaz, amely egy komparativ vizsgalattal validalja a magyar
gimszarvas referencia genomot, a CerElal.0-t.

Az 6sszehasonlitd munka elsé 1épéseként Kikerestem és letoltottem az Gsszes
angol-ujzélandi SNP markert a 150-150 bazisparos szarnyi (flanking)
régidikkal. Ezeket a markereket, mint keres¢ szekvenciakat a mi gimszarvas
genomunkra illesztettem fel BLASTN paranccsal. Kivalasztottam a legjobb
talalatokat, amelyek eredményeibdl tablazatokat generaltam minden egyes
autoszomara olyan modon, hogy lathato legyen a mi  gimszarvas
kromoszoémalis poziciok megabazisparban megadva és a keres6 angol-
ujzélandi SNP marker megabazis €s CM pozicidja. A kapott eredményekbdl
pont diagramokat szerkesztettem excel programmal. Az adatok és abrak
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alapjan jol lathatok a lehetséges toréspontok és kromoszoéma atrendezddések.
A 38083 pontbol 32408-at tudtam elhelyezni az elvartnak megfeleld
kromoszoman, vagyis az Osszes pont 85%-at. Ezen pontoknal 33 esetben
tapasztaltam tobb pontbol allé rész nagyobb inverziojat. A fordulasok
legvaldsziniibb oka a Slate-féle 621 marker és a Johnston-féle SNP marker
genetikai tavolsag alapt géntérképek kozott fennalld kiilonbség, illetve, hogy
két forditott helyzetii, szomszédos Slate marker esetében nem lehettem biztos
abban mekkora flanking részek tartoznak az invertalt szakaszokhoz. Tovabba
a gimszarvas referencia genom elkészitésénél a Slate térkép egyes szomszédos
markerpontjai forditott helyzetiinek tiintek a szarvasmarha referencia
genomhoz képest is, ami 54 gimszarvas-szarvasmarha inverziot, 0sszesen
462,9 Mbp szekvenciat adott. A CerElal.0 létrehozasahoz a Slate-féle
géntérkép allt a rendelkezésre, tehat a scaffoldok elhelyezése e sorrendiségnek
megfelelden tortént. Az uj-zélandi SNP pontos grafikus abrakon is vilagosan
latszik, hogy a megfordult részek a Slate szomszédos markerek régiojat érintik.
A felillesztett pontokbdl csupan 604 adott kiugré értéket, ami kevesebb, mint
az elhelyezett pontok 1,9 %-a. 1019 SNP -t mas kromoszoéman lokalizalt a
BLAST program, e pontokat a nem megtalalt kategoriahoz soroltam. Ezen
pontok diszkrepanciajat az okozhatta, hogy a gimszarvas pszeudokromoszéma
készitéshez hasznalt kozel rokon faj, a szarvasmarha kromoszémaszama nem
egyezik meg a gimszarvaséval. 19 autoszoma ¢és a nemi kromoszomak
egymassal megfeleltethetok a két fajban, ugyanakkor 2 gimszarvas
kromoszoma 4 szarvasmarha kromoszomaval és 12 gimszarvas 6
szarvasmarha kromoszomaval ortolog. Ezen 12 kromoszomanal a genom
Osszeallitas soran nem lehetett biztosan tudni, hogy az utols6 Slate-féle
genetikai térképpontokon tul a két gimszarvas kromoszéma miként ,,0sztozik”
az ortoloég szarvasmarha kromoszoma ,.elosztando” szegmensén, azaz mely

része tartozik az egyik, illetve a masik gimszarvas kromoszomahoz. Eme
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bizonytalan részek koriilbeliil 0,166 Gbp hosszi DNS szekvenciat tesznek ki.
Osszességében azonban elmondhat6, hogy a kapott eredmények meggy6z6
bizonyitékot szolgaltatnak a CerElal.0 gimszarvas genom helyességének
igazolasahoz. A kovetkezd 15. dbran az 1-es gimszarvas kromoszoma lathato.
A korrelacio egyértelmiien visszaigazolja, hogy a CerElal.0 4sszeallitasa

megfelel a fizikai valosagnak.
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15. abra. Az 1. gimszarvas kromoszomara felillesztett Johnston SNP markerek. x tengely: Az
angol-ujzélandi SNP géntérképi marker pontok lokalizacioja a CerElal.0 genomon (1.
kromoszoéma) Mbp megadva. y1 tengely: A sorrendjilket megtartd, angol-ujzélandi SNP
markerek sajat kapcsoltsagi géntérképiik alapjan cM-ban meghatarozott géntérképi tavolsagai
lathatok. Rozsaszin korok az iinbkre, a kék gyémant a gimszarvas bikékra vonatkozik. y2
tengely: A sorrendjiiket megtartd, angol-Gjzélandi markerek Mbp-ra atszamitott értékei
vannak feltiintetve, melynek jel516i vorosesbarna négyzetek. A Johnston-féle 1. kapcsoltsagi
csoport (kromoszoéma) géntérképe 1158 pontot tartalmaz, amelyb6l 994-et lokalizaltam a C.

elaphus 1. kromoszéman.
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A Johnston-féle 5. kapcsoltsagi géntérkép 2039 pontot tartalmaz, amelybdl
1816-et helyeztem el a 5. gimszarvas kromoszoman. A Ce5 a Bt17 és a Bt19

crcr

Robertsonialis  transzlokacidjaval irhatdé le, a két szarvasmarha

crer

igazoltan megjelenik mindharom pontabranal a 28. mellékletben.

A nagystriségi SNP genetikai térképen kiviil a munka kezdetét6l fogva
rendelkezésre allt a rendkiviili érzékenységti, 10 tetranukleotid mikroszatellita
lokuszra épiil6 ,,parentage controll kit”, a DeerPlex (Szabolcsi és mtsai., 2008).
A DeerPlex azonosité ereje 1 a 30 trillioban (107 nagysagrend) (Szabolcsi és
mtsai., 2014). A vizsgalat soran sikeriilt ezeket a mikroszatellitikat a
CerElal.0 genomon azonositani, Kiterjedt DNS szekvencia kornyezetben

elhelyezni.
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A gimszarvas genom MAKER programmal t6rténé annotacioja soran 19368
protein-kodold gént talaltunk, amely teljesen megfelel a tobbi eml6s fajban is
leirt 19000 és 21000 k6zé es6 fehérje kodold gén szamnak és a kérédzok ismert
génjeinek 90 %-at lefedi. A gimszarvas gének és szarvasmarha ortologjaik
sorrendje kolinearitast mutat a CerElal.0 és a Btau_5.0.1 genomban. A két
kozel rokon faj kozott tapasztalt genetikai szinténiak szintén igazoljak a
gimszarvas genom helyességét. Meghataroztuk a gének részletes szerkezetét
(exon, intron szerkezete, 5° és 3° UTR régidik) evolucios rokonsagait (hasonlo
gének mas fajokban), funkcioit (a sejten, szerveken, szoveteken beliili,
fejlodésben  betoltott  szerepiik). Feltartuk az  ismétl6dd, repetitiv
szekvenciakat, LTR elemeket, transzfer RNS, kis RNS és riboszoma RNS
géneket, és mindezen genetikai elemek helyzetét a kromoszomakon.
Azonositottunk 2,8 milli6 heterozigota pont valtozatot (SNV) és 365 ezer apro

deléciodt és inszerciot a gimszarvas genomban.

9.3 A GIMSZARVAS REFERENCIA GENOM TOVABBI
HASZNOSITASA

A CerElal.0 felhasznalhaté SNP  és/vagy mikroszatellita alapu
egyedazonositdshoz, populdcidgenetikai szintli vizsgalatokhoz, leszarmazasi
vonalak és evolucios viszonyok feltarasahoz. Jelenleg publikalas alatt van egy
cikkiink, amelyben 10j XY kromoszémas mikroszatellita markerek
fejlesztésérél irunk. Ezek a nemi kromoszomas markerek nagyban
megkonnyitik az apai és az anyai leszarmazasi vonalak feltarasat, lehetévé
teszik az objektiv és egyértelmii egyedazonositast, a tudatosabb és
megbizhatobb allatnemesitést €s tenyésztést, valamint megbizhatd eszkozt
jelenthetnek a nagymértékli vadorzas visszaszoritasaban.

A CerElal.0 genom lehetdséget teremt a gazdasagilag fontos tulajdonsagokat

meghataroz6 gének azonositasa (hismindség, agancs méret), illetve egy
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alkalmas DNS diagnosztikai készlet kifejlesztésére. Ehhez 100-120, kell6en
szelektalt szarvas genomjat kellene szekvenalni és illeszteni a CerElal.0-hoz.
Ily modon szamos kapcsolt DNS markerre tudnank sztirni. Ezek a marker kitek
alkalmasak lennének a leszarmazasi viszonyok (sziilok) feltarasara
(tenyészallat) és segitségiikkel mar sziiletéskor eldre jelezhetévé valna a
késdbbi fenotipus (példaul husformak, mindség, késébbi kapitalis
agancs reménye).

Tovabbi orvosbioldgiai témaju cikkek alapjaul szolgalhatnak a gimszarvas
csont és agancs metabolizmus gének promoter szekvenciainak az elemzései.
Az éves agancs ciklusuk soran a gimszarvas bikak produkaljak az élvilag
leggyorsabb és legnagyobb mértékii csont novekedését. Februartol majusig
lehullatjak csontos agancsukat, ezutan 100-120 napig tart az Gij agancs épiilése.
llyenkor nagymennyiségli asvanyi anyagot kell taplalkozassal biztositani és
eljuttatni az akar 14-17 kg-o0s csontszervbe. A tapanyag kalcium bevitel kevés,
ezért  vazelemekbdl-szegycsontbol, bordakbol, egyes csigolydkbol-
transzportaljak a kalciumot és foszfatot az agancs mineralizaciojahoz, ezzel
csontsiirliség csokkenést, azaz fiziologias csontritkulast indukélva az érintett
vazcsontokban. Késobb az asvanyi sok a dohérség kondicidjavito ideje alatt a
dus vegetaciobdl taplalkozas utjan visszapotlodnak, azaz a csontslirliség
csokkenés regeneralodik a csontvazban (Kierdorf ¢és mtsai., 2009).
Kutatocsoportunk eldzetes vizsgalatai szerint 8 a csontfejlédésben fontos
szerepet jatszo gén esetében a barkas agancs csontos részében sokkal nagyobb
10-szeres 30-szoros is lehet a génexpresszid, mint a vazcsontokban. Ezen
transzkripciods faktor kotdhely talalhaté a gimszarvasban, mint az emberben
vagy a szarvasmarhaban, mert ezek a gének aktivabban mikodnek a
gimszarvasban (Stéger és mtsai., 2010, Gu és mtsai., 2008). A jovoben

szeretnénk megvizsgalni, hogy vajon a tobbi csontfejlédéssel kapcsolatba
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hozhato gén esetében is tobb runx2 vagy osx transzkripcids faktor kotéhely
motivum talalhato-e, vagy esetleg valamilyen SNP, vagy INDEL eltérés
okozhat-e barmilyen osteogenezissel vagy osteoporozissal osszefliggésbe
hozhat6 jelenséget. A runx2 és az 0sx transzkripcids faktorok kotéhelyein
kiviil egyéb konzervalt csontgén promoter motivumok is érdekesek lehetnek,
tehat érdemes lenne t6bbszoros szekvencia illesztéseket végezni kdzel rokon,
vagy csontfejlodés szempontjabol figyelemre mélto fajok és a gimszarvas ezen
DNS szakaszai kozott. Az osteoporosis genomikai vizsgalatainak mintajara
elvégezhetiink egyéb orvosi biologiai kutatasokat a szervfejlddés/regeneracio,
robusztus szovet gyarapodas/tumor biologia témakorében.

A gimszarvas genom osszeallitisinak modszertana remek tmutatast jelenthet
mas  mezOogazdasagilag, orvosbiologiailag vagy természetvédelmi
szempontbol fontos fajok kromoszomaba rendezett referencia genomjanak
elkészitéséhez. Maga a szekvencia templatként szolgalhat olyan kozel rokon
faj teljes pszeudogenomjanak létrehozasahoz, mint példaul a damvad és az 6z.
Mivel a referencia genom elérhet6 az NCBI online adatbazisaban, igy
nemzetkozileg is jelentds mértékben hozzajarul a gimszarvas és egyéb
kér6dzOk genetikai vizsgalatadhoz, mas szarvas fajok genomjanak

megismeréséhez.

105



10 UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

A doktori kutatasom szervesen kapcsolodott a gimszarvas (Cervus elaphus)

genom programhoz, amely a vilag els6 elismert gimszarvas referencia genom

Osszeallitasa. Feladataim dontden a bioinformatika tertuiletére koncentralodtak.

A szerteagazo projekten beliil a munkamhoz kapcsolédd 1Gj tudomanyos

eredményeim az aldbbiak:

1.

A tudomanyos vizsgalatban hasznalt kett6s referencia vezérelt illesztéssel

nagyobb pontossaggal lchetett pszeudokromoszoémakba rendezni a

rovidebb gimszarvas DNS szekvencidkat (de novo scaffoldokat), mint az

altalanosan elterjedt egyetlen referenciara torténd illesztés esetében.

Referenciaként egy gimszarvas kozeli rokon faj, a szarvasmarha (Bos

taurus) jol meghatarozott és annotalt referencia genomja, tovabba a Slate-

féle 34 kapcsoltsagi csoportbdl és 621 marker pontbdl allé gimszarvas

genetikai térkép szolgalt. A marker pontokbol azonban csak 361-et tudtam

felhasznalni az illesztésekhez.

A bioinformatikai munka soradn egy Gjonnan 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 evolucios
valtozasoknak megfelelden atalakitott szarvasmarha referencia

genomra.
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Minden tobb gént hordozé gimszarvas scaffold esetében lathato, hogy az

intra-scaffoldikus génjeik kiterjedt szinténidkat mutattak a szarvasmarha

ortolog génekkel. Ebbol kovetkezden a gének sorrendje nem csupan a

térképpont markerek altal hatarolt szegmensekben és kromoszomalis

szinten, hanem a scaffoldokon beliil is megegyezett.

A megfigyelt kapcsoltsdgok alapjan elmondhato, hogy a gimszarvas

genom 81,5%-dban a gének az MMSc kozotti szegmensekben a

szarvasmarha ortolog gének sorrendjét, az MMSc-ken beliil pedig a

gimszarvas génsorrendet kovetik. A CerElal.0 maradék 18,5%-aban, ahol

a kromoszomalis hasadasok, fiziok és inverziok torténtek a szarvasmarha

¢s a gimszarvas génjeinek szinténikus blokkjai kombinalodtak.

Sajat szkriptek késziiltek a kiillonb6z0 munkafazisokhoz.:

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

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

A vilagon elséként tortént meg a gimszarvas gének szerkezetének és

lokalizacidjanak meghatarozasa. Elkésziilt a kromoszoémakba rendezett

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

RNS szekvenciakat is.
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7. A szarvasfélék kromoszomainak savtérképei és a szarvasmarha

kromoszoémak centromeron pozicioi alapjan elhelyeztem a gimszarvas
kromoszémak centromeronjait.

A bioinformatikai vizsgalat igazolta a gimszarvas kromoszomak
feltételezett evolucids valtozasait: 6 hasadds, 1 Robertsonialis
transzlokaci6 ¢€s 1 Robertsonidlis fizio tortént a szarvasmarha
kromoszomakhoz képest. Bizonyitast nyert, hogy a Btl centromeron
disztalis karjaval ekvivalens Cel9-ben lejatszodott egy hasadas és egy
transzlokaci6. A kromoszoma savtérképek ¢és géntérképi markerek
helyzete alapjan a Ce28-ban valdsziniileg egy paracentrikus inverzios
esemény zajlott le.

Osszességében bioinformatikai kutatdomunkdmmal érdemben
hozzajarultam a vilag els0, nemzetkozileg elismert kromoszomakba
rendezett, teljes gimszarvas referencia genom Osszeallitdsdhoz. A
gimszarvas referencia genomot (CerElal.0) feltoltottik a szigoru
szabalyrendszerrel miikodd NCBI genomikai adatbazis és bongészd
weboldaldra. Igy mindenki szamara ingyenesen online elérhetévé,
letdlthetéve (MKHEO00000000.1) tettiik a teljes genom szekvenciat.
Ennek koszonhetéen 12 tudomanyos cikk sziiletett az elmult 3 évben,

amelyben hivatkoznak a CerElal.0 genomra.
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11 OSSZEFOGLALAS ES TOVABBI TERVEK

A gimszarvas/Csodaszarvas genom projekt keretében egy bdszénfai kapitalis
gimszarvas bika teljes genomjat szekvenaltattuk 0j-generacios technikaval
Illumina HiSeq 2000 szekvenalé platformon. A de novo Osszeallitott
scaffoldokbol allo assemblyt kettés referencia vezérelt illesztést alkalmazva
bioinformatikai programok felhasznalasaval kromoszomakba rendeztem. A
teljes gimszarvas kromoszoémaba rendezett genom, CerElal.0 6sszeallitasa a
gimszarvas rekombinacids géntérképe és a szarvasmarha referencia genom,
vagyis a két referencia sorrendjének megfeleléen, és a koztiik 1év6 kolinearitast
figyelembe véve tortént meg. A gimszarvas az eurdpai és a karpat-medencei
megafauna legértékesebb tagja. A CerElal.0 online elérhet6 referencia genom
szekvenciaja a gimszarvast értékes modellallatta teheti a GWA-vizsgalatok
(teljes genom asszociacios vizsgalatok) szamara. Eme doktori disszertacio
kiemelkedéen fontos lehet egy teljesen uj emlds referencia genom szekvencia
létrehozasa €és annotéacidja szempontjabol. A gimszarvas pszeudokromoszoma
szett a molekularis markereket tartalmazé gimszarvas kapcsoltsagi genetikai
térképén és egy kozel rokon faj, a szintén parosujju patasokhoz és fejcsap
nyulvanyosokhoz (Pecora) tartoz6 szarvasmarha jol annotalt referencia genom
szekvenciajan alapul. A CerElal.0 26108 szekvencia elembél (scaffoldokbol
¢s contigokbol) épiil fel, 33 auto és egy X és Y pszeudokromoszomat
tartalmaz, amely 6sszesen 3,4 Gbp (1,9 Gbp gap-ek nélkiil) hosszisagi DNS
szekvenciat tesz ki. Ez azt jelenti, hogy a C. elaphus genom gyakorlatilag a
teljes B. taurus genomot lefedi, tovabba a szarvasmarha ortolog gének 90%-at
talaltuk meg a gimszarvas pszeudokromoszoémak mentén. A disszertacio
ismerteti a szarvas (Cervidae) és a tulokformak (Bovinae) kromoszémai
kozotti  kapcsolatot, vagyis megallapitja hol talalhatéak egyezések, hol

torténtek fuziok, hasadasok, inverziok és transzlokaciok e fajok evolucioja
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soran. A gimszarvas gének olyan csoportokat, tomboket alkotnak a
pszeudokromoszomakban, amelyek a szarvas (Cervidae) és a Bovinae DNS
szekvencia szegmensek mozaikjainak tekinthetok. Azonban a , mapmarker”
scaffoldok (MMSc-ek) kozott és a scaffoldokon beliil, vagyis intra-scaffold
szinten is 1ényegében csak a gimszarvas génsorrendnek megfeleld szinténiak
talalhatok meg. A CerElal.0 genom hosszusaga 3,4 Gbp, mivel a scaffoldok
de novo Osszeszerelése soran az az ALLPATHS-LG program a sziikségesnél
tobb gap-et (N karakterrel jelolt részek a genomban) illesztett a contigok kozé,
emiatt a gimszarvas genom 1,25-szer hosszabb lett, mint a szarvasmarha
genomja, amely 2,7 Gbp méretii Btau_5.0.1 genom verzioban. Ennek ellenére
a teljes gimszarvas genomban és a scaffoldokban tapasztalt fizikai tavolsagok
korrelaciot mutatnak egymassal. E jelenségnek az az oka, hogy a gimszarvas
genomban talalhat6 koriilbeliil 0,7 Gbp-nyi tobblet ,,N szekvenciat” aranyosan
helyezte el az illesztéprogram a contigok kozé, a scaffoldok generalasa
kozben. A gimszarvas genom szekvencia (CerElal.0) hitelességét igazolja:

1. Sikeresen azonositottam a Slate-féle genetikai térkép 365 markerpontjat, és
a Deerplex 10 mikroszatellita  szekvenciajat a  gimszarvas
pszeudokromoszomak mentén és a ,Bovin” genomban egyarant. A
szarvasmarha és a gimszarvas genomi szegmenseit Osszehasonlitva
kolinearitast tapasztaltam az ortol6g kromoszomakban, valamint kromoszéma
atrendezddéseket (fuziokat, hasaddsokat és transzlokéciokat) észleltem a két
faj kozott. A citologiailag kimutatott kromoszoma atrendezddések
megfeleltethetok voltak a szekvencia adatoknak.

2. Azokban az esetekben (3422), amikor egy scaffold két vagy tobb gént
hordozott a gének sorrendje megegyezett a gimszarvas scaffoldok-ban és az
ortolog szarvasmarha kromoszoma szegmenseiben.

3. A korabbi cikkekben feltart agancsfejlédéssel és fiziologias osteoporosissal

kapcsolatba hozhatd 6sszes klonozott gén helyzetét (Molnar és mtsai., 2007,
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Gyurjan és mtsai., 2007, Borsy és mtsai., 2009, Stéger és mtsai., 2010)
megtalaltam a scaffoldokban és a pszeudokromoszémakon.

Habar C. elaphus genom szarvas-bovin sorrend alapjan, mozaikosan épiil fel,
a két faj ortolog genom régioi kozott tapasztalt korrelaciok alapjan
megallapithatd, hogy a scaffoldok és contigok szinte teljesen lefedik az egész
gimszarvas genomot. Ezt tamasztja ala, hogy a bovin protein-kodolé gének
90%-anak az ortologjat sikeresen azonositottuk a gimszarvas genomban
(19368 gén CerElal.0-ban és 21514 Btau 5.0.1-ban az NCBI legfrissebb
adatai alapjan).

Terveink kozott szerepel a CerElal.0 referencia genom szekvenciainak és
annotacidjanak folyamatos frissitése, bdvitése esetleg mas, ujabb
bioinformatikai programok, program verziok alkalmazasaval. A kozeljovében
reményeink szerint publikdlni fogunk egy cikket, amelynek legfébb
célkitizése a CerElal.0 hitelességének igazolasa. A cikkben ismertetni
szandékozunk a CerElal.0 kromoszémainak Osszevetését egy angol-tjzélandi
kutatocsoport altal leirt 38083 nagyrészt gimszarvas Kisebb részt szikaszarvas
SNP rekombinacios pontbol felépiilé gimszarvas genetikai térképpel (Johnston
és mtsai., 2017). A CerElal.0 szekvencia hozzasegithet a Cervidae csalad vagy
megértéséhez, alkalmazhato lehet hazai szarvasfélék (damvad (Dama dama)
vagy 06z (Capreolus capreolus)), bioinformatikai jellegii genomikai
kutatasaban. A gimszarvas genom szekvencidi felhasznalasaval Uj
kromoszoma specifikus mikroszatellita szetteket fejleszthetiink ki. Nagyszamu
heterozigota pontot (2,8x108, SNV 3,6x10° indel) identifikaltunk a genomban,
e vizsgalat tobb egyedre torténd bovitésével lehet6ség nyilhat az egész
orszagot érinté gimszarvas populacié genetikai 0sszefiiggéseinek feltarasara.
Az egész genomra kiterjedd SNP és mikroszatellita elemzések nagymértékben
megkonnyithetik az egyedazonositast, az apai és anyai vonalak nyomon
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kovetését, a beltenyésztettség mértékének megallapitasat, és fényt derithetnek
a genetikai introgressziokra. A biiniigyiazonositas, vagy az allél Osszetétel
meghatarozasa hasznosithatdé eszkozt jelenthet a vadgazdalkodas teriiletén.
GWA vizsgalatokkal feltérképezhetjiik a rekord trofeak genetikai hatterét.
Szamos orvosi kutatasi teriileten alkalmazhat6 és hasznosithato a gimszarvas
és genomja, mint modellallat (példaul csont- ¢és csontritkulas-kutatas,
szervfejlodés, regeneracio, valamint a sejt és szoveti proliferacio /tumor

biologia).
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12 SUMMARY

In my Ph.D. thesis, the genome of the red deer Cervus elaphus was sequenced
with the Illumina New Generation Sequencing technology. Guided by two
references, i.e., by the co-linearity of the recombination map of the red deer
Cervus elaphus and by the bovine reference genome sequence, and the whole
genome as CerElal.0 were successfully assembled. The sequences in
CerElal.0 were assorted in the pseudochromosome complement of the red
deer, one of the most valuable members of the European megafauna, especially
in the Carpathian Basin. CerElal.0 made available deer, a so-far non-model
animal, for Genome-Wide Association Studies. This study demonstrates the
power, both in the annotation of a new mammalian genome and in the
pseudochromosome set assembly, of the combination of the genetic map,
based on molecular markers, of the target species (the deer) with the existing
genome reference of a taxonomically related species (Bos taurus) in the present
case, both belonging to ruminants Artiodactyla and Pecora. This deer genome
(CerElal.0) was assembled from 26,108 sequence elements (scaffolds and
contigs), assorted in 33 auto plus X and Y pseudochromosomes with a total
length of 3.4 Gbp (1.9 Gbp without gaps). This means that the scaffolds of the
draft deer genome covered virtually the whole B. taurus genome, the contig
sequences covered 70% of the same, and 90% of the bovine orthologous genes
were identified along the deer pseudochromosomes. The relationships between
the deer and bovine (and also of several ovine) chromosomes, i.e.,
congruencies, fusions, fissions, and inversions, were identified in a “semi-fine”
scale (3. table, 22. supplement, 6., 7., 9., 10. figures). In its present state, the
gene array in the red deer pseudochromosomes is a mosaic of deer and bovine
segments. The order of the “mapmarker” scaffolds (MMSc-s) and the

intrascaffold syntenies represent the valid deer arrays. The length of the

113



CerElal.0 genome is 3.4 Gbp: due to the somewhat long inserted intercontig
NNNSs, it is 1.25-fold longer than the bovine genome, 2.7 Gbp in Btau_5.0.1.
All along the two genomes, at sub-genomic, sub-chromosomal, and scaffoldic
levels, the physical distances are directly correlated with each other in the same
ratio of 1.25 (as shown in 23. supplement). The approximately 0.7 Gb (virtual)
surplus length for the deer genome can be accounted for by the ALLPATHSLG
program characteristics (i.e., insertion of NNN tracts in the scaffolds
proportionally between the contigs). The validity of this deer genome sequence
and pseudochromosome complement (CerElal.0) is supported by:

1. Slate’s 365 genetic mapmarkers and the 10 Deerplex STRs were also
identified in the bovine genome, and the deer and bovine arrays were co-linear
along entire chromosomes as well as in chromosome rearrangements (fusions,
fissions, and translocations) relative to each other, i.e., between deer and cattle.
It is worth noting that no reciprocal translocations were found in deer vs.
bovine relation. 2. In all those cases (3422), when two or more genes were
carried in a deer scaffold, the syntenies were identical in the deer scaffolds and
the corresponding bovine genome segments.

3. All genes cloned previously (related to antler development and cyclic
physiological osteoporosis of deer stag, Molnar, et al., 2007; Gyurjan, et al.,
2007; Borsy, et al., 2009; Stéger, et al., 2010) as well as the STR loci
previously developed for multiplex PCR analyses (DeerPlex, Szabolcsi, et al.,
2014) were recognized in the scaffold/contig sequences and localized in the
pseudochromosomes.

Although the C. elaphus genome CerElal.0 was arranged in a mosaic deer-
bovine order, the fair correlations for the orthologous deer and bovine genomic
regions indicated that the deer scaffolds and contigs covered nearly the whole
deer genome. This was supported by the fact that some 90% of the deer

orthologs of the bovine protein-coding genes were identified in deer (19368
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for CerElal.0 vs. 21427 Btau_5.0.1). Possible further studies: The reference
genome CerElal.0 of the red deer (Cervus elaphus hippelaphus) and its
annotation, in accordance with fresh data from other programs, is under
continuous monitoring and updating. The sequence data of the SNP-based map
markers have been available recently (Johnston, et al., 2017). Confirmation of
CerElal.0 has become possible using the approach described in this work. The
CerElal.0 sequence and the high density SNP based genetic map by Johnston
et al (2017) correlated with high accuracy. With few acceptions of 32408
SNPs, on average, nearly 1000 per chromosomes aligned in perfect order on
the CerElal.0 sequence. The sequence and the pseudochromosome
complement of CerElal.0 may provide a basis and a rich source for broader
interests, including, among others: conservation genetics, refined evolution,
and population studies within the family Cervidae [e.g., fallow deer (Dama
dama) or roe deer (Capreolus capreolus)] as well as in a wider range of
ruminants and Pecora. CerElal.0 also provides a source for developing
chromosome-specific microsatellite sets. This work is under progress already.
A large number of SNP/heterozygotic sites were identified (2.8 x 106 SNVs,
3.6 x 105 indels and 30785 SNPs) and aligned to the deer
pseudochromosomes. CerElal.0 is a leading basis for future genome-wide
SNP and microsatellite  studies, which may shed light on
inbreeding/outbreeding, which may help in the identification of gene
introgressions and of descents for autosomal, maternal, and paternal lineages.
Forensic identification, or definition of allelic compositions underlying
phenotypes important, for example, in game management could also be
possible areas of utilization. The exploration of the genetic secret of record
antlers becomes possible by genome-wide association studies. Applications

and utilization in several fields of medical research (e.g., bone and osteoporosis
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research, organ development and regeneration, and robust tissue

proliferation/tumor biology) are also feasible.
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13 KOSZONETNYILVANITAS

Ezlton szeretném megkdszonni a segitséget témavezetdimnek, Dr. Horn Péter
és Dr. Orosz Laszl6 Akadémikus uraknak a disszertacid elkészitése soran
nyujtott értekes tanacsokeért és tiirelemért.

Kiilon koszonettel tartozom volt kollégaimnak Nyiri Annanak, Dr. Nagy
Tibornak és Dr. Barta Endrének a Mez6gazdasagi Genomikai és
Bioinformatikai Csoport vezet6jének a bioinformatikai munkam segitésért, és
a sok hasznos tanacsért, tapasztalatért, amiket megosztottak velem. Halaval
tartozom Dr. Frank Krisztiannak és Dr. Stéger Viktornak a NAIK MBK
Alkalmazott Vad és Haszonallat Genomikai Csoport vezetdjének és
intézetigazgatd helyettesnek a DNS minték elokészitésért és a laboratoriumi
munkak elvégzésért. Szeretném még megkdszonni a kutatocsoport minden
tagjanak az elmult években kapott segitséget.

Ko6szondm Nagy Janosnak a Kaposvari Egyetem Vadgazdélkodasi T4jkozpont
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18 MELLEKLETEK

1. melléklet. A gimszarvas agancsa (forras: Nimrod, 1996,
https://www.tankonyvtar.hu/hu/tartalom/tamop425/2011_0001_521 Vadaszati-
allattan/ch04s22.html).

" B \ 4
agancsté Y, szemag

koponya

2. melléklet. Cervus elaphus szarvashika kariotipusa a mit6zis metafazisaban. (2n =68,
N.F.=70), (Gustavsson ¢és Sundt 1968).

Cervus elaphus L
d NONBANONNNOANANRDNAAS

ADOOABAQAANAADAALNDOA

0001\006000000000000

ANMNAARAAN

23 o'
10 X Y

Magyarazat: Valamennyi végallasu kromoszomat telocentrikus (T) kromoszémanak neveztek
egykor, de a finomabb felbontast technologiakkal észlelhetd a p kar is, ezért dtnevezték ezeket

akrocentrikusnak (A).
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3. melléklet. Indiai muntyakszarvas kromoszomai in situ hibridizalasa.

Chr3+X

Magyarazat: A hibridizalas BAC klonokkal, amelyeket fluorescensen jeldltek (FISH
technoldgia). A kromoszomak DAPI kékkel vannak megfestve, narancs festék kiillonb6zo

spektrumai jelzik a hibridizacios (transzlokacios) helyeket Tsipouri és mtsai., 2008).

4. melléklet. Crossing over (forras:
https://sites.google.com/a/wyckoffschools.org/cells-and-heredity/home/chapter-5-1/crossing-
over).

nem rekombinans

kromatidak
crossing over P1 és P2

D) D

homolég
kromoszomapar
a tetradban

testvér nem testv'ér rekombinans
kromatidak kromatidak kromatidak
R1 és R2
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5. melléklet. Interspecifikus back-cross keresztezések.

By ”Tz 5 &

Magyarazat: A: autoszoma, G: gimszarvas, D: David szarvas, P: parentalis nemzedék, Fq: 1.
utédnemzedék, b.c.: backcross keresztezés, F, utddnemzedék, t.c.: teszt-cross keresztezés.

X: X kromoszéma, Y: Y kromoszoma.

6. melléklet. Az X kromoszoma géntérképezése, criss-cross szabaly alapjan.
F200 XX x XY
G D G G
meidzis >|('>I<’>I(’>|( X,Y

F3og XY, XY, XY, XY

P1X, P2X, RiX, R2X

Magyarazat: G: gimszarvas, D: David szarvas, P: parentalis nemzedék, F»: 2. utdédnemzedék,

Fs: 3. utddnemzedék, X: X kromoszéma, Y: Y kromoszoma.
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7. melléklet. Szekvenald kromatogram (szekvenogram).

% 10 10 12 10 140
GG ATCCATG AACTCAGTGTCGCCGGCCGCCGCGCAGTACCGGAGCAGCAGCCCGG AGG AC

Magyarazat: Azt mutatja meg, hogy adott idopillanatban mely fluorofér haladt at a detektor
elétt. Ezaltal leolvashatova valik a templat DNS bazissorrendje. Négy szin reprezentalja a
kiilénb6zo6 nukleotidokat: piros = T, z6ld = A, sarga = G, kék = C
(http://elte.prompt.hu/sites/default/files/tananyagok/
ABiokemiaEsMolekularisBiologiaAlapjai/ch19s05.html).

8. melléklet. A teljes human genom totalis szekvenalasi koltségeinek évenkénti alakulasa

NHGRI adatok alapjan (https://en.wikipedia.org/wiki/Whole_genome_sequencing).

S100M ,,, ..... [t
310M
S1M
5100k
S10k

Slk

S.H."] _'!..!....!...I.:.!....:..!...I........!..!...I.:......!..!.....:..'_
2001 2003 2005 2007 2009 2011 2013 2015 2017
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10. melléklet. Az elmult 3 évtizedben szekvenalt és NCBI-ba feltoltott teljes genom
szekvenciak szama (Greg Zynda-tol atvéve, http://gregoryzynda.com/).

4000

= Eukariotak
3500 || = Prokariotak
— Virusok

3000 |-

2500

2000 |-

Genomok

1500

1000 |-

500

%80 1985 1990 1995 2000 2005 2010 2015
Evek
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12. mell¢klet. BLAST algoritmus tipusok.

Keresd-szekvencia Adatbazis BLAST
query subject program
fehérje fehérje blastp

nukleotid nukleotid blastn
6 keretben
leforditott fehérje blastx
nukleotid
L. 6 keretben
fehérje leforditott nukleotid thlastn
6 keretben
, 6 keretben
lefordltqtt leforditott nukleotid thlastx
nukleotid

13. melléklet. Illumina szekvenalas menete.
https://www.eurofinsgenomics.co.in/en/eurofins-genomics/product-fags/next-generation-
sequencing/general-technical-questions/what-is-the-principal-of-the-illumina-sequencing-

technology.aspX

3.Klaszterek
létrehozasa

1.DNS rogzitése a 4. Szekvenalé

szekvenald lemezhez primerek felillesztése
2.Hidamplifikacié

5.Read bazisok beépiilése egyenként 6.Read bazisok detektalasa

NN
| |

“« n B8 =

»

151



14. melléklet. Az ALLPATHS-LG program egyik kimeneti fajlja, a contig-ok és a scaffold-

ok statisztikai tulajdonsagai.

ALLPATHS-LG ASSEMBLY PERFSTAT:

contig minimum size for reporting [ap_report_min_contig] 1000
number of contigs [n_contigs] 437412
number of contigs per Mb [contigs per Mb] 128,3
number of scaffolds [n_scaffolds] 34724
total contig length [contig_length] 1952556261
total scaffold length, with gaps [scaff length gap] 3409397972
N50 contig size in kb [N50 contig] 7,5
N50 scaffold size in kb [N50 scaffold] 265
N50 scaffold size in kb, with gaps [N50 scaff gap] 430
number of scaffolds per Mb [scaff per Mb] 10,18
median size of gaps in scaffolds [median_gap] 3560
median dev of gaps in scaffolds [median gap dev] 2113
% of bases in captured gaps [frac_captured gaps] 43,56
% of bases in negative gaps (after 5 devs) [frac_negative gaps] 1,01
%% of ambiguous bases [amb_base frac] 122,82
ambiguities per 10,000 bases [ambiguity frac] 14,94
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15. mell¢klet. UCSC genom bongészében a Table browse alkalmazasban a szarvasmarha

referencia gének genomi koordinatainak lekérése.

Select Fields from bosTau7.refGene

bin
name Name of gene (usually transcript_id from GTF)
¥ |chrom Reference sequence chromosome or scaffold
¥l |strand + or - for strand
v [txStart Transcription start position (or end position for minus strand item)
7| txEnd Transcription end position (or start position for minus strand item)
cdsStart Coding region start (or end position for minus strand item)
cdsEnd Coding region end (or start position for minus strand item)

exonCount |Number of exons

exonStarts |Exon start positions {(or end positions for minus strand item)
exonEnds |Exon end positions (or start positions for minus strand item)
score score

7/ name2 Alternate name (e.g. gene_id from GTF)

cdsStartStat enum('none’ 'unk’ 'incmpl’,'cmpl’)

cdsEndStat |enum('none’,'unk’,'incmpl’,'cmpl’)

exonFrames|Exon frame {0,1,2}, or -1 if no frame for exon

|getoutpul||cancel||checkaﬂ “ deara”|

16. melléklet. UCSC genom bongészd a Table browse alkalmazasbol lekért szarvasmarha

referencia gének genomi koordinatai (részlet).
#chrom strand txStart txEnd  names2

chrils - 451151 521967 MREI11
chrls + 537280 549085 ANKRD49
chrils - 583547 687488 AASDHPPT
chrls + 784247 794656 MSANTDS
chrls - Savals 1259272 GRIA4
chrils + 2088742 2188214 CASP4
chris + 3216472 3461774 PDGFD
chrils - 3315564 3317635 DDI1
chris + 4471133 4499828 DCUN1DS
chrils + 4611282 4621971 MMP13
chrls + 4699014 4789377 MMPL1Z
chrils + 4719648 4726226 MMP3
chrils + 4752892 4784225 MMP1
chrls + 4578392 48392182 MMP27
chrils + 5@52836 5189875 MMP2@
chris + 5163173 5173344 MMPT
chrls - 5391794 5422552 BIRC3
chris - 3679737 5789020 CFAF3@e
chrils + 5857874 6818302 TRPCE
chrls + 0481922 6518238 PGR

chrlS - ?22?5]3 7386604 CNTNS
! ! ! !
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17. mell¢klet. Szarvasmarha referencia genom atalakitasa.

Bos taurus Cervus elaphus
kr kezdet vég irany :;I(;l:rc;g: LG rﬂgzrggtr marker vég
50135672 | 105214781 | - hasadds, INRA11 | OaRMAF109
transzlokécid 19
1| 105214782 | 158972876 | - hasads, | CSSM19 C276
transzlokécid
1 59135671 + hasadas 31 BM6438 RM95
2 1 93808892 + hasadas 33 INRA40 INHBB
93808893 | 137479425 - hasadas 8 ALPL TGLA226
5 1 70564518 + hasadas 3 ILSTS42 OaMAF23
70564519 | 121584146 - hasadas 22 TEXAN15 ACO2
6 63599871 | 119927886 - hasadas 6 PDGRFRA PDE6B
1 63599870 + hasadas 17 ILSTS93 SPP1
8 1 64530926 + hasadas 29 UWCA47 CM100
64530927 | 114055384 - hasadas 16 LPL ORM1
9 1 64019783 + hasadas 28 ETH225 OaRCP021
64019784 | 106206484 + hasadas 26 CM102 SOD2
10 1| 104654538 - fordulas 12 BM3033 BMS2614
11 1| 107582167 - fordulas 11 SLC8A1l ASS
17 1 75367154 - Robertsonialis 5 FGG TGLA322
19 1 64325510 + transzlokacid CM332 P4HB
28 1 46481278 + Robertsonialis 15 RT5 IRBP
26 1 51889111 + fazid ABS12 CYP17
29 1 51869468 - fordulas 2 TGLAS86 KRN1
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18. melléklet. MMSc-k RGSc-k, IRGSc-k és GFSc-k illesztése Btau_5.0.1 genomra BWA
programmal szkript.

$#!/bin/sh

# szkript: bwa_cesc_vs bt501 parameter.sh: Szarvas_scaffoldokat illeszt \

$ az ortoldg gimszarvas géntérkép szerint atalakitott szarvasmarha hard \

# maszkolt kromoszdémakra (1-33, x, v)

# bed fajlokat hoz létre

fparameters: -t INT Number of threads

# -a output all found alignments for single-end or unpaired paired-end \

# reads. These alignments will be flagged as secondary alignments.

#-0 INT Gap open penalty

#-1 INT Clipping penalty

# -E Gap extension penalty. & gap of length k costs © + k*E (i1.e. -0 is for
# opening a zero-length gap).

#futtatas:

#nohup ./data/szarvas/BN/Nora mapp/Nora scaffolds/out/\
#bwa cesc vs bt501 parameter.sh > logs/bwa parameter.log 2\
# > logs/bwa_parameter.err &

tkonyvtarak utvonalakkal:
dirl="/data/szarvas/BN/Nora mapp/Nora scaffolds/out/"
dir2="/data/szarvas/BN/Nora mapp/BosTau 501 db bwa index/chr_ index"
dir3="/data/szarvas/BN/Nora mapp/Nora scaffolds/out/query"

cd $dirl #belép a dirl kényvtarba

# szarvasmarha chr-k,DE gimszarvas géntérkép szerint széttort/illesziett)
$# és ortoldg gim chr szammal

for i in =eqg 1 33 x y ; do

echo "processing chrsi at “date™™

4 indexelt szarvasmarha chr-re illeszti a gimszarvas scaffoldokat

bwa mem -t &€ —-a -0 20,20 -L 100,100 $dirx2/chrs{i}.fasta $dir3/chrs{i}.fa \

> chrs{i}.sam

4 sam fajlok sorba rendezése
samtools view -bs chrS{i}.sam | samtools sort - chrs{i} sorted

# bam fajlok indexelése,
samtools index chrS${i} sorted.bam chr${i} sorted.bai

# 12 oszlopos bed fajlok létrehozasa a bam fajlokbdl
bedtools bamtobed -i chr${i} sorted.bam =-bedlZ >chrs{i}.bed

done
exit

Magyarazat: A szinkod a bash program nyelv szerinti. A #-el jel6lt, zold szinii komment
szekciok nem futnak le, viszont magyarazzak az egyes kod részeket.
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19. melléklet. MMSc-k RGSc-k, IRGSc-k és GFSc-k illesztése Btau 5.0.1 genomra
MUMmer programmal szkript.

#!/bin/sh

# szkript: run mummer m bt501 vs ce scaff.sh: Szarvas scaffoldokat illeszt)
# az ortolog gimszarvas géntérkép szerint atalakitott szarvasmarha®

# hard maszkolt kromoszdémékra (1-33, x, V)

# coords fajlokat hoz létre

#Parameters:

#——mum Use anchor matches that are unigque in both the reference and query
#-c int Minimum cluster length (default €5)

#-—coords rutomatically generate the <prefix>.coords file using the \
#'show-coords' program with the -r option

#futtatéas:
#nohup ./run mummer m bt301 vs ce scaff.sh \
#> logs/mummer bt501 vs ce scaff.log 2> \

#logs/mummer_bESO1_v5_cg_scaff.err &

#Munka konyvtar dtvonallal
base="/home/norah007/mummer bt ce’

cd $base

4 szarvasmarha chr-k,DE gimszarvas géntérkép szerint széttdrt/illesztett é&s\
# ortoldg gim chr szémmal

for i in 1 33 x y ; do

echo "processing chr$i at “date™™

4 Illesztés, coords fajlok létrehozésa

nucmer -p chrs{i} =--mum =--coords -c 100 S{base}/subject/chrs{i}.fasta \

S{base}/query/chrs{i}.fa

#konyvtar létrehozédsa a pdf fajloknak
mkdir pdf chrs{i}

#pdf késziil az illesztésrsl
mapview --format pdf --mag 2.0 -I -Ir chrs{i}.coords

#pdf f&jlok athelyezése a kdnyvtarba
mv *.pdf pdf chrs{i}

done
exit
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20/a. melléklet. BWA illesztéseket feldolgozo szkript.

#!/bin/bash

# futtatas ./bwa_bed feldolg.sh

# soronként szedi ki a kromoszdma neveket (chrl-tol chry-ig) a bwa list.txt\
# fajlbol, es behelyetesiti az Sline valtozdba

i=0
while read line

do

echo $line

#a bwa illesztés eredményeként kapott 12 oszlopbol 6, tabuliatorrall

# elvalasztott oszlopot készit : 6 oszlop $l=chr(szam) $2=start pozicid bp\
# S3=stop pozicid bp $4=scaffold azonositd 55=. Sé=orientacio (+/-)
awk '{print $1"\t"S2"\t"$3"\t"S4"\t"".""\t"$6}' $line.bed |sed '/"$/d'\

> $line .bed

#5 line bed f&jlok &talakitédsa, minusz (reverz) helyzetid scaffoldok \

# jelglése, 100 millié bp-os régidban osszevonja az azonos scaffoldokat
awk '{print S4"A\L"S2"A\L"S3MAEL""."U\L"S6}" $line .bed \

lawk '{if (§5=="-") {print $1" minus""\t"$2"\t"$3"\t"$4"\t"5$5} \

else {print $1!I\tll$2ll\tll$3ll\tll$4ll\tll$5}}I \

| bedtools merge -i stdin -d 100000000 > $line.bwa sorted.bed

rm -rf $line_.bed

=5 (($i+1));

done <bwa list.txt

157



20/b. melléklet. MUMmer illesztéseket feldolgozo szkript.
#!/bin/bash
# futtatas ./mummer coords feldolg.sh
4 soronként szedi ki a kromoszdma neveket (chrl-tol chry-ig) a\
# coords list.txt fajlbol, é&s behelyetesiti az $line valtozdba
i=0
while read line

do

echo $line

#a mummer nucmer illesztés eredményeként kapott coords fajlokbol 6,1\
4 tabulitorral elvalasztott oszlopot készit 6 oszlop S$l=chr(szam)\

# $2=start pozicid bp $3=stop pozicié bp $4=scaffold azonositd 55=.
# Sé=orientacio(+/-)
grep -vw "Q" $line.coords | grep -vw "home" | grep -vw "NUCMER" \
| grep -vw "=" | grep -vw "[51]"|sed '/~3/d' \
| awk '{print S12"\t"SI"\t"$2"\t"S13"\t"".""\t"$4"\t"$5}" \
| awk '{if ($6 < $7) { print $I1"\£"S2"\£"$3"\L"S4U\EL"SSU\E ) \
else {print S1"\t"$2"\t"$3"\t"$4"\t"$5"\t""-"}}' > $line.bed

#5line.bed f&jlok Atalakitasa, minusz(reverz) helyzetd scaffoldok \

4 jelolése, 100 millid bp-os régidban dsszevonja az azonos scaffoldokat
awk '{print S4"\L"S2"\L"S3"Nt"".""\t"56}"' $Sline.bed \

lawk '{if ($5=="-") {print $1" minus""\t"S2"\t"$3"\t"54"\t"$5} \

else {print $1"\t"$2"\t"$3"\t"S4"\t"$5}}' \

| bedtools merge -i stdin -d 100000000 > $line.mum sorted.bed

rm -rf $line.bed
i=$(($i+1));

done <coords list.txt
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20/c. melléklet. BWA és MUMmer illesztéseket kezeld szkriptek eredményfajljait feldolgozo

szkript.
4! /bin/bash

# futtatas ./bwa_mummer ossz feldolg.sh

# soronként szedi ki a kromoszdma neveket (chrl-tol chry-ig) a bed list.txt)

# fajlbol, es behelyetesiti az Sline valtozdba
i=0

while read line

do

echo $line

Rz azonos azonositdju scaffold illeszkedd HSP-kbdl a leghosszabbath
valasztja ki, és a szarvasmarhara illeszkedd rész kozepérteket veszi\
bp-ban megadva. E szerint rendezi sorba a scaffoldokat \

az orientaciodt (+/-) is figyelembe wvéve. Végiil a scaffoldokat\
kromoszdmaba fiizd szkriptnek készit megfeleld formatumd bemeneti fajlt.
cat $line.bwa sorted.bed $line.mum sorted.bed \

lawk '{print $2"\t"$3"\t"$3-32"\t"$1}' |sed 's/ minus/\tminus/g"' \

|sort -k4,4 -k3,3nr |sort -u -k4,4 --merge \

|lawk -v OFS="‘t" '{if ($5=="minus") {print $1,52,53,54,"-", ($2-51)%2+51}\
else {print $1,52,53,54,"+", (52-51)%2+51}}" \

|sort -nké,6| awk -v chr=$§line -v OFS="|" '{print S54,chr,S55}' >$line.txt

= M= e e W e

i=5(($i+1));

done <bed list.txt
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21/a. melléklet. Scaffold 6sszefliz6 szkript.

#!/bin/bash
file="chrl.txt"
wdir="/molbio/projects/MBK/szarvas/chromosomes/seqs2"”
scaf dir="/molbio/blastdb/MBK/szarvas"
declare —-a myarray
i=0
while IFS=5'\n' read -r line data; de

myarray[il="${line data}"

((++1))

done < $file

for gen in S{myarray[@]}
do

IFS='|"' read —-a array "S{gen}"
echo S{array[0]}

mkdir -p S{array[1l]1}

if [ "s{array[2]}" = "+" ]1; then
echo "+"
fastacmd -d ${scaf dir}/Ce ALLPATHS-scaffolds -s S{array[0]]\
|sed 's/ No definition line found//g' | sed 's/1cl|//g' \
> S{wdir}/s{array[1l]}/S{array[0]}.fasta

else
echo "-"
fastacmd -d ${scaf dir}/Ce ALLPATHS-scaffolds -s S{array[0]} \
-32 |sed 's/ No definition line found//g' | sed 's/lcll//g'\
> S{wdir}/s{array[1l]}/S{array[0]}.fasta

fi

ed S{wdir}/S{array[1]}
cat S{array([0]}.fasta »>» chrl.dfa

cd ..
done
Magyarazat: A bash szkript chrl.txt-ben leirt sorrendben és orientacioban veszi ki a

scaffoldokat az Ce-ALLPATHS-scaffolds BLAST konyvtarbol és fiizi ossze 6ket az 1.
gimszarvas kromoszomaba.
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21/b. melléklet. Kromoszoma és genom készités.

# kitdrlsm az &sszes scaffold fastajat
rm —rf *.fasta

# a fasta > fejl ke 100 N\
thelyette >chrl-t ke
sed -1 "s/"»_ %S/ for 1 .100}; do echo -n N; done’/g" chrl.dfa

4 dtformazom a chrl.dfa-t chrl.fasta f&jlla a seqgret paranccsal
segret chrl.dfa chrl.fasta

# megismétlem a fenti lépéseket chrl-tol chry-ig

# Osszeflizom az Osszes gimszarvas kromoszdmat egy Ce pseudogenome.fasta fajla

cat chrl.fasta chr2.fasta chr3.fasta chr4.fasta chr5.fasta chré.fasta chr7.fasta\
chrf.fasta chr9.fasta chrl0.fasta chrll.fasta chrl2.fasta chrl3.fasta\
chrld.fasta chrlS.fasta chrlé6.fasta chrl7.fasta chrlf.fasta chrl9.fasta\
chr20.fasta chr2l.fasta chr22.fasta chr22.fasta chr24.fasta chr2s5.fasta\
chr2é.fasta chr27.fasta chr28.fasta chr29.fasta chr30.fasta chr3l.fasta\
chr32.fasta chr33.fasta chrX.fasta chrY.fasta> Ce pseudogenome.fasta

22. melléklet. A gimszarvas transzfer, mikro és riboszomalis RNS és repetitiv genomi

szekvencidk annotalasa

Repetitiv szekvencia és t-, mi-, rRNS annotacié

DNS szekvencia Program Adatbazis

repetitiv szekvenciak RepeatMasker belsd: artiodactyl

transzfer RNS tRNAscan-SE belsé: eukaryotic

mikro RNS BLASTN miRBase: mammals

riboszémalis RNS (LSU, BLASTN SILVA123 arkdb

SSu) RepeatMasker | belsé: artiodactyl

riboszomalis RNS (55) Barrnap belsd: eukaryotic
RepeatMasker | belsé: artiodactyl
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23. melléklet. A gimszarvas fehérje kodolo gének annotacidja MAKER programmal

(Cantarel és mtsai., 2008, 2. abraja alapjan).

Input
Gimszarvas Genom Szekvencia

Program: RepeatMasker — Repetitiv szekvencia
konyvtar

(Ab-initio gén predikcié) Program: BLAST (Bizonyiték alapu illesztés)
Program: SNAP

Program: Augustus Fehérjék|Ember, EST-k,
SzarvasmarhacDNS-k
Juh mRNS-k
Szikaszarvas

Sziirés/Klaszterezés

Tisztitas: Exonerate

Sziirés/Klaszterezés

Szintézise— »SNAP

Augustus

Annotacio
Output: CerElal.gff3; CerElal.fasta

Magyarazat: Szinkod: Kékkel jeldltem a bemeneti szekvencidkat, Sziirkével a

munkafazisokat, feketével a szamitogépes programok nevét és pirossal a kimeneti fajlokat.
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24. melléklet. Gimszarvas heterozigocitas (SNV, INDEL) vizsgalat folyamatabraja.

Readek illesztése SNP keresése VCF fajlok
(BWA-MEM) a (SAMtools generalasa
CerElal.0-ra mpileup) (BCFtools)

Aminosav Sziirés Phred Sziirés
pontsziamra (30<) lefedettségre

variansok
annotalasa

[ cfutils.pl
(ANNOVAR) (Filter.pl) (vcfutils.pl)

Genetikai

variansok

annotalasa
(table_annovar.pl)

163



“YeUUBA YRIOUDANIZS AIJIIOAQI B [N[BBI] “ISO NUIZS P[OZ [Ne P[OIJeos Y NI[Q[d! Jexjouonul
Ze YeSI[RIUOZLIOY B ‘OUOXJ ZB JOX0q SI[BYIIdA B Yn(e1oudaazs S © [essoaid 08070310 [9s-GNYW eylewsertezs yiAjlaw Aboy

‘efeinw [9ss9z[ol o] ynyee ‘JexndesynAueat ze syefjeynw ye[idu oajoof reddere[39) p1oz jouos searezswis e uod9zoy [osSOUIAI

[RaEA] QEEEE LY |
[ L) (MR

wWezs BWOZSOWON B [N[o] "U9q0zs93uoq wouad [gON Ze 9319[zs1 so-dqy[ (S BWOZSOWOLY | SeAIRZSWIS Y :JeZBIBASEIN

asycenavedey Ag POTITAUSPT e3wadsyl

spTs3zEss
H va43smam0
H 2a00-uHyw
1 2ice0008 snudoi=
TE8SLTHHO H
Zduadau-uhau H
BLe6000d sdopsD [l
H{ TTi28mino
H{ 2800-unaw
B cseco000 snydoa)

TSSLLEAMD Y

TIdS-HHaw | ENISIHG-dNEw
1 z8c60p0d snydoza 8.86000@ snydo=a | 12860000 snydozo [
B Tapzeriio TTB22TM0 | BH T963213M0 HH T28881IHD
BB TAHEL -t HSduai-tNa | BH £TH6E075-thaw HH €Nt
B vscepaad snydojeg 18e6800d snydoR) | B s:c6000d snydopRg B s:eceeed snydo@g
TOLZLTHMO HBH H#H Tes82TIMD TOETETING ] T9262 M0 HH-HiHE TSETETIMO HH TIB6LTMO i
ZHILH-HNA" B HH ESnaN-urw 10213343 09U [ 10ar3= 32 df- U Z424-UNY HH 2duaIu-uNge [
S8E60008 sMydo=D B 99£6000d snydof=) 28860000 snydoR) S 445600007 s0ydoR) IR PAE6000F ShudoR) I 69£6000d ShudoR) IR
HHIH T1eastro [ 15180 —H-HIH QEEERSILY H rresLmAM0 W Tseasam0
A learyodiy-unaw T47139-6HAY —H—HHE SOUSH-UNA [ T O e2132330dfy-HNEw el 1P213243¢
] 58268009 snudo=0 I £8e6000d snidoi) NN 95560009 snudo=0 [ T I 92£60000 snydofR KT 89660005,
x o Esus9 I=EoN|
a6 3 osezel 3 eos ie| N 05326 4 00826 N ez el Hoeszs| T H ees 6| o356 ™ oo 26|
< 4 @ ~pei £ - sooL M IEEw® B~ Pud | « T'800800KO =2

1408l

SPEapss | META ST O U

ozl ol L

VISVd uegusg
1"800800WO Hueguso

22uanbas unbjoys awouab sjoym ‘| awosowolyd ueliebunH ajejosi snydejaddiy snydeja snalan

"u2q0zs93uQq woudd [FON Ze ]z sO-dqd 00§ BWOZSOWION | SBAIRZSWIS Y JOP[Q[[W ‘6T

164



26. melléklet. A RepeatMasker program tablazatos formatumu eredmény fajlja.

file name: CerElal.0.fasta

sequences: 35

total length: 3385636737 bp (1928192114 bp excl N/X-runs)
GC level: 41,51 %

bases masked: 769492957 bp (22,73 %)

number of length percentage
elements* occupied of sequence

SINEs: 1443280 209069252 bp 6,18 %
Alu/B1l 0 0 bp 0 %
MIRs 348401 49923175 bp 1,47 %
LINEs: 1039158 393951179 bp 11,64 %
LINE1 520359 231587901 bp 6,84 %
LINE2 227931 56065241 bp 1,66 %
L3/CR1 30317 6214363 bp 0,18 %
RTE 259649 99947899 bhp 2,95 %
LTR elements: 300340 96940119 bp 2,86 %
ERVL 66416 24866835 bp 0,73 %
ERVL-MaLRs 107869 34041529 bp 1,01 %
ERV _classl 77337 31321116 bp 0,93 %
ERV_classl| 33875 3264732 bp 0,1 %
DNA elements: 250418 49072131 bp 1,45 %
hAT-Charlie 141928 26225569 bp 0,77 %
TcMar-Tigger 38629 10057487 bp 0,3 %
Unclassified: 4585 769585 bp 0,02 %
Total
interspersed 749802266 bp 22,15 %
repeats:
Small RNA: 216401 35304753 bp 1,04 %
Satellites: 2624 699977 bp 0,02 %
Simple repeats: 377096 15587604 bp 0,46 %
Low complexity: 62511 2988665 bp 0,09 %

Magyarazat: Megadja a referencia genomban talalhatd repetitiv elemek fajtajat, pontos
hosszlisagat és szazalékos aranyat. Retrotranszpozonok: SINE (short interspersed nuclear
elements, rovid megszakitott nuklearis elemek), LINE (long interspersed nuclear elements,
hossz(i megszakitott nuklearis elemek), LTR (long terminal repeat, hosszu ismétlédé

szekvencia).
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27. melléklet A gimszarvas és a Szarvasmarha genomalis szegmensek Osszevetése

55

Mbp

50 -
y=1,25x
()
45
40 -
35 S

30 1

25 A

C. elaphus
(@]

20

15 4

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Mbp
B. taurus

Magyarazat: A CerElal.0 térképpontok altal meghatarozott genomi Szegmenseit
Osszehasonlitottam a Btau_5.0.1. ortolog szegmenseivel. Megjegyzés: (i) A kordk jelzik
azokat a tavolsagokat, ahol térképpont tavolsagok 1,25-szer hosszabbak a CerElal.0-ban, mint
a Btau_5.0.1-ban. A korok teszik ki a jelzések nagy részét, vagyis ez a hosszkiilonbség
altalanosan érvényes a két genomra nézve. (ii) Négyzetekkel jeloltem a gimszarvas és
szarvasmarha 11 kromoszoma ortolog szegmensei kozotti hosszasagi eltérést, amely 2,2-szer

nagyobb értéket mutatott a Cell-ben, mint a Bt11-ben.

166



28. melléklet. Az 5. gimszarvas kromoszomara felillesztett Johnston SNP markerek.

10 Cervus elaphus chr5

= Q SNP marker [cM])
= o SHPF marker [ch)
& Barsilt SN P marker [(Mb)

Centromeron

Becsilt SMP marker tivolsdg (Mbp)
Genetikai terkép tavalsag (M)

CerElal QiMbp)

Magyarazat: X tengely: Az angol-ujzélandi SNP géntérképi marker pontok lokalizacidja a
CerElal.0-ban az 5. kromoszéman Mbp-ban megadva. y1 tengely, Az angol-jzélandi SNP
markerek géntérképe cM-ban meghatarozott géntérképi tavolsag skalan. Rozsaszin korok az
iinékre, a kék gyémant a gimszarvas bikakra vonatkozik. y2 tengely: A angol-tjzélandi SNP

markerek Mbp-ra atszamitott tivolsag értékei (vorosesbarna négyzetek).
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