dc_1676_19

MTA Doktori Ertekezés

Molekularis markervizsgalatok mangalica, racka,

meringd, sziirkemarha és szarvas dllomanyokon

Zsolnai Attila
(Ph.D.)

NAIK-Allattenyésztési, Takarmanyozasi és Husipari Kutatdintézet, Herceghalom

Kaposvari Egyetem, Kaposvar

2019



dc_1676_19

“I do not know what | may appear to the world, but to myself | seem to have been
only like a boy playing on the sea-shore, and diverting myself in now and then
finding a smoother pebble or a prettier shell than ordinary, whilst the great ocean

of truth lay all undiscovered before me”

Sir Isaac Newton
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El6szo6

A kiilonféle populacidk vizsgalata nem csupdn a kutatdk érdeklédését elégiti ki, de jelentds
visszahatassal birhat a tenyészt6kre illetve piaci sikerlikre nézve is. Az allattenyésztést gyakorlok
szamara nagyon fontos a “Miért hasznos nekem, ha az allataim mintdajat vizsgaljak?” kérdésre
adandd valasz. Ha a tenyésztd erre hasznalhaté valaszt kap, és az dllatokon kapott eredményeket

vissza is kapja, akkor nagy valdszinliséggel a vizsgalatokbdl, kutatdsokbodl elénye fog szarmazni.

Az allattenyésztést szolgald genetikai eljardsok egyik célja, hogy olyan génvaltozatokat
(alléleket), inzercidkat, delécidkat, pontmutdcidkat tudjon megtaldlni, és pontosan meghatarozni
- melyek gazdasagilag fontos értékméré tulajdonsagok vagy oroklott betegségek kialakuldsaért,
betegségekkel szembeni rezisztencidért felel6sek vagy azokkal kozeli kapcsoltsagban allnak -
azért, hogy az allélokat tenyésztési programokban lehessen felhaszndlni mar a kérdéses

tulajdonsagok megjelenése el6tt.

A kovetkez6kben kivdlasztott vizsgalati alanyok (allatfajok) és eljarasok reményeim, illetve
ismereteim szerint hozza tudtak jarulni a magyar allattenyésztés molekularis markerekkel bGvitett

gyakorlatahoz, tovabba a jelenleg alakuld, tervezett és éppen futd projektekhez.

A mangalica, és racka esetében a mikroszatellit vizsgalatok felmeriils, eldontendé kérdést
igyekeztek tisztazni, mig a magyar szlirkemarha (tovabbiakban sziirkemarha) esetében a kutatas
olyan tenyészetet illetve tenyészetcsoportokat tart fel, melyekre kilénb6z6 okok miatt érdemes
odafigyelni. A szarvas mikroszatellit markerekkel valé vizsgalata azért jott |étre, hogy a
haziadllatoknal mar bevalt szil6i szarmazasellenGrzést a szarvasnal is lehessen olyan egyszeri
modon alkalmazni, mint hazidllataink esetében.

A mangalica és a gimszarvas abban a ,,szerencsében” részesiilhetett, hogy a legmodernebb
eljarasokkal, koztik SNP-chippel végzett vizsgdlattal azok genomja vizsgalhatéva valt. Ezen

mangalica vizsgalatok egy része szintén az értekezésben olvashato.
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A merind (magyar és német) populacié egyrészt a juhok fert6z6, szivacsos agyvel6lagyulassal
szemben mutatott rezisztenciacsoportjainak SNP alapu kimutatdsara kifejlesztett genotipizalasi
eljdrasunk miatt, mdsrész az eljards a termelési tulajdonsdg és rezisztens genotipus
kapcsoltsaganak vizsgalata miatt kerilt az értekezésbe, példaként arra, hogy populaciéfelmérés
nem csak mikroszatellit készletekkel vagy SNP-chippel, hanem célzottan, egy-egy gén allapotanak

megismerésével is elvégezhetd. A vizsgalat itt is tenyészt6i szempontbdl fontos, eldontendd

kérdést tisztazott.
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. MANGALICA SERTESPOPULACIO VIZSGALATA MIKROSZATELLIT
MARKEREKKEL

1.1 Osszefoglalas

Kilonboz6 foldrajzi helyekrél, tenyészetekbdl gydjtott 6shonos magyar mangalica sertés
fajtak kozott vizsgaltuk a genetikai kapcsolatot tiz mikroszatellit marker (S0005, S0090, S0101,
S0155, S0355, S0386, SW24, SW240, SW857, SW951) segitségével annak érdekében, hogy
jellemezzik a mangalica populdciét és tudomanyos alapot biztosithassunk a tovabbi
kutatasokhoz, illetve gyakorlatban alkalmazhaté tenyésztési célokhoz.

A munkahipotézisiinket, miszerint a mangalica egyedek egyetlen fragmentalatlan
populdciot alkotnak, el tudtuk vetni. A genetikai markerek alapjan becsiilt populacidklaszter-érték
harom, amely a fajtatorténettel egybevag. A becsilt genetikai tavolsagok (Ds, Da, Fst) a
legkisebbek voltak a fecskehasu és sz6ke kozott, mig a vordés mutatta a legnagyobb genetikai
tavolsagot a fecskehasuhoz és a sz6kéhez viszonyitva. Kutatdasunk eredménye bizonyitja a
killonb6z6 populdcidk meglétét. Az eredményeket fel lehet hasznalni egyedek kilonb6zé

mangalica fajtakba vald soroldsahoz (83-91 %-os megbizhatdsaggal), amennyiben az sziikséges.

.2 Bevezetd

A mangalica sertés, melynek el6dje valdszin(lisithet6en az avarok daltal tartott (a.d. 800-900)
l[dpi sertés fajta volt az &se, a takarmanyozasi célra igénybe vehet§ gabonafeleslegek
megjelenésével az 19. szazad els6 felében (1833) alakult ki Magyarorszagon. Kialakitdsaban a
bakonyi, a szalontai, az alféldi és a szerémi fajtak, valamint a délvidékrdl szarmazé sumadia sertés
vettek részt (EGERSZEGI és mtsai, 2003, ENESEI DORNER, 1925). Mintegy 80 év alatt a mangalica
az egész orszagban elterjedt és a kialakitasaban részt vevé primitiv fajtak nyomtalanul kihaltak.

Ebben az id6ben a mangalica még nem nevezhet6 fajtanak, inkabb az akkori értelemben
vett modern zsirsertés tipust jelentette. Tobb szinvaltozatban tenyésztették, az dllomany dontd
tobbsége sz6ke mangalica volt, de megtalalhato a fekete, a fecskehasu, a vords, a barnds-sziirkés

ordas és a vadas, vagy “baris” szinvaltozat is. Az ,alaptipus” a sz6ke mangalica volt, amely az

8
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allomany donté tobbségét alkotta. A szalontai fajtaval tortént keresztezésbdl jott létre a voros
szin(i ,Ujszalontai” fajta, amelyet jelenleg vorés mangalicanak neveziink (HANKO, 1940). A ma
mar ismeretlen szerémségi sertés keresztezésével alakult ki a maga kordban robusztussagarol,
nagy ellenadlld képességérdl hires fecskehasi mangalica. A tobbi szinvdltozat a harom
mangalicafajta, esetleg tovdbbi mas fajtdk keveréke volt. Ezeket kés6bb sem vontak
torzskdnyvezésbe és kivesztek.

Az els6 vildghdbord utan alakul meg a Mangalicatenyészt6k Orszagos Egyesiilete, amely
megszervezte a fajta céltudatos nemesitését. A torzskonyvezett mangalicak szama az 1920-as
években még csak 1-2000 volt, de 1943-ig 30 000-re ndvekedett. Egy 1940-es vasarnaptarban 66
sz6ke mangalica, 7 fecskehasi mangalica és 5 ,szalontai jellegli veressz6rdi mangalica”
torzstenyészet hirdette eladasra tenyészallatait.

A hébor( utdn megszervezett Magyar Allattenyészté Szervezetek Orszagos Szdvetsége
tevékenysége nyomdn a tenyésztés még egyszer fellendiil, majd az 1950-es évek végétdl a fajta
|[étszdmanak rohamos csokkenésével 1965-re atadja helyét a modern hussertés fajtaknak. Az
allomanycsokkenés olyan gyors volt, hogy par évvel késébb 1973-ban a minisztérium a mangalica
fajta védetté nyilvanitasardl dontott, és 1974-t6l allami tdmogatdssal fenntartott génrezerv
allomanyokban folyik tenyésztése. A masodik allomanycsdkkenés a mezégazdasagi szektor
atszervezésével, 1990-ben tortént. Szerencsére a mangalica Ujra felfedezésre keriilt
stressztlirése, betegségekkel szembeni ellenalloképessége, malacfelnevel6 képessége és husanak
ize miatt (MICKLICH és mtsai, 1999). Ma a piac folyamatosan névekeddé mennyiségli mangalica
termékre tart igényt.

A génmeglbrzési munka soran a legelterjedtebb sz6ke valtozatbdl megfeleld
torzskonyvezett alapanyag allt rendelkezésre, mig a fecskehasu és a voros mangalica fajtat nagy
nehézségek aran sikerlt rekonstrualni. 2006-ban a magyarorszagi dllomanyokban 2289 széke,
450 fecskehasu és 603 voOros egyedet tartottak nyilvan. Mas orszdgokban, Svajcban,
Németorszagban, Ausztridban, Romaniaban és a balkdni allamokban is voltak mangalica egyedek
a tenyésztésben (EGERSZEGI és mtsai, 2003).

A szinvaltozatokat a tenyészt6k a torzskonyvezésben mindig is killon kezelték, és a hivatalos

fajta-nyilvantartdsban a sz6ke, a voros, és a fecskehasui mangalica 6ndllé fajtaként szerepel.
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Akadtak azonban akik ujra, meg Ujra felvetették, hogy valéban harom 6nallé fajtardl van-e
sz0, vagy csak egyazon fajta kilénb6z6 szinvaltozataival rendelkeziink. A kérdés tisztazasa
érdekében céloztuk meg a mangalica populacid felmérését a rendelkezésre allé tenyészetek

tekintetében.

A genetikai kapcsolatok meghatdrozasat -a sertés genomban is jelen l1évé- mikroszatellit
DNS markerek valtozatainak (alléljeinek) analizisével végeztiik el, mely markertipust masok
korabban sikerrel alkalmaztak szarvasmarha (HANDIWIRAWAN és mtsai, 2003; MAUDET és mtsai,
2002), juh és kecske (JANREN és mtsai, 2004; ), szamar (JORDANA és mtsai, 2001), 16 (ABERLE és
DISTL, 2004), valamint sertés (NECHTELBERGER és mtsai, 2001; SCHWARZ és mtsai, 2005)

esetében.

1.3 Anyag és modszer

A vizsgalt mintak két kiilonboz6 évbdl, illetve tizenot sertésteleprél szarmaztak (73
fecskehasu, 82 voros, 123 szbke). Kontrollként 67 duroc mintat hasznaltunk. A mintazott
mangalica allomanyt a fajta magpopuldcidjaként tartottak szamon. A mintakat EDTA-val kezelt
felUletl vércsovekbe gydjtottik. A mikroszatellit genotipusok analizisét két eltéré évbél
szarmazo, eltéré egyedekbdl allé csoporton illetve az egész mintamennyiségen is elvégeztilk,

melyek azonos eredményre vezettek.

Mikroszatellit I6kuszok elemzéshez hasznalt mikroszatellitek (NECHTELBERGER és mtsai,
2001) a kovetkezbek voltak; SO005, SO090, S0101, S0155, S0355, S0386, SW24, SW240, SW857,
SW951, amelyeket a FSAVE (Foundation Safeguard for Agricultural Varieties in Europe) is
elfogadott. A DNS sokszorositdst Hybaid Thermal Cyclerrel végeztiik. A fragmentumokat ABI310
Automatikus Fragment Analyzer késziilékkel hataroztuk meg Genescan és Genotyper programok

segitségével.

Az eredmények adatfeldolgozasdara és ellenérzésére az alabbi programokat alkalmaztuk:

10
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Microsatellite Toolkit (PARK, 2001) programot hasznaltuk az adatok ellenGrzésére és
formazasara annak érdekében, hogy megfeleljen a Dispan (TATSUYA, 1993) bemeneti
formatumanak. Dispan a genetikai tavolsagok Dst és Da (NEI, 1972, 1978), illetve a filogenetikai
fak kiszamitasahoz, vizualizdlasahoz alkalmaztuk. A Structure (FALUSH és mtsai, 2003), Geneclass
(PIRY és mtsai, 2004) és GDA (Lewis és ZAYKIN, 2001) programokat az Fst szamoldsokhoz, SPSS-t

diszkriminacio analizis és PCA elemzés céljara hasznaltuk.

1.4 Eredmények és meghbeszélés

A munkahipotézis tesztelésére diszkriminacié analizist végeztiink, ahol a fliggetlen valtozék
a lékuszok allélhosszai voltak. Az els6 és masodik fliggvény a variancia 79,6 illetve 20,4 %-at irta
le. A diszkriminancia értékek és a csoportok kozoétti korrelacié erés volt (0,817 illetve 0,582), az
allélhosszak alkalmasak voltak a kilonbségtételre. A feltételezett harom csoport atlagai
szignifikdnsan (p<0.000) kilénboztek egymastol, vagyis tobb mint egy csoport Iétezik a mangalica
populacion belll. A homogén fajtaként valé munkahipotézis nem allja meg a helyét.

Az SPSS-el végzett csoportba soroldsi valdszinliség 83,5 % volt abban az esetben, amikor az
el6zetes valdszinliségeket (minden egyednek azonos esélye van arra, hogy barmelyik csoportba
tartozzon) azonosnak allitottuk be. Ez a magas érték azt mutatta, hogy a tenyészték fenotipus

alapon végzett szelekciés munkaja jol mikodott.

A mintasokasagot tovabb teszteltiik a Structure programmal, amely az egyedeket azok
allélfrekvencidi, el6fordulasi gyakorisaguk szerint sorolja be egy-egy populacidba. Az iteracidk
kiindulasi allapotba (PRITCHARD és mtsai, 2000). Ezen bedllitds esetén az adott populdcioba
tartozas valdszinlisége 92 % volt. Amennyiben az el§zetes populacidinformacidt nem hasznaltuk,
ugyanakkora iteracioszam mellett ezen érték 82 %-ra csokkent. Amikor a klaszterszamot (K)
haromra allitottuk be, az eredmények grafikus abrazolasdban a duroc egyedek a haromszog
kozepén helyezkedtek el, egy negyedik csoportot formalva (1.1. dbra). K értékét négyre dllitva a

duroc egyedek a negyedik csoportba estek.
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Amikor az el6zetes populacidinformacidt szandékosan rosszul allitottuk be néhany allatnal
(1-10 egyed egy-egy alkalommal), azok akkor is helyesen sorolédtak be a sajat klaszteriikbe.
Néhany dllat viszont fenotipusos bélyegeinek ellenére sem soroldédott be a sajat csoportjdba. Ezen
allatokat érdemes lenne ellendrizni, vajon a besorolds genotipizaldsi hiba, mintacsere, vagy
tenyésztési okok miatt mutattdk a masik csoportba valé besorolast.

A kordbban emlitett, Structure programmal szamolt 82-94 % helyes besorolasi értékekhez
hasonld adatok jottek ki (84-90%) kozvetlen és kizadrasos szimulacids tesztekkel akar genetikai
tdvolsagon, akar valdszinlségi értékeken alapuldé moddszereket haszndltunk a Geneclass
programban. Ezen eredmények azt mutattdk, hogy a mangalicak harom kilénboz6 klaszterbe

esnek, melyek megbizhatdan elkiilonithet6ek egymastol.

A genetikai tavolsag érték (pl. az Fst, amely 0,064-t6l 0,099-ig valtozott) azt mutatja, hogy a
harom fajta kozepesen differencidlédott egymastdl, és reflektdlja a dokumentalt fajtatérténetet,
miszerint a sz6ke és fecskehasu fajta kozelebb van egymashoz (Fst=0,064), mint a voros a

sz6kéhez (Fst=0,094), illetve a fecskehasuhoz (Fst=0,099) (I.1. tablazat).

A fecskehasu, voros és sz6ke egyedek magas valdszinliséggel sorolhaték be a sajat
csoportjukba. A legvaldszinlbb klaszterszam (K) haromnak addédott. A K érték ugyanakkor
emelkedett, ha a foldrajzi informacidt is bevontuk a teljes mintamennyiség analizisébe (pl.: a
legvaldszinlibb K érték kilencnek adddott, ha harom sertéstelep mindegyikérél harom féle

mangalica szerepelt a vizsgdlatban).

A sertéstelepek hatdsanak nagysagat ellenGrizendd -principalis komponens analizist (PCA)
alkalmazva- kimutattuk, hogy a sertéstelep hatdsa nem befolyasolja a fent emlitett
diszkriminanciavizsgalat eredményét (vagyis valéban harom f6 mangalica csoport létezik).
Ugyanakkor a foldrajzi informacié K értékre kifejtett hatasa maga utan vonja a sertéstelepek
tenyészetei kdzotti genetikai tavolsagok felvételének lehet6ségét, ami a genetikai valtozatossag
fenntartasa és az egyedek szarmazdsi helyének azonositasa szempontjabdl lehet fontos a

sertéstelepek egymas kdzotti kereskedésében.
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A harom fajta kozotti genetikai tavolsagok értékei szerint a fecskehasu és a sz6ke enyhén
differencialt egymadashoz képest, mig a voros kdzepesen differencialt fajtanak tekinthet6 a masik
kett6vel szemben (I.1. tablazat).

Ezek az eredmények tdmogatjak a tradicionalis alapokon nyugvd szelekcids programot,
illetve megerGsitik azt a nézetet, miszerint a haromféle mangalica nem egyszer(en szinvaltozatot
jelent, hanem genetikai markerek segitségével is meghatdrozhato, egyértelmien kiilonb6zé

fajtanak tekinthetd.

fecskehasu szOke

I.1. abra

Structure programbol szdarmazo grafikus output. A mangalica egyedek kiil6nbézé
klaszterekbe esnek, melyek a hdromszég csucsain helyezkednek el. Klaszterszam 3 volt,
iterdciok szama 125. Az x, +, o, * jelek a fecskehasu, vérés, sz6ke és duroc egyedeket jelélik.
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fecskehasu sz6ke

sz6ke | 0,1138 (0,0426) -
0,0845 -
0,0641 -

vorés | 0,2002 (0,0775) 0,1992 (0,0726)
0,1883 0,1618
0,0994 0,0945

I. 1. tablazat

Fecskehasu, sz6ke és vorés mangalica genetikai tdvolsdgai.
Az eqgy blokkban szerepl6 szamok; az elsé sor a standard genetikai tdvolsdgot (Ds) és annak
hibdjdt, a mdsodik sor a Da, a harmadik sor az Fst értéket mutatja.

| fecskehasu

sz6ke

vOros

1.2. abra

Mangalica fajtdak Da értéken alapul6 filogenetikai abrazoldsa.

A kovetkeztetésiink helyességének (miszerint a mangalica fajtat hdrom csoportba tartozé
egyedek sokasaga jellemzi) tesztelésére a legvaldszinibb klaszterszamot utélagos valdszintiségek
alapjan Structure programmal hataroztuk meg (PRITCHARD és mtsai, 2000). Amikor a mintak
tenyészetinformacié nélkil keriltek tesztelésre, illetve egy foéldrajzi lokacidhoz kétheté harom
mangalica fajtat teszteltlink, a legvaldszinlbb klaszterszam el6z6 megfigyeléseinkkel
O0sszhangban haromnak adddott. Amikor az dsszes tenyészetet foldrajzi informacioval lattuk el,
annak hatdsa volt a legvaldszinlibb klaszterszamra (pl.: barmely kivalasztott harom farm
esetében, ahol mindegyik helyen fenntartottak sz6ke, fecskehasu és vords tenyészetet, az

legvaldszinlibb klaszterszam kilencnek adddott).
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Mivel a foldrajzi informacié hatassal volt a klaszterszamra, genotipusokon alapuld
(allélhosszak az adott |I6kuszon) principalis komponens analizissel ellendriztiik a hatds mértékét.
Az els6 két komponens a variancia 46 illetve 33 %-at irta le. A sajatértékik 7,8 és 2,7 volt. A
harmadik komponens (sajatértéke 1.8) a teljes variancia 7 %-4ért volt felel6s. A harmadik
komponensben a féldrajzi informacié sulya 0,19 volt (1.2. tablazat). Ez a kis hatds (amely nem
befolydsolta a diszkriminancia analizist) megmagyardzza a legvaldszinlibb klaszterszamok
emelkedését, amikor a foldrajzi informacidé is része volt a klaszterképzésnek. Ennek
folyomanyaként a tenyészeteket fenntartd farmok viszonylataban a sz6ke, fecskehasu és voros
fajtak finomstrukturaja is megismerhetd (1.3. dbra).

A farmok kozotti viszonyok fajtan bellili meghatarozdsa segitheti a tenyésztGket pl. a

legalkalmasabb vérfrissitési forrds kivalasztasaban.

vOros

A:36 B:17

1.3. abra

Structure program segitségével meghatdrozott, széke, vorés és fecskehasu
mangalicafajtakon beliili egyedek tenyészetek k6zott felmért genetikai hovatartozdsa.
A, B és C tenyészetek féldrajzilag elkiiléniilten elhelyezkedd farmokon vannak fenntartva.
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Komponens

1 2 3

FARM 0.193

SW24  |0.550 0.504

SW240 |-0.163

SW951 |-0.299 |0.196

SW857 |-0.128 |-0.244

S0155 (0,568 0,133 0,692

S0386 |0.743 0.273

S0101 (0.636  [-0.763

S0005 10,843 0,379 -0,307

S0090 0,686 0,606

S0355 0,583 0,503 0,528

l. 2. tablazat

Mangalicapopuldcié principdlis komponens analizisének eredménye.
A komponensekben szereplé alkotdk (farm informdcid és mikroszatellit I6kuszok) sulyai a
0,1 abszolutérték alatt nincsenek feltiintetve.

Az alkalmazott mikroszatellit markerek alkalmasak az egyedek magas valdszindségt (0,8-0,9)
populdcidba sorolasara. Egyedi allélok jelenléte segitheti az egyedek mas mddon torténd
besorolasat. Az S0101-es I6kuszon a 198-as (198 bazis hosszusagu fragment) allél hianyzik a
fecskehasuban, a 218-as hianyzik a vorosben. Az SW240-es ldkusz 108-as allélje hianyzik a
fecskehasuban, az SW 857-es |6kusz 143-as allélje hidnyzik a sz6kében. Megbizhatébb egyedi
allélmeghatarozas akkor lehetne elérhetd, ha az egész populacidé egyedallomanyat alavetnénk a

mikroszatellit analizisnek.

Az eredmények 6sszhangban vannak a tenyészték, illetve a tenyészt6 szervezet altal végzett

hagyomanyos tenyésztési eljardssal megvaldsitott eredménnyel, miszerint a hdrom
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mangalicapopuldcid nem csupdn szinvaltozat, hanem a sz6ke, fecskehasu és voros mangalica

valéban elkilonilé fajtaként kezelhet6.

A kutatast a Magyar Allattenyészt6 Szervezetek Orszagos Szovetsége tette lehetévé.
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II. MANGALICA FAJITAK GENETIKAI TAVOLSAGA, ELKULONITESUK NUKLEOTID
POLIMORFIZMUST MUTATO DNS MARKEREKKEL.

II.1 Osszefoglalas

Egyedenként 62 ezer molekuldris marker vizsgalatan keresztil kivdlasztottunk néhany
markert, mely képes a sz6ke, a fecskehasu és a vordés mangalica egyedeket 95%-o0s biztonsaggal,
az adott fajtdhoz tartozdan elkiiloniteni. A fajtak genetikai tavolsdga ugyanezen markerekkel lett
ellendrizve, miszerint a fecskehasu és voros mangalica fajtdk a leginkabb eltéréek (Fst=0,091), mig
a sz6ke és fecske mangalica fajtak vannak a legkozelebb egymdashoz (Fst=0,062). Az adatok
megerdsitik a korabban mikroszatellit markerek vizsgalatdbdl levont kdvetkeztetést, miszerint a

mangalica fajtak kozepes mértékben térnek el egymastol.

1.2 Bevezetés

A mangalica fajtatorténete a I.2 bekezdésben olvashaté.

Kordbban mikroszatellitekkel végeztiink Mangalicdban vizsgalatokat (ZSOLNAI és mtsai,
2006). Az elemzést a sokkal nagyobb slrliségben elhelyezkedd SNP
(single/simple/szimpla/egyszer( nukleotid polimorfizmus) markerekkel is megismételtik, mely a
kordbbi vizsgalat 10 mikroszatellit markerével szemben 62 ezer SNP marker vizsgalatan alapult.
Az ilyen nagyszdmu genotipus vizsgalak hozzajarul egyes tulajdonsagok genomi helyekhez vald
kot6édésének igazoldasahoz, viszonylag kisszamu egyed felhasznaldsaval, populaciégenetikai
vizsgalatok pontositasahoz (KIJAS és mtsai, 2012; SOUZA és mtsai, 2010), sz(l6i szarmazdasi tesztek
kialakitasahoz (ZSOLNAI és mtsai, 2013).

Vizsgalatunk célja volt a fajtak genetikai tavolsaganak ellen6rzése SNP markerekkel, illetve

olyan alternativ SNP készlet keresése, mely képes a hdarom fajtat megkilonboztetni.

1.3 Anyag és modszer

18



dc_1676_19

11.3.1 Mintak

80 mangalica (24 sz6ke, 31 fecskehasu, 23 voros) és 63 nem mangalica (10 pietrain, 12
nagyfehér, 3 H39-es hibrid, 12 lapaly, 12 hampshire és 14 duroc) egyed vérmintajat hasznaltuk fel
a Mangfood konzorcium vérbankjabdl. A DNS el6készitéséig a vérmintakat -20 °C-on taroltuk. Az
el6készités Genomic DNA Maxi Kit (Geneaid, Taiwan) segitségével tortént a gyartd elGirdsai

szerint.

1.3.2 Genotipizdlds

10 mikroszatellit I6kusz tipizalasdval (S0005, SO090, S0101, S0155, S0355, S0386, SW24,
SW240,SW857 és SW951 (NECHTELBERGER és mtsai, 2001) és a tenyészt6i konyvek hasznalataval
azonositottuk a mangalica egyedek fajtdnkénti hovatartozasat a rendelkezésiinkre 4llé
torzstenyészetekbdl szarmazd mikroszatellit adatbankunkat (ZSOLNAI és mtsai, 2006) is igénybe
véve.
A nagy ateresztGképességl genotipizdlasi munkat az Aros Applied Biotechnology AS (Aarhus,

Denmark) cég végezte sertés SNP chip-en (lllumina, USA).

11.3.3 Analizis
(i)

Populaciék paronkénti 6sszehasonlitdsahoz, genetikai tavolsagok kiszamolasdhoz azon
SNP-ket valasztottuk ki, melyek az 6sszes allatban eredményt adtak, illetve a biallélos rendszerbdl
az egyik alléljuk frekvencidja legalabb 0,05 volt. Minden kapcsoltsagi egyenl6tlenségben lévé
egységbdl csak egy ldkuszt tartottunk meg (az ablak mérete 50 SNP, az a kapcsoltsagi
egyenl6tlenség hatarértéke 0,5 volt.

A szlirések utan kapott SNP-k szdma sz6ke-fecskehasu, sz6ke-voros, fecskehasu-voros,
sz6ke-duroc és sz6ke-nagyfehér viszonylatban rendre 15297, 18208, 21057, 32273 és 33872 volt.
Fst értékek szamoldsara az Eigensoft programcsomagot hasznaltuk (HONG és mtsai, 2012;

PATTERSON és mtsai, 2006).
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(ii)

Mangalica fajtdkat megkiilonboztet6 lokuszok keresését kétféle megkdzelitésben
hajtottuk végre. Az egyik megkozelitésben genotipus asszociacids, chi-négyzet mddszert (ZSOLNAI
és mtsai, 2013a), a masik megkozelitésben az un. I6kuszonkénti, csoportok kozotti (sz6ke vagy
fecskehasu vagy voros vs. Osszes tobbi rendelkezésre allé allat SNP genotipusai) genetikai
tdvolsdgokat hataroztuk meg, majd a legnagyobb genetikai tavolsagot mutaté Idkuszok kozil
valogattunk.

Genalex (PEAKALL és SMOUSE, 2006) programot haszndltuk az adatok formazasahoz. A Structure

programot (FALUSH és mtsai, 2003) populacidkhoz valé tartozas meghatarozdsahoz hasznaltuk.

1.4 Eredmények

Az SNP adatokat felhaszndlva a genetikai tdvolsag értékeit (Fst) kiszamoltuk mindegyik
populdciépar (ldsd analizis szekcid, i.) esetében. Az eredmények er8s korrelaciot (r’= 0,788)
mutattak a korabban mikroszatellit markerekkel meghatarozott tavolsagokkal (11.1. tablazat).
Az SNP alapu genetikai tdvolsagok a sz6ke mangalica-duroc (0,24) és sz6ke mangalica-nagyfehér
viszonylatban (0,18) hasonlé volt mas kutatok altal (GARCIA és mtsai, 2006), mikroszatellit alapon

meghatdrozott értékekeihez (0,27 és 0,21)

fecskehasu sz6ke

sz6ke | 0,064"/0,0625NF

vOros 0,099"/0,09188* | 0,095"/0, 0755\

Il. 1. tablazat

Mangalica fajtak paronkénti genetikai tavolsdg (Fst) értékei.
™ mikroszatellit markerekkel kapott értékek (ZSOLNAI és mtsai, 2006)
SNP SNP markerekkel kapott értékek

Mangalica fajtakat (nem egyedeket) megkiilonboztets I6kuszok keresésével hat darab nagy
genetikai differencialtsaggal rendelkezd Idkuszt taldltunk. Ezeket a Idkuszokat Structure

programmal teszteltik, a fajtaelvalasztasi képesség meghatdrozasa céljabdl. A hat SNP képes volt
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az egyedek tobbségét nagy valdszinliségi értékkel (95% felett) a megfelel6 csoportjukba sorolni
(I.1. dbra). Az allélok megoszlasi gyakorisaga a kilonboz6 fajtak esetén jelentds eltéréseket
mutattak (I.2. tablazat). A besorolasi értéket chi-négyzet mddszerrel meghatarozott mas SNP

I6kuszok hasznalataval is sikerilt elérni (ZSOLNAI és mtsai, 2013).
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11.1. dbra

Mangalicak SNP markerekkel valé azonositdsa.

Mangalica és fehér sertések (n = 23 véros, 24 széke, 33 fecskehasu mangalica és 63 fehér
sertés) csoportokba soroldsa hat SNP Iokusz és Structure szoftver segitségével. Minden
dllatot egy oszlop jelképez, melynek szegmensei az eqgyed adott csoportba vald tartozdsdnak
becslilt értékét adjdk.
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1. allél
el6fordulasi
allél allél

SNP neve kromoszéma L 5 gyakorisaga
sz6ke fecskehasu voros fehér
H3GA0053033 n.a. A G 0,98 0,95 0,12 0,29
ALGA0090577 16 A G 0,96 0,65 0,11 0,57
ASGA0069071 15 C A 0,76 1,00 0,16 0,65
MARC0041999 n.a. C A 0,19 0,91 0,52 0,59
DRGA0017577 n.a. G A 0,24 0,12 0,98 0,67
MARC0067293 2 G A 0,76 0,08 0,41 0,65

Il. 2. tablazat

Mangalica fajtakat megkiilonbézteté hat SNP I6kusz, kromoszomadlis elhelyezkedésiik és
az 1-es allél eléforduldsi gyakorisdga széke, fecskehasu, vérés mangalica és fehér sertések
esetében.

I.5 Kovetkeztetések

Az SNP alapu genetikai tavolsdag meghatdrozasa hasonlé eredményeket hozott, mint a
korabbi mikroszatellit (ZSOLNAI és mtsai, 2006) alapu megkdzelités.

A megfigyelt Fst értékek megerdsitik a mangalica tenyésztési torténetét (EGERSZEGI és
mtsai, 2003), mely szerint a sz6ke és a fecskehasi mangalica kozott varhatd a legerésebb
genetikai kapcsolat, mig a voros az el6bbi két fajtatdl tavolabb helyezkedik el. A leggyengébb
kapcsolatot a vords és fecskehasu fajta mutatta. Hasonld SNP alapu genetikai jellemzéssel
meishan és keresztezett fehér sertéseken a kdzelmultban tortént vizsgalat (MATSUMOTO és
mtsai, 2012), illetve Anglidban el6forduld sertésfajtak kozott taldltak kulonbséget tévé SNP

készletet (WILKINSON és mtsai, 2012).
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A kozeli fajtak szepardldsat lehetévé tevé SNP készlet hasznosnak bizonyult (WANG és
SHETE, 2011 ), s mivel a teljes genom SNP tesztelése még mindig draga (80-100 euro/allat) a tobb
tizezres markerkészlet néhany SNP-re vald sz(ikitése technikai és gazdasagi oldalrdl is sziikséges.
WILKINSON és mtsai (2012) tizenhat rokon szarvasmarhafajta esetében 200 SNP-t hasznalt azok
megkulonboztetésére. FRKONJA és mtsai (2012) a sziikséges SNP-k szamat 48-ra csdkkentette le,
amikor két szarvasmarhafajta genetikai aranyat hatarozta meg azok utédjaiban. Mi bemutattuk,
hogy hat-kilenc db SNP, mas-mas eredményt ado szlrési eljarassal kivalasztva, képes a mangalica
fajtdkat 95% feletti megbizhatésaggal elkiiloniteni, megjegyezve hogy ezen SNP-k a tovabbiakban
mar nem alkalmasak a genetikai valtozatossag tanulmanyozdasara, csak a fajtak elkilonitésére. Az
itt és mashol leirt, szelektdlt SNP-k intenzitas értékei (HUANG és mtsai, 2010) alkalmasak
mangalica eredet és mennyiség (szdzalékos ardny) meghatarozasara a kereskedelemben kaphato
sertéstermékek esetén. GARCIA és mtsai (2006) hasonlé megkdzelitést hasznalt Spanyolorszagi
sonka termékek ibériai sertéshanyadat meghatdrozé, mikroszatellit markereken alapuld

eljarasaban.

A fenti eredmények aldtamasztjak, hogy a mikroszatellit genotipizalas sikeresen felvalthatd
az SNP genotipizaldssal, az SNP chipek alkalmazdsa lehet6vé teszi a mangalica fajtak
karakterizaldsat, és kiindulasul szolgalhat egyéb értékmérg, szelekcids vagy ellenérzé markerek
megtalaldsdhoz. Az SNP markerek alkalmazasaval a mikroszatellit alapu vizsgdlatok koltségének a
fele-hdaromnegyede megtakarithato.

A vizsgalatok megerdsitik tovabba a fajtamegmentés és fenntartds érdekében végzett szakmai

munka magas szinvonalat.

A kutatast a Magyar Nemzeti Fejlesztési Hivatal tamogatta (TECH_08-A3/2-2008-0405).
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IIl. MANGALICAEREDET DETEKTALASA ELELMISZERTERMEKEKBEN.

.1 Osszefoglalas

Gyors és megbizhatd élelmiszerdiagnosztikai rendszert fejlesztettlink ki mangalica erdet(
termékek kimutatdsara. E minGségi vizsgalat rekombindz polimeraz sokszorositason alapszik,
melyet bdrhol - a laboratériumon kiviil is - végre lehet hajtani, amennyiben élelmiszertermékek
mangalica alkotdjanak megléte kérdésessé valik. Az eljdrdshoz hordozhatd termosztatra,
homogenizatorra, pipettdra és tesztcsikra van szikség. A DNS sokszorositds allando
hémeérsékleten torténik. A DNS detektdlas antitest reakcidn alapul. A detektalds alsé hatdra 1
kopia 1 pl reakciétérfogatban. A vizsgalat elvégezhetd a fogyasztds vagy a vasarlas helyszinén,
mangalicatermékek valddisaganak ellen6rzésére nagyon rovid id6 alatt (kb. 30 perc). A leirt
megkozelitést, amennyiben ismert a fajtaspecifikus szekvencia, alkalmazni lehet egyéb

élelmiszerdsszetevék detektaldsara is, mint pl. csirke, pulyka, 16 vagy szarvasmarha.

.2 Bevezetés

A mangalica fajtatorténete a 1.2 bekezdésben olvashatd. Az ott emlitett ndvekvd kereslet a
mangalicahuds magas minéségének kdszonhetd, melyet bizonyos nemzetek konyhaiban kiemelten
kezelnek. Mivel a mangalicahls lagysdga és l|édussaga egyenes ardnyban van annak
intramuszkuldris zsirtartalmaval és tipusdval (STRAADT és mtsai, 2013).

Korabban egy valds idejd PCR eljarast fejlesztettiink mangalica eredet meghatarozasara
(Szanto-Egész és mtsai, 2013), mely specializalt laboratdriumi eszkézparkot igényel. A mintakat
azok Osszegy(jtése utan a laboratériumba kell szdllitani minéségi és mennyiségi meghatarozas
céljabdl. Amennyiben egy husterméknél felmeril a gyanu, hogy annak eredete nem azonos annak
felirataval, az emberek hajlamosak egyszerlien tovabblépni, mas terméket keresve. E viselkedés
ellensulyozasa érdekében olyan minGségi tesztet fejlesztettiink ki, mely laboratériumi kornyezet
hianyaban is elvégezhetd.

Szamos példat lehet sorolni hordozhatd, illetve kézi készilék elGallitasara tett

er6feszitésekr6l. Néhany esetben jovébeli tervekr6l van sz6, mint pl. a Q-POC
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(http://www.quantumdx.com/) vagy a Geneasys (http://www.geneasys.com/keylab.html, 2015).
Mdsok hordozhaté chiprél, (KOO és mtsai, 2013), illetve egyszerld anyagokbdl készitett
hordozhatd eszkozokrél szamoltak be (EL WAHED és mtsai, 2013; ROHRMAN és RICHARDS-
KORTUM, 2012). Mi egy egyszer( termosztatot igényl6 rekombindz polimeraz amplifikaciét (RPA)
valasztottuk a fajta-specifikus tesztlinkhoz. Az RPA allandé hémérsékleten végzett DNS
sokszorositas. A reakcid 38 °C-on korll megy végbe szalelmozdité DNS polimeraz és egy-szdlhoz
kot6d6 rekombinaz (PIEPENBURG és mtsai, 2006) segitségével. A reagensek nem kivannak hitést
a reakcid véghezvitele el6tt, azok liofilizdlt keveréke stabil marad tébb napig,
szobahdémérsékleten. E reagensek halfajta azonositasban valé felhalhasznéldsdara taldlhaté példa
a http://www.twistdx.co.uk/products/food_safety id_kits/twistflow red snapper_kit cimen.

Az RPA eziddig leginkabb patogén kimutatasi tesztekben volt hasznalatos, Ugy mint Yersinia
pestis, Bacillus anthracis, Ebola virus (EULER és mtsai, 2013), Aspergillus fumigatus, Fusarium
solani, etc. (SAKAI és mtsai, 2014) illetve HIV-1 (CRANNELL és mtsai, 2014), de |éteznek példak uj
generdcids szekvendlashoz konyvtarkészitési eljarasrol (OYOLA és mtsai, 2012), genom
Ujrarendez6dési vizsgdlatokrél (HILL-CAWTHORNE és mtsai, 2014) vagy GMO, Salmonella,
Cronobacter és Fusarium élelmiszerbdl torténd kimutatasara (SANTIAGO-FELIPE és mtsai, 2014).
Az RPA ,tdbori” korilmények kozotti alkalmazasara példa a Hurghadan feldllitott, (Safa)
szarvasmarhak tesztelésre hasznalt karantén-allomas.
(http://www.twistdx.co.uk/resources/news/screening_clinical_samples_from_cattle_at_quaran
tine_stations_in_hurghada_a, 2015).

Az RPA alkalmazasok koziil, a kiilonféle préba-tipusokkal mikodé TwistAmp®fpg, -exo és -
nfo kitek kozil (a prébatervezés részleteiért [asd:
http://www.twistdx.co.uk/images/uploads/docs/QG_fpg_ NF_Online_RevA.pdf, 2015), a
TwistAmp®nfo kitet (TwistDx Ltd, UK) vdlasztottuk. A reakciohoz hordozhaté termosztatot, a
detektalashoz igen/nem tipusu valaszt add tesztcsikot alkalmaztunk (PIEPENBURG és mtsai, 2006;

KERSTING és mtsai, 2014). A mintael6készitéshez minimalis kezelési kovetelményeket terveztiink.

.3 Anyag és modszer
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111.3.1 Mintdak

A sertés, tyuk és pulyka izommintdkat vagéhidon gydjtottik. A mangalica mintdk a korabbi
gyljteményinkbdl szarmaztak (ZSOLNAI és mtsai, 2013). A vaddiszné és szarvasmintak az orszag
kiilonbo6z6 részein, szervezett vadaszatokon lettek gydjtottik. A mangalica kolbdszt és majkrémet
megbizhaté termékel8allit6tdl szereztiik be, illetve a NAIK-Elelmiszerkutaté Intézetben (EKI) 4ltal
késziltek. A nem mangalica eredet(i kolbasz- és majkrémmintakat élelmiszerboltokban szereztiik

be illetve az EKI allitotta elS azokat. A névények mintait szintén élelmiszerboltokban szereztiik be.

111.3.2 DNS elékészités

— Wizard® eljards: DNS elGkészités Wizard® kittel (Promega, USA)
Kb. 300 mg husmintat egy 1,5 ml-es Eppendorf cs6be helyeztiink, melyhez 860 ul puffert
(10 mM Tris-HCI (pH 8.0), 150 mM NacCl, 2 mM EDTA, 1 % SDS), 100 pl 5 M guanin-HCI-t és
40 pl 20 mg/ml proteinaz-K oldatot adtunk, melyet 3 éran keresztiil 55 °C-on tartottunk.
Az elegyet 12400 fordulatszdmon (AB2.14 rotor, Jouan BR4i centrifuga) 10 percig
centrifugdltuk, majd az elegy felliliszojabdl 450 pl-t dolgoztunk fel a Wizard® DNS-tisztitd
kittel (Promega, USA). A tisztitott DNS-t 100 pul TE pufferben oldottuk.

— DNAreleasy® (Nippon Genetics Europe, Germany) eljdras:
Kb. 100 mg mintat 0,5 ml-es PCR cs6be, 200 pl DNAreleasy® oldatba helyeztiink. A mintat
rovid ideig homogenizatorral Tissue Grinder Mixy (Nippon Genetics Europe, Németorszag)
homogenizaltuk. A mintael6készités elGiras szerinti h6mérsékleti profilja: 65 °C, 5 perc; 96
°C, 5 perc és 20 °C, 5 perc volt. A h6mérsékleti profilt Theater SlimThermal Cycler
(Coyotebio, Kina) késziilékkel biztositottuk.
A sokszorositandd DNS a felliluszébdl vettiik ki néhany perces természetes llepités utan.

— Az inhomogén kolbasz mintak esetében
a homogenizacidé desztillalt viz jelenlétében, szobah6fokon végeztiik. A homogenizacid
ideje néhdny perc volt, amig a kolbdsz allaga pliré-szer(ivé valt. DNS sokszorositasra ezen
elegy vizes fazisat hasznaltuk, tovabbi tisztitasi Iépés nélkil.

— Madjkrém esetében

a desztillalt vizes higitast csak enyhe intenzitasi homogenizacié kovette.
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111.3.3 Primerek és sokszorositds
primerl: biotin-GTT GGT TAT TAC AGT ACT GTA CAATAACAAAGGTCAA
primer2: AGCTTG TTT CAA ACA TGA AAA GTT CACAAA GCA G

A préba szekvencidja FAM-GGATGATTC ATA GCA TAG GAA CAC TTA AGA TTG (THF)AA TTA
CTG GGT CTT AAG G-C3spacer volt, ahol a THF tetrahydrofurant jel6l. A C3spacer a prdba
novekedését hivatott meggatolni. Teljesgenom informacié a Sequence Read Archive adatbazis
SRP039012 (Molnar et al., 2014) azonositdja alatt taldlhatd.

A mangalica mindségi kimutatdsahoz szikséges jel el6allitasdhoz a TwistDx Ltd. (UK) cég
RPA rendszerét, azon belil a TwistAmp®nfo primer-préba elrendezést valasztottuk. Ebben az
elrendezésben az egyik primer 5’ vége biotinnal van jeldlve, mig a mdsik primer nem hordoz
jelolést. A préba 3’ vége védett a ldncnovekedés ellen és az 5’ vig FAM-mal jel6lt. A poréba THF
alkotét is tartalmaz, melyet az Nfo enzim hasitani tud a préoba komplementer DNS szdlhoz vald
teljes kapcsoldédasa esetén (LEVIN és mtsai, 1988). Az Nfo enzim és a rekombindz polimeraz
liofilizalt formaban van jelen, melyet 50 pl reakciétérfogatra higitunk.

A sokszorositds 39 °C-on 30 percig tartott. A reakciéban résztvevé alkotdk koncentracidja,
illetve térfogata a koévetkez6k volt: a primerek koncentracidja egyenként 420 nM, a préba 120
nM, a puffer 29,5 ul, a Mg-acetat 14 mM, illetve a minta 1 pl. A mintat is tartalmazé reakcidelegyet
TwirlA termosztatban tartottuk (TwistDx Ltd., UK).

Univerzalis MileniaHybriDetect (MileniaBiotec, Németorszag) tesztcsikot hasznaltunk a
sikeres RPA reakcio detektdldsara (KERSTING és mtsai, 2014), ahol 5 ul reakcidelegyet kevertlink
el 100 pl tesztcsik-pufferben. A tesztcsikot ebbe az oldatba allitottuk. Maximum 3-5 perc eltelte
utan a tesztcsik felsé felén megjelend ellenérzé és alsd felén a reakcid sikerességétdl fliggben
megjelend sav vizualisan kiértékelhetévé valik (I11.1. dbra). Az RPA reakciétermék biotinilalt végét
a tesztcsik fellletéhez kotott biotin ligandum koti meg. A termék masik, 5’ végen |évé FAM jel6lést
FAM antitest ismeri fel, amely antitesthez arany részecskék vannak kapcsolva. A tesztcsik
diagnosztikai savja csak akkor valik lathatdva, ha a mangalicaspecifikus RPA termék jelen van.

Primer dimerek nem adnak jelet, mert a FAM jelzés a proban helyezkedik el.
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1

o

11l.1. abra

MileniaHybridetect tesztcsik kiértékelése.
1: pozitiv minta, 2: negativ minta. A felsé vizszintes sdv a tesztcsik reakcidjdnak a kontrollja,
az alsé sdv a mangalicaspecifikus szekvencidrdl képz6d6 RPA reakcio termékének a jele.

I11.4 Eredmények és meghbeszélés

Az Anyag és modszer szekcidoban leirt Osszes DNS preparaldsi eljaras alkalmas volt
izotermalis sokszorositas elvégzésére. Még az egyszer(i homogenizalassal és egyéb tisztitasi |épés
nélkul el6készitett kolbasz is elegend6 DNS-t szolgaltatott az analizishez.

A reakcio sikeres elvégzése céljabdl tobbféle primer és préba kombinaciéjat teszteltiik a
gyartd (TwistDx Ltd., UK) javaslatai alapjan. A specifikussagot a préba biztositottta, mely csak
akkor tudott kapcsolédni, ha célszekvencia jelen volt. A préba 3’ végi védelme volt hivatott
megallitani a nem specifikus termékek képzddését. A préba ndvekedése pedig csak akkor
torténhetett meg, amikor az Nfo enzim a kapcsolddott probat a THF poziciéban vagta.

A primerek GC tartalma az RPA reakciéhoz javasolt 40-60% hatarok koz6tt mozgott. A préba
GC tartalma alacsonyabb volt a javasolt alsé hatarnal, de ez nem zavarta a reakcid sikerességét.
Az megfelelS primer-préba készlet megtaldldsa utan a reakciét nagyon tiszta mangalica DNS-el

(lasd a Wizard® eljarast) optimalizaltuk.
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A sokszorositas h6mérsékletét és az inkubdcid idejét teszteltik (11.2. dbra). A tesztcsikok
jelintenzitdsanak vizualis értékelése alapjan a legjobbnak 39 °C és 30 perc bizonyult. A
reakciékomponensek koncentracioi megegyeztek a gyartd altal javasolt értékekkel. A reakcid
tovabb gyorsithaté a Mg-ion koncentracidjanak novelésével (TwistDx Ltd., UK). Amikor a Mg-ion
koncentracidjat a javasolt 14 mM-rél 15 mM-ra emeltlik, a reakciéidé 10 percre csokkent. A

reakcioidé mads primer-préba és reakciérendszerrel tovdbb csdkkenthetd pl. a TwistAmp®exo

20

39°C 10 30 min

kittel (TwistDx Ltd., UK).

37 38

Az RPA reakcio hémérsékletének és idejének a bedllitdsa.

111.2. dbra

A reakcio specifitasat vizsgalva (l1l.1. tablazat) keresztreakciot egyetlen minta sem adott,
csak és kizardlag a harom mangalica fajta (ahol az 6sszes szdrmazdsi vonal képviseltette magat)
és a mangalica x duroc F1 mintdi adtak pozitiv reakciot. Az emberi, egyéb allati és novényi DNS
mintdk nem adtak pozitiv jelet. Az adatbazisok szekvenciakeresései sem mutattak megegyezeést
a mangalicaspecifikus tesztszekvencidval. A kifejlesztett teszt spefikus a mangalicdkra, illetve a
mangalica eredet a mds fajtakkal étrehozott F1 hibridekben is kimutathatd. Az F1 keresztezések
tisztavérl mangalicdgoz viszonyitott 50%-o0s tesztszekvencia-tartalma kénnyen kimutathato (l11.2.

tablazat).
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faj, vagy

élelmiszer faj vagy fajta megnevezése mintaszam pozitiv
megnevezése mintak
szdma

ember - 8 0

sertés sz8ke mangalica 45 45

fecskehastl mangalica 36 36

vorés mangalica 32 32

mangalica x duroc 18 18

duroc 45 0

pietrain 45 0

hampshire 48 0

nagyfehér 42 0

H39 x nagyfehér 36 0

nagyfehér x lapaly 32 0

vaddiszn6 25 0

egyéb 16 20 0

allatok

csirke 13 0

pulyka 4 0

kacsa 10 0

lud 5 0

szarvas 10 0

szarvasmarha 37 0

novények szbja 10 0

kukorica 10 0

rizs 10 0

bors 10 0

fokhagyma 10 0

kémény 10 0

zeller 10 0

csicseriborso 10 0

dio 10 0

cukorrépa 10 0

bab 10 0

mak 10 0

repce 10 0]

rozs 10 0

kolbasz mangalica 15 15

nem-mangalica 15 0

majkrém mangalica 15 15

nem-mangalica 15 0

lll.1. tablazat

A specifitas ellenérzésében felhasznalt mintdk és mennyiségiik és teszteredményeik.
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10 ng/ul kopiaszam

koncentraciohoz 50 pl észlelés
viszonyitott reakcidban

higitas mértéke

1x 2900 pozitiv

2X 1450 pozitiv

4x 725 pozitiv

8x 362 pozitiv

16x 181 pozitiv

32X 90 pozitiv

40X 72 pozitiv

50x 58 pozitiv

58x 50 pozitiv

64x 45 negativ

111.2. tablazat

Higitdsi sorozat reakcioeredményei.
1 db célszekvencia 1 ul RPA reakcioban az 58x-os higitdsndl valdsult meg.

Az eljaras kimutatdsi hatdrat higitdsi sorral hataroztuk meg, ahol a kiinduldsi minta
koncentracidja 10 ng/ul volt. Ez a mennyiség 2900 kdpia célszekvenciat jelent. Amennyiben az 1
kopia/ul koncentraciot szerenénk hasznalni a reakciéban (pl. ha 1 pl mintatérfogart 50 képiat
tartalmaz, akkor azt 50 pl végtérfogatu RPA reakcidban alkalmazzuk), akkor 58x-os higitast kell
elérni. Az RPA reakcié eredménye azt mutatja, hogy egy célszekvencia/képia megbizhatdan
detektalhatd.

Az, hogy ilyen alacsony mennyiségli DNS detektdlhatd és az RPA reakcid érzéketlen a
reakciot zavard koriilményekre (KERSTING és mtsai, 2014), alkalmassa teszi a reakciét minimadlis
el6készitésen atment mintdk vizsgdlatara is (Ill.3. abra). A reakcid sikeres volt olyan komplex
mintak esetén, mint a kolbdsz (magas zsir- és f(iszertartalom) vagy a majkrém (magas

zsirtartalom).
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1

111.3. dbra

Mangalica eredetii DNS kimutatdsa kolbdszbdl és mdjkrémbaél.

1: homogenizdlt mangalica kolbdsz; a homogenizdlt kolbdszhoz desztilldlt vizet adtunk, a
reakciohoz a vizes fdzist haszndltuk, centrifugdldsi lépést nem alkalmaztunk. 2:
homogenizdlt mangalica kolbdsz; homogenizdlds utdn DNAreleasy® kezelést alkalmaztunk,
a reakciohoz a vizes fazist haszndltuk, centrifugdldsi Iépést nem alkalmaztunk. 3: mangalica
madjkrém; desztilldlt vizes homogenizdlds, centrifugdlds nélkiil. 4: DNS minta nélkiili reakcid.
5: nem mangalica kolbdsz; el6készités kordbbi leirds szerint (1). 6: nem mangalica kolbdsz;
el6készités korabbi leirds szerint (2). 7: nem mangalica mdjkrém: el6készités korabbi leirds
szerint (3).

lI.5 Kovetkeztetések

A mangalica teszt érzékeny és gyors moddszer élelmiszerek mangalica alkotdjanak
azonositasara kevés és kifejezetten alacsony aru eszk6zok haszndlatdval.

Azokban az esetekben ahol az élelmiszer mar homogenizalt, mint pl a majkrém, nincs
szikség id&igényes mintael6készitésre. Kolbasz mintak vizsgalatdhoz roévid, a vizsgalatot
megel6z6 homogenizald |épést ajanlunk.

Amennyiben a mintat el6készitésnek kell aldvetni, a DNAreleasy® (Nippon Genetics Europe,
Németorszag) eljarast javasoljuk. Ez a DNS preparalasi eljaras ugyan nem kivan centrifugalasi vagy

elvdlasztasi |épéseket (ellentétben a Wizard® maddszerrel), ugyanakkor kilonb6z6 hémérsékleti
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szinteket elér6 hordozhatd termosztatot igen (lasd Anyag és moddszer szekcid). 15 perces

inkubalads utdn a minta alkalmas az RPA reakcié elvégzésére.

A kutatast a Magyar Allam Vidékfejlesztési Minisztériuma (AHT szm: 334740) tamogatta.
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IV. FEKETE ES FEHER RACKA GENETIKAI KULONBOZOSEG MERTEKENEK
FELMERESE DNS ANALIZISSEL.

IV.1 Osszefoglalas

A fekete és fehér racka genetikai tdvolsagat hatdaroztuk meg két, id6ben és térben eltolt
mintavételi sokasagbdl 7, ill. 31 mikroszatellit |6kusz alkalmazdasdval. A kapott genetikai tavolsag
a vizsgalt rackacsoportok kozott 0,082, ill. 0,042 volt. Ezen értékek mas csoportokhoz (cigdja,
cikta, magyar merind) képest 0,045—-0,100 kozott valtoztak. A fehér és fekete rackak kapcsolatat

mas fajtak és azok egymads kozti genetikai tavolsagaik viszonylatdban értelmeztiik.

IV.2 Bevezetés

A mult szazadban az allattenyésztésben bekovetkezett valtozasok a mangalicdhoz
hasonléan a magyar racka juhot sem kimélték. 1911-re a 7,7 milliora fogyatkozott
juhallomanyunkbdl 15000 magyar juhot regisztraltak és a ll. vildghaborud utdn mar csak 1450 allat
maradt tenyésztésben (DUNKA, 2002). 1983-ban alakult meg a Magyar Rackajuhtenyésztd
Egyesiilet, amely a fajta megmentését tlizte ki céljadul 1200 anyajuhval (VERESS és mtsai, 2020).
Sikeriket jelzi, hogy 2001-re a térzskonyvezett egyedek szama 3312, amelybdl 814 fekete racka
volt (OLAH, 2002). Napjainkban 4500 fajtatiszta anyajuhot tartanak nyilvan, amelynek 40%-a
fekete racka (MJKSZ, 2013a).

A fajta részletes leirdsa a mult szazad elejére tehet6, a jelenleg érvényben Iévé standard
alapja pedig Dunka nevéhez fliz6dik (2002). A fajta harmas hasznositasu (hus, tej és prém). Az
utdbbi évtizedekben tobb kutatdsi téma foglalkozott testalakuldsaval, a gyapju és a prém
szinoroklésével és mindségével, a tejtermelésével, valamint a rackabaranyok hizlalasaval és
husmindségével (DUNKA, 1992, 2002; NAGY és mtsai, 2004, 2005; SARLOS és mtsai, 2013). Az
G6shonos juhfajtak surlékorra valé fogékonysaganak osztalyozasa is megtortént az elmult években
(FESUS és mtsai, 2004, 2008). A fekete racka szaporoddasélettani jellegzetességeirdl, a

tisz6novekedés és korai vemhesség ellen6rzésrdél, valamint a kosok androldgiai, spermatolégiai
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jellemzGirdl jelentek meg kdzlemények az utébbi években (EGERSZEGI és mtsai, 2008, 2011, 2012;
PIRY és mtsai, 2004).

A vildgon fellelheté szines juhok szinvdltozatainak tenyésztésében kétféle iranyzat
figyelhet6 meg. A shetland, izlandi, creole, karakul, soay, navajo churro, damara fajtak
szinvaltozatai nincsenek elkilonitve egymastdl, mig a heidschnuke, bergshaf, szomaliai (perzsiai)
fajtaknal a szinvaltozatokat elkilonilten tenyésztik (ENZLIN, 1996). Magyarorszdgon 1926-ban a
rackadllomanyt f6ként a sikfoldinek, debreceninek vagy hortobagyinak nevezett juhok adtdk, a
fejlik szine szerint fehér, fekete, barna, gyapjuk alapjan fehér, fekete vagy tarkatest(i (KOVACS,
1926) névvel illették. Tiz évvel késébb, egy 1936-0s Osszeirds szerint, Hajdu varmegyében 3620
rackajuhot tartottak nyilvan (ebben benne voltak a keresztezett egyedek is), amelynek tobb mint
a fele (2135) Debrecenben volt. A debreceni dllomdny 21 juhtartd gazda kozott oszlott meg, és
egy kivételével mindegyikik fehér rackat (amelyek kéziil sok curkannal vagy moldvaival kevert
juh) tenyésztett. Teljesen tisztavérd, &si racka juhoknak csak egy, 150 anydbdl all6, fekete nydjat
mondtak (HANKO, 1937). HANKO (1941) szerint 1941-ben a fehér juhokbdl még kdnnyen
Osszeszedhet6 volt 5-600 j6 fajtajelleggel bird magyar juh térzstenyésztés céljara. A fekete
esetében azonban mar 1937-ben felhivta a figyelmet a génmegdbrzés fontossdgara, de felhivasa
,pusztaban elhangzd szd volt csupan”. Az utolsdé nagy fekete nydj 1939 utdn szétaprézddott
kisebb falkakra. Becslése szerint ekkor az egész Tiszantulon jé, ha 300 ilyen juhot lehetett mar
csak talalni. A fekete magyar juh fennmaradasat ezek a kis falkak, ill. a fehér juhot tenyészté
gazdak altal a nydjakban prémnyerés céljabdl tartott 1-2 fekete anya segitette. A Il. Vilaghaborut
kovetGen feltehetGen tobb esetben keveredett a fehér és a fekete racka, de 1983-t6l a MRITE
megalakulasa 6ta a torzsanyak haremben, a kozds nyadjak csoportosan szin szerint vannak
parositva (VERESS és mtsai, 2002). A racka kosoknal a torzskdnyvi adatok alapjan fehér esetében
14, fekete racka kosoknal 11 genealdgiai vonal kertilt kialakitasra, amelyek kozil 3 vegyes vonal
(OLAH, 2002). Ma 10 fehér és 9 fekete kos vonalat haszndlnak a tenyészték (MJKSZ, 2013b).
Vizsgdlatunk célja a laboratdriumunk altal korabban gy(ijtott és rendelkezésre all6 fekete és fehér
racka mintdk genetikai eltérésének mikroszatellit markerekkel valé felmérése és annak

szamszer(sitése volt.

35



dc_1676_19

A genetikai informacidhoz valo hozzaférés egyik maddja a genetikai markerek, jelen esetben
mikroszatellitek tipizdlasa, amelyet sikerrel alkalmaztak sertés (ZSOLNAI és mtsai, 2006), juh
(GASPARDY és mtsai, 2013; KUSZA és mtsai, 2011) vagy 16 (ACHMANN és mtsai, 2004, BAN és

mtsai, 2006) esetében is.

IV.3 Anyag és modszer

A mintak gydjtése két kilonbdz6 évben, 2006-ban, ill. 2008-ban tortént. A DNS
el6készitéséig a vérmintakat —20 °C-on taroltuk.

A 2006-os mintdkon 7 mikroszatellitet hasznaltunk (HSC, INRAO63, OarFCB11, MAF214,
OarAE129, CSRD247, OarFCB304) 68 fehér és 7 fekete racka esetében. Ugyanezen évben 104
merind, 76 német husmerind, 26 landschaf merind, 5 suffolk, 42 lle de France, 41 texel, 40
charollais, 33 lacaune, 43 awassi és 7 lacaune x német husmerind kerilt a fent emlitett
mikroszatellitekkel tipizaldsra. A 2008-ban gydjtott mintdakon 31 mikroszatellit markert
hasznaltunk (BM1329, BM8125, DYMS1, HUJ616, OARAE129, OARCP34, OARCP38, OARFCB128,
OARHH47, OARVH72, MAF65, INRA63, OARFCB20, OARIMP58, OARIMP29, OAFCB193, BM1824,
MAF70, MAF209, OAFCB304, SRCRSP9, ILSTS5, ILSTS11, ILSTS28, MAF214, SRCRSP5, SRCRSP1,
MAF33, MCM140, OAFCB226, MCM527) 22 fehér, 9 fekete racka, 31 cikta, 31 cigdja és 31 merind
esetében. A két mikroszatellit készlet k6zott harom l6kusz (INRA63, MAF214, OarAE129) azonos
volt.

A DNS sokszorositast kovetSen a fragmentumokat ABI 310-es, ill. ABI 3100-as automatizalt
fragmentanalizald késziléken valasztottuk el. A mikroszatellitek hosszait GeneScan és Genotyper
programokkal hataroztuk meg.

A mintak statisztikai analizisét mindkét mintavételi év és mikroszatellit készlet esetében kulon-
kilon végeztiik el.

Az adatfeldolgozdshoz haszndlt programok; Geneclass (PIRY és mtsai, 2004) és Genalex
(PEAKALL és SMOUSE, 2006) az egyedek populaciékhoz valé rendelésére, az utébbit Fst
paronkénti meghatdrozasara is hasznaltuk. SPSS (SPSS 15.0 for Windows software, SPSS Inc.,

Chicago, IL, USA) programcsomagot diszkriminanciaanalizis céljabdl alkalmaztuk.
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IV.4 Eredmények és kovetkeztetések
Kiindul3si hipotézisként a két racka csoportot egyetlen homogén csoportként kezeltiik.

Elképzelésiink igazoldsara diszkriminanciaanalizist végeztiink, ahol fliggetlen valtozékként az
allélok hosszait hasznaltuk. Mivel az els6 fliggvény a teljes variancia 100%-at irta le, és a fehér, ill.
fekete csoportok atlagai szignifikdnsan eltértek egymdastdl (p < 0,001) a homogén csoport
feltevést elvetettik.

A 2006-0s kisérletben (7 DNS-markerrel) az egyedek csoportokba soroldsa 92,0%-os volt.
A besorolas 97,3%-ra javult, amikor a csoportba tartozas el6zetes valdszinliségét 0,91 és 0,09
értéknek vettlik a csoportok mérete alapjan.

2008-ban (31 DNS-markerrel) kapott allélhosszakat haszndlva a csoportokba sorolas
100%-0s megbizhatdsagu volt akar alkalmaztuk, akdr nem a csoportméreten alapulé a priori

sulyozast.

A Geneclass programmal a 2006-os és 2008-as adatokon ellenérizve —frekvencia és
genetikai tdvolsagi értékeken, ill. szimulaciés megkozelitésekkel— a fehér és fekete dllatok sajat
csoportjukba vald besorolasi valdszinlisége 10—97% értékek kozott mozgott. A kicsi valdszin(iségi
értékek esetében is minden egyes racka allatndl a sajat csoportba vald tartozas valdszin(iségi
értéke volt a legnagyobb az dsszes tobbi fajtahoz, ill. a masik szinvaltozathoz viszonyitva. A sajat
csoportba valé besorolds valdszinliségét a grafikus dbrazolast lehet6vé tévé Genalex programmal
is ellendriztlik "leave-one-out" opcid haszndlataval, ahol az allélok frekvencidinak becslésébdl az
éppen aktudlis besorolandd egyed genotipus adatai nem vettek részt. A 2006-os és 2008-as
mintakészlet mutatja a két szinvaltozat elkilontlését (IV.1.A,B dbra). A tébb, 31 DNS-marker
hasznalataval kapott abran (IV.1.B abra) az elkiloniilés mértéke jobban megfigyelhets, mely

0sszhangban van a diszkriminanciaanalizis és a Geneclass program altal kapott eredményekkel.
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IV.1. dbra.

Fekete és fehér rackdak mikroszatellit markerekkel valo csoportba soroldsa.

Fehér és fekete racka egyedek csoportokba soroldsa mikroszatellit Iokuszok és Genalex
Az dbrdk tengelyein az adott populdcioba valdé tartozds
valdszinliségeinek logaritmus adatai Idthatdak. A.) n= 68 fehér, 7 fekete racka, 7

program segitségével.

mikroszatellit marker. B.) n= 22 fehér, 9 fekete racka, 31 mikroszatellit marker.
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A becsilt genetikai tavolsag, ill. csoportok kozotti varianciahanyad (Fst) értéke a két
vizsgalati készletet tekintve kiilonb6z6nek adddott. Az els6 esetben (2006, 7 mikroszatellit) az Fst
érték 0,082, mig a masodik esetben (2008, 31 mikroszatellit) 0,042 volt.

A két vizsgalati elrendezésiink genetikai mérészamai szerint a fekete és a fehér racka
csoport genetikailag differencidlodottnak tekinthetd, bar a masodik esetben a genetikai
elkiloniulés mértéke éppen a kdzepes eltérés alsé hatara (0,05) ala kerilt (HARTL és CLARK, 1997).
Az eltérés egyrészt azzal magyarazhatd, hogy a 2006-os esetekben a fehér rackdk harom, a
feketék két helyrél, mig 2008-ban minkét szinvaltozat egy helyr6l szarmazott. Az utdbbi esetben
az egy helyen, elkiilonilten tartott két szinvaltozat genetikai tdvolsag értéke kisebbnek adddott,
ami tamogatja azt a feltételezést, miszerint az azonos terileten é16 szinvaltozatok genetikailag
hasonldébbak egymashoz, mint az egymastdél foldrajzilag messzebb él6k. Az eltérés mdsik oka a
fekete mintak alacsony szama lehet, az alacsony alkalmazott markerszam esetében, 2006-ban. A
két kilonb6z6 évben mintdzott populacid genetikai tavolsagai koziil, véleményilink szerint, a

masodik all kbzelebb a valdsaghoz az alkalmazott 6tszor nagyobb markerszam miatt.

Korabban cigdja juh populdcidk lettek Osszeshasonlitva 8 mikroszatellit segitségével
(GASPARDY és mtsai, 2004), amelyb6l 7 azonos volt e vizsgalatban a 2006-os mintakon
alkalmazottakkal. Az eltér6 helyekrdl szarmazé cigaja populacidk kdzott becsilt Nei-féle genetikai
tavolsag 0,2483 és 0,9014 kozott mozgott. A két racka szinvaltozat esetében a 2006-0s mintdkon
kapott Nei-féle genetikai tavolsag 0,4723 volt, a 2008-as mintakészlet és 31 marker
alkalmazasaval ugyanezen érték 0,2039-et mutatott. A cigdja populdcioknal levont
kovetkeztetéshez hasonldan a racka esetében megallapithato, hogy a szinvaltozatok egymastol
genetikai elklloniltséget mutatnak, mind tobb tenyészetbdl szarmazd, mind egy helyrdl
szarmazo fekete és fehér racka csoportok esetén, fliggetlenil attdl, hogy milyen mikroszatellit

markerkészletet alkalmaztunk.

A kilonféle juhfajtak kozott a genetikai tavolsag — 0,042—0,179 (2006-0s adatok) és 0,019-
0,125 (PETER és mtsai, 2007) — kisebb, mint az a sertésfajtaknal tapasztalhaté (0,062-0,27)
(GARCIA és mtsai, 2006; ZSOLNAI és mtsai, 2006). A genetikai tavolsag (HARTL és CLARK, 1997)
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kisebb értéke szamos juhfajta esetén megfigyelhet8. A merind és az lle de France k6zotti tavolsag
0,042 (7 marker, 2006-os mintak), a merind és a cigaja kozotti tavolsag értéke 0,048 (31 marker,
2008-as mintak) volt. A gordg orino és a lesvos fajtak (Fst=0,029; 31 marker), a torok turcana és
az alban ruda fajtak (Fst=0,028; 31 marker) (PETER és mtsai, 2007), a kinai hu és a roévid farku han
(Fst=0,023; 15 marker) (SUN és mtsai, 2010) hasonldan kicsi differencidltsaggal jellemezhetéek
egymashoz képest.

Hasonld, a kozepes genetikai differencialtsag mérészamai kozé (0,05 és 0,15) (HARTL és
CLARK, 1997) es6 értékeket mikroszatellitekkel kordbban a harom mangalicafajta esetében
mértink, amelyek 0,064; 0,095; 0,099 voltak a sz6ke-fecskehasu, sz6ke-vords és fecskehasu-
vOros viszonylatban. A mangalicaknak a tobbi fehér fajtahoz viszonyitott tavolsaga 0,25-0,27
kozott volt (GARCIA és mtsai, 2006; ZSOLNAI és mtsai, 2013). Mangalica mikroszatellit témadaban

I[dsd még ezen irds |. bekezdését.

A DNS-alapu genetikai hattérvizsgdlataink, és azoknak mas kutatasi eredményekkel vald
Osszevetése alapjan a fekete és a fehér rackacsoportok genetikailag differencialédottnak
tekinthet6ek, ugyanakkor a fekete rackamintdk kis szdma miatt érdemesnek tartjuk a
mikroszatellitekkel kapott adatok ellenérzését nagyobb allatallomanyon. A teljes rackaallomany
mintazasat javasoljuk Ugy, hogy tenyészetenként, a FAO ajanlasanak megfelel6en, 4-5 allatot
vonnank be a vizsgdlatokba (FAO, 2011). A fekete és a fehér racka genetikai hattérének
kiterjedtebb vizsgdlatat korszer(ibb, kereskedelemben hozzaférhet6 teljes genomot mintdzé

markerkészlettel (KIJAS és mtsai, 2012) lehetne megoldani.

40



dc_1676_19

V. MAGYAR SZURKEMARHA TENYESZETEK KAPCSOLATANAK VIZSGALATA
MIKROSZATELLIT MARKEREKKEL

V.1 Osszefoglalas

2009-2011 kozotti periddusban 3187 sziirkemarha egyedet vizsgaltunk abbél a célbdl, hogy
a tenyészetek egymadshoz viszonyitott genetikai helyzetét meghatdrozzuk. A tenyészetek
megfigyelt heterozigdzitasai kozepes érték felett voltak (0,60-0,80). Mind a kiszamolt paronkénti
genetikai tavolsagok, mind a fajtatorténeti informaciok alapjan a jelenleg magpopuldcidként
nyilvantartott szlirkemarha tenyészetek azonosithatdak voltak. A populdcidanalizis felfedte, hogy
a tenyészetek genetikai hatterik alapjan elkilonithet6ek egymastdl. Az esetek tobbségében (22
tenyészet) az Fst érték 0,003 és 0,005 kozott volt, amely alacsony differencialtsagot jelent. A
fennmaradd 12 tenyészet esetében a kdzponti helyzetl tenyészetekhez képest az Fst értékek
0,060 és 0,119 kozott mozogtak. Principdlis komponens analizis, hozzarendelési tesztek és a
dendrogramok azt sugalljadk, hogy kett6 fGcsoport létezik a sziirkemarha populaciéon belil.
Structure programmal végzett analizis a legvaldszinlibb klaszterszamként a harmas értéket adta
(K=3).

Egyedi allélikus gazdagsag, genetikai tavolsagok és Fis adatok alapjan olyan tenyészeteket
azonositottunk, melyekre nagyobb figyelmet kellene forditani a genetikai sodrddas
megakadalyozasa, illetve a genetikai sokszinliség megbrzése miatt. Az itt bemutatott genetikai
informaciéhalmaz alapjat képezi azon allatok kijelolésére, melyeket teljes genoanalizisre lehet

kivalasztani.

V.2 Bevezetés

Az els6 magyarsziirke leirds egy 16. szazadi dokumentumban lelhet6 fel (MILHOFFER 1904
cit. BARTOSIEWICZ 1997). A fajta elterjedése a 16. szdszadra, a torok megszallas idejére tehetd
(BARTOSIEWICZ 1996, 1997). 1884-ben az orszag 4,9 millid szarvasmarhajanak 78 %-a, 1990-ben
az akkori 6,9 millié egyed fele volt szlirkemarhaként regisztralva. (MATTESZ 1927, TORMAY 1901,
cit. BARTOSIEWICZ 1997). 1925-ben 321000 szirkemarha volt a Magyarorszagon, 1962-re a
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l[étszam kett8szaz tisztavérl tehénre és hat bikdra csokkent, melyek Boddé Imre altal
kezdeményezett, illetve koordinalt fajtamentési programban keriiltek meg6rzésre (BODO és
mtsai, 1996). Mostanra a szirkemarhdk szdma névekeddben van, a tehenek szdma 2011-ben

hétezer volt (BODO 2011).

A fajta molekularis genetikai Osszetétele alapjan -a genetikai kapcsolatokat bemutaté
fakon- a pododliai szarvasmarha csoportban talalhatdé meg, bar tobb szerz6 kétségbe vonja e
csoporttagsagot (MAROTI-AGOTS 2011, MANZONE 2011, FILIPPINI 2011). Mitokondridlis DNS
vizsgalatok azt mutattdk, hogy az italiai és magyar sziirkemarha hasonlésagot mutat mas eurdpai
fajtdkkal, és a T1-es haplotipus -mely eredete afrikai- nem volt megfigyelhet6 a magyar
szlirkemarhak kézott (MAROTI-AGOTS 2011).

A 20. szazad elején, illetve 1971-ben néhdany maremman bikat hoztak Magyarorszagra
(BODO 2011). Az 6rokolheté 1;29-es kromoszéma transzlokacid ezek egyikével keriilt az
allomanyba. A rendellenesség (mely embridelhaldssal kapcsolhaté 6ssze) nem kerilt bele a
tisztavérl sziirkemarha dllomanyba és a nem sziirkemarha allomanyokbdl e rendellenességet
tobb mint 800 &llat vizsgalataval szlrték ki. A hordozé allatok mindegyike vagdsra keriilt (KOVACS
1989).

MANATRINON és mtsai (2008) 60 sziirkemarhat mikroszatellitekkel, illetve PARISET és mtsai
(2010) 63 sziirkemarhat 91 SNP-vel vizsgalt ahol tobbek kézott maremman egyedekkel is
0sszehasonlitottak a szlirkemarhat. Az eredmények megmutattak, hogy a nagyon hasonld
kinézeti maremman szarvasmarhdk nagyon jol elkllonithetéek genetikai alapon a

szlirkemarhatal.

A vizsgalatunk célja az volt, hogy tisztazza a szlirkemarha tenyészetek genetikai viszonyat
egymashoz képest és ramutasson azon tenyészetekre, melyek szdmottevd eltéréssel birnak a
magpopulaciétél. Az igy nyert informdcio tobb dologra haszndlhatd fel, pl.; az eltéré tenyészetek
kiemelt figyelmet kaphatnak a tenyésztési célok mddositdsa érdekében. Masrészt a genetikai

informacié birtokdban olyan allatok valaszthatdk ki teljes genom kapcsoltsagi vizsgalatokhoz és
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szekvenalashoz, melyek valéban a sziirkemarha genomot képviselik. Hasonlé megkozelitésre
példa, amely mikroszatellit vizsgalatokkal kezd6dott, majd SNP vizsgalatokkal és
genomszekvenaldssal és védjegyként funkcionald szekvencia megtaldlasaval folytatédott a

mangalica fajtaban végzett munka (ZSOLNAI és mtsai, 2006, 2013, SZANTO-EGESZ és mtsai,2013).

V.3 Anyag és mdédszer

V.3.1 Mintak és mikroszatellitek

Az dllomanyok kddjainak felolddsat kutatdsi vagy tenyésztési célra vald felhasznalashoz a
Nemzeti Elelmiszerldn-biztonsdgi Hivatal (Genetikai labor, Budapest) adhatja meg. A tenyészetek
helyei a kiértékelést végzd kutatdk szamara csak a statisztikai szamoldsok elvégzése utan valtak
ismertté.

A vizsgalatba 2009 és 2011 kozott él6 szirkemarha egyedek keriltek (n = 3187, V.1.
tdblazat). Azon gazdasdgok keriltek a vizsgdlatba, melyeknek legaldbb 25 egyede lett
genotipizadlva. Olaszorszaghdl szarmazd, referenciaként szerepl6 maremman egyedek
mintaszdma 52 volt.

Az allatok genotipizalasat az ISAG (International Society of Animal Genetics) altal rutin
szarmazasellenérzésre javasolt 11 mikroszatellittel végeztik el (ISAG species panel 2003,
http://www.isag.us/comptest.asp?autotry=true&ULnotkn=true).

QlAamp DNA Mini Kitet (QIAGEN, US) hasznaltunk vérbdl vald DNS el6készitésére. DNS
sokszorositasi korilmények a Bovine Genotypes Panel 1.1 (Finnzyme Diagnostics, Finnorszag)
kézikonyvében leirtaknak feleltek meg. A sokszorositashoz ABI 9700 (Applied Biosystems, USA)
készliléket hasznaltunk, az allélok fragmenthossz meghatarozasahoz ABI 3100 Genetic Analyser-t

(Applied Biosystems, USA) alkalmaztunk a gyarté utasitdsai szerint.

V.3.2 Adatok feldolgozdsa
A Hardy Weinberg egyensuly és a populacié differencidlédas egzakt tesztjét Genepop 4.2.1
(ROUSSET 2008), FSTAT 2.9.3.2 (GOUDET 1995) és Arlequine (EXCOFFIER és mtsai, 2005)

programokkal szamoltuk. A vizsgalt I6kuszokon null allélok jelenlétét Genepop and Micro-Checker
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2.2.3. (Monte Carlo simulation (bootstrap moddszer, VAN OOSTERHOUT és mtsai, 2004)
szoftverekkel ellendriztiik. Ho, He, Fis, Fst, Nm mutaték meghatdrozdsara Genalex 6.5-6t
hasznaltunk (PEAKALL and SMOUSE 2006). Az adatokat FSTAT és Genepop haszndlatdval
ellendriztiik. Allélikus gazdagsag (AR) és egyedi allélikus gazdagsag (ARp) értékeket HP-rare 1.0-
val (KALINOWSKI 2005) hatdroztuk meg. Paronkénti Fst értékek (molekularis varianciaanalizis
fliggvény, permutacidok szama 999) és Nei-féle genetikai tavolsag meghatdrozdsara Genalexet
hasznaltunk, az Fst matrixot a Genalex principalis koordindta analizisével vizsgaltuk. Nei féle
genetikai tavolsagot (Da) TFPGA (MILLER 1997) és Poptree (TAKEZAKI és mtsai, 2010)
szoftverekkel is ellendriztiik. A bootstrap értékek 1000 permutdcids Iépésbél szarmaztak.

Bayes-i algoritmust alkalmazd Structure programot haszndltunk a legvaldszinlbb
klaszterszam (K) meghatdrozasara (burnin: 105, MCM steps: 105, ismétlésszam: 10, modell:
admixture, allélfrekvencidk korrelaciéban vannak), illetve az egyedek adott csoportba vald
tartozasi valdszinlségének kiszamolasara. K becslésére Evanno médszerét hasznaltuk (EVANNO
és mtsai, 2005), felhaszndlva a Structure program kimeneti adatait. Bayes-i sztochasztikus alapu
megkozelitéssel dolgozd BAPS 6.0 szoftvert (CORANDER és mtsai, 2003) is felhaszndltuk a
legvaldszinlibb K érték becslésére, illetve a sziirkemarha egyedek maremman hanyadanak
becslésére.

Az egyedek csoportokhoz vald hozzarendelési tesztjét Genalex és Geneclass 2.0 (PIRY és
mtsai, 2004) programokkal, bayesi (RANNALA és MOUNTAIN, 1997) és szimuldcids algoritmusok

(PAETKAU és mtsai, 2004) segitségével végeztik.

V.4 Eredmények és megheszélés

A Hardy-Weinberg egyensuly p értékének egzakt becslését minden populacién és minden
I6kuszon elvégeztik. Az elvégzett 374 chi-négyzet teszt kozil 72 mutatott szignifikans eltérést a
Hardy-Weinberg egyensulytol 95 %-os megbizhatdsagi intervallumban. A heterozigtak tobbsége
szignifikans volt (p £ 0,05) a G, I, J, N, P, R és AA-AK gulydkban, kivéve az AD és Al csordakat.
Szignifikdns homozigéta tobbletet az A, C, L, Q and Z allomanyok mutattdk. Az A-tél Z-ig (A-Z)
tekintett gulydk Fis értékei kevéssel nulla érték alatt voltak, ellenben heterozigéta tébblet (V.1.

tadblazat) volt megfigyelhet6 AA-AK populdciékban. Ennek oka lehet az ,outbreeding” vagy a
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tervezett tenyésztési politika, amelyben a kevésbé rokon egyedeket valasztjak ki reprodukcids

céllal.

Az Fis értékek kulonboz6ségének vizsgalatakor az AE, AH, AJ gulydk mutattak szignifikdns
eltérést a tobbi allomany Fis értékeitdl. Egyedi allélokat tizenegy gulyaban talaltunk. A, C és Al
populaciok mindegyike négy egyedi allélt mutatott; B, és Z mindegyike hat egyedi alléllal
rendelkezett kiilonb6z6 I6kuszokon. Ez alapjan az A, B, C, Z és Al populacidk fontosnak tekinthet6k
a genetikai diverzitds fenntartdsa szempontjdbdl a teljes szirkemarha populdciora nézve. A
becsiilt egyedi allélikus gazdagsag (HPRare szoftverrel szdmolva) csokkend trendet mutat az A
gulya irdnyatol a Q populacié felé (V.1. tablazat), bar a Z és Al gulydknak van a legnagyobb egyedi
allélikus gazdagsaguk (rendre; 0,39 és 0,32). AK és AB a nyolcadik és kilencedik poziciéban vannak
a maguk 0,06 és 0,03 értékeivel. Allélikus gazdagsagot illetéen az A, B és F populdciok hatos érték
felettiek. A legalacsonyabb allélikus gazdagsagot az AA, AF, AG, AK, AH csorddak mutattak (AR:
4,99-4,49).
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te;g’j;iet N AR ARp Ho He Fis
A 120 | 687 | 025 068 + 003 | 071 = 0,02 0,035 + 0,04
B 142 | 611 | 011 074 + 003 | 073 + 003 0,017 * 0,01
c 134 | 588 | 0,12 069 + 003 | 069 * 0,02 0,004 + 0,02
D 145 | 585 | 0,07 071 + 002 | 069 + 002 0,024 + 0,02
E 123 | 546 0 0,70 + 0,04 | 069 + 0,03 0,024 + 0,02
F 153 | 601 | 0,02 0,70 + 003 | 069 + 0,03 0,018 *+ 0,01
G 97 598 | 011 075 + 003 | 073 * 0,03 0,036 *+ 0,02
H 149 | 583 | 0,02 071 + 002 | 070 % 0,02 0,023 + 0,01
| 131 | 582 | 0,02 073 + 004 | 070 * 0,03 0,035 + 0,01*
J 53 5,79 0 071 + 0,04 | 067 + 0,04 0,057 * 0,02
K 117 | 5,74 0 0,70 + 0,04 | 069 + 0,04 0,021 *+ 0,01
L 118 | 559 | 0,01 068 + 004 | 070 + 0,02 0,020 + 0,04
M 40 5,35 0 0,70 + 0,03 | 067 + 002 0,050 *+ 0,03
N 115 | 531 | 0,01 069 + 006 | 065 + 0,05 0,053 * 0,02
0 55 5,09 0 0,70 + 0,04 | 068 + 0,04 0,032 + 0,02
p 169 | 5,51 0 073 + 002 | 070 + 002 0,048 + 0,01*
Q 123 | 577 | o,01 066 + 003 | 070 % 0,02 0,054 + 0,03
R 150 | 593 | 0,02 072 + 003 | 069 + 003 0,034 * 0,01
S 157 | 579 0 072 + 003 | 071 + 0,03 0,009 *+ 0,02
T 102 | 548 0 0,70 + 0,03 | 068 + 0,03 0,032 + 0,02
X 105 | 587 | 0,02 069 + 003 | 069 * 0,03 0,002 *+ 0,02
Y 61 5,65 0 073 + 003 | 069 + 002 0,058 *+ 0,01*
Z 50 570 | 039 0,60 + 006 | 064 + 0,06 0,042 + 0,05
AA 38 4,99 0 0,70 + 003 | 066 + 0,02 0,067 * 0,03
AB 158 | 540 | 0,03 071 + 0,02 | 067 + 003 0,060 *+ 0,02
AC 46 5,47 0 072 + 003 | 064 + 0,03 0,133 + 0,03*
AD 35 5,49 0 069 + 005| 065 + 0,04 0,060 + 0,04
AE 28 5,36 0 071 + 005 | 06l + 005 0,181 + 0,03
AF 29 49 | 002 063 + 004 | 057 * 0,03 0,100 + 0,04
AG 34 4,96 0 073 + 0,04 | 067 + 0,04 0,096 + 0,02*
AH 55 4,49 0 080 + 003 | 066 + 002 0,205 + 0,02*
Al 55 532 | 032 067 + 005| 064 + 005 0,048 * 0,03
Al 51 5,01 0 0,76 + 0,04 | 066 + 0,03 0,147 + 0,02*
AK 49 469 | 006 0,70 + 0,03 | 065 + 002 0,079 + 0,03
V.1. tablazat

Diverzitdasi mérészamok a sziirkemarha populdcioban.

*: Fis — beltenyésztettségi egylitthato nem kiilénbézétt szignifikdnsan nulldtol bootstrap
eligrds utdn (konfidencia intervallum = 0,95). n: vizsgdlt dllatok szdma; AR: allélikus
gazdagsdg;, ARp: egyedi allélikus gazdagsdg, Ho: megfigyelt dtlagos heterozigdzitds
(dtlagtstandard hiba); He: vdrt dtlagos heterozigdzitds (dtlag+standard hiba); Fis:

beltenyésztettségi koefficiens (dtlag+standard hiba).
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A paronkénti egzakt populacio eltérési teszt -FSTAT és Genpop szoftverekkel szamolva- azt
mutatta, hogy a négy populdciéparon kivil (H vs. Q, X vs. Q, X vs. C és X vs.T) az dsszes gulyat
genetikailag 6nallo egységként lehet tekinteni, melyek szignifikdnsan (p < 0.05) kiilonbdznek
egymastol. A fent emlitett parokban szerepl6 C, H, T, X és Q tenyészetek féldrajzilag nagyon kozel

helyezkedtek el egymashoz.

A becsllt Fst értékeken (p < 0,000) elvégzett PCoA analizis tizenkett6 allomanyt fedett fel
(Z és AA-AK), melyek eltértek a sziirkemarha gulyak tobbségétél (V.1. dbra; A, B). E tizenkét
populdcié paronkénti Fst értékei (0,060-0,119) a tobbi tenyészethez viszonyitva a kézepes, 0,050-
0,150 genetikai tdvolsag (HARTL és CLARK 1997) hatarértékei kozé estek. A fennmaradé
huszonketts tenyészet egymas kozott mért genetikai tavolsag értékei 0,003 és 0,05 kozott voltak.
Egyedil az M-T par esett ki ebbdl a hatarbdl Fst = 0,061 értékkel. A paronkénti Fst értékek -
hasonldan a gulydk kédjaihoz- archivaldsra keriiltek a Nemzeti Elelmiszerldnc-biztonsagi Hivatal
genetikai laborjaban. Az Fst a maremman (Ml) és A-Y, illetve maremman és Z-AK csoportok kozott
0,090 és 0,100 értékeket vettek fel, melyek kdzepes genetikai differencidlédast jelentenek. Az
Fstz-mi volt a legmagasabb (0,169) érték, amely igen nagy genetikai differenciadléddasnak felel meg,
ugyanakkor a Z gulya az alapitd populacidk koziil kett6hoz, az A és B populacidkhoz volt a

legkdzelebb (Fst z.4)=0,086; Fst (z.5)=0,086)
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V.1. abra

Becsiilt pdaronkénti Fst értékeken, Genalex modullal elvégzett principdlis komponens
analizis grafikus reprezentdcidja. A kék, nem cimkézett csorddk (A-Y) genetikai eltérése
egymadastol alacsony. A piros kéddal elldtott populdciok kézepes eltérést mutatnak az A-Y
magpopuldciotdl. A szdzalékos értékek a komponens tengelyek mellett az adott komponens
dltal magyardzott varianciahdnyadot jelzik.

48



dc_1676_19

A Nei-féle genetikai tdvolsagokon alapulé dendrogramon (V.2. abra) a szirkemarha
tenyészetek kettd f6 csoportot mutatnak. A bekarikazott tenyészetkddok azon gulydkat mutatjak,
melyek genetikailag a legkevésbé eltéréek egymastél. Ezen sziirkemarha populaciék ugyanazok,
amelyeket kordbban principdlis komponens analizissel azonositottunk (kék, nem jeldlt

tenyészetek az V.1. dbran)

Iy
" ":EE/?IH
JL—;|

=

|
[
i
.

41 3

MEPpDXDT®=QFs=@9

L &4( AB

19 AH
2l Al
3 A

100 F1c3

V.2. abra

34 sziirkemarha és egy maremman populdcio Nei-féle genetikai tavolsdgain alapulo
dendrogramja. A bekarikdzott csoportok egymdstol mért genetikai tavolsdgai alacsonyak,
a csoportok differencidltsaiga minimdlis. A bootstrap értékek az eldgazdsokon vannak
feltiintetve.

A genetikai csoportba rendelési vizsgalatoknal az allatok csupdn 11-59 szdzaléka

sorolddott az eredetileg hozzajuk rendelt csoportokba az A-Y-ig jelzésl gulyaknal, mig ugyanezen
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érték a tobbi populdcidnal (Z-AK) 69 és 100 % kdzott mozgott, megerdsitve az A-Y populacidk
kozelebbi rokonsagat egymdshoz a Z-AK csoport egymds kozotti vagy a Z-AK csoport A-Y-hoz vald

rokonsagahoz viszonyitva.

A Structure programmal meghatdrozott legvaldszinlbb klaszterszam haromnak (Kevanno=3,
V.3. dbra) adddott a 34 sziirkemarha populacidt illetéen. A K érték 14 volt, ha az eredmény
meghatarozasahoz a legalacsonyabb valdszin(iségi értéket vettik alapul (InP(D) = -102716,
Kiowest_p_prob=14). A legvaldszin(ibb klaszterszamot az A-Y (22 populacid) és a Z-AK (12 populacid)
esetében is elvégeztilk. Az Evanno mddszerrel nyert K érték harom volt mindkét esetben. A
Kiowest p_prob €rték rendre nyolcnak és kilencnek adddott. A BAPS szoftver segitségével a K értékek
rendre 18 (V.4. dbra), 9 és 9 értékeket vettek fel a 34 (A-AK), 22 (Z-AK) és 12 (A-Y) populacidk
esetében. A sziirkemarha populacidk torténete alapjan ismert, hogy a mai allomany harom gulya
leszarmazottjanak tekinthetd. A Kevanno=3 érték egybevag a fajtatorténettel. A BAPS programmal

feltart csoportok a fajta finomabb szerkezetét mutatjak (V.4. abra).
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V.3. abra

34 sziirkemarha tenyészet legvaldsziniibb klaszterszamdnak meghatdrozdsa a Structure
program InP(D) értékein haszndlt A K meghatdrozdssal (a fliggetlen futtatdsok szama
minden egyes K értéknél tiz volt). A legvaldszinlibb klaszterszam hdrom.
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V.4. dbra

Sziirkemarha populdciok egyedeinek (fiiggéleges vonalak) klaszterekbe soroldsa a BAPS
szoftver szerint. Azok a klaszterek, melyekhez tébb, mint egy tenyészet tartozik; B, I, S
(piros), C, H, Q, T, X, AC (sdrga), D,E,K,M (kék), O, P (barna) F, J, L, R, Y (z6ld), N, AE (s6tétkék)

A sziirkemarha fajtdban észlelt tizenkett6, a magpopulaciétél eltérs gulya létezése utalhat
genetikai sodrodasi eseményekre, izolacidra, vagy esetleges introgressziora mas fajtak feldl.
Izolacid valdban tortént a Z gulya esetében, mely korilbelll 100 évig volt elzarva az dllomany
tobbi részétdél. AD, AJ, és AK tenyészetek esetében dokumentalt események torténtek, melyek az
introgresszios feltevésilinket tdmasztjak ala ezen esetekben, igy a megismert genetikai pozicidk
nem meglepdek. A mintdzasi periddust kdvetéen az AK tenyészet megsziintetésre kerillt. Az AG
gulya jol ismert a megfelel6en vezetett tenyésztési napldkrdl, tenyésztési gyakorlatrél. A
megismert genetikai pozicidja alapjan a feltételezhetéen akkumulalédd genetikai sodrddas

hatasat latjuk.

A maremman fajta filogenetikai fan elfoglalt helye (V.2. abra) aldtamasztja, hogy annak
kicsi vagy nincs detektalhatd hatdsa a mai sziirkemarha populaciéban (KOVACS 1989).
Ebben a vizsgalatban a sziirkemarhak tulnyomé tébbsége soha nem sorolédott a maremman
klaszterbe, amely egyezést mutat PARISET és mtsai (2010) eredményével, ahol a hasonldsag a két
fajta kozott csak fenotipusosan volt fellelhetd. Ugyanakkor a Genalex és GeneClass programok
kettd, illetve 6t egyedet (0,06 ill. 0,16 %-a a vizsgalt egyedszdmnak) a maremman klaszterbe
helyeztek. A Structure szoftver az osztalyokba soroldskor hatvankilenc sziirkemarhat (2,13%-a a
vizsgalt egyedszdmnak) maremmanként azonositott 0,346 valdszinliségi értékkel, miszerint

maremman felmendkkel rendelkezhetnek. A BAPS szoftver admixture opcidjat hasznalva, tiz
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sziirkemarha egyed kerilt bele a maremman klaszterbe ahol a csoportba tartozasi egyttthatojuk
0,50-0,67-ig  valtozott 0,080-0,340 valdszinliségekkel. Pontosabb maremmanhanyad
meghatarozasanak céljabdl ezen allatokat érdemes lenne koriltekintéen kivalasztott, teljes
genom atfésulésbél (pl. Illumina Bovine genotipizald chip adataibdl) szarmazé SNP |6kuszokkal
megvizsgdlni hasonlé mddon, mint FRKONJA és mtsai (2012) demonstrdlta svajci kettés
hasznositasu szarvasmarha esetében.

A paronkénti mikroszatellit genotipusokbdl szamolt Fst érték (0,123) az 52 maremman és
a 2690 szurkemarha (A-Y, 23 tenyészet) kozott hasonld volt PARISET és mtsai (2010) altal SNP
markerhaszndlattal meghatarozott értékhez (Fst = 0,124) 93 maremman és 63 sziirkemarha
kozott. Az Fis alacsony pozitiv értéket mutatott (0,031) MANATRINON és mtsai (2008)
munkdjaban, ahol 60 sziirkemarha minta szerepelt. A PARISET és mtsai (2010) altal beszamolt -
0,048-as Fis érték jo egyezést mutatott az altalunk mikroszatellitekkel meghatarozott (Fis = -
0,047) értékkel. E kicsi érték és a becsiilt génaramlas (a migrans allatok szama, Nm = 8,536) jol
irdnyitott tenyésztési programot bizonyit a szlirkemarha populaciéban.
TAKACS és mtsai (2006) 6t sziirkemarha tenyészet Nei-féle genetikai tavolsagat hatdrozta meg
ugyanazon mikroszatellit készlettel, melyet e vizsgdlat keretében is alkalmaztunk. Az 06t
populdciobdl harom (A, B és C) szintén szerepelt jelen vizsgalatunkban. Osszehasonlitva a
kiszdmolt Nei genetikai tavolsagokat (Da) enyhén eltéré értékeket figyeltlink meg. Az eltérések a
2006-0s és a mi vizsgalataink kozott +0,019; -0,003 és -0,028 volt az A-B, A-C és B-C parok
esetében. A kilénbségek valdszinlileg a kilénb6z6 mintavételi id6ben alkalmazott kilonbo6z8

tenyészallatok hatdsdnak tulajdonithaték.

Osszefoglalva, tizenkettd sziirkemarha gulyat azonositottunk, amelyek allatai kiilénés
figyelemmel vonhatdéak csak be egy teljesgenom atfésiilésen alapuld populdciégenetikai
vizsgalatba, a félrevezet6 eredményeket elkeriilendS. Azonositottunk olyan tenyészeteket is,
melyek fontosak az egész populacidé genetikai sokszin(iségének fenntartasaban. Jelen vizsgalatok
segitséget tudnak nyujtani a jov6 kutatasaihoz, és hozzajarulhatnak a pénziigyi és tudomanyos
er6forrasok megfelel6 csoportositdasahoz (BOETTCHER és mtsai, 2010), a fajta hatékony

fenntartasahoz.
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VI. SZARMAZASELLENORZES CELJABOL KIFEJLESZTETT MULTIPLEX PCR
SZARVASBAN

VI.1 Osszefoglalas

Kilenc I6kuszt két multiplex reakciéban (négy és 6t [6kusz) alkalmaztunk minden egyes borju
legvaldszinlibb anyatehenének meghatarozasara. A két multiplex készletet egyesitettiik egy nyolc
I6kuszt sokszorositd reakcidba. A nyolc-plex reakcid, illetve a kilenc I6kusz kizardsi valdszinliségei
rendre 99,3 és 99,6 % voltak, mely lehet6vé teszi a nyolc |6kusz vadfenntartasban vald rutinszerd
alkalmazasat — abbdl a célbdl, hogy molekuldris genetikai informaciét hasznaljanak
szarmazasellen6rzésre gimszarvasban. A nyolc-plex reakcid lehetévé teszi, hogy egy mintat ne
kelljen l6kuszonként, egymast kovet6 PCR-ekben tobbszor kezelni. Az itt leirt kilenc l6kusz kozil

kett6t eddig csak szarvasmarhaban hasznéltak.

V1.2 Bevezetés

Molekularis genetikai informaciét sikeresen gyl(ijtottek kilonféle fajtakban példaul a mai
szarvasmarha eredetének meghatdrozasara (BEJA-PEREIRA és mtsai, 2006), szamarak és lovak
genetikai diverzitdsanak meghatdrozasara (JORDANA és mtsai, 2001; ABERLE és DISTL, 2004),
illetve sertések klasszifikacidjara (ZSOLNAI és mtsai, 2006).

Szarvasban atfogd kutatdst folytattak mennyiségi tulajdonsagokat meghatarozd I6kuszok
keresésére (SLATE és mtsai, 2002) és a tenyésztési hatékonysdgot ellendrizends, a
beltenyésztettségi hatas megismerésére (SLATE és mtsai, 2002). Molekuldris adatok segitettek a
gimszarvas genetikai egységének bizonyitasaban (FEULNER és mtsai, 2004), illetve
kulcsfontossagu, agancsfejl6édésben szerepet jatszé gének keresésére hasznaltdk azokat
(MOLNAR és mtsai, 2007), melyek a tenyészték szdmara hasznos markerek megtalalasahoz
vezethetnek el.

Az egyik nézbpontja a molekuldris markereknek azok alkalmazhatdsaga a szllGi
szdarmazasellen6rzésben, amelyet mar rutinszerlien haszndlnak szarvasmarhdban és juhban
(GLOWATZKI-MULLIS és mtsai, 1995; 2007) szamos orszagban. Nyilvanvald igény a vadfenntartasi
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szakemberek részérdl, beleértve a szarvastenyészt6ket is, hogy ismerjék az allataik felmendit
kiilonosen akkor, ha fontos fenotipusos adatokat (agancstulajdonsagok, testsuly, stb.) tartanak
nyilvan a tenyésztési konyveikben. Molekularis genetikai megkozelitéseket mar alkalmaztak ezen
feladat megvaldsitdsara. BONNET és mtsai, (2002) tizenegy mikroszatellitet hasznalt harom
multiplex reakcidban, HAANES és mtsai, (2005) 25 mikroszatellitet hasznalt hat reakcidban
szarvasok genotipizaldsara.

Az itt mintazott tenyészeteknél egyszer(l tenyésztési sémat haszndlnak, miszerint néhdany
himet alkalmaznak tenyészbikaként. A tehenek vemhességét vizudlisan ellenérzik, de az ellés utan
a borju sorsat nem lehet konnyen kovetni megfigyeléssel, mert a borju néha masik tejel6 allatot

valaszt vér szerinti szlilGje helyett.

A kutatasban azt céloztuk meg, hogy mind dam-, mind gimszarvasban alkalmazhaté
markereket keressiink, melyek hatékonyak a sziil6i szdrmazasellen6rzésben és lehetSleg egy

reakcioban mikddnek, ezaltal csokkentve a laboratériumi munkaigényt és koltséget.

VI.3 Anyag és modszer

2007 nyaran és Gszén 119 gimszarvasmintat gy(jtottink két szarvasfarmrol
szarmazasellen6rzés céljara. Az A farmon 46 borjut, 25 anyatehenet és négy tehenet mintaztunk.
B farmon 26 borjut, 29 anyatehenet és 3 tehenet vizsgaltunk. A két farmrdl 6sszesen 47
damszarvas is hozzaférhet6 volt. A vérmintakat EDTA antikoaguldnst tartalmazd csovekbe
gy(jtottuk, majd fagyasztva tdroltuk azokat a DNS kivonasaig (ZSOLNAI és mtsai, 2003). Az
izommintakat Eppendorf csévekben, 96 %-os alkoholban, szobahémérsékleten taroltuk.

A hasznalt mikroszatellitek:

1. készlet: BM4208, NVHRT 21, RT 1, NVHRT 73; a 2. készlet: CSSM066, DIK0O82, IDVGA59,
NVHRT48, OARCP26. A DNS sokszorositas Hybaid Thermal Cycler késziilékkel 10 ul végtérfogatban
tortént. Az elsé reakcié paraméterei: 3 mM MgCl, 200 uM dNTPs, 0,66 U DyNAzyme polimeraz,
a primerek koncentraciéi rendre 0,30; 0,15; 1,00, illetve 1,00 mM (VI.1. tablazat). PCR
korilmények a kdvetkezdk voltak: denaturacids [épés: 4 min., 94 °C; 30 ciklus 40 sec., 94 °C; 45

sec., 54 °C; 45 sec., 72 °C-on. A végs6 extenzids lépés: 10 min., 72 °C. A masodik reakcid
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paraméterei: 3,5 mM MgCl,, 200 uM dNTPs, 0,66 U DyNAzyme polimeraz, a primerek
koncentracioi rendre 0,20; 0,70; 1,20; 2,00, illetve 0,70 mM (VI.1. tdblazat). PCR kortlmények a
kovetkez6k voltak: denaturacids [épés 4 min., 94 °C, 2 ciklus 30 sec., 94 °C; 30 sec., 58 °C; 1 min.,
72 °C-on; 3 ciklus 30 sec., 94 °C; 30 sec., 57 °C; 1 min., 72 °C-on; 3 ciklus 30 sec., 94 °C; 30 sec., 56
°C, 1 min., 72 °C-on; 11 ciklus 30 sec., 94 °C; 30 sec. 54 °C; 1 min., 72 °C-on; 16 ciklus 20 sec., 94
°C; 30 sec., 52 °C; 1 min., 72 °C-on; A végsé extenzios lépés: 10 min., 72 °C.

A nyolc-plex reakcid a korabban emlitett I6kuszokat sokszorositja az elsé és masodik
primerkészletbdl, kivéve az OARCP26 |6kuszt. A primerek koncentracidi megegyeznek a kordbban
leirtakkal. A MgCl, koncentracié 4,1 mM volt. A PCR ciklusok kériilménye megegyezik a masodik

készletnél alkalmazottakkal.
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primer- |6kusz jelolés primer forras primerszekvenciak
készlet konc. (mM)
Setl BM4208 NED 0,15 Bishop és mtsai (1994) TCAGTACACTGGCCACCATG
0,15 CACTGCATGCTTTTCCAAAC
NVHRT21 VIC 0,075 Rged és Midthjell (1998) GCAGCGGAGAGGAACAAAAG
0,075 GGGGAGGAGCAGGGAAATC
RT1 PET 0,50 Wilson és mtsai (1997) TGCCTTCTTTCATCCAACAA
0,50 CATCTTCCCATCCTCTTTAC
NVHRT73 6FAM 0,50 Rped és Midthjell (1998) CTTGCCCATTTAGTGTTTTCT
0,50 TGCGTGTCATTGAATAGGAG
Set2 CSSMO066 | VIC 0,10 Moore és mtsai (1994) ACACAAATCCTTTCTGCCAGCTGA
0,10 AATTTAATGCACTGAGGAGCTTGG
DIK082 6FAM 0,35 Hirano és mtsai (1996) CCCACTCTGTCTCCAGTTTG
0,35 TATCCTGAGAAAAGCTGCTAGA
IDVGA59 6FAM 0,60 Mezzelani és mtsai (1995) CAGTCCCTCAACCCTCTTTTC
0,60 AACCCAAATATCCATCAATAG
NVHRT48 PET 1,00 Rged és Midthjell (1998) CGTGAATCTTAACCAGGTCT
1,00 GGTCAGCTTCATTTAGAAAC
0arCP26 NED 0,35 Ede és mtsai (1995) GGC CTA ACA GAATTC AGA TGA TGT TGC
0,35 GTCACCATACTGACGGCTGGTTCC

VI.1. tablazat

Az elsé és mdsodik sokszorositdsi reakcio primerei és koncentrdcioi.

A sokszorositott DNS fragmenteket ABI automatikus fragmentanalizaléval valasztottuk el.
LIZ 600-at hasznaltunk belsé molekulaméret standardként.

A fragmenthosszakat Genescan és Genotyper programokkal hataroztuk meg. A kovetkez6
programokat alkalmaztuk adatfeldolgozdasra és ellen6rzésre: a Microsatellite Toolkit-et (PARK,
2001) adatformazasra hasznaltuk azon célbdl, hogy a GeneClass (PIRY és mtsai, 2004), WhichRun
(BANKS és EICHERT, 2000), PAPA (DUCHESNE és mtsai, 2002) és CERVUS (MARSHALL és mtsai,

s7 1

1998) programok bemeneti formatumait el&allitsuk.
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V1.4 Eredmények és megbeszélés

Osszesen 41 mikroszatellitet teszteltiink.

Kozulik huszonkettét szimplex PCR-ekben DyNAzyme és Tag-polimerdzzal, kilonb6zd
hémérsékleti profillal ellenériztiik. A negyvenegy mikroszatellit 16kusz kozil rendre nyolc és
tizenegy I6kuszt sziil6i szdrmazasellendrzésre hasznaltak juhban (a Nemzetkozi Allatgenetikai
Tarsasag -ISAG- altal javasolt I6kuszok) és szarvasmarhaban (GLOWATZKI-MULLIS és mtsai, 1995).
Ezeket szarvasmintakon is teszteltuk.

Végiil kilenc I6kuszt valasztottunk ki a negyvenegy koziil, amelyek megfelel6 mintazatot
adtak agardz vagy kapillaris elektroforetikus elvdlasztas utdn mind a gim- mind a ddmszarvas
esetében.

A megfigyelt allélhosszak ismeretében a primerek fluoreszcens festékkel torténd jeldléseit

ugy terveztiik meg, hogy azok multiplexaldsa lehetséges legyen.

Gimszarvas esetében a kombinalt szllGi kizardsi valdszinliségek (CEP) az egyik szil6re
vonatkoztatva a 4 és 5-plex esetében 92, illetve 95 % értékek voltak. A két reakcio egylittes CEP
értéke 99,6 % (VI.2. tdblazat). Heterozigdta hiany a legtobb lI6kusz esetében megfigyelhet6 volt
(VI.3. tablazat), de a Hardy-Weinberg egyensulytdl valé eltérés csak egy ldkuszon volt

megfigyelhet6 a B farm esetében, az IDVGA59 I6kusznal.
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Farm A |Farm B|Farm Farm Farm Farm
N=67 N=52 |A+B A+B A+B A+B
N=119 |N=119 |N=119 N=119

|6kuszok

szama

Ho atlag | 0,6892 |0,7392 |0,7121 |0,6950 |0,7524 |0,6618

He atlag |0,7790 |0,7991 |0,8017 |0,7979 |0,08110 |0,7910

PIC atlag |0,7466 | 0,7699 |0,7761 |0,7738 |0,7841 |0,7694

Fis 0,156 |0,153

CnEP
(els6 0,0080 |0,0038 |0,0037 |0,0071 |0,04613 |0,0777

szulo)

VI.2. tablazat.

Multiplex készletek jellemzése két farm dllatain. (N: vizsgdlt dllatok szédma, Ho és He: a
megfigyelt és vdrt heterozigozitds értékek, PIC: polimorfizmusok informdcidtartalma, CnEP:
kombindlt nem-kizdrdsi valdszintiség)
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Ho He Ho He allélok szdma | mérethatarok (bp) PIC Fis
Farm A B A B A B A B A B
[6kusz
NVHRT73 0,791 0,806 0,788 0,839 |13 17 202-234 202-238 |0,776 0,815|0,019 0,061
NVHRT21 0,500 0,799 |0,596 0,854 |13 10 142-193 142-168 |0,767 0,827 |0,376 0,304
BM4208 0,687 0,860 0,615 0,866 |10 10 144-182 144-182 |0,838 0,842 10,203 0,291
RT1 0,642 0,654 |0,635 0,566 |8 10 208-232 208-232 {0,625 0,540 (0,019 -0,122
DIK82 0,627 0,767 0,769 0,849 (8 9 122-137 122-137 |0,727 0,821 0,184 0,095
IDVGAS59 0,806 0,766 0,962 0,846 |12 11 254-275 254-274 {0,728 0,822 |-0,053 -0,139
CSSM66 0,657 0,756 0,750 0,760 |8 10 161-187 161-187 |0,718 0,716 |0,132 0,013
CP26 0,851 0,837 0,846 0,811 (10 11 125-162 123-162 [0,809 0,778 |-0,017 -0,044
NVHRT48 0,642 0,767 (0,692 0,802 |11 10 81-107 90-107 |0,733 0,768 |0,164 0,138
VI.3. tablazat

Megfigyelt és vart heterozigozitdsok, allélok szama, allélok mérethatdrai, PIC és Fis értékek a vizsgadlt I6kuszokon és farmokon.
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A PAPA, Whichrun, GeneClass és CERVUS programokat azon képességiiket illetGen
hasonlitottuk Ossze, hogy képesek kivdlasztani a legvaldszinlibb anyatehenet az adott
borjuhoz. A programok altal kivalasztott sziil6k 93 %-ban ugyanazok az allatok voltak. Bar a
genotipusok meghatarozasa egyértelm volt és az ismételt sokszorositasi reakciék ugyanazon
genotipusokat reprodukaltak, a kilénb6z6 programok kilonbozé dllatokat javasoltak
lehetséges anyaként a fennmaradd 7 %-ban. Az ellentmondasokat feloldando, ezen allatok
genotipusait vizudlisan ellendriztik.

Mivel a legkényelmesebb mddon a GeneClass és CERVUS programok eredményeit
lehetett kiértékelni, elsGsorban ezeket javasoljuk szll6i szarmazasellen6rzésre, amennyiben
sok mintat kell 6sszehasonlitani. Ezen tul a CERVUS képes genotipizalasi hibak korrekcidjara,
megnovelve a sikeres szil6i hozzarendelést (KALINOWSKI és mtsai, 2007). A CERVUS-t
alkalmazzak torvényszéki esetek megoldasara is (CASTAGNASSO és mtsai, 2007).

A két PCR készlet alkalmas gimszarvasok szarmazasellen6rzésére és alkalmas lehet
mas fajtak, mas farmokon vald ellenGrzésére is. A két készletbdl 6sszefésiilt nyolc-plex reakcio
99,3 %-os kizdarasi valdszinliséggel jellemezhetd (VI.3. tdblazat) és fliggetleniil a két készlettdl,
ugyanarra a célra hasznalhaté.

A primereket jel6l6 fluoreszcens festékek szininformacidjanak Ujratervezése segithet
a 9-plex reakcio kialakitasaban, amely az OARCP26 |6kuszt is magaba foglalhatja.

Ebben a vizsgalatban hét I6kusz azonos HAANES és mtsai (2005) dltal leirt [6kuszokkal
a kovetkezd kilonbségekkel; i.) a BM4208, NVHRT48 és OarCP26 szimplex reakcidkban, ii.) az
NVRT73, CSSMO066 és NVHRT21 duplex reakcidkban, iii.) az RT1 l6kuszt triplex reakcidban
hasznaltdk. Ez a hét I6kusz benne volt az elsének tesztelt primerhalmazban és alkalmasnak
bizonyult multiplexalasra. A fennmaradd két |6kuszt (DIKO82, IDVGA59) mas kutatok

fejlesztették szarvasmarha fajtaban (VI.1. tablazat).

Damszarvas esetében (47 allat két farmrdél) a populacio homogénnek bizonyult, a
beltenyésztettségi egylitthatd (Fis) rendre 61 és 43 % volt. Ezekben a populdcidokban tébb

mikroszatellit I6kuszra lenne sziikség a hasznalhaté szil6i szarmazasellenbrzéshez.

A leirt mikroszatellit reakcidk (kiilonos tekintettel a nyolc-plex reakcid) tamogatni
tudja a vadfenntartdssal kapcsolatos dontéseket, segit a koltségek és raforditott munka

csokkentésében, minimalizadlja a keresztszennyezés és mintafelcserélés lehetdségét. Mivel
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lehetséges, hogy a multiplex reakcié mikodik mas szarvasfajtakon is (BONNET és mtsai,

2002), a kifejlesztett reakcid érdekes lehet az e terlileten dogozo kollégak szamara.

A feltart genotipus adatok i.) alkalmazhatdak elveszett vagy elkéborolt allatok eredeti
populdciéjahoz valé rendeléséhez, ii.) nélkllozhetetlen alapjat szolgaltathatja kilonféle
gazdasagilag fontos tulajdonsdgok térképezéséhez, iii.) segithet kivalasztani azon
tenyészallatokat, melyek leginkdbb hozzajarulnak a gimszarvas diverzitdsanak
fenntartasahoz, iv.) alapjat képezheti olyan populacidk kereséséhez, amelyek képesek

csokkenteni a vizsgalt ddmszarvas-populacié beltenyésztettségi allapotat.

Az elvégzett munkat az OMFB-01317/2004 szamu nemzeti palyazat tamogatta.
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VII. A SURLOKOR REZISZTENCIA KIMUTATASA

VII.1 Osszefoglalas

A prion proteint kodold gén 136, 154 és 171-es kodon varidnsait kimutatdé modszert
fejlesztettlink ki. A négy, aminosavvaltozasért felel6s mutdcid egyszerre, parhuzamosan kerdil
meghatdrozasra. A technika fluoreszcensen jelzett dideoxy nukleotidokkal végzett lanclezard
reakcion alapszik. Az egy bazissal meghosszabbitott primereket kapillaris elektroforézissel
valasztjuk el egymdstdl. Az aldbbiakban ezen technika validdlasat, illetve e technikaval nyert

genotipuseloszldsokat mutatjuk be néhdany fajtan.

VIl.2 Bevezetés

A surlokér (scrapie) a juhok és a kecskék halalos, neurodegenerativ betegségcsoportja
(PRUSINER, 1995). Létrejohet fert6zés eredményeként, de kialakulhat genetikai alapon is. A
surlokért szivacsos encephalopathidnak vagy prion betegségnek is szoktak nevezni. A mintegy
250 éve ismert betegség Uj-Zéland és Ausztralia kivételével (HUNTER, 2000) szinte minden
orszagban el6fordult, ahol juhot tenyésztenek. A surlékor az egészségligyi hivatalok fokuszaba
akkor kerilt, amikor a szarvasmarha BSE betegsége és az ember Creutzfeldt-Jacob betegsége
kozotti kapcsolatot megallapitottak, illetve olyan polimorfizmusokat fedeztek fel juhban,
melyek 0Osszefliggésben vannak a scrapie betegség kialakulasanak valdszinliségével
(LAPLANCHE és mtsai, 1993).

A surlékdr olyan betegség, melynek tlinetei nagyon emlékeztetnek a szarvasmarha BSE
tlneteire (DAVIS és mtsai, 1991), hasonléan a macskafélék és a vad patads allatok TSE
megbetegedéséhez (HUNTER, 2000; FATZER és VANDEVELE, 1998). Lappangasi ideje nagyon
hosszu (6-32 hdénap). A jellegzetes klinikai tlinetek lassan, fokozatosan alakulnak ki. A beteg
allatok vakardznak, testiiket, killonosen az agyéktajékot és a farrészt, a falhoz, a keritéshez
dorzsolik. E viselkedés lassan alabbhagy, majd megfigyelhet6 a bizonytalan, hosszu |épésekkel
tarkitott, vagtato jellegli mozgas. Az utolsé stadiumban a betegek lefekszenek, segitséggel is
csak nehezen dllithatdk labra. Hdrom-nyolc hétig tartd betegeskedés utan a fert6zott allat
elhullik. Az epidemoldgiai modellnek megfelel6en a surlékdr fert6zésen atesett allomany 2-
15 évig fert6z6nek tekintendd. Magyarorszagon utoljara 1964-ben dokumentdltdk e betegség

megjelenését (ALDASSI és SUVEGES, 1964).
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A surlokér egy abnormalis prion fehérje megjelenésével és akkumulaléddasaval
jellemezhetd, mely jelenleg a betegség egyetlen molekularis markere (GROSCHUP és mtsai,
1997). A prion fehérje a legtobb sejtben kifejez6d6 glikoprotein, amely a sejtmembranhoz
kapcsolddik. Normal funkcidja kevéssé ismert, szerepet jatszhat a cirkadidn ritmus és alvas

szabalyozasaban egereknél (HUBER és mtsai, 1999).

Juh esetében van kapcsolat a betegség kialakuldsa és a vizsgalhaté priont kédolé DNS
variansok kozott (LAPLANCHE és mtsai, 1993; HUNTER és mtsai, 1997b; SMITS és mtsai, 2000).

Szamos variacid fellelhet6 a prion fehérjét kédold szekvencidan, melyek a kovetkezék;
112(MIT), 136(A/T/V), 137(M/T), 138(S/N), 141(L/F), 151(R/C), 154(R/H), 171(Q/R/H/K), 176(N/K) és
211(R/Q) (10, 11, 12). A prionfehérje aminosav varidnsok koziil a 136, 154 és 171-es pozicidban

lévé alléljei befolydsoljak a prionfert6zéssel szembeni rezisztencia alakuldsat. Bar az dsszes
variaciéja nem fordul el6 ezen alléloknak, a vad tipus valdszinlsithet6en AizsRis4Qi71. Az
allélvaltozatok; a 136. helyen alanin (A, GTC)/valin (V, GCC), a 154. pozicidban arginin (R,
CGT)/hisztidin (H, CAT), a 171. helyen arginin (R, CGG)/glutamin (Q, CAG)/ hisztidin (H, CAT)
aminosavak illetve kodonok fordulnak elé (a zardjeles kifejezések els6 tagja az aminosav
egybetls, a masodik tag az aminosav DNS kddja). A 136-0s, illetve 154-es kodon mddositd
hatdssal van a 171-es kodon egyértelm( hatasara. Az RR171 mindig a legkevésbé fogékony
variacio, altaldban rezisztens a fert6zéssel szemben, és dominans a Q és H allélekkel szemben.
A kiilonb6z6 genotipusok 5 csoportba sorolhaték. A valdszinlsithet6 normal (vad) allél (ARQ)
mellett a leginkabb el6fordulé variansok az ARR, AHQ , ARH és VRQ tipusok. Az ARK tipus
nagyon ritka, hatdsa nem ismert. Altaldban az ARR és AHQ haplotipussal biré egyedek
rezisztensek a betegséggel szemben, mig a VRQ tipusu egyedek fogékonyak arra (SMITS és
mtsai, 2000). Az aminosav kiilonbségeket tiikr6z6 variansok (allélek) molekularis genetikai

maodszerrel azonosithatok.

A betegséggel szembeni rezisztencidval kapcsolatba hozhatd I6kuszok helyei, ahol

nagybetlik az aminosavak egy karakteres roviditései:
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\Y
136-0s kodon A

421 gagctgctgc agctggagca gtggtagggg gecttggtgg ctacatgetg ggaagtgcca

H
154-es kodon R
481 tgagcaggcc tcttatacat tttggcaatg actatgagga ccgttactat cgtgaaaaca

171-es kodon R

541 tgtaccgtta ccccaaccaa gtgtactaca gaccagtgga tcggtatagt aaccagaaca

A surlékor feltlinésének veszélyét minimalizdlandd, kilonféle stratégidkat lehet
valasztani a szelekciés programokban. Els6sorban a kosok érdemesek a genetikai tesztre az
anyakkal szemben, mert a kis szdmu kosnak van a legnagyobb hatdsa a tulajdonsagokra.
Madsodsorban érdemes megfontolni, hogy a surldkdrral szembeni ellenalldsra vald
szelekcioval nem veszit-e a tenyésztd egyéb tulajdonsagban. Hosszu tdvon a surldkér elleni
szelekcié tlnik hasznosabbnak. A szelekcid végbevihet6 ARR/ARR kosok és anyak
hasznalataval, akdr mesterséges megtermékenyitési maddszerekkel magpopuldcio
kialakitasaval, vagy lépcsézetes szelekcidval az alacsony ellenalloképességl allatok ellen. E
leirt megkozelitések kilonféle kombinacidit hasznaljak Nagy-Britanniaban, Hollandiaban,

Franciaorszagban és Németorszagban (DAWSON és mtsai, 1998; ERHARDT és mtsai, 2002)

A folyamatosan novekvé mennyiségli, tipizdlandd 4dllatok gyors és hatékony,
megbizhatd genotipizaldsi eljarast kovetelnek. Az eddig ismert eljardasok, melyek a prion
proteint kddold gén variansainak tipizalasat szolgdljdk; a slrliség gradiens gélelektroforézis,
DDGE (LAPLANCHE és mtsai, 1993); az allél-specifikus oligonukleotid hibridizacié kotott PCR
termékekhez (HUNTER és mtsai, 1997a), dot-blot hibridizacié radioaktivan jel6lt prébakhoz
(ISHIGURO és mtsai, 1998), PCR-RFLP (LOCKLEY és mtsai, 2000; BELT és mtsai, 1995;
YUSBASIAN-GURKAN és mtsai, 1999), szekvenalds (JUNGHANS és mtsai, 1998), TagMan valds
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idejd PCR (CAWTHRAW és mtsai, 2001), piroszekvenalas vagy szilard fazisi mikroszekvenalds
kolorimetrias detektdldssal (KOCZAN és mtsai, 2001).

A legalkalmasabb eljarasok a polimeraz 5’ nukledz (TagMan) aktivitasat kihasznalé PCR
eljaras, piroszekvendlds vagy mikroszekvenalasok voltak. A genotipizalasi ar és munkaid6
alacsony a TagMan PCR, piroszekvendlds vagy kolorimetrids eljarasokndl, de specidlis
készilékek megvasarldsat igénylik. Az automatizalt szekvendlds azt a lehetGséget adja, hogy
addig nem ismert mutacidkat is észre lehet venni a genotipizalds utan, amennyiben a mutdcio
beliil van a szekvendlt régidon. Azon laboratériumok, melyek nem rendelkeznek specidlis
m{Uiszerekkel, nem tudjdk e mddszerek elényeit kihasznalni, igy nekik a PCR-RFLP, DGGE vagy
hibridizacids technikdk kozil kell valasztani.

A mi lehet6ségeink szerint rutin tipizdldsra a PCR-RFLP vagy a szekvenalas (ABI 310
fragment analizdlé késziléken) volt alkalmas. Egy masik lehet6ségként a vizes fazisu

mikroszekvendlasi eljards johetett szoba, melyet a céljainkhoz alakitottunk.

VII.3 Anyag és mddszer

A genomialis DNS-t vérbdl izolaltuk; 50 pl vért haromszor mostuk 500 pl mosdéoldatban
(Tris-HCI 10 mM, pH=7,5, Na,EDTA 1mM, pH=8,0) és minden mosds utan centrifugaltuk 12000
fordulat/perc fordulatszamon, Eppendorf-csében. Ezutdn 100 pl lizis oldatot (Tris 10 mM, pH
7.5, KCI 50 mM, Tween20 0.5%, Proteinase-K 0.6 pg/ul) adtunk a pellethez. Az oldatot razas
koézben 56 °C-on tartottuk egy dra id6tartamon keresztiil. A proteindz K-t 10 perces, 95 °C-o0s
inkubaldssal inaktivaltuk. Az igy nyert lizis oldatot haszndltuk szubsztratként az elsé
reakcidban.

A primerek szekvenciai, melyeket a mutacidkat hordozé prion gén 256 bp hosszusagu
szakaszanak sokszorositasara hasznaltunk; CATTTGCTCCACCACTCGCT és
TTGGTGGCTACATGCTGGGAA (YUSBASIAN-GURKAN és mtsai, 1999).

A masodik amplifikacids Iépéshez hasznalt primerek nevei és szekvenciai:
A136V-r(40-mer): (A)1eTGTATAAGAGGCCTGCTCATG,

R154H-r(46-mer): (T)24GGGGTAACGGTACATGTTTTCA,
R171-f(53-mer): (A)2sCAAGTGTACTACAGACCAGTGGATC,
Q171H-r(60-mer): (A)ssGCACAAAGTTGTTCTGGTTACTATA.
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Az els6 reakcid 0,2-0,2 uM primert, 200 uM dNTP-t, 1,5 mM MgCl,-ot, 0,5 U DyNAzyme
polimerdzt (Finnzymes Oy, Espoo, Finnorszag) és 1 ul fentiekben leirt lizis oldatot tartalmazott
40 ul végtérfogatban (10 mM Tris-HCl, 1,5 mM MgCl,, 50 mM KCl, 0,1 % Triton X-100). A
reakcio hémérsékleti profilja a kovetkezd volt: 94 °C 1 percig; 30 cikluson keresztil: 94 °C, 30
sec.; 58 °C, 30 sec.; 72 °C 30 sec. A 30. ciklus végén a mintdkat 72 °C-on 5 percig inkubaltuk.
A PCR reakciét kovetéen a terméket High Pure PCR Purification Kittel (Roche, Mannheim,
Németorszag) tisztitottuk. A tisztitott terméket hasznaltuk a SNaPshot mikroszekvenalasi
reakcidban (Applied Biosystems, Foster City, USA).

A masodik amplifikacié korilményei:

96 °C, 10 sec.; 50 °C, 10 sec.; 60 °C, 30 sec.; ciklusszam: 25. A mikroszekvenalé primerek (40-,
46-, 53-, 60-mer) koncentracioi rendre a kovetkez6k voltak: 0,08; 0,30; 0,08; 0,50 uM.

A termékeket alkalikus foszfatdz kezelésnek aldvetve (a nem beépilt ddNTP-k
elektroforetikus mobilitdsanak megvaltoztatasa érdekében) a 3’ végen fluoreszcensen jelolt
fragmenteket hosszait ABIPrism310 fragment analizatorral hatdroztuk meg. A genotipus

hozzarendelés Genotyper programmal tortént.

VIl.4 Eredmények és megbeszélés

Négy primert hasznaltunk az alanin (A) és valin (V) (136. kodon), az arginin (R) és
hisztidin (H) (154. kodon), illetve az arginin (R), glutamin (Q) és hisztidin (H) (171. kodon)
megkllonboztetésére. A kontrollmintak genotipusat szekvendlassal allapitottuk meg. Az itt
leirt optimalizalt teszt egyezett a szekvendldsi eredményekkel. Mds mintdkat parhuzamosan
PCR-RFLP médszerrel (YUSBASIAN-GURKAN és mtsai, 1999) vizsgaltunk (VII.1. tablazat). A
kapott adatok egyeztek a mikroszekvenadlasi eredményekkel. A mikroszekvenalé primereket
a kozvetlenill a mutacidk mellé terveztiik, a hosszaikat poly-A, illetve poly-T végekkel allitottuk
be. A gyartd tandcsait kovetve a primerek kozotti hosszkiilonbség legalabb hat-hét nukleotid
volt, mivel az egy fluoreszcens festékkel jelzett bdzissal meghosszabbitott primerek
elektroforetikus vandorlasi tdvolsaga nem sziikségszerlen felel meg a bazishossznak. A

vandorlasi tdvolsagban megfigyelt variancia nem befolyasolta a genotipizalast.
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rizikd | genotipus | racka cigdja texel merind

csoport

R1 ARR/ARR 2,60 4,50 13,00 18,40

R2 AHQ/AHQ| 7,70
AHQ/ARR | 12,80 4,50 5,30

R3 AHQ/ARH | 12,80 1,40
AHQ/ARQ | 17,90
ARR/ARH 2,60 17,40
ARR/ARQ | 10,30 45,50 30,40 36,80

R4 ARH/ARH 2,60 2,90
ARQ/ARQ | 10,30 45,50 4,30 34,20

ARH/ARQ | 15,40 13,00
ARR/VRQ 10,10 5,30
R5 ARH/VRQ | 2,60 1,40
ARQ/VRQ | 2,60 4,30
VRQ/VRQ 1,40
n= 39 22 69 38

VII.1. tablazat

Prion protein genotipusok eloszldsa szdzalékos értékben kifejezve, kiilonféle
juhfajtakban.

n: mintdk szadma, R1: nagyon kicsi az esélye, hogy az egyed, vagy az F1 nemzedék
surldkoros legyen, R2: alacsony a valdszinlisége a surldkor kialakuldsanak mind az adott
egyedben, mind az utddokban, R3: alacsony eséllyel alakul ki surldkér az adott
egyedben, de néhdny utdéd magasabb rizikocsoportba keriilhet a mdsik sziilé
genotipusdtdl fiiggéen, R4: surlokdr kialakulhat, az utéodok nagyobb hdnyada keriilhet
magas rizikd osztdlyu csoportba, R5: A legnagyobb esély arra, hogy surlokdr kialakuljon.
A 69 texel és 38 merind PCR-RFLP tipizdldson is dtesett. Az 6sszes genotipus megegyezett
a mikroszekvendldsi adatokkal.

A mutacidk a primerkoté helyeken nem valdszin(, hogy befolyasoljdk a betapadast a

kovetkez6 okok miatt; i.) a fent emlitett primerek olvadasi héGmérséklete az 5’ végek nélkil

62-64 °C, ii.) az amplifikalt régio csak 266 bp; és iii.) a kapcsolddasi esemény 50 °C-on jatszddik
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le. Amennyiben a primerek tapadasa mégsem torténne meg, akkor az kdnnyen észrevehetd
az elektroforetikus cstcsok teljes eltlinésén keresztil. Az ilyen jelenség biztos elkeriilése véget
degeneralt primereket lehet hasznalni vagy/és a szemben lévé komplementer szalat is fel
lehet hasznalni a primertervezésnél.

Az itt vizsgalt kodonok varidciéi a VII.2. tabldzatban lathatédak (DROGEMULLER és mtsai, 2001).

A ritka haplotipusok (T136 and Ki71) detektaldsa nem lehetséges a leirt primerkészlettel.

kodon |DNS aminosav
136 GTC \Y
GCC A
154 CGT R
CAT H
171 CAG |Q
CGG R
CAT H

VII.2. tablazat

Juh prion protein gén polimorfizmusai a megadott kodonokon. A vastag, illetve az
aldhuzott betiik jel6lik a nukleotid polimorfizmusokat.

Néhany kivalasztott genotipus elektroforetikus mintdzata és a mintdzat

kiértékelésének mddja az VII.1. abran és a VII.3. tablazaton lathatd.
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VII.1. abra

ARH/VRQ (A), ARR/AHQ (B), ARR/ARR (C), ARR/ARH (D) genotipusok elektroforetikus
mintdzata. A kodon szdma és a hozza tartozé aminosav egybetlis kédja az adott csucs
alatt Idthatd. A 171-el jel6lt zéld csucs azt jelenti, hogy ezen csucs melletti 171H és 171Q
jelzésli csucsok hivatottak eldénteni a genotipust. A: az aminosavak H és Q a 171-es
pozicioban. B: a kék 171-es és kék 171R csucsok alapjdn a genotipus tovdbbi
meghatdrozdsdba a kévetkezd csucs, a 171Q is beleszamit. A genotipus ebben az
esetben R/Q. C: a kék 171R jelenléte és a z6ld 171-es hidnya az jelzi, hogy a genotipus
R/R. A kovetkezé 171Q csucs csak megerdsiti az el6bbi genotipust. D: A kék 171 R
magdban jelzi, hogy az egyik allél R. A tovabbi 171 és 171 H csucsok arra utalnak, hogy
a mdsodik allél H. A genotipus R/H. A 171 Q megerdsiti a leolvasott R allél meglétét.
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kodon szama
(fragmenthossz szerinti érzékelési tartomany)
136 154 171

(42-46) (48-52) (53-57) (63-57)  (60-64)
Primerl | aminosav | Primer2 aminosav | Primer3 | aminosav | Primer3 és Primer4 | aminosav
kék/zold | AV kék/fekete | R/H kék/zéld | R/IQ Kék fekete R/R

vagy

R/H

kék/zold fekete R/Q
kék/zold | zold/fekete | R/H
zold fekete Q/IQ
zold z6ld H/H
zold zOld/fekete | H/IQ

VII.3. tablazat

A kiértékelés 6sszefoglaldsa a kodonok szama, a fragmentek szine és hossza szerint.
A vastag szadmok a kodonok szamdt jelélik. A zdréjelben a Genotyper programban
bedllitott detekcids ablak intervalluma szerepel bdzishosszban kifejezve. A vastag bet(ik
az azonositott aminosavat adjdk meg. A jelzés, mint pl. a kék/zéld az jelenti, hogy két
kiilénbéz6 szind csucs volt megfigyelhet6 az analizis-ablakban. Ha egy szin van megadva
pl. a kék, akkor csak egy csucs volt az adott hosszintervallumban. A szinek kombindcioi
adjak meg a kiilonbségtételt az (A/V)136 (R/H)154 (R/H/Q)171 aminosavak k6zétt.

A 136-0s kodon esetében ddG épiil be a primer 3’ végéhez ha a kodon GCC, igy az adott
fragmentum kék lesz, a leolvasott aminosav A-nak felel meg. Ha a kodon GTC, a beépil6 jelolt
dideoxy nukleotid ddA (a csucs szine z6ld), az aminosav V. a 154-e kodon esetében fekete
csucs figyelheté meg, amennyiben az R154H-r primer ddC-vel keriil kiegészitésre (a kodon
CGT, az aminosav R). A csucs akkor piros, ha a beépul6 jelolt dideoxy nukleotid ddT (a kodon
CAT, az aminosav H). A helyzet kicsit mds a 171-es kodonon, ahol harom kiilénféle aminosav
kdédolédik, a mutdcioktdl fliggben. Ezen szekvenciarészleten a CGG arginint kdédol, igy a
beépiild jelolt dideoxy nukleotid ddG az R171-f primeren; a csucs szine kék. E szin Gnmagaban
azt jelzi, hogy az aminosav ebben a pozicidban R. Ha a csucs zold (ddA kapcsolddik az R171-f
primerhez), akkor a kodonok CAG, CAA illetve CAT, CAC —k lehetnének, melyek glutamint,
illetve hisztidint kddolhatnak. A dontést a Q171H-r primer segiti, ahol a beéplilé jelolt dideoxy
nukleotid ddC (ekkor a kodon CAG, a csucs szine fekete) és ddA (ekkor a kodon CAT, a csucs
szine z6ld) lehet, melyek megfelelnek rendre a glutaminnak és hisztidinnek. Természetesen a
fekete csucs is megfigyelhetd, ha a kodon CGG (R), de ebben az esetben a kék csucs jelenléte

ad felvilagositast az aminosav milyenségérél (VII.1. tablazat, VII.1. dbra). Mas szavakkal, ha a
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kodon CGG az egyetlen lehetséges aminosav R. Ha A nukleotidot észlellink a masodik
pozicional, akkor az aminosav Q vagy H lehet, amely viszont a harmadik poziciéban lévé
nukleotid meghatdrozasat koveteli. Itt érdemes megemliteni, hogy masok (MATYAS és mtsai,
2002) egy szint vagy fluoreszcens molekuldt hasznaltak arra, hogy pontmutacidkat

szekvenciafliggd elektroforetikus mobilitas alapjan hatarozzanak meg.

Ebben a vizsgalatban a mikroszekvenalasi reakciok optimalizalasa el6tt szekvenalast
haszndltunk a mintak genotipus meghatdrozdsara, illetve PCR-RFLP reakcidt az eredmények
validalasara (VII.2. tablazat). A PCR-RFLP-t 6sszehasonlitva a mikroszekvenaldssal, az utébbi
kevesebb lépést kivan még akkor is, ha figyelembe vessziik az amplifikaciok kozotti és az
elektroforézisek el6tti mintakezeléseket. Az eljarasunk szik keresztmetszete az ABIPrism 310
fragment analizald, mert csak egy minta fragmentjeinek szepardldsat teszi lehetévé egy
id6ben. Az ateresztGképesség novelhetd olyan eszkdz haszndlataval, amely tobb mintat tud

parhuzamosan futtatni, analizalni.

A genotipusok 6t csoportba (R1-R5) sorolhatéak az alacsony valdszinliséggel kialakuld,
illetve nagy valdszinliséggel kialakuld surlékor esélye alapjan (ISHIGURO és mtsai, 1998;
DAWSON és mtsai, 1998; DISTL, 2000; HUTER és mtsai, 2000), amennyiben fert6zés torténik.
Magyarorszagon az utolsé ismert surlé6kér megbetegedést 1964-ben irtak le (ALDASSY és
SUVEGES, 1964). Mivel a surl6kdr nincs jelen az orszagban (KLUGE és GLAVITS, 1993; GLAVITS
és RATZ, 1996), ezért a hazai fajtadkon nem lehet elvégezni a rezisztenciavizsgélatokat, igy
elfogadjuk azon eredményeket, melyeket mar a bevezetés részben emlitettiink.

A kllonféle fajtakon bemutatott genotipus-eloszlds (VII.1. tabldzat) meghatarozasat
véletlenszerlien kivalasztott allatokon végeztiik el. E kezdeti felmérés csupdn azt mutatja,
hogy sokféle genotipus taldlhaté meg a vizsgalt allatok kozott, és maga a vizsgalati eljaras

alkalmas a tovabbi felhasznalasra.
2002-ben 2003-ban a Magyar Juhtenyészt6k Szovetségének segitségével az egész

orszagban elkezd6dott a vérmintak gydjtése. Célunk a merind tenyészkosok, a racka, cigdja,

és cikta, illetve az angol tejel6 allomany felmérése és rizikdcsoportokba vald besoroldsa volt.
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A modszert azok szamara ajanljuk, akiknek nagy mennyiségl mintat kell megvizsgalniuk
és nincs lehet8ségilik 5 nukledz kémiat vagy piroszekvenaldst alkalmazni, de képesek
fluoreszcensen jelzett fragmenteket analizalni. Tobb |6kusz vizsgalata is beépithet§ az
eljarasba, amennyiben tobb surlékér-rezisztenciaval kapcsolt mutdcié (HUNTER és mtsai,

2000) valik ismertté.
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VIIl. A SURLOKOR-REZISZTENCIAT BEFOLYASOLO PRION PROTEIN
GENOTiIPUSOK ES NEHANY NOVEKEDESI TULAJDONSAG KAPCSOLATA
MAGYAR MERINO ES NEMET MERINO KOSOKBAN.

VIII.1 Osszefoglalas

Juh esetében a surldkdrra vald fogékonysag kapcsolt a prion proteint (PrP) kédold gén
polimorfizmusaival. Ebben a vizsgdlatban novekedési tulajdonsagok (bdaranykori
sulygyarapodds, hizékonysag, testsuly az elsé és masodik évben) és PrP genotipusok
(ARR/ARR, ARR/XXX és XXX/XXX , ahol XXX AHQ, ARQ, ARH vagy VRQ haplotipust jelent)
kapcsolatat vizsgaltuk magyar meriné (n = 286) és német merind (n = 215) kosokban. A
magyar merinéban a vizsgdlt tulajdonsagok és a PrP genotipusok kozott nem taldltunk
szignifikans kapcsolatot. A német merindban a baranykori sulygyarapodas kis mértékben,
de szignifikansan (p < 0,05) kapcsolva volt a prion protein genotipussal. A genotipus 9,6 %-

ban befolyasolta a sulygyarapodast.

VIIl.2 Bevezetés

A surlékor halalos, fert6z6, neurodegenerativ betegsége a juhnak és a kecskének
(PRUSINER 1991, DROGEMULLER és mtsai, 2001). Juhban a prion protein gén harom
kodonja altal meghatdrozott aminosav valtozatok (136 (A->V), 154 (R->H), 171 (Q->R,H))
otféle elrendezésben taldlhatéak meg (ARR, AHQ, ARQ, ARH and VRQ) és kapcsolatban
vannak a surlékor rezisztenciaval (WISNIEWSKA és mtsai, 2006).

Részletesebb leirds a surlékdrrdl és a prion proteint kddélo gén valtozatairdl a VII.2
fejezetben olvashaté.

Eurdpai Unids szabalyozas szerint (no. 100/2003) minden orszagnak genotipus
informacién alapuld tenyésztési programot kell folytatnia az ARR allél el6forduldsi
gyakorisaganak novelése érdekében, hogy csdkkentse azon allélok gyakorisagat, melyek
kapcsoltak a betegség kialakuldsdanak magasabb kockdazatdval. Ez a szelekcids munka
bizonyos produkcids és/vagy reprodukcios tulajdonsagok valtozasat vonhatja maga utan
azzal, hogy erds szelekciés nyomasnak teszi ki a juh 13-as kromoszémajanak azon régidjat,

ahol a PrP gén elhelyezkedik.
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tulajdonsagokra szamos esetben vizsgaltak.

PROPOKOVA és mtsai (2002), de VRIES és mtsai (2004), GERNAND és mtsai (2005) és
CASELLAS és mtsai (2007) vizsgdlatokat végeztek néhany kivdlasztott novekedési
tulajdonsagra nézve, de nem tudtak bizonyitani a PrP genotipus hatasat. BRANDSMA és
mtsai (2004) kimutattak, hogy enyhe negativ, szignifikdns hatdsa volt a genotipusnak a 135.
napi testsulyra. Lehetséges genetikai veszteség-intervallumot is szimulaltak, feltételezve,
hogy a szelekcid ARR varidns elterjesztésével kezdddik (WING-YOUNG és mtsai, 2007).

Ezen vizsgalat a prion protein genotipusok produkcios tulajdonsagokra (baranykori
sulygyarapodds a 135. napig, hizékonysag a 150. naptdl a 185-ig, testsuly az els6 és a
masodik évben) vald hatdasdnak a becslésével foglalkozik magyar és német merind

fajtdkban.

VIIl.3 Anyag és modszer

VIIl.3.1 Allatok és adatok

98 tenyészetbdl 501 kos -286 magyar merind és 215 német merind- vett részt a
vizsgalatokban. Német merind esetében az import és a Magyarorszagon nevelt kosokat is
felhaszndltuk. Az analizisbe kosokat valogattunk, mert ez az ivar képes a kedvezd
novekedési tulajdonsagokat gyorsan elterjeszteni a populaciéban, masrészrél ebben az
idében a magyar surlokér program a kosokra fékuszalt. A vizsgalatban résztvevé kosok 1993
€s 2005 kozott szilettek.

Az els6 adathalmaz termelési adatokat tartalmazott, melyeket a Magyar
Juhtenyészt6k Szovetségének a torzskonyveibbl kaptunk meg; a baranykori sulygyarapodas
(g/nap) és a 40 napos hizékonysagi vizsgalat (g/nap), az egy- és kétéves testsuly. A masodik

adathalmaz a prion protein gén genotipusait foglalta magaba.

VIII.3.2 PrP genotipizdlds
A genotipizalast mikroszekvendlassal végeztik (ZSOLNAI és mtsai, 2003). Részletes

leirdsért lasd a VII. szekciot.
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VIil.3.3 Statisztikai analizis

Egyvaltozods varianciaanalizist SPSS 14.0 programcsomaggal végeztiik ahol a becsiilt
marginalis atlagokat hasznaltuk a prion protein genotipusok és ndvekedési adatok lehetséges
kapcsolatanak vizsgalatara. A modell fix hatdsként tartalmazta a prion protein genotipusokat,
flggetlen valtozoként a ndvekedési adatokat (baranykori sulygyarapodas, hizékonysag, egy-
és kétéves testsulyok). A korrelacids és regresszios analiziseket szintén az SPSS szoftverrel

végeztik.

VIIl.4 Eredmények és értékelés

A preferalt ARR/ARR genotipus kdzepes nagysagu gyakorisaggal fordult el6 mindkét
fajtaban (25 % korul a magyar merinéban, 20 % koril a német merindban) (VIII.1. tablazat). A
magyar merind novekedési atlagainak és standard deviacidinak analizise nem mutatott
szignifikdns kilonbséget a harom genotipus kozott, ugyanakkor -altaldnos tendenciaként
megfigyelve- az ARR/XXX genotipussal rendelkez6 baranyok kiemelkedéek voltak a

novekedésben, illetve az egy- és kétéves testsulyban (VIII.2. tablazat).

fajtak ARR/ARR ARR/XXX XXX/XXX
magyar meriné (n=286) 24,82 % (n=71) 55,59% (n=159) 19,58 % (n=56)
német merind (n=215) 20,00% (n=43) 63,25% (n=136) 16,74 % (n=36)

VIIl.1. tablazat

Genotipus el6forduldsi gyakorisdgok és a vizsgalt dllatok szama

tulajdonsagok ARR/ARR ARR/XXX XXX/XXX Osszeg
atlag SD atlag SD atlag SD atlag SD
sulygyarapodas, g/nap 373,00 | 83,07 | 376,72 | 72,44 | 358,10 | 67,76 | 372,31 | 74,57
hizékonysag, g/nap 348,13 | 67,47 | 347,25 | 76,12 | 355,15 | 52,92 | 348,81 | 69,62
1éves testsuly, kg 73,83 9,71 74,45 | 10,24 | 71,39 8,76 73,72 9,87
2 éves testsfjly, kg 88,24 13,04 90,52 11,89 89,55 14,61 89,75 12,72

VIII. 2. tablazat

Magyar meriné névekedési adatainak leiro statisztikdja
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A hazai tenyésztésli német merind kosoknal nem volt szignifikdns kiilonbség a
kiilonb6z6 genotipusoknal mért tulajdonsagok értékeiben. Az import csoportban szignifikans
kilonbség volt megfigyelhet6 a bardnyok sulygyarapodasaban a kilonb6z6 genotipus
osztalyokat illetéen. Az import csoportban a hizékonysagi adatok nem voltak hozzaférhet6ek,
mert ezen adatokat az exportald orszag nem haszndlja hus jellemzésre. Az ARR allélt nem
hordozé juhok minden mérészamban jobban teljesitettek (VIII.3. tdblazat).

A vart genotipus gyakorisagoktdl csak a német merind kosok mutattak eltérést. A
csoportot kettéosztva -hazai és import allomdany- és a vizsgdlatot megismételve a Hardy-
Weinberg egyensulytdl vald eltérést csak a hazai tenyésztés(i csoportban talaltunk (VIII.4.
tablazat). A megfigyelt és vart genotipusok gyakorisdgi értékei kozotti kilonbség
szignifikdnsnak bizonyult. A Hardy-Weinberg egyensulyhidnyanak oka lehet az egyszerre

tobbféle tulajdonsdgot javitani célzé szelekcid.

tulajdonsag ARR/ARR ARR/XXX XXX/XXX Osszes
atlag SD atlag SD atlag SD atlag SD

sulygyarapodas, 360,90* | 50,36 374,00* | 65,60 422,24* | 65,61 383,14 | 66,57

g/nap

1 éves suly, kg 80,82 12,50 83,93 11,16 88,53 11,77 84,53 11,60

2 éves suly, kg 107,45 | 14,31 105,00 | 13,41 116,71 | 15,89 108,10 | 14,76

SD: standard deviacié, *: a szignifikans kapcsolatot jelzi p < 0,05 szinten

VIII.3. tablazat
Az import német meriné névekedési tulajdonsdgainak leiro statisztikdja
fajta allatok | ARR/ARR | ARR/XXX | XXX/XXX X2
szama
német merind, import 73 15 (11) 21 (17) 36 (45) 4.077
német merind, hazai tenyésztés 142 42 (32) 70 (91) | 29(19) 12.13

VIII. 4. tablazat

A prion protein genotipusok megfigyelt és vart (a zdrdjelek kézott) értékei a német

merino kosokban.
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A magyar merind és a hazai tenyésztésii német merind populaciék nem mutattak
szignifikans kapcsolatot a prion protein genotipusok és a novekedési jellemz6k kozott, kivéve
az ARR haplotipust nem hordozé import német merind csoportot, amely szignifikdnsan
jobban (p < 0,05) szerepelt a napi testsulygyarapoddsban (VIII.3. tablazat). Az interakcio
gyengének bizonyult (korreldcids koefficiens 0,291) és a genotipus a napi sulygyarapodds
teljes varianciajanak 9,6 szazalékaért volt felelds.

A napi gyarapodas és az ARR haplotipus kozotti negativ kapcsolat lehet a bizonyitéka
annak a genetikai veszteségnek, melyet WING-YOUG és mtsai (2007) modelleztek surlokér
rezisztenciara torténé szelekcids feltételekkel. Ez megmagyardzhatja, amiért a hatds azok
kozott az import allatok kozott volt fellelhetd, amelyek kiinduldsi orszagaban a surlokor
rezisztenciadra valo szelekcié korabban elkezd8d6tt, mint Magyarorszagon.

Az eredmény 6sszhangban van BRANDSMA és mtsai (2004) kutatdsaival, ahol alacsony
negativ hatdst talaltak az ARR allél és a 135 napos suly kozott.

Mivel az ARR haplotipus kimutatott hatdsa a napi stlygyarapoddasra nagyon alacsony és
a genetikai el6rehaladas hosszu tavon behozza lemaraddasat (WING-YOUG és mtsai, 2007), az
atmeneti stagnalds vagy a genetikai el6rehaladds atmeneti csokkenése az ar, amit a jovo

surlékér rezisztens fajtainak |étrehozasaért fizetni kell.
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X. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Az értekezésben a PhD fokozatszerzés ota eltelt tizennyolc évnyi kutatdmunkam egy

részét foglaltam 6ssze, amelynek alanyai tobbségében hazai dllatallomanyok voltak. Az Uj

tudomanyos eredményeket az értekezésnek megfelel6 elrendezésben foglaltam Ossze.

I-111 Mangalica vizsgalatok

A mangalica genetikai hattere alapjan hdarom csoportba sorolhatd. A harom csoport
megfelel a sz6ke, vords és fecskehasu fajtaknak.

A mikroszatellit eredményeket 9-10 évvel kés6ébbi mangalica populacié egyedeit
felhasznalva, teljes genom vizsgalattal validaltuk.

Hat SNP I6kusszal alternativ megoldast kindltunk a fajtak mikroszatellitekkel torténd
azonositasanak felvaltdsara.

Mangalicaspecifikus gyorstesztet fejlesztettlink.

v Racka, mikroszatellit vizsgalatok

Igazoltuk a fekete és fehér racka genetikai tavolsdaganak meglétét.
A genetikai tavolsagokat mads juhfajta-pdrok kontextusdban is megvizsgaltuk.

\" Magyar sziirkemarha mikroszatellit vizsgalatok

A magyar szirkemarha allomany tenyészetekre lebontott genetikai struktirajat
felmértik.

Olyan tenyészeteket azonositottunk, melyek kiilonleges figyelmet érdemelnek
diverzitas, génfenntartds szempontjabol.

Vi Szarvas, mikroszatellit

Kettd, addig szarvasnal nem hasznalt mikroszatellitet alkalmaztunk
szarmazasellendrzési célra.

Egy 4-plex, egy 5-plex és egy 8-plex PCR csomagot hoztunk Iétre gimszarvas
szarmazasellendrzéshez.

Vil Prion proteint kédolo gén genotipizadlasa

Uj vizsgalati eljarast hoztunk létre a surl6kdr rezisztencidval kapcsolt prion protein
gén valtozatainak meghatarozasara.

ViIi Meriné kosok vizsgalata termelési tulajdonsag és prion protein
genotipusok kapcsolata

Német merind kos allomdanyban detektdltuk a surlékér rezisztens genotipusra valé
szelekcio negativ hatasat.
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XIl. Eredmények felhasznalasa

Az SNP-chip vizsgdlatokat és teljesgenom szekvencidkat felhasznaltuk romaniai voros
mangalicapopuldcidk analizisében.

A mangalica-specifikus detektdlast a Biomi kft. szolgaltatasként végzi. Tovabbi, gyors vizsgalati
rendszereket is fejlesztettlink mind minéségi, mind mennyiségi meghatarozds konnyebbé
tételére.

A racka mikroszatellit vizsgalatokon alapulva elvégeztiik a fajta mélyebb analizisét (SNP-chip
és teljes genom szekvencidk felhazsndlasaval), elhelyezkedését meghataroztuk a vilag tobbi
juhfajtdi kozott. A racka vizsgdlatokkal parhuzamosan a magyar merind szintén atment
ugyanezen vizsgalatokon, melynek soran annak a meriné fajtakhoz vald viszonyat is tisztaztuk.
A magyar merino sulygyarapoddasat és gyapju jellemzGivel kapcsoltsdgot mutaté helyeket
azonositottuk.

A sziirkemarha mikroszatellit vizsgdlatok megalapoztak tobb mint tizenotezer egyedben a
maremman hatds vizsgdlatanak elvégzését. A tenyésztSk felismerték a fajtatisztasag genetikai
Uton valé ellenérzésének lehetGségét; kevesebb, mint az egyedek fél szazalékdban lehetett
detektdlni maremman hatdst.

A szirkemarha SNP-chip analizise felfedte a fajta rendkivili, egyedi helyzetét a
szarvasmarhak, illetve a primitiv tipusu marhak kézo6tt, az analizis tovabbi kovetkeztetésekre
is alapot ad, tovabba azonositottunk tenyészértékkel kapcsolt markereket.

Szarvas esetében a sziil6i szarmazast lehetévé tévé mikroszatellit markerkészlet helyett egy
olcs6bb SNP készletet dolgoztunk ki SNP-chip vizsgalatokon keresztil. Az SNP-chip

vizsgalatokkal agancs min&séggel kapcsolt I6kuszokat azonositottunk.

A juhok prion genotipusainak vizsgalatat tobb éven keresztil (6sszesen kb. tizezer dllat)
folytattuk, segitve a célzott parositasokat.
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XlIl. KOSZONETNYILVANITAS

A tarsszerzGim széles ismeretanyaga, valamint segit6készsége driasi mértékben segitette
az itt ismertetett (és az itt nem ismertetett) munkdk megvaldsulasat.

A mangalica populacié mikroszatellitekkel valé felmérését, melyekre alapozva tovabbi
vizsgalatokat indithattunk, kiemelked6 szerepet jatszd kollégdk Féslis Laszld, Koppany
Gabor és Radndczi Laszlé tették lehetdvé.

A mangalica fajtdk SNP-l6kusz vizsgdlataiban kiemelkedd szerepet jatszottak Micsinai
Adrienn, Ratky Jozsef és Toéth Péter, akik részvétele sokat lenditett a projekt
megvaldsulasaban.

A fekete és fehér rackak dsszehasonlitd vizsgalatait Egerszegi Istvan inspiralta, és annak
megvaldsitasat az ISAG nemzetkdzi 6sszehasonlitd tesztekben, illetve az ECONOGENE
palyazatban vald részvétel tette lehet6vé.

A magyar szirkemarha tenyészetek vizsgdlatdnak lehet6ségét a Magyar Szirke
Szarvasmarhat Tenyészt6k Egyeslletének és Péntek Istvdnnak ko&szonhetem, aki a
mikroszatellit genotipusokhoz valé hozzaférést lehet6vé tette. Az adatok kiértékelése utan
a NEBIH és a tenyésztd szervezet képviselGivel, illetve Kovacs Andrassal folytatott
beszélgetések ihlettel teli [égkore felejthetetlen élménnyekkel gazdagitott. A szlirkemarha
vizsgalatok itt nem ismertetett folytatdsdhoz a Magyar Sziirke Szarvasmarhat Tenyészt6k
Egyesiilete nyljtotta a segitséget.

A prion protein genotipusok tesztjének kifejlesztése és alkalmazasa (sem) johetett volna
l[étre kozvetlen munkatdrsaim -Fésils Laszld és Anton Istvan- és a Magyar Juhtenyészt6k
Szovetségének toré6dé kozremikodése nélkiil.

A dolgozat elkészitésében nyujtott segitségért Szabd Andrdsnak illetve Orbdn Laszlénak
mondok koOszonetet. Az utébbi esetben a vele végzett kordbbi elektoforézises és
zebradaniés munkdimnak mai napig latom a pozitiv hatasait.

Koszonettel tartozom Kovacs Melindanak, Szendré Zsoltnak, és a tobbi
kaposvari/herceghalmi kolléganak, akik kérdéseikkel, rabeszélésiikkel motivaltak a
dolgozat benyujtasaban.

Feleségem Harczi Ildiké és szileinek tamogatdsa felbecsiilhetetlen értéket képvisel.
Koszonom gyermekeimnek (Rita, Daniel, Lilla és Regd) azon pillanatait, amikor odafigyelve
hallgattak apjuk szandéka szerint 1atokornovelési célzattal el6adott, kutatassal 6sszefliggd

monddkait.

Végiil koszonet Domsddi Alexnek és sziileimnek, Zsolnai JAnosnak és Csaszar Marianak.
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