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52 UJ PULYKA MIKROSZATELLIT IZOLALASA ES TERKEPEZESE
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Osszefoglalé

A mikroszatellitek a genom kdédolé és nem kodolé régidjaban megtaldlhatd egyszerl, néhdny bazisparos
ismétlddésekbdl all6 szekvencidk. Nagyfokd polimorfizmusuknak koszonhetéen a legismertebb és leggyakrabban
alkalmazott genetikai markerek k6zé tartoznak, a populdciégenetika és az evoliciés genetika, valamint a géntérképezés
legfontosabb eszkozei, ezért kimutatdsuk és izoldlasuk egyre nagyobb jelentdségli. A mikroszatellitek izoldldsdhoz CA-
ismétlédésekkel dusitott pulyka genomi konyvtdrat hoztunk létre, mivel az éldvildgban a mikroszatellit tipusi
ismétlddések koziil a CA-ismétlodés a leggyakoribb. A konyvtar készitése sordn random gyijtott, Haelll és Rsal
enzimekkel emésztett pulyka DNS-ekbdl indultunk ki. A 3’végén biotinildlt CA-primerek segitségével kétszeres,
magneses izoldcién alapuld dusitdssal kiilonitettiik el az ismétlddést tartalmazé fragmenteket. Kompetens sejtekbe
torténd transzformdlds utdn, a konyvtdrat egy, az ismétlédé szekvencidra specifikus PCR-en alapulé moédszerrel
sztrtik. Minden klént két PCR-reakcidval teszteltiink, amelynek sordn az egyik reakcidban egy, a transzformald
vektorra specifkus primerparral szaporitottuk fel a klénozott fragmenteket, a mdsik reakciéban pedig, az emlitett
primerpar mellett egy ismétlédésre specifikus primert is hasznaltunk. A kisziirt 167 klénbdl szekvencia meghatarozas
alapjan 136 tartalmazott mikroszatellit ismétlodést, amelyek kozott 109 primertervezésre alkalmas, ezek kozott 59
egyedi, egymdssal nem azonos szekvenciat taldltunk. Az eredményeket génbanki adatokkal Osszevetve
megéllapitottuk, hogy az 59-bdl 7 mutat egyezést kordbban mdr leirt pulyka mikroszatellit szekvencidkkal. Elvégeztiik
az Ujonnan izolalt 52 mikroszatellit poimorfizmus vizsgdlatit a Minnesotai Egyetemrdl szdrmazé térképezési
populdcidk DNS-ein, melynek sordn eddig 11 marker térképpoziciéjat hataroztuk meg.

Kulesszavak: pulyka (Meleagris gallopavo), mikroszatellit, mikroszatellit izoldlds, genomi DNS kényvtar

52 new turkey (Meleagris Gallopavo) microsatellites: isolation and mapping

Abstract

Microsatellites are sequences present in the coding and non-coding regions of the genome, consisting of repeated units
of a few base pairs. Due to their high polymorphism level, they are one of the most popular genetic markers used in the
fields of population genetics, evolution genetics and genome mapping, thus their identification and isolation is of great
importance. We constructed a turkey genomic library enriched for CA-repeats in order to isolate microsatellites, since
CA-repeats are the most frequent repeat motifs. Randomly collected, Rsal and Haelll digested turkey genomic DNA
was used. The repeat containig fragments were isolated by a twofold enrichment procedure based on magnetic
isolation, using 3’-biotinilated primers. After transforming the fragments into competent cells, the library was screened
by a special PCR-technique, which consisted of two reactions: one using transforming vector-specific primers and
another using an additional primer besides the former ones, specific for the repeat.
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The DNA-sequence of the found 167 positive clones was determined. 136 microsatellite repeat containing sequences
were found, 59 of them were unique. Comparing these with the genomic databases, we found 7 previously annotated
microsatellite sequences. The newly isolated 52 microsatellites were tested on the mapping population of the
University of Minnesota, and until this time the map position of 11 microsatellites was determined.

Keywords: turkey (Meleagris gallopavo), microsatellite, microsatellite isolation, genomic DNA library

Irodalmi attekintés

A mikroszatellitek egyszer(i, néhany bazisparos (1-6 bp) motivumokbdl all6 ismétlddések, melyeket
egyedi, az adott mikroszatellitre jellemz06 hatarolé szekvencidk fognak kozre. Megtaldlhatéak a prokariéta és
az eukariota szervezetek genomjiban, a kédolé és nem kodold régidkban egyarant. Sokallélos rendszerek,
nagyfoki polimorfizmussal jellemezhetk, ami az ismétl6d0 motivumok valtozé hosszdbbdl és
bazisosszetételébdl adodik (Tautz és Renz, 1984, Tautz és mtsai, 1986, Litt és Luty, 1989). A legismertebb és
leggyakrabban alkalmazott molekuldris genetikai markerek kozé tartoznak. Szamos el0nyds tulajdonsdggal
jellemezhetdk, gyorsan, pontosan és konnyen kimutathatok és jol ismételhetd eredményt adnak. Mivel
napjainkra a populdcidogenetika, az evolucids genetika valamint a genetikai térképezés legfontosabb
eszkozeivé valtak, kimutatdsuk illetve izoldlasuk mind nagyobb jelentdséggel bir.

E kutatdsi projektiink kozéppontjdban a pulyka faj 4ll. Integrélt térképét (Reed és mtsai, 2007) a
kovetkezd harom korabbi kapcsoltsagi térkép egyesitésével alakitottak ki: 1) egy cDNS és RFLP alapu térkép
(Harry és mtsai, 2003, 113 marker 22 kapcsoltsdgi csoportban) 2) a roslini mikroszatellit alapd kapcsoltsagi
térkép (Burt és mtsai, 2003, 74 marker 20 kapcsoltsagi csoportban) 3) az UMN elnevezésii, minnesotai
mikroszatellit alapt kapcsoltsdgi térkép (Reed és mtsai, 2005, 314 16kusz 29 kapcsoltsagi csoportban). Ennek
az integralt térképnek és a tyuk géntérképének az Osszevetése alapjan készitették el a két faj 6sszehasonlitd

géntérképét (Reed és mtsai, 2007).

Anyag és médszer

CA-ismétlidésekre disitott genomi konyvtdr létrehozdsa
A pulyka mikroszatellit konyvtar készitése sordn random gyijtétt pulyka DNS-ekbdl indultunk ki. A
DNS mintdk Rsa I. (Fermentas) és Hae IIl. (Fermentas) enzimmel végzett restrikcios emésztése utdn a 200-

1000bp méreti fragmentek mindkét végéhez SuperSNX linkereket ligdltunk.
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A linker-ligdlt DNS 3’-végén biotinilalt, CA-ismétlédésekbdl all6 primerrel ((CA);g-biotin) hibridizaltattuk,
majd sztreptavidinnel boritott mégnesezhetd szemcse (Streptavidin MagneSphere® Paramagnetic Particles,
Promega) segitségével magneses izoldcion alapul6 dusitdst végeztiink (Glenn, T.C. és Schable, N.A, 2005).
Az igy nyert, feltételezhetéen ismétlédést tartalmazé fragmenteket pGEM-T Easy (Promega) vektorba
klénoztuk, majd XL1 Blue kompetens sejtekbe transzformaltuk. A sejteket ampicillint (150 pg/ml), IPTG-t

(20 pg/ml) valamint X-Gal-t (40 pg/ml) tartalmaz6 Luria-Bertani (LB) agarlemezeken tenyésztettiik.

A konyvtdr sziirése

A kék-fehér szelekcié alapjan pozitivnak taldlt telepeket parhuzamosan, két PCR reakcidval
vizsgéltuk. Az egyikben a transzformdlé vektorra specifikus primerpdrral ellendriztiik a transzformalds
sikerességét: 2mM MgCl,; 320nM dNTP; 1U Taq polimerdz (Roche); 200nM MI13F primer (5°
GGAAACAGCTATGACCATG 3’), 200nM M13R primer (5 GTAAAACGACGGCCAGT 3’), a masikban
az 1smétlddd szekvencia kimutatdsdra az el0bbi primerpar mellett egy az ismétlddésre specifikus primert is
haszndltunk: 2mM MgCI (Roche); 320nM dNTP (Roche); 1 U Taq polimerdaz (Roche); 200nM MI13F és
M13R primer, 240nM CA primer (5° ACACACACACACACACDN 3’); 4% DMSO. A reakciok
templatjaként mindkét esetben a transzformans telep szolgalt. A reakcidkat Applied Biosystems 9700 tipusud
késziilékben végeztiik az alabbi kondicidk mellett: 3 ciklus 95 °C 2 min., 45 °C 1 min., 72 °C 1 min. 15 s., 41
ciklus 95 °C 30 s., 45 °C 30 s., 72 °C 1 min. 15 s., valamint 72 °C 5 min. A PCR termékeket 2%-os agar6z
gélen valasztottuk el. Ha a mdsodik PCR reakcidoban egy az inszertnél kisebb méretli fragmentet (is)

detektaltunk, a klonozott fragment szekvencidjat meghataroztuk.

Szekvendlds és primertervezés

A szekvencia meghatdrozdst ABI Prism Big Dye Terminator 3.1 Ready Reaction Cycle Sequencing
kit segitségével, ABI Prism 310 Genetic Analyser automata szekvendld késziilékkel végeztiik. A kapott
szekvencidkat eldszor Osszevetettiik egymdssal, majd az egyedi szekvencidkat az adatbazisokban leirt
szekvencidkhoz hasonlitottuk (BLASTN). Az 1j, eddig mikroszatellitként nem ismert szekvencidkra

OligoExplorer program segitségével terveztiink primert.

Polimorfizmus vizsgdlat, térképbe illesztés
A PCR kondicidk optimalizdldsa utdn a markereket a Minnesotai Egyetem térképezési populédcidjanak

(University of Minnesota/Nicholas Turkey Breeding Farms, UMN/NTBF) F1 egyedein vizsgéltuk.
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A populici6 Fl1 nemzedékét egy mellhis termeld képesség tekintetében kivdld, és egy nagy
szaporodoképességii vonal keresztezésével hoztdk 1étre. Ebbdl hoztak 1étre a 207 ut6dbdl 4llé F2-t (Reed és
mtsai, 2003). A PCR reakcidkat Applied Biosystems 9700 tipusu késziilékben végeztiik az aldbbi kondicidok
mellett: 1,5 mM MgCl, (Roche) 2 mM dNTP (Roche), 0,2 U Taq polimerdz (Roche), 720 nM forvard vés
reverz primer, 2000 ng BSA, 2 ng DNS, 1 ciklus 94 °C 6 min.,10 ciklus 94 °C 30 s., 63-56 °C vagy 60-53 °C
30 s., 72 °C 45 s., 30 ciklus 94 °C 30 s., 56 °C vagy 53 °C 30 s., 72 °C 45 s., 72 °C 5 min. A mikroszatellit
alléleket 6%-os, denaturdld poliakrilamid gélen (50x38 cm, 0,4 mm vastagsdgu, a denaturdlé dgens urea)
Sequi-Gen GT Sequencing Cell-BIORAD késziilék segitségével valasztottuk szét, és eziist-festéssel tettiik
lathatova (Varga és mtsai, 1997). A mikroszatellitek térképbe illesztését Kent Reed és munkatdrsai
(Minnesotai Egyetem, University of Minnesota) végezték Locus map softver segitségével (Garbe és Da,

2003).

Eredmények és értékelés

A mikroszatelliteket dltaldban genomi konyvtarbdl izoldljak, amelyet érdemes e célra alkalmas,
valamilyen rovid ismétlodd szekvencidra feldusitani. Mivel az él6vilagban a leggyakoribb mikroszatellit
1smétlddés a CA motivum, ezért CA-ismétlddésre dusitott pulyka genomi konyvtdrat hoztunk létre. A pulyka
mikroszatellit konyvtar készitése sordn tobb forrasbol szarmazd, Haelll és Rsal enzimekkel emésztett pulyka
DNS-ekbdl indultunk ki. A 3’végén biotinildlt CA-primerek segitségével kétszeres, magneses izolacion
alapul6 dusitassal kiilonitettiik el, az ismétlodést tartalmazé fragmenteket. Kompetens sejtekbe torténd
transzformdlds utdn a konyvtérat specifikus, PCR-en alapulé mdédszerrel sziirtiik. Minden klont két PCR-
reakcidval teszteltiink, amelynek sordn az egyik reakciéban egy, a transzformdlé vektorra specifikus
primerparral szaporitottuk fel a klénozott fragmenteket, a mdsik reakcidban pedig, az emlitett primerpdr
mellett egy ismétlddésre specifikus primert is haszndltunk. Az {gy kisztirt 167 klon szekvencidjat
meghatdroztuk, amelyek koziil 167 tartalmazott CA-ismétlddést, ezek koziil 136 tartalmazott mikroszatellit
ismétlédést €s 109 volt primertervezésre alkalmas. A mikroszatellit ismétlédést tartalmazd szekvencidkat
egymadssal Osszevetve 59 egyedi, egymassal nem azonos szekvencidt taldltunk. Az eredményeket génbanki
adatokkal Osszehasonlitva megallapitottuk, hogy a 59-b6l 7 mutat egyezést kordbban mar leirt pulyka

mikroszatellit szekvenciakkal.
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Az tjonnan izoldlt 52 mikroszatellit markert az UMN/NTBF térképezési populdcié F1 egyedein vizsgaltuk,
€s az eredmények alapjan 11 mikroszatellit térképpozicidjat hatdroztuk meg. Az informativ
mikroszatelliteket és hét, a térképezési populdcidban csak egy allélvaltozattal rendelkezd mikroszatellitet

génbanki adatbazisban is leirtunk (/. tdbldzat).

1. tabldazat: Az UMN térképbe illesztett, valamint a génbankban leirt mikroszatellitek eredményeinek

Osszegzése
o é 3 L @ = § —_ ’\go@ S
-1 % < =1 3 (s) =S o0
= % S . L .. , , N 'Z © 0 O O = & =) E
5 vz Primerparok szekvencidja (5° — 3”)(2) E > 5 N = 3 s s
=] 2D - o 3 Q 3 = o =
O = £ 95| F
DQ | GCACTCCCCTGCCTCC
MGP006 1 - - - -
480738 | AACCAGGTGTTTCCTTCGC
DQ | GGGAGACCTCCAACCACGT
MGP009 1 - - - -
526387 | CCTTTTCAGCCGCTACACC
DQ AGTAAAAATAGGTTTGCCCGTA MNT
MGP010 2 1174 | M3 | 2
526388 | TTACGAGGCACCAGGACC LEIO70 a
DQ | AGGTAGCACAGCCTTATTTCA
MGP012 2 MNT 149 | 3.54 | M1l | 4p
497633 | ACCCAAGCCTCATTACAACA
DQ | TCTGATTTTATGGTTTCCTGAT
MGP015 1 - - - -
526395 | ATCTTGCTACTCAGTGAATCTACA
DQ | GAGCAGGCTTTGAGCAGTC
MGP018 3 RHT 031 | 2760 | M2 | 3
497634 | CAGAGATGTCCAGGTGTGTTG
DQ | CAGTGAAAATACCAGCCGATAC
MGP019 1 - - - -
526389 | ACTGGCTTTACCTCCCGTG
DQ | CAGTTCTGCTACTCTGCGTTAC
MGP020 1 - - - -
526390 | AGCTTGTGGATTGCTCCTT
DQ | GGAGGTCAGTGAACACAGGAA
MGP022 4 RHT 078 | 4008 | M8 | 6
526381 | ACACGGGTGAGAAGGCAGT
DQ | ATCTTATTTGAATGGTGGTGTGG
MGP023 1 - - - -
526394 | ATTCTGCTGGTAGCCTTCCC
DQ | TCAGAGCGAGCAGGCAC
MGP031 2 LEI 043 421 M2 | 3
526391 | GAGCTGGAGGGGAGGATC
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DQ | CAGGGGAGATTTCTGGAGTT

MGP035 2 MNT388 | 1482 | M2 | 3
526382 | GTGCCAATCACTAGGACTGTCT
DQ | GGCTGCTCCTCACCATCTG

MGP040 2 RHT 138 | 3371 | M1 | 1
526383 | GACCGCCTCACTTGGATTC
DQ | GGCTGCCTTGATGTCCTG

MGP042 1 - - - -
526384 | GATTTATGTCTGCGTGGTGC
DQ | AGCAGGTGGAATAAAGTAGCA

MGP043 2 RHT 044 | 2221 |wMmi19| 13
526392 | GCTGTGGAGGGGAAAGG
DQ | AGGCTTCAAGTGCTACCTGG

MGP046 2 MNT 174 | 1234 | m1 | 1
526385 | GCAAACAGAACATTAGTTTGTAACA
DQ | GATGAACAGGATCTTTGGAGG

MGP047 2 ADL 184 | 1387 | UN | 18
526393 | CACAGGCTTTGGGAAGGA
DO TGGGCATCACTCATTACACAA

MGP049 2 MNT 217 | 2070 | M2 | 3
526386 | GAGAAAAGGGAAAATAATGATGAC

Table 1. Information summary of the microsatellites incorporated to the UMN map and annotated to the GenBank
Name of marker(1), sequence of primer pairs (5° — 3’)(2), number of allels in the UMN/NTBF mapping population(3),
the closest locus linked (4), LOD value(5), turkey linking group (UMN)(6), hen homolog(7)

Kovetkeztetések és javaslatok

Az tujonnan izoldlt mikroszatellitek hozzdjarulnak a pulykdval kapcsolatos genetikai ismeretek
bovitéséhez, a pulyka kapcsoltsagi térképének fejlesztéséhez, amely segitséget nyijt majd az allattenyésztés
szempontjabdl fontos tulajdonsdgok (betegségekkel szembeni ellendlloképesség, termeldképesség, stb.)
genetikai hatterét képez6 QTL-ek (Quantitative Trait Loci) térképezésében, valamint a pulyka genom

szekvenalasban.
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