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Osszefoglalas

Vilagszerte egyre nagyobb igény mutatkozik a hazidllatok, koztiik a kutydk genetikai informdcié alapjan torténd
egyedi azonositdsara, illetve szdrmazdsuk meghatarozdsara. Egy gyors, pontos és koltséghatékony moédszerrel, a
WILMS-TF (tumor faktor) génben lokalizdl6dé hiperpolimorf mikroszatellita marker hasznalhatésagat vizsgaltuk, 52
kiilonb6z6- illetve 48 labrador retriever fajtaja kutydbol 4ll6 populdcidkban. A vér- ill. nydlmintdk DNS-tartalméanak
kinyerése utdin a WILMS lokuszt monoplex PCR reakcidval felsokszoroztuk. A PCR fragmensek kapilldris
elektroforézissel torténd elvédlasztasat és detektdlasat ABI Prism® 310 genetikai analizatorral a GeneScan® 3.1.2
szoftver (Applied Biosystems) segitségével végeztikk. Genotipizdlashoz a szekvendldssal hitelesitett allélokbol
eldallitott alléllétrat és a Genotyper® 2.5.2 szoftvert (Applied Biosystems) haszndltunk. Az allélok elnevezésénél a
nemzetkozi gyakorlathoz igazodva az ismétlodé egységek szamdt vettikk alapul. Két esettanulmanyban ill.
populdcidstatisztikai analizissel igazoltuk a hiperpolimorf WILMS mikroszatellita marker alkalmazhatésagat
fajtatiszta egyedek szarmazas-ellendrzésénél, azonban a megbizhaté egyedi azonositdshoz tobb genetikai marker
vizsgdlata is sziikséges.

Kulesszavak: kutya (Canis familiaris), egyedazonositds, szdirmazdsellendrzés, mikroszatellita marker, Wilms lokusz

Individual identification and parentage control using a hyperpolymorphic microsatellite
marker in dog

Abstract

Demand of the quick, correct and cost effective genetic based individual identification and parentage control is having
increased importance in domestic animals, like dogs as well. In our study the applicability of a hyperpolymorphic
microsatellite marker — which localized in the WILMS-TF (tumor factor) gene — in mixed (n=52) and purebred
Labrador Retriever (n=48) canine populations was examined. Blood and buccal swabs were taken and the WILMS
locus was amplified with monoplex PCR reaction following organic DNA extraction. The amplified fragments were
separated and detected with capillary electrophoresis on ABI Prism® 310 Genetic Analyzer using GeneScan® 3.1.2
(Applied Biosystems) software. Allelic ladder — constructed from sequence verified fragments — and Genotyper®
2.5.2 software (Applied Biosystems) were applied for genotyping. The nomenclature for allele calling based on
repetition structures is suitable for international comparisons. Our two casework studies and population-statistical
analysis also justified the potential use and efficiency of hyperpolymorphic WILMS microsatellite marker in
parentage control, however the requirement of extended set of loci in highly inbred canine population is still exist.

Keywords: dog (Canis familiaris), individual identification, parentage control, microsatellite marker, Wilms locus
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Bevezetés

Az él6lények egyedi azonositdsdhoz azon tulajdonsidgaik vizsgédlatara van sziikség, melyek az egyed
fiziol6gids allapotatol és életkoratdl fiiggetlenek, nem valtoznak meg, ugyanakkor megfelel6 mértékben
polimorfak ahhoz, hogy az egyedek kozott kiilonbséget lehessen tenni. Az egyedszintli azonositdshoz
felhaszndlt genetikai markerek esetén rendkiviil Iényeges tényezd a polimorfizmus foka (alléltipusok szdma,
eléforduldsuk gyakorisdga).

A szdrmazas ellenérzésének igénye a sziil6(k) pontos ismeretének hidnydban meriilhet fel. Tobb
lehetséges apa esetén illetve mesterséges termékenyitésnél — pl. fajtagydztes kutydk lefagyasztott
spermdjabol — a kolykok egyedi szdrmazdsdnak biztos meghatdrozdsa csak a genetikai profilok segitségével

igazolhato.

Anyag és médszer

A fajtapopulécids vizsgdlatokhoz 48 db genetikailag kozeli rokonsagban nem 1évo labrador retriever
egyedtdl biztositott szor- ill. nydlminta szolgélt, mig a vegyespopuldcids vizsgalatokhoz 52 kiilonboz6 fajta
kipreparalt DNS mintdjat hasznaltuk. A DNS feltardsat proteolitikus sejtlizis, szerves extrakcid és
ultrasziirés-koncentralds (Microcon-100, Amicon, Millipore) segitségével végeztiikk (Comey és mtsai, 1994).

A WILMS mikroszatellitit PCR eljardssal monoplex formdban sokszorositottuk fel, majd a kapott
fragmenseket kapilldris elektroforézissel ABI Prism® 310 genetikai analizatoron elvélasztottuk, a NED
elnevezésti fluoroférral jelolt primer lézergerjesztett detektdldsat GeneScan® 3.1.2 szoftver (Applied
Biosystems) hasznalatdval végeztiik.

A potencidlis allélként felsokszorozott termékeket méretiik alapjdn csoportositottuk, majd ezekbdl a
csoportokbdl egy ill. tobb allél bazissorrend meghatdrozasara keriilt sor. A szekvencia vizsgalatokkal igazolt,
ismert méreti allélok Osszekeverésével alléllétrat allitottunk el6. Az ismétlddé egységek szamén alapuld
allélnevezéktant a nemzetkozi 6sszehasonlitasra is alkalmas mdédon alakitottuk ki (Eichmann és mtsai, 2004).
Az allélok tipusdnak félautomata meghatdrozasa — genotipizalas — Genotyper® 2.5.2 szoftverrel (Applied
Biosystems) tortént.

A lokuszon megfigyelhetd allélgyakorisdgok ismeretében kiszdmitottuk a vart- és megfigyelt
heterozigozitast (Hexp) €s Hops), a kizdrdsi- és megkiilonboztetd erét (PD és PE), a polimorfizmus

inform4cid tartalom értéket (PIC), valamint becsiiltiik a beltenyésztettséget (F).
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Labrador retriever, valamint cane corso fajtatenyésztok megkeresésére a fenti mddszert alkalmazva
megallapitottuk a lehetséges nemzd kanokat - mindkét esetben az anya, a két lehetséges kan valamint két
kolyok szdjnydlkahdrtya-torletébdl tisztitott DN'S mintabdl.

Eredmények és értékelés

A Wilms lokusz polimorfizmus vizsgdlata

Az allélhosszisdgok alapjan torténd csoportositdssal potencidlis alléltartomdnyokat kaptunk,
melyekbdl kivélasztottuk az alléllétrat alkoto fragmenseket és ezek méretét szekvencia analizissel igazoltuk.
A populdciés mintdk genotipusdnak pontos megéllapitdsat az alléllétra segitségével végeztiik, melynek sordn
a Wilms lokuszon a vegyes populdciéban 19, a labrador retriever fajtapopuldciéban 10 alléltipust figyeltiink

meg.

Populdciostatisztikai elemzések

A Wilms lokuszon megfigyelt fragmens-tipusokbdl az elvégzett szekvencia analizisek sordn 19
allélvaridans volt kimutathat6. A megfigyelt allélgyakorisagi értékek tartomdnya a vegyes populdcidban
0,96% és 18,27% (1. dbra), a labrador retriever populdcioban 1,04% és 30,21%, kozott véaltozott. Mindkét
csoportban leggyakrabban a 14-es allél el6forduldsat figyeltiik meg.

A vegves populicio allélgvakorisaga a Wilms lokuszon
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1. dbra: A vegyes populacioban megfigyelt allélgyakorisag

Figure 1. Observed allelefrequency in mixed population
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A vegyes- 1ill. a labrador retriever populdciéra vonatkozé heterozigozitdsi, kizardsi- €s
megkiilonboztetd erd értékeket, valamint a beltenyésztettségi koefficiens értékét a fajtapopuldcidban az 1.

tabldzatban tuntettuk fel.

1. tdbldzat: A vegyes és fajtapopulacio f6bb populacio genetikai adatai

Vegyes populacio(1) | Labrador r. populacio(2)
Hexp) = 0,915 Hexp) = 0,802
Hobs) = 0,769 Hobs) = 0,646
PE = 0,812 PE = 0,604
PD = 0,968 PD=0,914
PIC = 0,899 PIC = 0,766
F=0,195

Table 1. Main population statistic data of mixed and Labrador retriever population
Mixed population(1), Labrador r. population(2)

Esettanulmdnyok
A két — cane corso és labrador retriever (2. dbra) — szdrmazdsvizsgalat sordn 5-5 egyed Wilms
lokuszon lokalizdl6dé alléljait hatdroztuk meg. A vizsgdlatok eredménye alapjan mindkét esetben

egyértelmiien kizarhat6 volt az egyik kan bioldgiai apasdga.
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2. dbra: Alomellendrzoé vizsgalat labrador retriever allomanyban
Fontrdl lefelé: Wilms alléllétra, anya, két lehetséges nemzd kan, két kolyok

Figure 2. Parentage control in Labrador retriever stock
From above: Wilms allelic ladder, mother, two possible males, two puppies
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Kovetkeztetés és javaslatok

A Wilms marker jellemzése

Az altalunk alkalmazott polimorf STR marker jol definidltnak, egyértelmiien meghatdrozhaténak
bizonyult, valamint megfelelden magas fokud polimorfizmussal rendelkezik. Technikai szempontbdl
megfelelden érzékeny — szdrszdlak gyokérhiivelyi sejtjeinek sikeres genotipizdldsa —, és az esettanulmanyok

kapcsan is bizonyitotta gyakorlati alkalmazhatdsagat.

Populdciostatisztikai elemzések

A vegyes populdcidban megfigyelt 19 allél, ill. a labrador retriever populdciéban megfigyelt 10 allél
jO1 0sszemérhetd a kiilfoldi eredményekkel (Eichmann és mtsai, 2005), ahol 131 véletlenszerlien kivdlasztott
kutyédban, 24 alléltipust kozoltek. Nekiink ezek koziil 6sszesen 18-at sikeriilt kimutatnunk, valamint a 9-es
allélt, amely a hivatkozott munkdban nem szerepel.

A labrador csoporton beliill megfigyelt 0,646-os heterozigozitasi érték Osszehasonlitva mads
magyarorszagi kutyapopulaciokban kapott egyéb polimorf lokuszok értékeivel — Hons=0,177-0,878 (Pddar,
2006) — megfelelden magasnak bizonyult. A vegyes- €s a fajtacsoport heterozigozitdsi értékeinek eltérései (/.
tdablazar) 0sszefiiggésben lehetnek a vizsgalatba vont fajta- és egyedszamok kiillonbozdségével, valamint a
beltenyésztettség mértékével. A vart és megfigyelt heterozigozitds kozott észlelt szignifikdns kiilonbség a
genetikai egyensuly hidnydra utal mindkét populdcidban.

A két kutyapopuldcidban kapott PE-, PD-értékek az azonos elvii humén igazsagiigyi értékeléshez
viszonyitva kell0képpen magasak. A genetikai diverzitds jellemzésére szolgdlé polimorfizmus informécid
tartalom értéke alapjan a Wilms lokusz hazai (PIC=0,548-0,875) és kiilfoldi (PIC=0,889) eredményekkel
(Eichmann és mtasi, 2004, Padar, 2006) val6 6sszehasonlitdsaban is igen polimorfnak (PIC=0,899) mondhat6
a vegyes populdcioban. Ez feltehetden szerkezetbeli Osszetettségének és nagyszdmu — 19-bdl 9 — intermedier
alléljanak valamint azok viszonylagosan egyenletes eloszldsanak is koszonhetd.

Az irdnyitott és Kkorldtozott szaporitds a megnovekedett homozigéta ardnnyal rendelkezd
beltenyésztettség kialakuldsat segiti eld. A vizsgalt labrador populdcidéban is igen magas beltenyésztettségi
koefficienst szdmitottunk (F=0,195) mds hazai kutyapopulaciok értékeihez képest (Zenke és mtsai, 2006).
Ennek okaként az dllomany valds beltenyészettsége mellett az is valdszinisithetd, hogy a rokonsagi
kapcsolatokat csak a sziilé-utéd, illetve testvérek szintjén zartuk ki, de a pontos torzskonyvi adatok

hidnyédban az esetleges tdvolabbi kapcsolatok nem keriilhettek kiszlirésre.
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Esettanulmdnyok
Amint azt esettanulmanyaink is mutatjdk, a Wilms mikroszatellita gyakorlati alkalmazdsaval gyors,
egyszerli és pontos mddon volt eldonthetd a kérdéses apasdg, még az er6sen beltenyésztett labrador

allomanyban is.

Osszességében a vizsgdlat bizonyitotta, hogy a Wilms mikroszatellita marker szdrmazisellenérzés
céljabol torténd felhaszndldsra jO alternativa lehet, egyedi azonositds esetén, a megbizhatobb eredmények
érdekében, kiegészitheté mas polimorf rendszerekkel (pl. PEZ6, PEZS, ZUBECA).

A vizsgdlatokat a tenyésztokkel torténd Osszehangolt munkdval lehetne az egyes fajtakorokre
kibdviteni, ily médon akar egy fajtaklub szamara hasznos informacidkat nydjthatndnk a populacié genetikai,
beltenyésztettségi allapotardl. Megfeleld adatbazis 1étrehozdasdval pontos nyilvantartdst lehetne létrehozni,
amellyel a rokonsagi kapcsolatokat az egyes almok esetében teljes mértékben bizonyitani lehetne.

Megfeleld szamud, Wilms-tumorral diagnosztizalt minta Osszegyljtése a marker és a betegség kozti
kapcsoltsagi vizsgédlatokat tenne lehetdvé (MAS — Marker Assisted Selection), mellyel egy sziirési rendszer
bevezetésére is sor keriilhetne. A vizsgélat spektrumdt szélesitve mads, a betegségben érintett hazidllatfajt

bevonasara is sor keriilhetne.
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