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1. Bevezetés

A modern fajtatiszta sertés tenyésztés igényei, a ,hungarikum”-ok kialakitdsa és
megdrzése, a védett dllatfajok fenntartdsa (illetve tiltott kereskedelme és orvvaddszata elleni
harc), a génmeg0Orzési programok, a szigoru élelmiszerhigiéniai mindségi kovetelmények, a
rohamosan fejlodé kriminalisztika és a szertedgazd kutatdsok megkovetelik az egyre
korszeribb moddszerekkel torténd, megbizhaté eredményeket produkdld €s széles korben
informativ (a pontos egyed azonositdstol, a szdrmazds ellendrzésen 4t, a faji eredet
meghatdrozasdig) vizsgélatok elvégzését. Ezen kovetelmények tudomdnyos kielégitésére a
modern biotechnoldgiai és molekularis genetikai technikdk — manapsdg kiemelten a DNS
polimorfizmusok vizsgdlata — szolgdlnak, kiegésziilve az informatikai rendszerek egyszerd,
amde gyors és széleskorti elérhetdségével.

Munkdm sordn érintem az egyed azonositds, a szdrmazds ellendrzés és a faji eredet
meghatdrozas Osszetett feladatdnak kiillonbozd részeit. Egyed azonositasndl, értékes édllatok
esetén, vizsgalhatd, hogy az adott allat valoban rendelkezik-e a vélt genetikai teljesitménnyel,
valéban mentes-e bizonyos genetikai terheltségektdl, illetve a kriminalisztikdban is jelentds
szerepe van. Szdrmazds ellendrzésnél arra ellendrizhetd, hogy tényleg azokkal a felmendkkel
rendelkezik-e a vizsgdlat alanya, mint azt szoban vagy f{rdsban A4llitjdk, faji eredet
meghatdrozasakor pedig vizsgdlhatd, mely vonalak hogyan alakultak ki, mely fajtdkkal
keriiltek kapcsolatba, mely teriiletrdl szdirmazé 6sokkel mutathaté ki hasonlésdg, egyezés.

Célkitlizésem az volt, hogy a mitokondridlis Orokitdanyag hipervaridbilis (HV)
régidjanak Kkiterjesztett vizsgdlatdval feltérképezzem a mangalica fajtavaltozatok kozti
hasonlésagokat és kiilonbségeket valamint az esetleges egyedi jellegzetességeket. Tovabba
célom volt a mangalica és vadsertések kozti, a vizsgélt szakaszban fellelhetd kiillonbség(ek)

kimutatésa is.



2. Irodalmi attekintés
2.1 A mitokondrium

A mitokondrium a bioldgiai oxidacid, tehat az energiatermelés kdzpontja az eukaridta
sejtekben. Igen vdltozatos szdmban — 1-tdl akdr 100000-ig — jelen lehet a kiilonbdzd
sejttipusok citoplazmdjdban. 2 pm hosszasdgd és 0,5 pm atméréjli sejtorganellumok,
melyeket kettds membran hatdrol. Funkciondlisan négy térre oszthat6: kiilsd membrén, belso
membran, a két membran kozti tér és a matrix. A matrixban talalhaté a mitokondrialis DNS
(mtDNS). (VERESEGYHAZY, 2003.) A mitokondridlis genom gyiriis szerkezetii, amely
hasonlésdgot mutat a bakteridlis genommal, ugyanakkor a gereincesek torzsén belil is
homolég, igy 6si jellegére kovetkeztetnek a tudésok.(ZOLDAG, 2008.) Az endoszimbionta
elméletet, miszerint az eukaridta szervezetbe integralédott Osi prokaridta sejtrél van szd,
tdmasztja ald, hogy van sajit nukleinsav és riboszoma készlete, illetve az aerob prokariétak
anyagcsere-folyamataiban résztvevd enzimrendszerek szerkezete ugyan némileg eltérd az
eukaridta sejtek ma ismert mitokondridlis enzimrendszereitdl, mégis szervezddésiik nagyon
hasonlé. (VERESEGYHAZY, 2003.)

A mitokondridlis DNS is k6dol6 és nem kddolé szakaszokbdl épiil fel. Az egyik ilyen
gyakran vizsgalt kédol6 szakasz a cytochrom-b (CYT-B) gén enzimeket kédol6 része, mely
fajok megkiilonboztetésére is alkalmazhat6. A mitokondridlis DNS altal kodolt genetikai
informdacié emldsokben: 2 rRNS- t, 13 fehérjét (enzimeket), 22 tRNS- t hatdroz meg. Fontos
nem kédol6 szakasz a kontroll régié vagy mds néven D-hurok/ D-loop, melynek nagymértékii
polimorfizmusa az egyedazonositisban haszndlatos. A mtDNS a sejtmagi DNS-nél
ellendllobb, stabilabb, konzervadlédott molekula. Ez teszi alkalmassd, hogy kriminalisztikai
vizsgélatok alapjaul szolgédljon. Az egyes kodolo szakaszainak véltozdsa nagyon lassd,
kismértékli folyamat; ,.egyes becslések szerint 10° évente 2-4%-0s muticids arannyal
szamolhatunk”. (ZOLDAG, 2008.)

A mtDNS kizarélag a petesejt révén jut at a zigétaba, tehdt csak maternélisan (anyai
agon) Oroklddik, igy vizsgdlata az anyai vonalak feltirdsdra is haszndlhat6. A mtDNS
véltozatai, az tgynevezett haplotipusok, a mutdcidk felhalmozddédsa dltal jonnek létre. A
haplotipusok foldrajzi el6forduldsdnak és leszdrmazdsi kapcsolatainak vizsgédlatdval
foglalkozik a filogeogrifia, melynek segitségével a kiillonb6z6 populaciok esetében

vizsgélhat6, hogy honnan indultak el a kolonizaciés folyamataik, milyen utvonalon jutottak el



a mai éldhelyekre és hogyan alakult ki a jelenlegi genetikai struktdra az adott csoportban.
(PECSENYE, 2006.)

A mtDNS effektiv populdciémérete alacsonyabb, mint a magi DNS-nek, igy téve
alkalmassda kozeli rokon populdcidk kozti genetikai kapcsolatok felderitésére és a palacknyak
hatds populdacidkra gyakorolt kovetkezményeinek prezentdldsdra, viszont hatranya, hogy nem
mutatja a him-mediélt géndramlést, ami viszont egy eroteljes hatds volt a sertések modern
kori fejlodésére, irtdk le Leutkemeier €s tarsai 2009-ben megjelent cikkiikben, melyhez 149
nem rokon (kozos nagysziilével nem rendelkezd) eurdpai és dzsiai sertés egyedet vontak be
munkdjukba (hdrom eurdpai vadsertés populdcidébdl, ot eurdpai hédzi sertés fajtabol, kettd
azsiai vadsertés populaciobdl és harom azsiai hédzi sertés fajtdbol), mtDNS és mikroszatellita
vizsgélatokat végezve el. (LEUTKEMEIER et al., 2009.)

A sejtmagi, mdsnéven nukledris genom méretardnyait tekintve 18000-szerese a
mitokondridlis genomnak. Az emldsok dtlagos genomja 2,3-3 millidrd bazisparbdl (bp) éll, a
sertéseké 2,3 millidard bp. A nukledris genom a mtDNS gylriis szerkezetével szemben
kromoszémadkba rendezddik. A hdzi sertés 2n kromoszémaszdma 38, mig az eurdpai (Sus
scrofa) és azsiai (Sus vittatus) vadsertésé kelet felé haladva 36, 37 és 38 is lehet (az
akrocentrikus kromoszomdk Osszeolvaddsaval /fizidjaval/ és a metacentrikus kromoszomak

szétvalasaval /fisszidjaval/ valtozhat meg a kromoszémaszam). (ZOLDAG, 2008.)

2.2 A sertés (Sus scrofa) domesztikacioja

A domesztikdco (hdziasitds) lényegét Bartosievicz Laszl6 két f6 pontban I4tja:
,,sZ1mbiozis, azaz kolcsonos eldnyokon alapuld egyiittélés, mely sordn az emberek hasznot
hidznak hézidllataikbol, de védelmezik is Oket a szigord természetes szelekcid szdmos
hatdsdval szemben és a fogsdgban szaporitds, amelynek révén az ember tartésan beavatkozhat
a természetes kivdlasztédds folyamatdba tobbé-kevésbé alakitva egy-egy vaddllatfaj
haziasitott formdit.” (BARTOSIEVICZ, 2006.) Az Gjkokorig az emberek legjelentdsebb éllati
fehérje forrdsat a vaddszattal elejtett dllatok hidsa képezte, az tjkdkorban azonban valami Uj
vette kezdetét: a termeld gazddlkodds. Mi is vezetett az dllatok héziasitdsdhoz? Legfobb
kezdeti (tehdt elsddleges) ok gazdasiagi haszondllatok esetében az allandé huselldtds igénye,
hogy a tdplalék az ember szdmdra ne a vadaszat sikerén muljon, illetve a hus tarolasdnak
akkor még megoldhatatlan mivolta is dontd volt. Ehhez a késObbiekben a kiilonbdzd
allatfajok esetében még szamos ok csatlakozott igymint kultikus tényezok, kedvtelés, egyéb;

masodlagos gyakorlati hasznositds — pl.: zsir, tej, gyapji, bor, tojas, fizikai erd, etc. —



kialakitva a domesztikdcid els6 mozgatd rugéit. A harom {6 tényezd (tehét az elsédleges és
masodlagos gyakorlati hasznositds, a vallasi szempontok és a kedvtelés) szerepe és sulya
kultiranként és dallatfajonként mds €s mads volt. Sertés esetében, bar mindenevd 1étére
tdplalék-konkurense az embernek, a hustermelési képessége meghatdroz6 volt; ,,a felvett
takarmdnyt (energidban kifejezve 35%-ot eléré mértékben) alakitja hissa”.(BARTOSIEVICZ,
2006.) Bokonyi Sandor ezt a kovetkezOképpen fogalmazta meg: ,,kezdetben minden allatot a
huséért tartottak, de a sertés bizonyult a legalkalmasabbnak”. (BOKONY]I, 1988.) Masodlagos
hasznosithatésagként leirtdk a termofoldek sertésekkel vald tdratdsat, ami dltal a pihentetett
fold tapereje ndétt, illetve Franciaorszdgban a jo szagldsat szarvasgomba felkutatdsira
hasznaltdk. Ma mar hobbidllatként és laboratériumi kisérleti modellként is tartanak bizonyos
sertésfajtdkat. Az egyes dllatok vad Oseinek hdziasitdsa dllatfajonként és kultdranként tobbféle
modon torténhetett:

1. szakosodott, csorddk kovetésén alapulé vadaszati médbdl tovabblépve, a vad nydjak
egyedeit vagy kisebb csoportjait elszigetelték, ezaltal durvdn beavatkozva a természetes
szaporodasi rendszerbe,

2. az egyedek befogdsa, amely a kelepcés vaddszatbdl alakulhatott ki, de a legtobb
hazidllatfaj Osére jellemzo fejlett csordadsztont attorve kellett ezen dallatokat betorni,
megszeliditeni,

3. szoktatds, azon allatfajok esetében torténhetett ezen mddszerrel a haziasitds, melyek
maguk is az ember nyomdba szegddtek.

Utébbi csoportba sorolhatd a kutydk és a macskdk Osei mellett a hdzi sertés Ose is, amit
vonzott a telepiilések kornyékén felhalmozddott ételhulladék, sot az iiriilék is, ami szdméra
még hasznosithato, félig feltart tdpanyagokat tartalmaz. A sertések rendszertanilag a parosujjd
patdsok (Artiodactyla) rendjébe, azon beliill a nem kéréddzok (Nonruminantia, Suiformes)
alrendjébe, a disznéfélék (Suidae) csalddjaba tartoznak. ,,A hazi sertés vad Ose az eurdzsiai
vaddiszn6 (Sus scrofa L. 1758.), amelynek szdmos, foldrajzi térségenként eltéré vdltozata
van. A palearktikus elterjedésti, tehdt a csaknem egész Eurizsidban és Eszak-Afrikdban
egyardnt el6forduld vaddiszné haziasitdsdnak Eurdpa szerte szimos kdzpontja 1étezhetett. Mai
ismereteink szerint a Kr.e. VII. évezredre az dvildg tobb leldhelyén (a Balti- és a Fekete-
tenger partvidékén, Anatdlidban, a Vaskapu kornyékén, az Ibériai-félszigeten) megjelentek a
korai héziasitds csonttani jeleit is mutaté alakok. A legkordbbi leletek a délkelet-anatdliai
Cayonii és Hallan Cemi leldhelyekrdl (Kr.e. 8000- 7000) ismertek.”(BARTOSIEVICZ,
2006.) Eltérd nézdpontba helyezi a sertés hdziasitdsat Amills és tarsai 2010-ben megjelent

cikke, melyben munkdjuk eredményei alapjan feltételezik, hogy a Sus scrofa Délkelet-
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Azsiabél szarmazik, majd innen terjedt 4t Indidba és Kelet-Azsidba, nyugat felé haladva pedig
elérte Eurdpit. A késobbiekben a keleti és nyugati dllomany genetikailag elszigetelddott
egymastol. Kindt nevezik meg a héziasitas egyik legfobb kdzpontjanak, kiemelten a Mekong
és Yangtze régiot, bar elismerik, hogy a tavol-keleti sertések domesztikicidja tobb kozpontd
eredettel rendelkezhetett. Az eurdpai hdzi sertések eredetét tisztdzatlannak itélik, mivel a
mitokondridlis markerek elemzése a kozel-keleti haplotipusok hidnyat mutatta az eurdpai hazi
sertések genetikai készletében (ami ahhoz a kovetkeztetéshez vezetne, hogy az Eurdpaban
fiiggetleniil tortént a hdziasitds), mig az autoszémadlis és Y-kromoszéma markerek vizsgélata
az eurdpai és kozel-keleti sertéspopuldcidk kozeli rokonsagi viszonyét tiikkrozte. A haziasitds
utdn éveken keresztiil Kina és Eurépa vélt a két fé sertéstarté kozponttd az Ovildgban,
tipusoknak. Ezek a sertések a szdrazfoldi, majd a kezdetleges tengeri kereskedelem révén az
egész eurdzsiai kontinensen szétterjedtek, a 15-17. szdzadban pedig a tengeri kereskedelem
fellendiilésével eljutottak Amerikaba és Afrikdba is az eurdpai népekkel. Az afrikai igen
diverz géndllomanyt sertések kapcsdan munkdjukban ramutattak, hogy Afrika keleti partjait az
eurdpai népek eldtt mar a kinaiak is elérték, igy fordulhatnak eld abban a térségben tdvol-
keleti és eurdpai allélok egyardnt. A nyugat afrikai teriileteken eurdpai 6soket mutat6 fajtdkat
taldltak. Cikkiikben kitérnek még arra is, hogy egyes fajtdk mara az egész vildgon elterjedtek
(pl.: Nagy fehér, Lapdly, Hampshire, Duroc), mdsok pedig megmaradtak helyi fajtaként (pl.:
Ibériai, Normand, Sziciliai, Mangalica, Tamworth, Taihu, Jinhua, stb.) (AMILLS et al.,
2010.). Larson és tarsai 2005-ben publikdlt munkdja szerint a sertés héziasitdsa Kr.e.9000
koriil a Kozel-Keleten torténhetett meg el6szor, majd ettdl fliggetleniil végbement egy
mdsodik domesztikdcidés hullim a Tévol-Keleten, viszont az eurdpai Sus scrofa fiiggetlen
haziasitdsit nem latja kelloképpen tisztdzottnak, bdr vizsgdlataiban az eurdpai fajtdkbol
szarmaz6 mintdk egy klaszterbe tartoztak. (LARSON et al., 2005.) A Sarga folyé mentén tobb
teriiletrol kiinduld, a helyi vadsertés populdcidkbol eredd sertés haziasitast feltételezi Larson
€s tarsai 2010-ben megjelent cikkében. (LARSON et al., 2010.)

A sertések domesztikdcidjat lehetové tette, hogy fejlett tarsas Osztonii lények és jo
alkalmazkodé képességgel rendelkeznek. A hdziasitds kovetkezményeként kiillemileg a
gerinc vonaldn futé sertetaréj kisebb lett, a test (az értékes husrészeket ad6 hatizmok miatt a
hosszabb torzsli egyedeket eldnyben részesitették a tenyésztésben, igy egyes sertésfajtak
hatcsigolydinak szdma eggyel tobb a vad 6sénél) és az emésztérendszer (hatékonyabb
emésztést szolgdlva) megnyult, a koponya arcorri része megrovidiilt, a fiilek gyakorta

lelogéva viltak, a testméret csokkent (a jO takarmdnyozds és az intenziv novekedés
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eldsegitése a csontnovekedés korai lezarédasdhoz vezetett, igy létrejott egy zomokebb
testméret) és szamos szinvaltozat alakult ki.(BARTOSIEVICZ, 2006.) Ezt a felsorolast
Bokonyi Sandor konyve alapjan kiegészithetjiik: a szaporasdg nétt, a szorzet rovidebb,
sokszor ritkdsabb, finomabb lett, pl. mangalica esetében gondorség alakult ki, a pancél eltlint,
gyakorivd vélt a természetben nem létezd fehér kiiltakaré szin, a malacok esetében néhdny
kivételtdl (pl.: mangalica) eltekintve eltlint a csikozottsag, kialakult a kunkorodé farok, az
alkapoccsont is jelentdsen kisebb lett és kevésbé robosztus, a fogazatot tekintve pedig a 1-es
premoldris fog hidnya és az agyar méretének csokkenése jellemzd. (BOKONYI, 1988.)
Z06ldag Laszlé konyvét olvasva pedig még a csokkent érzékszervi miikodés, a csokkent
életképesség €s ellendlloképesség, a nagytermelésii fajtak és kivalo értékmérd tulajdonsdgok
megjelenése, a faji diverzitds széEélsdséges novekedése (dj allélok megjelenése dltal) és a
szelidség is a haziasitds kovetkezményei kozé sorolhatok. (ZOLDAG, 2008.)

Bar a torténelem sordn a sertések megitélése igencsak véltozott (,,a keltdk szent
vadkanjaibdl, a romai és germédn hdsok veszedelmes ellenfeleib6l mulatsagos, szanando, kissé
gusztustalan figurakk4 valtak”’(BOKONYI, 1988.)) és a human tdplalkozédsban valé szerepiik
is gyakran véltott néz6pontot (édllati zsiradék kontra novényi olajok egészséges mivolta,
triglicerid- és koleszterin péanikok, vallasi megitélések, stb.), mégis szaporasiga és
histermelési hatékonysdga a vildgon az emberi husfogyasztds nélkiilozhetetlen alanyédva teszi

ezt az allatfajt.

2.3 A mangalica

2.3.1 A mangalica fajta kialakulasanak torténete

A torokok kilizése utdn az egykori hodoltsagi teriileteken kevés sertés maradt, mivel a
torokok valldsi okokbdl nem fogyasztottak sertéshist. A sertéstenyésztés szinte csak a
Felvidékre és az erdélyi teriiletekre korlatozédott. ,,Az 1700-as évek madsodik felétdl a
burgonya és a kukoricatermesztés szélesebb korli elterjedésével és az erddk, legelok
feltorésével, szantoteriiletté alakitisaval kezdtek megvdltozni a tartds, takarmanyozds
feltételei. Ezek a vdltozdsok az 1800-as években felgyorsultak, a folydk szabdlyozdsdval
hatalmas mocsarak szlintek meg, és a helyiikon eld4llitott gabona lehetdvé tette az abrakos
hizlalds bevezetését.” (RADNOCZY, 2002.) E folyamat kedvezOen segitette az ekkortdjt
felmeriilo uj igényeket a sertéshus irdnt; egyre inkdbb a magas zsir- €s szalonnahozamd,
lagyabb, zsirral 4tsz6ttebb hust termeld fajtdk felé fordult az érdeklddés, az addig hazdnkban

elterjedt bakonyi és szalontai sertésfajtdk szdrazabb husa helyett. Szerbia fejedelme, Milos
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Obrenovics a szerb, az un. sumadia sertésekkel kezdett kereskedni, melybdl Jozsef Nador is
vasarolt kisjenodi uradalmdba, ahol ezekkel a kivédlé zsirsertésekkel elkezdték keresztezni a
honos bakonyi és szalontai sertésfajtdkat. Az igy atalakult, 4j fajta lett a mangalica, mely
nagyon gyorsan el is terjedt, kiszoritva az eddigi sertésfajtdkat. A lakossdg korében egyre
népszerlibb lett ez a zsirsertésfajta, amit akkor torokfajtanak, ratznak, mangaritzdnak vagy
mangalitzdnak is neveztek. A madasodik vildghabortig tekintélyes &4llomdnyok léteztek
orszdgszerte, a hdbord utdn azonban drasztikusan lecsokkent a 1étszdmuk. Az 1950-es évektdl
meg0rzési programok indultak, melyek sordn féleg a fenotipusos jegyek alapjan tenyésztették
tovabb a fajtdkat. Az 1990-es évektol tjra felfedezték, jO stressztlird tulajdonséga,
betegségekkel szembeni ellendllé mivolta €s izletes husa 4ltal, irta le Zsolnay és tarsai 2006-
os cikkiikben. 15 farmrél 282 mangalica egyedbdl (73 fecskehasi mangalica, 86 voros
mangalica és 123 szdke mangalica) és 50 Duroc sertésbdl vett mintdkbdl 132 nem rokon
allatot vontak be munkdjukba, melyben mikroszatellita markerekkel dolgoztak. Analiziseik
eredményeként azt taldltdk, hogy a harom kiilonbozd kiiltakaré szinnel rendelkezd egyedek
harom kiilonbozd klaszterba tartoznak, igy feltehetéen harom kiilon fajtar6l van sz6.

(ZSOLNAY et al., 2006.)

1. Tdbldzat: A magyarorszagi mangalica kocdk létszdmédnak 1927 és 2001 kozti
valtozasairdl. (EGERSZEGI et al., 2003.)

év voros  |fecskehast szoke |Osszesen forras
1927 |* * * 1000 BALTAY, 1983
1930 |* * * 1920

1935 |* * * 6500

1940 |* * * 20000

1943 |* * * 30000

1955 |* * * 17691

1959 |* * * 4091

1965 |* * * 922

1970 |* * * 243

1975 |* * * 34

1980 |* * * 244

1988 |46 61 222 329 ZENGO, 1997; OMMI, 2002
1989 |64 73 201 338

1990 |62 62 224 348

1991 |66 28 128 222

1992 |43 25 175 243

1993 |31 32 138 201

1994 |28 20 106 154

1995 |20 18 170 208

1996 |38 42 266 346

1997 |32 46 315 393

1998 |39 60 299 398

1999 |50 64 491 605

2000 |75 74 616 765

2001 {179 145 1001|1325

*hivatalos nyilvantartasokban nincs adat



Napjainkra a mangalica irdnti kereslet ismét fellendiildben van a zsiros és izletes hisa
miatt, igy a tenyésztok a hudsat j6 dron tudjik eladni, rdaddsul tartdsa kornyezetvédelmi
szempontbdl is elényds és a tradiciondlis tartdsi mdd, mint turista latvdnyossdg is szerepet
kap. (RATKY et al., 2007.)

Az 1994-ben megalakult Mangalicatenyésztok Orszdgos Egyesiilete mindezen
szempontokat figyelemmel kisérve eredményesen fogja Ossze €s szervezi a mangalica sertés
tenyésztését az orszdgban. (Forrds: www.mangold.hu) Ertékes informdacidkat szolgiltat a
magyarorszagi mangalica kocdk létszdmdnak 1927 és 2001 kozotti véltozdsairdl Egerszegi

Istvén és tarsai 0sszefoglal tablazata (1asd: 1. Tablazat). (EGERSZEGI et al., 2003.)
2.3.2. Fajtaleiras és tipusok

A fej kicsi, a fiilei nagyok és eldre 16géak. A profilvonal enyhén homort, a torokjarat széles,
a toka nagy és a nyak rovid, hengeres. A torzs kozepesen hosszi, a hat egyenes, de nem ritka
a pontyhat sem (ami fajtajelleg hibanak szamit). A mellkas dongds és mély, a has kozepesen
nagy. A vdll és a csapott far erds, telt, de csak kozepesen izmolt. A végtag rovid, finom
csontozati és szilard. A bor és a szaruképletek palasziirkék. Csecsbimbdk szdma 5-5

altalaban.

2.3.2.1. Szoke mangalica

A magyar 6shonos bakonyi, szalontai €s alfoldi sertésfajtak szerb Sumadia sertéssel
valé keresztezése dltal alakult ki. A szdrzet finomszald, télen gyaluforgdcsszerlien géndor,
nydron ritkdbb, rovid és sima, szine a takarmdny mindségétdl fliggben a sziirkétdl a
sargaspirosig minden drnyalat el6fordul, a pillaszordk és a tdrOkarima fekete. Jelenleg a
legelterjedtebb szinvaltozat, ami valdszintileg a kival6 anyai tulajdonsigainak és a megfeleld

hizékonysdgi mutatoknak koszonhetd.

1. kép: Sz6ke mangalica koca malacaival (bal oldali kép) és kan (jobb oldali kép).
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2.3.2.1.1. Fecskehasi mangalica

A sz0ke és fekete mangalica keresztezddésébdl jott 1étre. A hata fekete, de a has és a
combok belso oldala szdke szinti. Egyéb tulajdonsdgaiban megegyezik a szoke mangalicdval,
egy kicsit kisebb rdmdju, szapordbb és taldan kissé ellendllobb. 1993-ra csaknem kihalt,

minddssze 32 db koca volt beldle. Napjainkban szerencsére boviilni kezdett a 1étszam.

2.kép: Fecskehast mangalica koca (bal oldali kép) és kan (jobb oldali kép).

2.3.2.1.2. Voros mangalica

A szalontai sertés és a szoke mangalica keresztez0désébdl az 1910-es években jott
létre. A régebbi szakirodalom inkdbb javitott szalontainak nevezi, de az 1960-as évekre
teljesen mangalicadva alakult, csak a szine maradt voroses. 1993-ra alig maradt beldle €16

példany, 31 koca volt a teljes torzskonyvezett dllomédny. Ma lassan gyarapszik a 1étszdmuk.

3.kép: Voros mangalica koca (bal oldali kép) és kan (jobb oldali kép).
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2.3.2.2. Fekete mangalica

A dundntili részeken a fekete szinii mangalica volt elterjedt. Ose a horvét-szerémségi
fekete- azaz a ndpolyi sertés, mely idonként keveredett a mangalicdval, igy kiilleme hasonult a
mangalicdéval, de megorizte fekete szinét. Valamivel lassabban, de nagyobbra novekedett,
mint szOke rokona és a betegségekkel szemben is ellendllébb volt. Sajnos csak volt, ugyanis a
fekete mangalica az 1970-es években kihalt, utolsé példdnyait a Duna szerbiai szigetein

lattak.

(Forras: www.mangold.hu)
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3. Anyag és modszer
3.1. Mitokondrialis vizsgalatok mintavételi szempontjai

Fontos emlitést tenni arrdl, hogy az irodalmi 4ttekintésben idézett tudomdnyos cikkek
szerzoi kevés, vagy pedig semmiféle adatot nem kozolnek az dltaluk alkalmazott mintavételi
eljards koriilményeirdl, pedig szdmos tényezd meghatdroz6 lehet a vizsgélat eredményét
illetden. Igy a vizsgilatokba bevonandé egyedek kivilasztasinak és a mintavétel dontd

kritériumai:

a) Rokonsagi fok

A minta szelekcié fontos szempontja a vizsgédlatokba bevonandé egyedek minél kisebb
genetikai rokonsdga, melyet a mangalica sertések esetén a kiilonbozo telepekrdl vald
mintagyiijtés €és a dokumentdcidk dattekintése, vadsertések esetén (génbanki adatokra
tdmaszkodva) a foldrajzi tdvolsdg biztositott. Az egyedek kozti lehetd legnagyobb genetikai
értelemben vett tdvolsdg a vizsgdlatok reprezentativ mivolta végett sziikséges. Ugyanis,
amennyiben az egyedek azonositdsa a cél, bar a mtDNS HV régidjanak véltozékonysdga éltal
ez lehetséges, mégis abban az esetben, ha a mintdk kozti rokonsdgi fok alacsony, sokkal
informativabb kovetkezetéseket vonhatunk le a tenyésztdi munka, tartdstechnoldgia,
takarmdnyozds és egyéb kornyezeti tényezok egyedeket befolydsolé komplex hatésairdl.
Amennyiben szdrmazdsi viszonyokat, anyai felmend d4gakat, fajta eredetet szeretnénk
vizsgdlni, nyilvdnvald, hogy a kozeli rokon egyedektdl vett mintdk semmiképpen sem fognak
sz€les korben értelmezhetd eredményt szolgdltatni, esetleg fals kovetkeztetések levondsdhoz
vezethetnek. Ezzel szemben, ha az a vizsgdlat indoka, hogy igazoljuk egy adott egyed
tényleges szdrmazdasat, rokoni kapcsolatit egy bizonyos egyeddel, akkor természetesen a
mintavételi eljardsnak a minél szorosabb rokon dllatok kivdlogatdsara kell irdnyulnia. Az egy
fajtaba tartoz6 egyedek mitokondridlis haplotipusdnak megdllapitdsdval kapcsolatban Dr.
Maréti-Agéts Akos 2010-es PhD értekezésében a kovetkezd mintavételi anomalidkra vilagit
ré: (MAROTI-AGOTS, 2010.)

- ,,Random egyed.” Miszerint alacsony (1-3) mintaszdm mellett, az egy fajta- egy minta
rendszerben torténd mintavétel esetén a véletlenszerti mintavétellel csupan a véletlenen mulik,
hogy az egyed melyik mitokondridlis haplotipusba tartozik. Ennek ellenstlyozdsa bizonyos

fokban a mintaszdm emelésével volna lehetséges.
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- ,,Random pedigré.” Ez a mddszer a véletlenszerlien kivalasztott egyedek szarmazdsi lapjat is
ellendrzi, amely mar kikiiszoboli a n6dgi rokonsdg atfedd hatdsat, de mégsem akadélyozza
meg az azonos vonalbdl szdrmazé egyedek kivdlasztdsit, mert ahhoz legaldbb 4 felmend
generdciot kellene vizsgélni.

- ,,Random founder.” ,,Founder” alatt az anyai alapit6t kell érteni. Ez esetben a vizsgdlatokba
bevonand6 egyedek kivalasztisakor a torzskonyvi adatok alapjan igyekszik a mintavételt
végzd személy a vonal alapitéjat felderiteni €s csak kiillonb6zd alapitoktdl szarmazé allatokat

kivélasztani. Ennek korldtot a tenyésztési dokumentumok elérhetdsége szabhat.

b) Mintavétel koriilményei

A mintavétel alapvetd feltétele az dllatok megfeleld rogzitése. A mintdk egytdl-egyig
vérmintdk, amik megszerzése bizonydra nem lehetett egyszerii feladat a félintenziven illetve
kiilterjesen tartott, emberek kozelségéhez nem szokott mangalicdk esetében. Ahhoz, hogy a
szakma szabdlyai szerint sterilen, illetve az d&llatok szempontjabdl lehetdleg felesleges
fajdalom és félelem okozasa nélkiil, szovodménymentesen lehessen vért venni, mindenképpen
sziikséges a helyi dllatgondozék bevondsa a szakszerli rogzitéshez, a gyors, preciz
csapatmunka és a megfeleld higiéniai kovetelmények betartdsa. A minta szennyezddése mds
€l6lényektdl szarmazé DNS tartalmui anyaggal a mintdk értékelését igencsak megnehezitheti,
akdr el is lehetetleniti. Szennyezdként bekeriilhetnek proteolitikus (fehérjebontd) és egyéb
litikus (bontd) hatdsu enzimek, példaul az emberi kéz borfeliiletérél DN-4zok (DNS-t bonto
enzimek), melyek a DNS-t random modédon hasitjdk, majd haszndlhatatlan termékékké
alakitjak. Ez a veszély a laboratériumi munka sordn is végig fenndll, tehat érdemes
gumikeszty(lit haszndlni ennek elkeriilése végett. El6fordulhat a mintdk kiilonb6zd hatéanyagui
vegyszerekkel vald érintkezése, amely szintén dontd befolydssal lehet a minta mindségére;
példaul sésavval valé keveredés a minta elbomldsdhoz, a tovédbbi feldolgozds lehetetlenné
valdsdhoz vezet. Szerencsére az ilyen jellegi szennyezOdések nagyon ritkdn, véletlen
,balesetek” sordn kovetkezhetnek be megfeleld koriiltekintéssel végzett munka esetén. Ami
még szerepelhet az idegen anyagok skdldjan; példdul por, dllatok borfeliiletén 1€vo
szennyezddések, alomanyag, stb., bar megjegyzendd, hogy a modern vérvételi technikdkkal
nagymértékben elkeriilhetd a mintdba keriilésiik, illetve a mintdk feldolgozdsa sordn

alkalmazott tisztitasi eljarasok képesek ezeket kello biztonsdggal kiszlrni.
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¢) Minték feldolgozdsa
Bar a steril vérvételi csovek K-EDTA bevonatot tartalmaznak, ami a vér alvadasat
meggdtolja, de a vér homeosztatikus édllapota felborul, a sejtes alkotéelemek lassi bomldsi
folyamata elkezdddik, ezért a mintdkat hiitve tarolva, mielobb érdemes laboratériumba

szallitani és feldolgozni, illetve mélyhiitve tarolni késobbi felhasznélashoz.

3.2. Vizsgalatba vont mintak

2. Tablazat: A vizsgélatba vont mintdk felsoroldsa

Sertés fajta: Minték jelolése:

Voros mangalica: S1, S3, S4, S5, S6, S7, S8, S9, S10, S12

Szbéke mangalica: S13, S14, S15, S16, S17, S18, S19, S20, S22, S23
Fecskehasud mangalica: | S24, S25, S26, S27, S28, S29, S30, S31, S32, S33
Pietrain: S34, S35, S36, S37, S38, S39, S40, S41, S42, S43, S44
Magyar Lapaly: S44, S45, S46, S47, S48, S49, S50, S51, S52, S53
Magyar Nagy Fehér: S54, S55, S56, S57, S58, S59, S60, S61, S62

Mintdim mélyhiitve tarolt, tisztitott DNS oldatok, melyeket Konecsni Judit (2008-as
szakdolgozatdhoz) és Dr. Zenke Petra készitett eld, illetve bocsatott rendelkezésemre. A
mintdk egy részét Konecsni Judit maga szerezte be, kiilonbozo sertéstartd telepeken végzett
vérvételek dltal, a mintdk masik részét pedig a herceghalmi Allattenyésztési és
Takarmdnyozdsi Kutatéintézet bocsdtotta a SZIE-AOTK genetika laboratériumanak

rendelkezésére 2008-ban.

3.3. Agarozgél elektroforézis

A DNS kinyerési és tisztitdsi folyamatok eredményessége ellendrizhetd ezen
modszerrel. Laboratériumi munkdm elsé 1épéseként a felolvasztott tisztitott DNS oldatok
DNS tartalmdnak (mennyiségi és mindségi) ellendrzését végeztem el. A gélhez kevert
interkaldlo festékek segitségével nem csupan a DNS jelenléte igazolhatd, hanem atesé UV
fényben a szemikvantitativ meghatdrozdsa is lehetséges, mivel az interkaldlé festékek

fényintenzitdsa a DNS koncentracidval egyenes ardnyban 6sszefiigg.
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Kétféle valtozatot alkalmaztam:

1) A gél készitéshez:
- 50 ml TEB puffer
- 0,75 mg por formaju agaréz

- 20 pl etidium-bromid

Az OsszetevOket Erlenmeyer-lombikba 0Osszemértem, mikrohulldmd siitében
celofdnnal lefedve hdromszor felforraltam, a forraldsok kozt dvatos rdzogatdssal torténd
keverésekkel.

Majd az elokészitett tdlcdba a 60°C-ra hiitott gélt kiontottem, a fésiit belehelyeztem,
dermedés utan pedig tovabbi 5 percig hiitdbe helyezve hagytam teljesen megszilardulni a gélt.

Parafilmre mintanként, kelld tdvolsagban elhelyezve, pipettdval kimértem 2 pl brém-
fenol-kék oldatot, majd ezekhez a cseppekhez kevertem az 5 pl mintit. Alapos Osszekeverés
utdn az elektroforetizdl6 gépbe helyezett és TEB pufferrel elfedett agaréz gél zsebekbe
toltottem egyenként az igy elokészitett mintdkat. A futtatds végeztével a gélben 1évé DNS
mintdkat UV lampa segitségével lathatova tettem.

Electrophoresis Power Supply — EPS 3500 XL, Pharmacia Biotech késziiléken a
kovetkezd programmal tortént a futtatds: 98V fesziiltség, 74 mA dramerdsség, 7TW

teljesitmény, futdsi ido: 30 perc.

2) Osszetevok:
- 40 ml TEB puffer
- 0,6 mg por formdju agaréz
- 1- 2 pl GR Safe oldat
- 2 pl brém- fenol- kék mintdnként
- 5 ul minta
- parafilm
Az elkészités megegyezik az el6z0 eljardsndl leirtakkal, azzal a kiilonbséggel, hogy az
interkaldlo festéket — ez esetben a GR Safe oldatot — a 60°C-ra hiitott, még folyékony

halmazéllapotd gélbe kell keverni.
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3.4. A polimeraz lancreakcio, PCR

PCR= Polimerase Chain Reaction; polimerdz-lancreakcié: egy olyan reakcidsorozat,
mely a DNS adott szakaszdnak enzimatikus amplifikdldsara (képidk megsokszorozdsara)
szolgél, mely 4ltal az eredetileg akdr szubanalitikus mennyiségili DNS-t tartalmazé mintdk is

vizsgédlhatova vélnak.

A reakcié komponenseinek révid ismertetése:

= DNS-templét: ez tartalmazza a vizsgdland6 DNS-szakaszt; a mi esetiinkben ez a
mtDNS HV régidja.

* Primerek: meghatdrozzdk az amplifikdland6 szakasz elejét és a végét, ezen
szakaszokkal valé6 komplementeritdsuk altal; ezek: SW L15433 és SW H16108
voltak.

* DNS-polimerdz enzim: lemdsolja az amplifikdland6 szakaszt; ez a munkédnk sordn
a hostabil Taq gold polimeraz volt.

» Nukleotidok: amelyekbdl a DNS-polimeraz felépiti az 4j DNS szakaszokat , jelolt
dNTP-k.

= Puffer: amely biztositja a reakcidnak megfeleld kémiai kornyezetet, ezt a funkciot
a PCR Gold Buffer mellett a BSA toltotte be, de szintén elengedhetetlen a

reakciGhoz a Mg®* ionok jelenléte, amit a MgCl2 oldat biztositott.

A PCR folyamata 3 f0 szakaszra tagolhat6. Az els6 a denaturdcid, mikor a
reakcidelegyet 94-96 °C-ra heviti a gép, igy a két DNS-szdlat 6sszekotd hidrogénhid-kotések
felbomlasa dltal a duplaszdli DNS szdlai szétvdlnak, mind a templdat DNS-t, mind a
primereket tekintve. A kovetkezd 1épést anellacids vagy kapcsoldddsi szakasznak nevezik,
amikor is a homérséklet csokkentésével (éltaldban 45-60 °C-ra) a primerek hozza tudnak
kapcsolédni a DNS-szdlakhoz. A harmadik, befejezo 1€pés a lanchosszabbitasi szakasz, amely
soran a hodstabil (Thermus aquaticusbdl szarmazd, akar 110°C-on is stabil) Taq nevii DNS-
polimerdz enzim, a primerektdl elindulva lemdsolja és szintetizédlja az amplifikdland6 DNS

szakaszt.

Ezen enzimmel kapcsolatban a kovetkezd olvashaté Sambrook és Russell konyvében:

»A Taq hatrdnya, hogy idonként hibazik a DNS masolasakor, és ez mutaci6hoz (hibdhoz)
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vezet a DNS-szekvencidban. Az ok az, hogy a Taq nem rendelkezik a 3'—35' hibajavito
exonukledz aktivitdssal. Az Archaea organizmusbdl nyert Pwo vagy a Pfu nevii polimerazok
rendelkeznek a hibajavitds képességével, és ez szignifikdnsan lecsokkenti a mdsolt DNS-
szekvencidk mutdcids ratdjat. Sajnos azonban ezek az enzimek sokkal lassabbak, mint a Taq.
Ma mar elérhet6 a Taq és a Pfu kombindcidja, amely egyszerre biztositja a gyors

polimerizaciot és a pontos duplikaciot.” (SAMBROOK and RUSSEL, 2001.)

PCR reakcidelegy komponensei mintanként:
= UP: 9,8 ul
= MgCla: 2,5 pl
* PCR Gold Buffer: 2,5 ul
= ANTP (10 nmol-os koncentracidji): 2 pl
= BSA (2 ng/ pl-es koncentracidju): 1 pl
= primerek (1,6 pmol/ pl koncentraciéja) : 1 + 1 ul
= Taq gold polimerdz: 0,2 pl
= minta (1 ng/ pl- es koncentraciéji DNS- oldat): 5 pl

3. Tdblazat: A PCR reakcioban hasznalt primerek

Név: Szekvencia:
SW L 15433 | TGCAACCAAAACAAGCAT
SW H 16108 | GCACCTTGTTTGGATTGTCG

A fenti primerpar egy 638 bp hosszu terméket — a referencia szekvencia (Ursing and
Arnason, 1998.) 15450-as és 16088-as pozicidja kozott — fog kozre a sertés mitokondridlis
DNS-ének hipervaridbilis régiéjaban. A megeldz6 vizsgdlatokban (KONECSNI, 2008.) csak
250 bp hosszu szakasz keriilt meghatdrozdsra.

Az 0sszes mintdra szamitott UP-t, MgClz-ot, ANTP oldatot, BSA-t, PCR Gold Buffer-t,
Taq gold polimerdzt és a primereket jégen Osszemértem in. MM/ Master Mix/ Mester Mixet
készitve. Ebbol 20ul-eket kimértem az egyes eldre megjelolt csovekbe, majd az Spl-nyi
mintdkat hozzdadva megkaptam a 25ul-es reakciétérfogatot.

2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems) tipusi PCR gépben, a pig cr short programmal

dolgoztam.
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4.Tdbldzat: A pig cr short program szakaszai ciklusonként (36 ciklus)

HOmérséklet: | Idotartam: | Szakasz megnevezése:
95°C 10 min. denaturécié

94°C 30 sec. DNS szélak szétvdlasztasa
60°C 2 min. anell4cié

72°C 10 min. végso ldnchosszabbitas
10°C © taroldsi homérséklet

3.5. PCR termeék tisztitas

A felszaporitott DNS szakaszokat meg kell tisztitani a képzddott melléktermékektol,
reagensektol, egyéb DNS fragmensektdl, enzimekt6l a tovédbbi felhaszndlhatdsdg és
tarolhat6sdg érdekében. A PCR termék szekvendldsi folyamathoz val6 eldkészitéséhez két

tisztitdsi modszert is kiprobaltam, alkalmaztam:

1) QIAquick PCR purification KIT (50)
Lépései mintanként:

= A minta mennyiségét egy egységnek tekintve 6tszords PBI oldatot mértem hozza,
Eppendorf cs6ben, majd rdpipettaztam a szilirdoszlopra. Ezt a 1épést minden mintdval
megismételtem.
= Ezutdn centrifugdlds 13000 RPM vagy 18000 RCF fordulatszdmon 1 percen
keresztiil. A gylijtécsdben Osszegyllt szlirletet elontottem, a szlirdoszlopot
visszahelyeztem.
= 0,730 ml (etanolos) PE Buffer oldatot mértem rd a szlirdoszlopra.
= Ezt is centrifugdltam (13000 RPM vagy 18000 RCF fordulatszdmon) 1 percen
keresztiil, a szlirletet elontottem és ismét lecentrifugaltam.
= 30 ul EB oldatot mértem rd, majd lecentrifugdltam (13000 RPM vagy 18000 RCF
fordulatszdmon) 1 percen keresztiil. A kapott szlrlet tartalmazta a tisztitott PCR

terméket.
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2) GenElute Clean — up Kit SIGMA
Lépései mintanként:

= A kékperemii elvdlaszté oszlopot gytijtdcsObe helyeztem, majd ramértem 500 pl
Column Preparation Solution oldatot, amit 12000 RPM-en torténd 1 perces
centrifugalas kovetett.
= A PCR termék mennyiségét egy egységnek tekintve Otszords mennyiségli Binding
Solution oldatot mértem sorban a mintdk utdn a szlirdoszlopra ( amit elézdleg
jeloléssel ellatott Eppendorf csébe helyeztem), ezt is lecentrifugdltam 12000 RPM-en
1 percig, a sztirletet elontdttem, a szlirdoszlopot visszahelyeztem a gytijtdcsdbe.
= A szlir6oszlopra 500 pl (etanolos) Wash Solution oldatot mértem, majd 12000 RPM-
en 1 percig centrifugdltam, a sziirletet elontdttem, sziirdoszlopot a gytijtdcsObe
visszahelyeztem.
= Ezutan egy 2 perces 12000 RPM-en torténd centrifugdlds kovetkezett.
*A sziirdoszlopot egy jeloléssel ellatott Eppendorf csobe attettem, 50 pl Elution
Solution oldatot pipettdztam rd, amit 2 perc hatdsidé utdn 1 percen keresztiil 12000

RPM-en lecentrifugdltam. A kapott sziirlet tartalmazta a tisztitott PCR terméket.

3.6. Szekvenalasi PCR és a kapott termékek tisztitasa, analizise

Szekvendldsi PCR reakcié komponensei: - jégen Osszemérve, az elsd négy

komponensbdl MM-et képezve;

= UP: 5,5 ul

= Buffer: 1 pl

* Primer: 1 ul (SW L 15433; SW H 16108)
= Big Dye: 2 pl

+ 0,5 pl tisztitott PCR termék

A 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems) tipusi PCR gépben, a Big Dye short

programmal dolgoztam.

20



5. Tabldzat: A Big Dye short program szakaszai

HOmérséklet: | Idotartam: | Szakasz megnevezése:
96°C 10 sec. denaturacié

96°C 10 sec. DNS szélak szétvdlasztasa
50°C 0,05 sec. anellacio

60°C 1,50 min. | lanchosszabbitas

10°C 0 tarolasi homérséklet

Szekvendldsi PCR utdni tisztitasi eljards: Big Dye X Terminator Purification Kit

A szekvendldsi PCR reakcidtérfogata 10 pl volt, igy jégen 0sszemérve a mintdnként
sziikséges komponensek:

= 40 ul SAM Solution

* 10 ul Big Dye X Terminator Purification Solution

A PCR termékhez hozzamértem a felsorolt oldatokat és 10 mdasodpercen keresztiil

vortexeltem, az alapos elkeverés végett. Ezutdn 20 percen keresztiil hiitoben razogép
folyamatos miikodése biztositotta a leiilepedés elkeriilését, 4 percenként megszakitva egy-egy
10 médsodperces alapos vortexeléssel. A 20 perc elteltével 1000 G-n 2 percig centrifugdltam, a
tisztitott PCR terméket a feliilisz6 tartalmazta, melyet pipettdval elére megjelolt Eppendorf

csObe athelyeztem.

3.7. Szekvenalas: ABI Prism 310 Genetic Analyzer tipusi géppel

Az automata és a hozza tartozd vezérld szamitogép bekapcsoldsa utdn az automata
ellendrzése, az altala haszndlt oldat frissen elkészitett (1,5 ml Nalgene Buffer + 13,5 ml UP)
oldattal val6 cseréje az elsd feladat. Ezutdn a szamitégép beprogramozdsa kovetkezik. A
szekvendlandé mintdkat vortexelés, majd azt kovetden 1000 G-n valé 2 perces lecentrifugdzas
utdn helyeztem be a megfeleld tdlcaban a gépbe, az ajtdk zdrdsa utin pedig a szamitogép
segitségével lehet elinditani a szekvenalasi folyamatot. A szekvenator gép a beépitett 1ézer
segitségével olvassa le a mintdban 1évéd DNS fragmensek nukleotid sorrendjét. Az eredeti,
mintdul szolgdlé DNS, a primerek dltal meghatdrozott szakaszon a hostabil Taq polimerdz
enzim segitségével masoltathato le tobb cikluson keresztiil a PCR reakci6 sordn. Mivel a PCR
reakcidhoz (kiilonb6zd szinti fluoreszcens festékkel) jelolt ANTP-k biztositottak az enzim

szdmdra, igy ezek épiiltek be az 1j képidkba. A gép felszivja a mintdt a mikrokapilldrisdba,
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majd a 1ézeres detektor eldtt felheviti €s a kibocsatott fény hulldimhossza alapjan azonositja a
nukleotidokat. Mindezt a szdmitégépes program grafikonon is dbrdzolva megjeleniti. (A
DNS-ben eldéfordulé négy nukleotidnak /adenin, timin, citozin és guanin/ megfelelden négy
szinnel csucsokat rajzol ki a grafikonon az egyes detektdlt nukleotidoknak mefeleléen.) A
mintdkat 3°—5’ és 5’ —3’ irdnyban is szekvendltam a két primer segitségével.

A kapott szekvencidkat a Sequencing Analysis Software 3.4.1 és a Seqscape 2.1
szekvencia analizdl6 szamitégépes programot alkalmazva illesztettem egymadshoz, igy kaptam
meg a munkdm alapvetd eszkozeit; az illesztett szekvencidkat, melyek ezutdn egymadssal és

vadsertés szekvencidkkal lettek 0sszehasonlitva, illetve elemezve.
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4. Eredmények
4.1. Molekularis genetikai eredmények

A szekvendlasi reakcidkat kovetd kapillar-elektroforézises vizsgélatokkal sikeriilt, két
irdnyban, 55 minta szekvencidjat meghatdrozni. Ezeket a sziikséges taxondmiai és
molekuldris bioldgiai informdcidkkal ellitva eldkészitettem az NCBI génbankba torténd
feltoltésre.

A sikertelen szekvendldsok oka legtobbszor a szekvendtor (ABI 310) varatlan
lizemzavara okozta hibds futdsok sordn tonkrement szekvendldsi termék volt. Tovabbi

kutatdsok sordn a hidnyz6 mintdk vizsgélatdnak megismétlése javasolhatd.

5. Tabldzat: Mangalica mintak eredményei n=26 (voros n=6, szoke=10,
fecskehasi=10), vizsgalt pozicidk szdma: 638

Variabilis poziciok szama: 2
Nukleotid hidnyos poziciok szama: 3
Monomorfikus pozicidk szdma: 633
Polimorf poziciok szOke mangalicdban: 0

voros mangalicdban: 2

fecskehasi mangalicdban: 3
Nucleotide véltozatossag (Pi): 0,00270
Haplotipusok szdma, h: 3
Haplotipus diverzitas, Hd: 0,5262

4.2. Statisztikai elemzés

A vizsgdlt mintdkat fajtdnként csoportositva az Arlequin szoftverrel ki lett szdmitva a
csoportok paronkénti egymdstdl szamitott genetikai tdvolsaga (6. Téblazat ).

A fajta tipusainak jellemzésére hasznédlhatok a Mangalica nevili csoporttél — amelyben
az Osszes egyed egyiitt volt taldlhaté6 — szdmitott tdvolsdgadatok. Ebbol megfigyelhetd, hogy
a voros tipus tdvolsidga meghaladja a két masik tipus tdvolsdgat a poolozott (Osszesitett)
csoporttdl, ez a polimorf helyek eléforduldsdnak tulajdonithat, de alapos széles korben
végzett founder mintdk elemzése nélkiil messzemend kovetkeztetések levondsa elhamarkodott

volna, bar ezt magyardzhatnd a duroc fajtatdl mért tdvolsdgok dsszehasonlitésa.
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A tavolkeleti Meishan fajta tivolsdga a magyar dllomdnyokbdl szdrmazé mintdktol
joval nagyobb mint a kiilf6ldon vett mintdk GenBankbdl szarmazé mintditdl, ez is tovabbi
vizsgdlatokat igényelhet.

Az eurdpai vaddiszné mintdk foleg egy spanyol vizsgélat eredményeképpen keriiltek a

GenBankba ez taldn valamelyest magyardzza az Iberico fajtatol mért extrém kis Fst értéket.

4.3. Haplotipusok dsszehasonlitasa

A vizsgdlt mintdk haplotipusainak 0Osszehasonlitdsa €s annak vizualizdcidja

legegyszerlibben egy kor alakban felrajzolt fa dbrdn tehetd meg. A fa abrat egészen a

kozelmultig széleskoriien hasznaltdk vélt vagy valds filogenetikai eredmények levondsahoz.

1. 4abra: Vizsgalt mintdk haplotipusainak Neighbour Joining mddszerrel készitett

Osszehasonlit6 fa-dbrdja
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(Mfehér: Magyar Nagy Fehér, Mlapdly: Magyar lapdly, Mszdke: Széke Mangalica, Mvoros: Voros
Mangalica, Mfecske: Fecskehasi Mangalica, wild boar EU: eurépai vadsertés, wild boar K: kinai vadsertés, wild

boar R: orosz vadsertés, Iberian: Iberico)
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Mintdim Osszetétele semmiképpen nem teszi lehetové az ilyen célu felhaszndlést, igy
hangstlyozottan csak a haplotipusok A4ttekintésére készitettem el a Neighbor-Joining
modszerrel az 1. dbrat. Az eltérd pozicidkban 1évo polimorfizmusok eldgazddasokkal vannak
jelolve. Az azonos vonalon elhelyezkedd azonositék azonos haplotipusba tartoznak.

Az abran jol lathatd, hogy a Kindbdl szdrmazé vadsertés mintdk, mintegy kiilonallé
csoportot alkotnak, de ehhez a csoporthoz legkdzelebb mégis az dltalunk vizsgélt nemzetkozi
modern fajtdk magyar populdciéjabdl szdrmazé mintdkat taldlhatjuk. Ennek okédt csak
taldlgatni lehetne.

Ugyanakkor a mangalica mintdnkban tapasztalt alacsony diverzitdsi értékek jol tetten
érhetdk a csoportosulé mintakban.

Az eurdpai vadsertés mintdk bar jorészt egy kisebb elkiiloniilt csoportban taldlhatok a
spanyol Iberico fajtdhoz taldn a legkozelebb, de egy képviseldjiik megtaldlhatd a legnépesebb
mangalica haplocsoportban is. Azt fontos megjegyezni, hogy mint azt kordbban mdr
emlitettem, visszakeresve az Iberico fajtdhoz kozel 4116 vadsertés mintdk eredetét, azok egytdl
egyig azonos spanyol szerz6ségli cikkhez tartoztak, igy joggal feltételezhetd, hogy a helyi

populdcidk akar véletlen akar szandékos keveredésének nyomait sikeriilt feltarni.
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5. Kovetkeztetések

A vizsgalat eredményeinek €és a mintakivélasztds bizonytalansdgainak szambavételével a
kovetkezokre juthatunk:

®* A mangalica fajta vizsgalt mintdjdnak mitokondridlis sokszinlisége alacsony, ezért
indokolt lenne génmegOrzési célbdl az anyai vonalak felkutatisa és a mitokondridlis
vizsgélatok kiterjesztése esetleges tovabbi haplotipusok azonositdsa érdekében.

e Hangsulyozva a mintavétel hidnyossigait, igazolédni latszik az, hogy a vizsgalt
mitokondridlis DNS szakasz alapjan a mangalica fajta azonositisa nem lehetséges. A
vizsgalatba vont modern sertésfajtakkal tortént 6sszehasonlitds alapjan 1ényegi eltéréseket
nem taldltam.

e Ennek lehetséges okait keresve fontos kiemelni a szakirodalomban emlitett, a
teljesitmény javitasat célzé keresztezéseket. Ha csak a dokumentalt keresztezések sordan
1étrejott bonyolult rokonsagi kapcsolatok Osszetettségét szeretném €rzékeltetni, az aldbbi,

a sertésfajtak kialakuldsat szemléltetd abra nagy segitség lehet.
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Abb. 11. Abstammung und Rassenbildung der Schweinerassen. (Institut [. Tiersucht, Gielen, 1958)

2. abra: A sertésfajtdk eredete és felépitése a Giessen-i egyetem allat-tenyésztéstani
jegyzetében jOl érzékelteti a halézatos Osszefiiggéseket a fajtak kialakuldsdval
kapcsolatban.
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Célkitlizésem utolsé pontjdval kapcsolatban, amely az eurdpai vadsertés €s a mangalica
eredetll mintdk mitokondridlis alapon torténd esetleges megkiilonboztethetdségének vizsgalata
volt, kijelenthetd, hogy ez nem lehetséges. Ennek okait vizsgdlva utalhatok a fadbran
megmutatkoz6 jelenségre, hogy az eurdpai sertésfajtak kozé szinte teljesen belesimulnak a
kontinens belso részérdl szarmaz6 vadsertés mintdk. A viszonylagos foldrajzi elszigeteltséget
biztosité Ibériai-félszigetrdl szdrmazé mintdk, mintegy az el6zd Allitdst aldtdmasztva,
elkiilonithetdek a kontinens belsd részébdl szarmazoktdl, de a helyi vaddiszné populdcidval
szintén szoros rokonsdgot mutatnak.

Munkdmmal kapcsolatos legfontosabb tovabbi feladat, hogy a nyert Kkiterjesztett
szekvencidkat a torvényszEki adatbdzisokba tovdbbitva azok a bliniigyi szakértdi gyakorlatban
felhasznalhatéak legyenek. Allattenyésztési szempontbdl fontos lenne founder mintdzassal
megismételni a hipervaridbilis szakasz vizsgdlatat, a tényleges diverzitdsi értékek és

lehetséges filogenetikai kapcsolatok feltarasa érdekében.
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6. Osszefoglalas

Munkdm sordn a magyarorszdgi mangalica sertés populdci6 mitokondridlis
orOkitdanyagat vizsgaltam. A fajta vords, szdke és fecskehast tipusabdl, meghatirozo
tenyészetekbol random moédon vett mintdk alapjan vizsgdltam a genetikai diverzitdsi
értékeket, a DNS alapu fajta vagy tipusfelismerés lehetoségét a hazai modern sertésfajtakbol
szdrmaz6é mintdk tekintetében, valamint az esetleges a fajta eredetével kapcsolatos
informéciodkat.

A GenBankbdl szarmaz6 szekvencidkkal egyiitt 68 vizsgédlatba vont mintdbol — melybdl
26 mangalica minta volt — meghatdroztam a mitokondridlis Orokitdanyag hipervaridbilis
régidjanak kiterjesztett (638 bazispar hosszu) szakaszdnak szekvencidjat.

A kapott eredmények statisztikai elemzésével megallapitottam a mintdn mérhetd
diverzitasi értékeket, melyeket a 6. tdbl4zattal kivantam szemléltetni.

A mds fajtaba tartoz6 hazai populaciokbdl vett mintdkkal és a GenBank-bdl letoltott
mintdk segitségével végzett Osszehasonlitds alapjdn meghatdroztam a mangalica fajta és a
kiilon-kiilon tipusok mds fajtitdl, illetve a vadsertés mintdktdl mérhetd genetikai tdvolsagét. A
legalacsonyabb értéket (Fst: 0,00505) a vadsertés — Iberico mintdk kozott, a legmagasabb
értéket (Fst: 0,99916) pedig a Meishan — Iberico mintdk kozott taldltam.

Kovetkeztetésként megallapithatd, hogy:

A mangalica fajta vizsgdlt mintdinak mitokondridlis sokszinlisége alacsony, ezért
indokolt lenne génmegorzési célokbdl az anyai vonalak felkutatisa és a mitokondridlis
vizsgalatok kiterjesztése esetleges tovabbi haplotipusok azonositdsa érdekében.

Tovabba az is megallapithatd, hogy az eurdpai vadsertés és a mangalica eredetli mintdk

mitokondridlis alapon torténd vizsgalattal egymdst6l nem megkiilonboztethetdek.
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7. Summary

The aim of this study was the investigation of hyper variable region of mitochondrial DNA in
Mangalica swine breed. The diversity indices of all the three type (red, blond, swallow
bellied) was determined. The possible mtDNA based breed and widboar recognition was also
tested. Based on this information also the phylogenetic context of this typical Hungarian
breed was also calculated.

An extended (638 bp) region of mtDNA of 26 Mangalica and 30 other international breed
samples from Hungarian stocks were sequenced.

The diversity indices showed the low diversity in Mangalica breed and types on
mitochondrial level.

The comparison of Mangalica and the commercial breeds (Hungarian stocks and GenBank
downloaded) was showed the low chance of succesfull breed recognition based on the
sequenced mtDNA sequences. Not any unique polymorphism were detected which exclusive
for Mangalica breed.

The genetic distances were calculated between the involved samples, and the highest value
was (Fst: 0,99916) between Meishan — Iberico breeds, the lowest value was (Fst: 0,00505)
between wild boar — Iberian breeds.

The identification of European wildboar samples was also unsuccessful, presumably the

separation of this two pool was not strict in the past.
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8. Koszonetnyilvanitas

Koszonetet szeretnék mondani a Szent Istvin Egyetem Allatorvos-tudomédnyi  Kar
Allattenyésztési, Takarmdnyozastani és Laborallat-tudomédnyi Intézet, Allattenyésztési és
Genetika Osztdlydnak, hogy engedélyezték szakdolgozatom megirdsat.

Koszonetet szeretnék mondani Dr. Z6lddg Ldsz16 osztdlyvezetd drnak, hogy minden anyagi és
szellemi eszkozt biztositott a szakdolgozatomhoz kapcsol6dé laboratériumi munka
kivitelezéséhez.

Oridsi koszonettel tartozom két témavezetémnek: Dr. Zenke Petranak és Dr. Mar6ti-Agots
Akosnak lelkes segitékészségiikért, hasznos utmutatdsaikért, végtelen tiirelmiikért, hogy
mindig minden kérdésemnél rendelkezésemre alltak, hibdimnal kijavitottak és batoritottak.
Hélas koszonettel tartozom Solymosi Norbertnek a statisztikai elemzésekhez nyujtott
segitségéért.

Kiilon koszonetet szeretnék mondani Keindl Agnes laborasszisztensnek, aki végig 6v6
figyelmével kisérte, segitette laboratériumi munkdlkoddsaim minden apré részletét, és
kellemes tarsasdgdval derlis hangulattal t6ltotte meg a laboratériumot.

Es legjobban kisfiamnak koszonom, hogy mindvégig kitartdsra Osztonzott és végtelen

szeretetével erot ad mindenhez.
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10. Fiiggelék:
10.1. Reagensek osszefoglalo tablazatai

All solutions were made up using deionised ultra pure Water (UP) from a water purification

system (Millipore).

Table 1: General buffers and stock solutions

Solution Components
Names
80 g of NaCl, 2.0 g KCI, 11.5 g of Na2HPO4, and 2.0 g of NaH2PO4 in 1
11 PBS (10 v) litre of UP, pH 7.2. The solution was sterilised by autoclaving and stored
at room temperature.
2 | PBS 10 fold dilution of stock PBS (u10) in UP.
3 | PBST 0.05% Tween 20 in PBS, pH 7.2
T bl 0.5 g of trypan blue and 0.8 g of NaCl in 100 ml UP. The Stock solution
4 TIYF;?H U€ 1 was filter sterilised and stored at 4°C.
solution

Table 2: Buffers and stock solutions for molecular biology

Solution Names Components
1 121 g of Tris-base in 50 ml of 0.5 M EDTA (pH 8.0), and
TAE (50 u) 28.6 ml glacial acetic acid. Adjusted volume to 500 ml
with UP.
2 | TAE 50 fold dilution of TAE (u50) in UP.
3 | TBE (10 u) Dissolving 108 g of Tris-base, 55 g of boric acid and 40 ml
of 0.5 M EDTA (pH 8.0) in 1000 ml of UP.
4 | TBE Dilute 10 fold of TBE (u 10) in UP.

0.25% (w/v) bromophenol blue and 0.25% (w/v) xylene
cyanol in 30% (v/v) glycerol in UP

5 | DNA loading buffer
(10 w)

6 Solution I 50 mM glucose, 25 mM Tris (pH 8.0), 10 mM EDTA (pH

8.0) and 4 mg/ml lysozyme.

Solution II 0.2 M NaOH and 1% (w/v) SDS.
TE buffer 10 mM Tris (pH 8.0) and 1 mM EDTA.
Phenol/chloroform/

isoamyl alcohol
(25:24:1), pH 8.0

Purchased from Research Organics
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Table 3: SDS PAGE and Western Blot buffers and solutions

Solution Names

Components

sample buffer (5 u)

SDS-PAGE 30 g Tris-base, 144 g glycine and 10 g SDS were dissolved
running buffer (10 | in 1 litre of UP. The 10 u concentrated running buffer was

u) diluted 1:10 with UP before use.

SDS-PAGE 1 g SDS, 0.01 g bromophenol blue, 3 ml of 1M Tris-HCI (pH

6.8), 5 ml of glycerol and 1 ml of UP. The buffer was stored
at 4qC.

Transfer buffer

3 g Tris-base and 14.4 g glycine in 200 ml of methanol was
made up to a final volume of 1 litre with UP. The buffer was
stored at 4qC.

Bicarbonate buffer

0.84 ¢ NaHCO3 and 0.023 g MgCI2 (1 mM) were dissolved
in 100 ml of UP. The buffer was stored at 4qC.

Table 4: Protein silver staining solutions

Solution Names

Components

Fixing solution

10% (v/v) acetic acid, 40% (v/v) of ethanol in UP.

Sensitising
solution

0.5% (v/v) of glutaraldehyde, 30% ethanol, 0.2% (w/v)
thiosulfate and 6.8% (w/v) CH3COONa in UP.

Silver staining

0.2 % (w/v) AgNO3, 2.9 mM formaldehyde

Developing
solution

1.74 mM formaldehyde, 0.01% (w/v) Thiosulfate and 2.5%
(w/v) Na2CO3.in UP.

Stop solution

5% (w/v) Tris and 2% (v/v) acetic acid in UP.

10.2. Genetikai fogalomtar

Genetika: Mésszoval oroklodéstan. Az atoroklés torvényszerliségeivel foglalkozik.

Genom: Az Orokletes anyag Osszessége, eukariotdk esetében ez kettds: sejtmagi vagy
nukledris és citoplazmaikus vagy mitokondridlis genom.

Genotipus: A szervezet genetikai és Orokletességi alapjainak Osszessége, olyan genetikai

jellemzd, amely rendszerint egy vagy tobb génhelyen 1€vo gén - allél dllapotot jellemez.
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Fenotipus: A genotipus és a kornyezet interakcidjdban manifesztalodott, megfigyelhetd vagy
vizsgalhato jellegek, 1ényegében expresszdlddott génmiikodések és géntermékek Osszessége.
Paratipus: Csak tisztan a kornyezet altal okozott fenotipusos hanyadot jelenti.

Palacknyak effektus: Ennek sordn a populdcié egyedszdma lecsokken valamilyen kataszréfa
(pl. tiz vagy éarviz) hatdsdra, ami lényegében egy genetikai mintavételi folyamatot
eredményez. A kornyezet véltozdsat az eredeti nagy populdcionak csak néhany egyede éli tul,
melyeknek allélkészlete nem reprezentdlja az eredeti populdcié genetikai Osszetételét. A
legvaldszintibb valtozds a ritka allélok elvesztése, a genetikai variabilitds csokkenése.

Allél: A gén egy adott konkrét véltozata, ami az egyedekben megjelenik. Egy meghatirozott
bazisszekvencidt jelent, ami egy adott aminosav-sorrenddel rendelkezd fehérjét kodol.
Bizonyos esetekben fenotipusosan is megnyilvanulhat.

Haplotipus: A mtDNS valamelyik génjének vagy szakaszdnak egy adott szekvenciavdltozata,
lényegében egy allélja. Mivel a mtDNS nem rekombindlddik, a kiilonb6z6 haplotipusok a
mutdcidk felhalmozodasanak eredményeként jonnek 1étre.

Mutdcio: A sejt vagy a szervezet genetikai anyagdnak — és ezdltal természetesen a benne tarolt
informécidknak — hirtelen, ugrdsszertien bekovetkezd és maradandé megvaltozdsa. A mutdcid
révén tulajdonsdgaikban, gyakran lathato, kiilsOleges megjelenési formdjukban is eltérd
egyedek, mutansok jonnek létre. Ezen valtozdsok kialakulhatnak spontdn vagy mutagén
tényezOk hatdsdra is. (A mutdcié formdi: genommmutacid, kromoszéma mutdcid, génmutacio,
pontmutécid. A génmuticiénak hdrom alapvetd tipusa van: helyettesitéses vagy szubsztitticids
mutdcid /ennek két formdja a tranzicid és a transzverzid/, torléses vagy deléciés mutacid és
beckelddéses vagy inszercidés mutdcié. A muticié kovetkezményét tekintve lehet értelmetlen
vagy nonszensz, téves értelmii vagy misszensz és néma mutécid.)

Popudciogenetika: A populdciok genetikai szerkezetével foglalkozik.

Molekuldris genetika: Molekuldris szinten foglalkozik az 6roklodés alapjaival. Tobbek kozott
vizsgdlja a gén bazis- és nukleotidszintli sorrendiségét, milkodését, A DNS, az RNS
felépitését, a DNS onmdsoldsat, javitasat, a benne foglalt informdaci6 atirdsat, megvalOdsitasat
és a génexpresszid jellegzetességeit. Elemzi az 0rokité anyagban bekovetkezd mutdciok
molekuldris alapjait, hatdsat és kovetkezményeit. A molekuldris (vagy biokémiai) genetika
feladata a gének, a génmikodések, a géntermékek teljes megismerése, a gének

bazissorrendjének €s a géntermékek aminosav- sorrendjének a feltardsa (szekvendlds).
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10.3. Roviditések jegyzéke

mt = mitokondrium

DNS = dezoxi- ribonukleinsav

mtDNS = mitokondriédlis DNS

HV régié = hipervaridbilis régi6, mdsnéven D-loop / D-hurok
UP = ultra pure water / specidlis berendezéssel desztilldlt, 1agy viz
dNTP = dezoxi - ribonukleotid - trifoszfat

BSA = bovine serum albumin / szarvasmarha szérum albumin
PCR = polimerase chain reaction / polimeraz — ldncreakci6

bp = bazispar

K- EDTA = kélium- diamin- tetraecetsav

SDS = Sodium- Dodecil- Sulfate / natrium- dodecil- szulfat
NaCl = natrium- klorid

Mg** = magnézium — ion (kétszeresen pozitiv toltésii)

MgCl2 = magnézium — klorid

MM = Master Mix/ mester mix / torzsoldat

UV fény = ultraviola fény (692 nm hulldmhosszisagu)

RNS = ribonukleinsav

rRNS = riboszémalis RNS

tRNS = transzfer RNS
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