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1. Bevezetés, irodalmi attekintés

A vaddiszn6 (Sus scrofa) szinte az 0sszes kontinensen megtalalhato, igen gyors
terjedési képességgel rendelkezd faj. Eldfordulasi alakja valtozatos, jelen lehet, mint
6shonos allat, betelepitett, vagy visszavadult hazisertésekkel is lehet talalkozni, illetve
fellelheté vadsertések és hazi sertések hibridjeként, amik még nagyobb alkalmazkodasi
képességgel rendelkeznek, igy eldsegitve rohamos terjedésiiket (Groenen, 2016). Eurazsia
majdnem minden részén megtalalhatd, az amerikai kontinensre betelepités tjan keriilt.
Elterjedési teriiletének a nagysaga miatt szamos alfajjal rendelkezik, amiket négy nagyobb
csoportba soroltak a kiilalakjukat és foldrajzi elhelyezkedésiiket figyelembe véve (Groves
and Grubb, 1993). Elterjedésére legnagyobb hatassal természetesen az emberek voltak, igy

az egyik leggyakrabban el6fordulé emlésok kozé tartozik.

1. abra- A vaddiszno (Sus scrofa) elterjedése
1.1. Hazai vadsertésallomany

Magyarorszag szamos részén megtalalhatoak, leginkabb az erdds részeket kedvelik.
Legnagyobb szamban az Eszaki-kozéphegységben, a Pilisben és a Dunéantilon fordulnak
eld, de egyre gyakoribbak az orszag tobbi részén is. 2017-es adatok alapjan a vaddisznok
létszama 102.600 példany volt Magyarorszagon, melynek akar a 10%-a haztaji allatként

lehet jelen (www.ova.info.hu). Mint Eurépa tobbi orszagaban, itthon is eddig

allomanynovekedéssel lehetett szamolni, kdoszonhetden a kiemelkedden jo alkalmazkodasi
képességiiknek ¢€s a kiilonbozd erddsitési folyamatoknak. Ez a novekedés azonban most
megallhat, illetve meg 1is fordulhat az afrikai sertéspestis (ASP) megjelenésével

(www.nak.hu).
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1.2. Vadgazdalkodas és orvvadaszat

A vadvilag védelme egyre nagyobb figyelmet kap, mivel az emberiség
novekedésével €s terjeszkedésével egyes allatok ¢lohelye lecsokken, igy veszélyeztetve
egyes fajok talélést (Nguyen et al., 2017), a nagyobb kereslet miatt né az orvvadaszatok
szama, illetve egyes betelepitett fajtak kiszorithatjak a helyi allatokat vagy sulyos
betegségeket terjeszthetnek (Fickel and Hohmann, 2006; Garcia et al., 2011), igy pusztitast
okozva az adott él6hely faunajaban és florajaban.

Vadgazdalkodas alatt olyan tevékenységeket értlink, ami folytan a hasznos
vadallomanyt fejleszteni, a kartékonyt pedig csokkenteni szeretnénk. Magyarorszagon
ennek a tevékenységnek mitkodését és a vadaszat ma elfogadott szabalyait tartalmazza az
1996. évi LV. torvény és a foldmivelésiigyi miniszter 24/2017. (V. 17.) FM rendelete a
vad védelmérdl, a vadgazdéalkodasrol, valamint a vadaszatrdl (Magyar Kozlony, 2017. évi

70. szam: www.magyarkozlony.hu). Ezt a torvényt Ggy hoztak létre, hogy Osszhangban

legyen masik két, ebben a témaban meghatarozo szereppel bird és ugyanezen évben irddott
torvénnyel, a természet védelmérél (LIII/1996), az erddrdl és az erdd védelmérdl
(L1V/1996) (Fabian et. al., 2006).

Eddig hazénkban, mint ahogyan emlitettem is, a vadsertésallomany ndvekedése
volt megfigyelhetd, mivel remek bevételi forrast jelent a vadaszatuk, és ugy gondoltak,
kordaban tudjak tartani az egyedszamot. Ez sajnos ugy tiinik, hogy tévesnek bizonyult,
mert a talzott szaporulat sokszor hatalmas mez6gazdasagi karokat okoz (www.nak.hu). Ez
nem csak Magyaroroszagra jellemzd, hanem sok mds orszagban is kiizdenek ezzel a
nehézséggel (Hajii and Zachos, 2011; Garcia et al., 2011; Aravena et al., 2015; Demirbas
et al., 2016). Ezért a 2018-as éves vadgazdalkodasi konferencian a Szent Istvan Egyetem
Vadvilag Megdrzési igazgatoja bejelentette, hogy 1) vadgazdalkodasi stratégiat terveznek
bevezetni, ami folytdn probalnak egy mindenki szdmara elfogadhatdo vaddiszno-
allomanynagysagot fenntartani a jovében (www.nak.hu).

Magyarorszagon egész évben engedélyezett a vaddisznd kanok, siildok és malacok
elejtése, ezzel szemben a kocdk csak majus 1. és januar 31. kozott vadaszhatok. Vaddiszno
malacnak tekintik a szaporulat egyedeit 20 kg zsigerelt testtomegig, siildének 50 kg-ig,
kocanak pedig az 50 kg-ot elérd vagy azt meg is haladé stlyu ndivaru vaddisznot

(www.omvk.hu). Az egész évben vald vadaszhatosagot szamos vadaszatszervezd iroda is

kihasznalja, hiszen, ezért szamos kiilfoldrél érkezé vadasz (kb. 20-22.000 f6/év) jelenik

meg hazankban, legféképpen az EU tagorszagaibol, mivel mas unids orszagokban
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rovidebb vadaszati szezonok vannak meghatarozva (Boumendjel et al., 2016). A vadaszat
tipusa szerint 15-t6] akar a 100 egyedet is elérd teritékkel lehet szamolni egy nap, de utobbi
csak az igen exkluziv vadaszatokra igaz, ott is az atlagos inkabb 40-60 darab k6zo6tt mozog

(www.hungarowild.hu, www.huntinghungary.hu)

Mint ahogyan a vilag mas tajain, igy sajnalatos médon Magyarorszagon is szamos
esetben lehet taldlkozni orvvadaszattal. A Biintetd Torvénykonyv (BTK) szerint
orvvadaszatnak mindsiil, ha valaki nem rendelkezik megfeleld engedélyekkel
(fegyverhasznalati- és vadaszati engedély), ha nem vadaszati idényben (azaz tilalmi
idoben), illetve nem engedélyezett napszakban folytat vadaszatot, valamint ha tiltott
eszkozoket vagy modszereket alkalmaz a vad elejtése soran (BTK 245, §:

www.net.jogtar.hu). Szamos ilyen jogosulatlan vadasztevékenységrdl adnak hirt évente,

melyekben vadaszijjal, illetve illegalisan szerzett és tartott 16fegyverrel jutnak vadhushoz

az elkovetok (www.police.hu). Ezen cselekedetek akar 3 évig terjed6 szabadsagvesztéssel

is buintethetdek.

1.3. Igazsagiigyi genetika és vizsgalo modszerei

Manapsag a kiilonbozd genetikai vizsgéalatok egyre inkabb elengedhetetlenek a
blintények megoldasaban. Az igazsagligyi genetika egy alkalmazott tudoméanyag, amely a
biologiai anyagmaradvanyokat a molekularis genetikai technikdk alkalmazasaval vizsgalja.
Ezaltal egy olyan eszkéz, melynek segitségével a kriminalisztikai hipotézisek

meger6sithetdk, vagy elvethet6k, igazolva az adott biincselekménnyel fennalld kapcsolatot.

1.3.1. Igazsagiigyi allatgenetika

Az 1gazsagligyi allatgenetika majdnem olyan messzire visszanyul6 multtal
rendelkezik, mint a human igazsagiigyi genetika. Az elsé allati eredeti kriminalisztikai
DNS azonositas 1994-ben tortént, melyben a Kanadai rendérség (Royal Canadian Mounted
Police) nyomozoéi sikeresen igazoltdk egy Snowball nevii macska szdrzetének DNS
tartalmat a feleségét meggyilkold férj helyszinhez kotésére (a gyanusitott kabatjan talalt
macskasz6érok DNS-ének kimutatasaval). Az eredmények bemutatasa kozrejatszott abban,
hogy a vadlottat bindsnek talaltdk a gyilkossagban. Az iigy jogi precedenst teremtett az
allati eredetii mintak igazsagiligyi genetikai felhasznaldsaban, valamint ravilagitott arra,
hogy azonositasuk kulcsfontossagu lehet az emberek altal elkOvetett blintények

megoldasaban (Menotti-Raymond et al., 1997).
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Allati eredetii DNS vizsgalatok eredményeinek figyelembevételével azota is egyre
tobb megalapozott itélet sziiletik egy-egy birdsagi eljards sordn és ez alol hazank sem
kivétel (Padar, 2001; Szabolcsi, 2014; Zenke, 2015; 2017). Témam szempontjabol az
igazsagiigyi genetikanak a jogosulatlan vadaszatok soran elékeriilt biologiai mintak (mint
bizonyitékok) faji- és/vagy egyediazonositasaban van a legfontosabb szerepe, amely
esetekben a hagyomanyos, pl. fenotipus alapjan torténé meghatarozas nem kivitelezheto,
de emellett még fontos szereppel bir az illegalis kereskedelem megfékezésében is (Alacs et
al., 2009; Panday et al., 2014).

1.3.2. Molekularis genetika

A molekularis genetika a természettudomanyok egyik leggyorsabban fejlodo
terlilete, amely molekularis szinten foglalkozik az oOrdkitbanyag felépitésével és
funkcidjaval. Alapveté modszerei kozé tartozik tobbek kozott a polimeraz-lancreakcio
(Polymerase Chain Reaction, PCR) technik4ja, amely Kary Banks Mullis amerikai vegyész
elgondoldsan alapul, és jelentdsen fellenditette ezen tudomanyag fejlodését. Ez a reakcio —
megfeleld pufferkdzegben — képes mesterségesen barmiféle €16 szervezet nélkiil
felsokszorozni egy rovidebb genomszakaszt DNS-polimeraz enzim, nukleotidok és
primerek jelenlétében. A folyamat hémérséklet ciklusok valtozasaval valosul meg, minden
ciklus harom 1épésbdl all. El6szor a kettds szallal rendelkezé DNS szétvalik kb. 95°C-on
(denaturalodik), utana alacsonyabb hémérsékleten (40-60°C) a primerek kotddnek
(annealing), végezetiil 72°C-on a DNS-polimeraz létrehozza az 1j szalakat (elongacio).
Kary Mullis hét évvel azutan, hogy gyakorlatban is alkalmazta elgondolasat, megkapta a

kémiai Nobel-dijat 1993-ban (www.nobelprize.org). A moddszer mai napig szamos

genetikai elemzés ¢€s kisérlet kulcslépése, igy példaul az orokletes- €s fertdzd betegségek
kimutatasaban, egyedi  azonositdsban, szarmazasellendrzésben és  élelmiszer
vizsgélatokban.

Masik mérfoldkdnek a DNS-szekvenalasi technikak szamitanak, melyeknek
lényege az orokitéanyagot alkotd nukleotidok sorrendjének a meghatarozasa. Az elsd
generacids szekvendldsi modszerek az 1970-es években jelentek meg, koziilik is a
legmeghatarozobb a Sanger-féle szekvenalds lett. A folyamat sordn négy szekvenald
reakciot készitenek eld, amelyek tartalmazzak a DNS-templatot, a primert, a DNS-
polimerazt és négy kiilonb6z0 dezoxinukleotidot (dANTP). A négy elegyhez még
hozzaadnak egy-egy féle didezoxinukleotidot (ddNTP). A ANTP és a dANTP kozott az a

kiilonbség, hogy az utobbindl a 3’-szénatomhoz hidrogénatom kapcsoldodik és nem
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hidroxilcsoport (OH), aminek fontossaga ott mutatkozik meg, hogy ha ddNTP épiil be,
akkor az 1j szdlnak a szintézise megall. Ennek folyaman eltéré hosszisagii DNS-szélak
képzédnek, amelyek poliakrilamid gélen torténd  gélelektroforézis  folyaman
szétvalaszthatdak és a bazissorrend leolvashatdva valik. A technika kidolgozasaért Sanger
megkapta masodik kémiai Nobel-dijat 1980-ban Paul Berg és Walter Gilbert mellett

(www.nobelprize.orq).

Az tgynevezett masodik generacios szekvenalas az automata fluoreszcens szekvenalas.
Ennek kidolgozasa nagyban felgyorsitotta az eljarast, mivel nincs sziikség négy elegyre,
ugyanis négyféle fluoreszcens festékkel jelolt ddNTP-t alkalmaznak, illetve tovabb
gyorsitja a folyamatot az is, hogy PCR késziilékben zajlik a reakcidé. A kapott DNS-
szalakat kapillaris gélelektroforézis segitségével lehet méret szerint elkiiloniteni. A
folyamat soran a kiilonb6z6 fénykibocsatasi ddNTP-k detektalasa torténik. A detektalas
végeredménye a kromatogram, amelyen a négy szin a négy kiilonb6zo nukleotidot jeloli:
z6ld az adenint (A), a kék a citozint (C), a sarga a guanint (G) és a piros a timint (T).
Ennek a technikdnak kdszonhetden szamos ¢élélénynek, igy az embernek is sikertilt a teljes
genomjat meghatarozni.

Az ezredfordulo folyaman ujabb és hatékonyabb, ugynevezett 0j generacios
szekvenalasi eljarasokat (NGS) dolgoztak ki, amelyek segitségével tobb (akar millid)
DNS-mintat tudnak egyszerre feldolgozni, igy par nap alatt szekvendlni lehet akér az
emberi genomot is. Ezek a moddszerek mind a lancszintézis, mind a detektalas terén
lényegileg térmek el a hagyomanyos Sanger-féle szekvenalastol. A kapott DNS-

szekvenciakat nagy kapacitasu szamitogépes feldolgozas utan lehet azonositani.

1.3.3. Mitokondrialis DNS (mtDNS) vizsgalatok

A mitkondriumot egy erds fehérje burok veszi koriil, ami védi a benne 1évo
cirkularis DNS-t. Oroklédése maternalis, tehat csak anyai 4grol keriilhet az utodba (Giles
et al., 1980), mivel a petesejt citoplazmaja tartalmazza. Egy mitokondrium 1 és 15 kozotti
szdmban tartalmaz masolatokat a DNS-16l €s egy sejtben akar tobb szaz, vagy tobb ezer
mitokondium is lehet (Satoh and Kuroiwa, 1991; Chen et al., 1995). A nuklearis DNS-sel
szemben a mtDNS-ben tobbszor fordul elé6 mutacid, mivel a kiilonbozé hibakat kijavitd
mechanizmusok kisebb hatékonysaggal miitkddnek a mitokondriumban, mint a sejtmagban.

Az igazsagligyi genetikaban is gyakran képezi a vizsgélat targyat, mivel szamos
olyan tulajdonsaggal rendelkezik, amelyek lehetdvé teszik a sikeres analizist akkor is,

amikor a nuklearis DNS-t nem lehet kimutatni. Hatalmas adatbazis all rendelkezésre a
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kiilonbozé fajok ¢és fajtdk mtDNS-ébol, igy konnyitve a tovabbi kutatdsokat és
Osszehasonlitdsokat. A fehérje burok védo szerepe kovetkeztében erdsen szennyezett vagy
sérilt mintak esetén is kimutathatd. Degradalo hatassal birhat a meleg, a nedvesség, a
kiilonb6zé mikroorganizmusokkal valo taldlkozas, illetve meghatarozd szerepet
tulajdonithatunk annak is, mennyi id0 telt el az eredeti kornyezetébdl valo kikeriilése ota.
Anyai 6roklédésének koszonhetden, az egy anyai agrol szarmazéd egyedek mtDNS-ének a
haplotipusa megegyezik, illetve egyéb DNS tipusokkal nem rekombinalédik (Howell,
1997), igy generaciordl generacidra sértetlen marad, és foldrajzilag determinalt lesz az
haplotipusok eloszlasa. Ezen tulajdonsdga miatt csak fajazonositasra alkalmas, egyedi
szinten nem lehet megkiilonboztetni két mintat, viszont a populaciok elkiilonithetové
valnak geoldgiai eredetiik szerint. Tovabba a muticidok tobbszori megjelenése miatt
kiilonb6z6 variaciok johetnek l1étre a mas szempontbdl nézve azonos anyai vonalon beliil,
igy novelve a haplotipusok szamat.

A mtDNS alapu fajazonositasra tobbféle modszer is 1étezik (Johnson et al., 2014),
mivel egyes szakaszai megfeleléen konzervativak, de a fajok kozott eltéréseket mutatnak.
Ilyen a citokromoxidaz 1 (CO-1) és a citorkom-b (Cytb) enzim génje (Tobe and Linacre,
2010), valamint a 12S rRNS gén (Melton and Holland, 2007) és a 16S rRNS (Imaizumi et
al,, 2007). Mivel a kontroll régié (D-loop) nem kodolo szakasz, nagyobbszamban
fordulnak benne eld eltérések, ezért a fajon ill. fajtan beliili egyes anyai leszarmazasi
vonalak maghatarozasara is alkalmas. Ezen szakaszon beliil mikroszatellitadk
(STR/SSR/VNTR) is megtalalhatbak — amelyek inaktiv DNS-szakaszok, és nagy
valtozatossagukat a 2-7 bazisparbol felépiil6 egységek eltéré szama adja — és ugyanezen
modon hasznalhatoak az anyai rokonsag megallapitasara (Lee et. al., 2010).

A sertések mtDNS-ének teljes szekvenalasat eldszor két svéd kutatd, Bjorn M.
Ursing és Ulfur Arnason fejezte be 1998-ban. A mitokondrialis genom 16.680 bazispar
(bp) hosszusagu, aminek egy 1.246 bp hosszusagu D-loop szakasza van, ami a 15.434. bp-
tol a 16.680-ig tart, igy egy 15.434 bp hosszu kodold szakasszal rendelkezik (2. abra). A
teljes mitokondridlis genomnak a bazispar hosszusaga haplotipusonként eltérhet a kontroll
régidban fellelhetd ismétlddé motivum miatt. A kddold szakaszon talalhatd 22 tRNS-t, 2
rRNS-t és 13 az anyagcsere folyamatokban szerepet jatszo enzimeket meghatarozo részek

talalhatoak.
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2. abra - Sertes mitokondrialis DNS

A D-loop harom darab conserved sequence block szekvenciat tartalmaz (CSB-1,
CSB-2 és CSB-3), amiknek bazisosszetétele és pozicidja fajonként eltérd. A CSB-1 és a
CSB-2 kozott egy 10 bazisparbol (GTACACGTGC) allo, akar 14-29-szer ismétlodo
szakasz helyezkedik el. A sertésekre, a tobbi parosujji patassal ellentétben jellemzd, hogy
a CSB-2 ¢és a CSB-3 nem egymas mellett talalhat6, hanem tavolsag van kozottik (Ursing
and Arnason, 1998).

1.3.4. Populaciogenetikai vizsgalatok

Populécio alatt az élélények azon csoportjait értjiik, melyek kozds génalloméannyal
rendelkeznek és tényleges szaporodasi kozosséget alkotnak.

A populdciogenetika ezen csoportosuldsok genetikai Osszetételét, illetve az ezt
megvaltoztatd mechanizmusokat tanulmanyozza. Az elméleti populacidogenetika alapjait a
19. sz. végén harom tudoés fektette le, Sewall Green Wright, Roland Fisher és John
Haldane. Két f6 teriilete alakult ki az idék folyaman, a kvantitativ és a kvalitativ
populaciogenetika.

A mennyiségi tulajdonsadgok poligénia utjan jelentkeznek, tehat sok, kisebb hatassal bir6
gén egylittesen hataroz meg egy jelleget. Ezen tulajdonsagokra a kornyezet is befolyassal
bir €s jelentds allattenyésztési kutatasok zajlanak az 6sszefiiggések megértése érdekében.

Ezzel szemben a mindségi tulajdonsagok monogénia vagy oligogénia utjan 6roklédnek,
vagyis egy vagy néhany nagy hatdsu gén szabélyozza és gyakorlatilag nem hatnak rajuk a

kiilonboz6  kornyezeti  tényezok. A kvalitativ  populdcidgenetika ezeknek az



allélgyakorisagoknak az eloszlasat, illetve tér- és idébeli valtozasait vizsgalja a populacion
beliil. Négy evolucids hatas nagymértékben képes befolydsolni ezt a folyamatot, melyek a
szelekcio, a génaramlas, a mutécio €s a genetikai sodrodas.

A populaciogenetika tovabba nézi egy adott teriileten a haplotipus szerinti eloszlast,
ami megjelenhet a genotipus és a fenotipus eltérésében is, igy foldrajzi elhelyezkedés
szerinti eltéréseket lehet kimutatni a populaciok kozott. Ilyen vizsgalatot végeztek egy
Chilei tanulmany folyaman is, hogy a Karukinka Nemzeti Parkban, a Tierra del Fuego
szigeten megfelelé megoldasi stratégiat dolgozzanak ki a vadsertés allomany tovabbi
novekedésének a megallitdsara. A helyi vaddiszn6 allomadny mtDNS-ének a vizsgalatat
végezték, aminek eredményeként megallapitottdk, hogy a szigeten taldlhatd vadsertés

populacié eurdpai eredetii, de két kiilonb6z6 leszarmazasbol (Aravena et al., 2015).

1.4 Nemzetkozi Genom Projektek: Sertés Genom Projekt

Az emberi genom feltérképezésének a haladasaval egyes haziallatoknak a
kromoszomalis nukleotid sorrendjének a megallapitasa is fejlédésnek indult, és 2003-ban
megalapitottak a ,,Swine Genome Sequencing Consurtium”-ot (SGSC), hogy nemzetkdzi
egyuttmiikodést tudjanak biztositani a teljes sertés genom feltarasahoz (Schook et al.,
2005). Az SGSC c¢ljai kozé tartozik, hogy a kapott szekvenciakat az orvostudomany és az
allattenyésztés teriiletein felhasznaljak, épp ezért mindkét agazat nagyban tamogatja a

projektet (www.coparativegenomics.illinois.edu). Szamos maternalis tuton O6rokl6do

betegséget felfedeztek, valamint kimutattak, hogy az egyes haplotipusok kiilonboz6
kvalitativ tulajdonsagokkal birnak (pl. varhato alomszam, szaporodasi képesség), igy
segitve az egyre jobb termelési képességgel rendelkez6 hibridek elballitasat (John and
Tsai, 2018). 2012-ben mar lek6zolték tobb eurdpai és azsiai sertés genomszekvenciajat,
valamint a publikacioban szot ejtettek az eurdpai és az azsiai vadsertések kozotti magas
filogenetikai eltérésrdl is (Groenen et al., 2012). Négy évvel késébb tovabbi vizsgalatokat
végeztek, melyek soran tobb szaz sertésnek ujra szekvenaltdk a teljes genomjat, igy
l1étrehozva egy majd 350 egyedbdl allo adatbazist (Groenen, 2016). Mivel a human és a
sertés genom sokban hasonlit, ezért szamos atfedés sziiletett a két genom project kozott.
Egyes emberi betegségeknek a genetikai hatterét és génjeiknek az elhelyezkedését csak a
sertés genomjanak a feltérképezése utdn sikeriilt meghatarozni, igy nem csak az
allatorvoslasnal, de a human gyogyaszatban is nagy jelentséggel bir.

Magyarorszagon 2009-ben a Mangfood kutatasi konzorcium altal létrehozott

Mangalica Genom Projekt keretein beliil a mangalica genomjat hasonlitottak Ossze
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kiilonboz6é fajtaja sertések genomszekvencidjaval. Az Osszehasonlitds utjan sikeriilt
fajtaspecifikus kiilonbségeket kimutatni, amelyekkel olyan PCR modszereket dolgoztak ki,
amik segitségével lehetévé valt a mangalicahts jelenlétének ¢€s mennyiségének a
kimutatasa kiilonb6z6 hustermékekben. Ezeket a modszereket probaljak tovabb fejleszteni

a tobbi sertésfajta, és a vaddiszndé kimutatasara is (www.abc.naik.hu). Szdmos ehhez

hasonl6 vizsgalat zajlik, hogy kiilonboz6 ételekbdl, huskészitményekbdl kimutathatova
valjon a felhasznalt allat faja, hiszen fontos szereppel bir a hus szarmazasanak faji
megallapitdsa olyan esetekben, amikor orvvadéaszat gyanaja all fenn, vagy vallasi okok
miatt nem fogyaszthatnak egy adott husfélét. Ilyen iranyu vizsgalatokat végeztek
fajspecifikus mitokondrialis markerekkel Tanzaniaban, ahol 14 allat (az egyik sertés)
huskeverékébdl allapitottak meg a felhasznalt fajokat (Malisa et al., 2006). Egy évvel
késobb fajspecifikus-PCR és Cyth marker felhasznalasaval dolgoztak ki egy modszert 4
allat (bolény, szarvasmarha, sertés, birka) elkiilonitésére egy huskeverékbdl, a kapott
fragmentek kiilonb6z6 bp hosszusagai alapjan (Ahmed et al., 2007). 2014-ben egy PCR-el
elvégzett vizsgalatot publikéltak, amely a kontroll régiora koncentralt, igy 24 faj, koztiik a
sertés elkiilonitését tette lehetdvé szintén az eltérd bp hossziasagl fragmentek segitségével
(Karabasanavar et al., 2014), majd egy évre ra egy sertés specifikus primert terveztek, ami
lehetévé tette, hogy akar 1% sertéshis mennyiséget is kimutasson egyes

huskészitményekbdl (Ha et al., 2017).

1.5. Esettanulmany

A Siklosi Renddrkapitanysag Egyhazasharaszti Korzeti megbizottja 2017. januar
26-an a gordisai erdOteriileten tartott erdobejarast, mely soran hurkolas modszerével
elejtett vaddisznd megnytzott borét, fejét, bensdségeit taldlta meg. A gyanusitott személy
eldallitdsara, majd tanuként vald kihallgatdsara keriilt sor, ahol tagadta, hogy a
blincselekmény elkdvetéséhez barmi koze lenne. A hézkutatds sordn lefoglalasra kertilt egy
par gumicsizma, melyen vérgyanus szennyez0dés volt talalhato.

Az eljardsban indokoltta valt annak megallapitdsa, hogy a helyszinen rogzitett
anyagmaradvanyok azonosak lehetnek-e a gyanusitottol lefoglalt gumicsizmardl rogzitett
anyagmaradvannyal. Els6 korben ezért lényeges volt annak megallapitdsa, hogy a
gumicsizma vérgyanuis szennyezddése milyen fajtol szarmazik. A vaddiszn6 eredet
aldtdmasztasa utan az egyedi, illetve az anyai vonal leszarmazasanak megallapitdsa volt

sziikséges Osszehasonlitod genetikai vizsgalattal.
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2. Célkitiizések

Munkank soran egy olyan vizsgalati modszer kifejlesztése volt a cél, amelyben a
mitokondrialis DNS kontroll régidjanak révid (kb. 150 bp hosszu), atlapold szakaszokkal
valoé vizsgalataval a minimdalis mennyiségli, degradalt minta is alkalmassa valik az
analizisre.

Célunk volt tovabba a magyarorszagi vadsertések DNS-adatbazisanak
megalapozasa, amely a kontroll régio 675 bazisparnyi szakaszat tartalmazza.

A magyar vaddisznoallomany genetikai diverzitasat a kapott szekvencidlis
kiilonbségek (eltérd haplotipusok) alapjan statisztikai elemzéssel terveztiik felmérni.

Az 1) modszer érzékenységét és alkalmazhatosdgat egy kordbbi eseti mintan —

amely analizise nem jart sikerrel a korabbi vizsgalati stratégiakkal — kivantuk tesztelni.
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3. Anyag és Modszer
3.1. Populacidgenetikai vizsgalatok

3.1.1. Mintagyiijtés

A populacios adatbazis megalapozasa céljabol huas-, vér, illetve szérmintakat
vizsgéltunk, melyeket vadaszok biztositottak szamunkra kiilonb6z6é magyarorszagi
vadsertés allomanyokbdl. 28 minta genetikai vizsgalatat végeztiik el, melyekbdl 24 db
Fejér megyébdl, 2 db Tolna megyébdl, 1-1 pedig Baranya és Heves megyébdl szarmazott
(3. abra).

3. dbra - A mintak szarmazasanak abrdzoldsa megyénként

A  mintakat az Allatorvostudomanyi Egyetem  Genetikai  Laboratériumaban

(Allattenyésztési, Takarmanyozasi és Laborallat-tudomanyi Tanszék) dolgoztuk fel.

3.1.2. DNS preparalas és agarozgél elektoforézis

A DNS kinyerését FavorPrep™ Tissue Genomic DNA Extraction Mini Kit
segitségével, a leiras alapjan végeztiik el. A mintdkbdl kis darabokat steril csipesz és ollo
segitségével mikrocentrifuga csévekbe tettiik, majd hozzajuk adtunk 200 ul FATG1 puffert
és 85 °C-on 10 percig inkubaltuk. Utana hozzajuk kevertiink 20-20 pl Proteinaz K oldatot
és visszatettiik a csoveket inkubélni tovabbi 60 °C-on. Egy ora elteltével a keverékhez
pipettaztunk még 200 ul FATG2 puffert, vortex segitségével osszekevertiik ¢s 10 percig 70
°C-on tovabb inkubaltuk. Ezek utdn még az oldatokhoz adtunk 200 pl 96%-0s etanolt,
majd a csoveket centrifuga segitségével leporgettiik, hogy az inkubalas alatt paraként a

csovek tetejére keriilt folyadék is lekeriiljon azok aljaba. Kovetkezd 1épésként az oldatokat
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gyljtécsovekbe helyezett oszlopokba pipettaztuk at és lecentrifugaltuk oOket (1 perc,
13000g). A centrifugalas utan az oszlopokat 1j gytijtécsovekbe helyeztiik €s az oszlopokra
mértiink 400 pl W1 puffert, majd 750 pl mos6d puffert. Mindketté puffer utan
lecentrifugaltuk a csoveket (1 perc, 13000g) és elontottink a gyljtdéesovek aljan 1évo
folyadékot, illetve a mosé puffer utdni elontést kovetden még 3 perc centrifugalas
kovetkezett (13000g), hogy az oszlopokat Kiszaritsuk. Mindezek utan az oszlopokat tiszta
elucios csovekbe helyeztiik at, ahol 80 ul szobahdmérsékletli elicios puffert mértiink az
oszlopok kozepére, majd 3 percig allni hagytuk dket. Végezetiil 2 percig centrifugaltuk a
csoveket (13000g), hogy leoldjuk az oszloprol a DNS-t.

A DNS kinyerésének a sikerességét €s a kivont DNS mindségét és mennyiségének

megbecsiilését agarozgél elektroforézissel végeztiik el.

A gélontéshez felhasznalt anyagok:
— 1 gagardz (BioLine)
— 35 ml 0,5xTris-boratsav-EDTA puffer (TBE)
— GelRed TM Nucleic Acid Gel Stain (Biotium)
— 5 pl tisztitott DNS-minta

— 2 pl glicerines bromfenolkék (BFK) toltépuffer/minta

Eloszor elkészitettiink egy 3%-os agaréz oldatot, amit megdermedés utan
behelyeztiik a futtatokadba. A zsebekbe 5 pl tisztitott DNS mintat helyeztiink, amihez 2 pl
BFK-t, mint toltdpuffer kevertiink. A folyamat 100 V-on, 100 mA aramerdsséggel, 40 perc
alatt ment végbe nanoPAC-300 (Cleaver Sci. Ltd.) késziilék segitségével. Végezetiil a gélt
Glite 900BW Gel Scaner System berendezésbe helyeztiik, ami kék fény segitségével
atvilagitotta és detektalta a genomi DNS-t.

3.1.3. PCR amplifikacié

A mtDNS kontroll régidjanak 675 bp szakaszat amplifikaltuk a L15433
(5’AGGCATTTTCAGTGCCTTG3’) és a H16108 (5’GCACCTTGTTTGGATTGTCG3)
primerek felhasznalasaval. Referencia szekvenciaként a génbankban 1évé vadsertés (Sus

scrofa) teljes mtDNS szerkezetét vettiik (GenBank: AJ002189, www.ncbi.nlm.nih.gov).
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Az amplifikacid a kovetkezd anyagok segitségével, 25ul térfogaton ment végbe:
— 5 ul DreamTaq™ Green DNS polimeraz tartalma mestermix (Thermo Fisher
Scientific)*
— 1-1 pl forvard és reverz primer (10 uM)
— 1pIDNS minta

— ionmentes steril viz a térfogat kiegészitéshez

*A DreamTaq™ Green PCR Master Mix 0sszetevOi: DreamTaq DNS polimeraz,
DreamTaq Green puffer, dATP, dCTP, dGTP, dTTP, MgClo.

A PCR kivitelezése Applied Biosystems, 2720 Thermal Cycler (Life Sciences) késziiléken

tortént a kovetkezo beallitasokkal:

Kezdeti denaturacio 94°C 30mp

Denaturacio 94°C  30mp 94°C  30mp

Primer anellacié 58°C 30mp 15ciklus 55°C  30mp 21ciklus
Elongacié 72°C  45mp 72°C  45mp

Végso elongacio 72°C  5perc

Az anellacional azért alkalmaztunk két hémérsékletet (touchdown PCR), hogy a primerek
bekotésének specifikussagat noveljiik. A PCR-termékeket tovabbi feldolgozésig hiitdben
(4°C) taroltuk.

A PCR eredményességét gélelektroforézissel ellendriztiik vissza, a 3.1.2. fejezetben
mar ismertetett modon. Az egyetlen eltérés csak annyi volt, hogy nem volt sziikség BFK-

re, mivel a hasznalt mestermix Osszetétele lehetové tette a direkt mintafelvitelt a gélre.

3.1.4. PCR termékek tisztitasa és szekvenalasa

A PCR utén kapott termékeket GenEluteTM PCR Clean-Up Kit-el (Sigma-Aldrich)
tisztitottuk a megadott utasitasok szerint. A gyiijtécsovekbe oszlopokat helyeztiink, majd
erre ramértiink 0,5 ml Column Preparation Solution-t. Centrifugalast kdvetéen (1 perc,
12000g) a csovek aljan 1évé folyadékokat elontottik. A PCR termékbol 20 pl-
tosszekevertiik100 pl Binding Solution-nal, majd a kapott elegyet felvittiik az oszlopokra.
Ezutan jbol elvégeztiik a centrifugalast (1 perc, 16000g) és a folyadékok elontését. A
kovetkezé 1épésben 0,5 ml Wash Solution-t adtunk hozzajuk, majd harmadszorra is
lecentrifugaltuk (1 perc, 16000g) ¢és elontottiik a keletkezett folyadékokat. Ezek utan az
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oszlopokat visszahelyeztiikk a gylijté csovekbe és 0jbol lecentrifugaltuk Oket (2 perc,
16000g), majd 0j gytijtécsovekbe helyeztiik 6ket. Mindezek utan az oszlopokra mértiink 50
ul Elution Solutiont és 1 percen keresztiil szobahdmérsékleten inkubaltuk 6ket. Az utolséd
és végso centrifugalas utan (1 perc, 16000g) mar a megtisztitott PCR termékek maradtak a
csovek aljan.

A tisztitott PCR-termékeket  visszaellendriztik egy ujabb  agarozgél
elektroforézissel (Id. 3.1.2. fejezet), majd tovabbi felhasznalasig hiitben taroltuk (4°C).

A kontroll régié szakasz bazissorrendjének meghatarozasat (szekvenalasat) a

morahalmi SeqOmics Biotechnologiai Kft. végezte el szamunkra (www.segomics.hu). A

kapott szekvencia adatokat a Sequencher™ 4.1.2 (Gene Codes Corp) szoftverrel
illesztettiik a referencia szekvencidhoz (GenBank Acc. No: NC 002189) és igy hataroztuk
meg az egyedi haplotipusokat.

3.1.5. Statisztikai szamitasok a mitokondrialis genomszakasz alapjan

A vizsgalatokkal kapott haplotipusok konszenzus szekvenciainak alapjan az
Arlequin v3.5. program segitségével kiszamoltuk a hazai felmért vadsertés allomany

haplotipus- és nukleotid diverzitasat (Excoffier and Lischer, 2010).

Az 0sszes minta DNS szekvencidjanak a beimportdldsa utdn a kovetkezO diverzitasi
paraméterek voltak megfigyelhetdek:
— Polimorf nukleotidok: a kontroll régioban az AJ002189 referencia szekvenciahoz
viszonyitva megfigyelt polimorf nukleotid poziciok Osszessége.
— Delécié: a DNS altal hordozott genetikai informacio egy része elvész.
— Szubsztiticid:egy pontmuticid megy végbe, tehat egy bazis egy masikra
cserélddik ki. Két formaja van:
* Tranzicio: egy purinbazis egy masik purinbazisra (pl. A — G), vagy egy
pirimidin bazis egy masik pirimidin bazisra (pl. T — C) cserélédik ki.
» Transzverzié: egy purinbazis helyett egy pirimidin bazis lesz (pl. C — A),
vagy forditva.
— Megtfigyelt/Egyedi haplotipusok: a populaciéban észlelhetd Osszes haplotipus,

ebbdl mennyit lehet csak egyszeri alkalommal megfigyelni.
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3.2. A mitokondrialis kontroll (CR) régio vizsgalata révid atlapolo
primerparokkal

A primerek tervezését a Primer Designer 4 program (www.scied.com) segitségével

végeztiikk az AJ002189 GenBank azonositdju szekvencia alapjan. Az volt a célunk, hogy a
vizsgalni kivant genomrészt lehetdség szerint kb. 150 bazispar hosszl, de mindenképpen
200 bp alatti atlapolo szakaszokkal fedjiik le (1. tablazat). A tervezésnél figyelembe vettiik
a képz6dé PCR termék hossza mellett annak stabilitasat (G/C arany), a primerek mas
DNS-szakasszal (fals priming), egymassal (primer dimer) illetve dnmagaval (hairpin) valo
Osszetapadasanak lehet0ségét, A primer szekvenciajaban az egymast kdévetd azonos
bazisok (3 vagy tobb) szintén megzavarhatjak a primer pontos kotédését. A tervezés végén
készitettiink egy jelentést (PrimerPair Report) a primer parjainkrol, amin az 6sszes elobb

felsorolt adat megtalalhato.

PCR-termék mérete

Primer Pozicié Szekvencia (5’ - 37)
(bp)
CR1 H15605 GACGTACATAGGGTTATAGT 182
' L15424 ACTATTCCCTGCAACCAA
CRII H15747 GATCTAGTGGTGGTGATATG 153
' L15595 CTATGTACGTCGTGCATT
SR H15883 GATGGTCCTGAAGTAAGAAC e
' L15728 CATATCACCACCACTAGA
H16022 CATGGCTGAGTCTAAGCATC
CRIV. 156
L15867 CTTACTTCAGGACCATCT
H16158 ACGTGTACGCACGTGTATGT
CRV. 159
L16000 GGGGATGCTTAGACTCAG

1. tablazat - A mitokondridlis CR régio vizsgalatara tervezett rovid, atlapolo primerek
A primerek tesztelésére alkalmazott PCR program:

Kezdeti denaturacio  94°C 30 mp

Denaturacio 94°C 30mp 94°C  30mp

Primer anellacié 54°C 20mp 15ciklus 52°C  20mp 21 ciklus
Elongscié 72°C 20 mp 72°C 20 mp

Végso elongacio 72°C  2perc
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A PCR eredményességét gélelektroforézissel ellendriztiik vissza, a 3.1.2. fejezetben mar

ismertetett modon (BFK-re szintén nem volt mar sziikség).

3.3. Eseti minta vizsgalata az Gj primerek segitségével

Korabbi, orvvadaszat kapcsan lefoglalasra keriilt biinjelekbdl (4., 5. abra) tisztitott
DNS-mintakon vizsgaltuk a tervezett primerek alkalmazhatdsagat a 3.2. fejezetben

ismertetett protokoll alapjan.

4. abra - Helyszinen gyiijtott 5. d@bra - A gyanusitottol
anyagmaradvdanyok a tetembdl lefoglalt gumicsizma
vérszennyezodéssel
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4. Eredmények
4.1. Mintagyiijtés és DNS preparalas

A vaddiszn6 mintdkat az orszdg tobb részérdl szereztik be, igy segitve a
populacidgenetikai felmérést és a mar eddig meglévé populacids adatbazis bovitését. Mind
a 28 mintabol sikeriilt a tovabbi kutatasokhoz sziikséges mennyiségli és tisztasagi DNS-t

kinyerni, amit szemikvantitativ agar6zgél elektroforézis segitségével ellendriztiink.

4.2. PCR amplifikalas és szekvenalasi reakcio

A feldolgozott hus-, szor- illetve vérmintak amplifikalasa soran specifikus PCR-
termékeket kaptunk. Szekvencia-analizissel mind a 28 vaddiszné mitokondrialis kontroll

régid szakaszanak minimum 660 bazisparnyi szekvenciajat sikeriilt meghatarozni (6. abra).

[#] [overview | [summary | [[cuttsp | [Find | ['show Chromatograms | [Help insert | [ Help Reposition

ARTTGCGCACARACATACARATATGCGACCCCARARRTTTAARCCATT :ARAARCAARARATTTARTATATTATAGCCCTATGTACGTCOGTGCATTARCTGCTAGTCCCCATGCATATARGCATGT
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6. abra — Két vaddiszné kontroll régio szekvencidjanak egy-egy szakasza 6t pontmutdacios

eltéeréssel

4.3. A DNS-profilok populaciéstatisztikai elemzése

A statisztikai szamitasokat a kontroll régio 660 bazisparnyi szakasza (15.445-
16.105) alapjan végeztiikk. Eredményeinket dsszevetettiilk a GenBankbdl letoltott referencia

szekvenciaval, ezen eltéréseket a 2. tablazatban foglaltuk Ossze.
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 Mintak

Pozicio: sZama
(db)
Ref.
G C C C A T T T C T A C T C A

AJ002189
H1 del C C 15
H2 del 7
H3 del A T T G C C del C G T T G 2
H4 C del C C 1
H5 del C 1
H6 del Y Y 1
H7 del C 1

2. tablazat - A vizsgalt vaddisznok mitokondrialis DNS-ének eltérései a referencia szekvenciatol
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Vizsgélatainkkal hazdnkban hét eltéré haplotipust (H1-7) sikeriilt kimutatni. A
megvizsgalt mintdk tobb, mint fele (53,57%) a H1 haplotipusba, 25%-a a H2, 7,14%-a
pedig a H3 haplotipusba tartozik. A tobbi vaddisznoban (14,29%) megfigyelt haplotipus
(H4-H7) csak egyszer fordult el6, tehat ,,egyedi” haplotipusokrdl beszélhetiink.

A szekvencidk Dbazisosszetétele 19 helyen (polimorf nukleotid-poziciok)
kiilonbozott a referencia szekvenciatol. Legtobbszor harom helyen figyeltiink meg eltérést:
deléciot a 15.706-o0s bazispozicioban, szubsztiticiot pedig a 15.714-es (tranzicid) és a
15.758-as (tranzicio) pozicidban (ezeket pirossal jeloltiik a 2. tablazatban). Ezekkel egyiitt
17 helyen figyelhetd meg szubsztiticid, amik koziil 16 tranzicio és 1 transzverzid, valamint
két helyen észleltiink deléciot.

A haplotipusok koziil a H3-asban van a legtobb eltérés a referencia szakaszhoz
képest (18 helyen). A H2 haplotipusnal csak a 15.706-os pozicidban talaltunk eltérést
(delécio), ami gyakorlatilag minden felmért mintaban jelen van. A H6 haplotipusnal két
bazispozicioban (15.714 és 15.748) figyeltiink meg pont-heteroplazmiat (ezeket zolddel
jeloltiik a 2. tablazatban), amit két kiilonb6z6 nukleotid azonos pozicioban valo

(esetlinkben timin és citozin) megjelenése okoz.

Az Arlequin v3.5 szoftver segitségével végzett diverzitasi eredmények a 3. tablazatban

lathatoak:

Haplotipus diverzitas Nukleotid diverzitas

Hd = 0,6640 + SD = 0,0786 n =0,0043 + SD = 0,0026

3. tablazat — Haplotipus (Hd) és nukleotid (r) diverzitds adatok a felmért
vaddisznoadallomany (n = 28) kontroll régio szakasza alapjan

21



4.3. Mitokondrialis CR régio vizsgalata rovid, atlapolé primerparokkal

A tervezett primerparokat egy vaddiszn6 vérmintajanak tisztitott DNS-én teszteltiik
PCR-el és specifikus, a vart méretnek megfeleld hosszisagh termékeket kaptunk (7. abra).

L CRI CRIl CRIll CRIV CRV

7. dabra - A tervezett primerek tesztelése és PCR eredményének
visszaellenorzése agaroz gélen.

4.4. Esettanulmany

A blnjelek vérszennyezddésébdl tisztitott DNS-mintdk PCR amplifikacidja és
szekvenalasa sikerrel jart az 0j, rovid szakaszok vizsgalataval. Az 6t primerparral (CR I-
V.) Osszesen a mitokondrialis kontroll régid 739 bp hossz szakaszat (15.424-16.158)
sikeriilt analizélni (8. abra).

L15424
H1560S

L1559S

L15728
H15883

....................................

3 L15867
H16022

.....................................

L16000

Ref: AJ002189

1 84 138 175 195 225 265 308 382 447 S62 562 692 739 780
£ ] Hole in contig 5
| B2 Single fragment 2i20ram Key, |
E Multiple fragments same direction |
{ = Both strands
|EBBothstrandsps |

8. abra - Az eseti minta tervezett primerparok dltali lefedettségének abrdzoldsa a szekvenaldsi
reakciok utan
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5. Megbeszélés/Kovetkeztetések
5.1. Populaciogenetikai adatbazis kezdeményezése hazai vadsertésekre

Létrehoztunk egy kezdetleges genetikai adatbazist (n=28 minta), amely a kontroll
régid6 660 bazisparnyi szakaszat tartalmazza. A szekvencidlis kiilonbségek alapjan
megallapitottuk az eltérd haplotipusokat és statisztikai elemzést végeztiink a magyar
vaddisznéallomany diverzitasanak felmérésére.

Mivel a mintaink tobb, mint fele a Hl-es haplotipusba keriilt, azt feltételezziik,
hogy ez a haplotipus tobb kisebb egyedszammal rendelkezd haplotipusra oszthato szét, ha
Kiterjesztett vizsgalatokat végziink a kontroll régio teljes szakaszan tovabbi varibialitasok
utan kutatva. Bar eltér6 teriiletekrdl szereztiink mintakat, foldrajzi eltéréssel Osszefiiggd
haplotipus eloszlast nem tudtunk meghatarozni, mivel mintaink z6me azonos megyébdl
szarmazott. Ezen feliil az eldzetes vizsgalatok soran megallapitasra keriilt, hogy a hazai
vaddisznd allomany genetikai felépitése igen nagy hasonlésagot mutat a spanyol
vadsertésekkel, igy tovabb novelve a geografiai atfedést (Glowacz, 2013). A felmért hazai
vadsertésekben kimutatott haplotipus diverzitast (Hd = 0,664) 6sszehasonlitva par, a kozel
multban elvégzett vizsgalattal, az altalunk kapott diverzitas nagysagrendileg megegyezik a
Balkan észak-dinari részein megfigyelttel (Hd = 0,691; Veli¢kovi¢ et al., 2015), de
alacsonyabb, mint Azsiaban (Hd = 0,967; Velickovié et al., 2015), Eurépaban (Hd = 0,947;
Alexandri et al., 2012), a Kozel-Keleten (Hd = 0,892; Velickovi¢ et al., 2015), a Balkan-
félszigeten (Hd = 0,892; Alexandri et al., 2012) és Torokorszagban (Hd = 0,723; Demirbas
et al.,, 2016). Tunézidhoz (Hd = 0,550; Hajji and Zachos, 2011) és Tajvan Lanyu-
szigetéhez képest (Hd = 0,384; Jiang et al., 2008) viszont magasabb a diverzitas.

Ezzel szemben Magyarorszag nukleotid diverzitasa (= = 0.004) kozel megegyezik
Eurodpa t6bbi részén (m = 0,005; Alexandri et al., 2012), Tajvanon (= = 0.004; Jiang et al.,
2008) és a Balkan észak-dinari részén (m = 0,003; Velickovi¢ et al., 2015) mértekkel. A
haplotipus diverzitasnal felsorolt tobbi részen pedig kétszer-haromszor is nagyobb a
diverzitas, Azsiaban (m = 0,024; Velickovic et al., 2015), Torokorszagban és Kozel-Keleten
(r = 0.012; Demirbas et al., 2016; Velickovi¢ et al., 2015) és Tunéziaban (x = 0,011; Hajji
and Zachos, 2011).

A felsorolt diverzitasok alapjan szamos kovetkeztetést lehet levonni és meglatast
tenni. A torok vadsertések mind a haplotipus, mind a nukleotid diverzitasai magasabbak
voltak, mint a kutatdsunk soran megallapitott hazai adatok. Erre két magyarazatott is

feltételezhetiink, hiszen a torokorszagi vizsgalatok soran majd haromszor annyi mintat
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dolgoztak fel (70 db), valamint a masodik meghataroz6 rész, hogy a kutatasaik soran ok is
2016). Ezzel szemben a Lanyu-szigeten mért mindkett6 diverzitas alacsony volt, a fentebb
emlitett tobbi régiohoz képest, aminek legfébb okai, hogy a szigeten talalhatd és
megvizsgalt populdcid igen alacsony egyedszammal birt a vizsgalat soran (44 db), tovabba
ezek a vadsertések egy szigeten talalhatoak, igy a populacié genetikai dsszetétele beszikiilt
(Jiang et al., 2008). Ez a beszikiilés veszélyes lehet a populacidé fennmaradasa
szempontjabol, hiszen a nagyobb genetikai valtozatossaggal rendelkezd allomanyok
nagyobb eséllyel tudnak alkalmazkodni példaul a megvaltozott kdrnyezeti tényezékhoz.
Konzervaciogenetikai szempontbol is nagyon fontos az egyes alloméanyok genetikai
felmérése, illetve az adatbazisok kiépitése. Ilyen célu kutatasok zajlanak a Lanyu-szigeteki
¢és a vietnami vadsertések megmentésére (Jiang et al., 2008; Nguyen et al., 2017), illetve a
tulszaporodas elleni megfékezo stratégiak kidolgozasara (Hajii and Zachos, 2011; Garcia et
al., 2011; Aravena et al., 2015; Demirbas et al., 2016).

5.2. Degradalt mintak vizsgalata rovid, atlapolo primerparokkal

Mint ahogyan dolgozatom elején emlitettem, egyre gyakoribbak az orrvadaszatok
¢és veliik egyiitt a jogtalanul elejtett vagy védett allatokkal, valamint azok részeivel valo
illegalis kereskedelem. Ezen biincselekmények felderitése soran sokszor nem all
rendelkezésiinkre egy jol felismerhetd tetem, hanem csak az allat egy része (hus, toll, agyar
stb.), igy nagy sziikség van egy megbizhato és gyors fajazonositasra alkalmas vizsgélati
modszerre. Az altalunk kidolgozott rovid, atlapold szakaszokat sokszorosito PCR modszer
annak eredményes szekvendlasara. A fajspecifikussag mellett a kontroll régié nukleotid
sorrendje alapjan a kérdéses minta anyai leszdrmazasi vonala (haplotipusa) is
meghatarozhato, amely tovabb segiti a minta eredetének megallapitasat.

A nem-humén genetikai vizsgélatok igen sokat fejlodtek az utobbi évtizedben,
valamint a birdsagi eljarasok folyaman egyre tobbszor fogadjak el a vizsgalatok soran
kapott eredményeket bizonyitékként. Példaul egy olasz embert tobb farkas elejtésével
vadoltak meg, és talan az esete kapcsan eldszor sikeriilt DNS-minta alapjan bebizonyitani a
farkasok elleni orvvadaszatot (nyaklancon 1évé fogak és talalt farkastetem kozotti
kapcsolat), valamint az eset kapcsan begyiijtott bizonyitékokat Osszekotni a vadlottal
(Caniglia et al., 2010). Az igazsagiigyi allatgenetika modszereinek elérehaladasaval a

fenotipusosan nem felismerhetd allati eredetli targyak vagy élelmiszerek Osszetétele is

24



egyre hatékonyabban elvégezhetd. A mitokondrialis citokrom-b génszekvencia alapjan 24
allatfajra specifikus PCR és szekvenalasi eljarast dolgoztak ki, ami lehetové teszi kevert
mintakbol is egy-egy faj specifikus meghatarozasat, igy elkobozhatova valnak az illegalis
kereskedelem egyes elemei (Morf et al., 2013). Az illegalisan megszerzett vaddiszné hus
kimutatasa ¢lelmiszerekbdl egyre nagyobb figyelmet fog kapni a kdzel jovoben az ASP
megjelenésével hazdnkban is, mivel ez a virus nem csak allatrol allatra terjed testvaladékok
vagy vér utjan, hanem kezeletlen fertdzott hussal vagy ilyen hasbol késziilt élelmiszerrel is,
ezért fontos az ismeretlen husok bevizsgalasa, hogy milyen allatbol szarmaznak, féleg ha
feltételezhetoen egy fertdzott teriileten elejtett vadbol eredeztethetéek. Az emberi terjesztés
akar meg is kétszerezheti a jarvany évenkénti terjedési sebességét, ami még nagyobb
karokat okozhat nem csak a vadsertés alloményban, hanem a hdztjiban is, igy sulyos

gazdasagi veszteségeket okozva.

5.3. A kutatas értékelése, tovabbi lehetdségei

Osszegezve, a vizsgalatok soran mindkettd célkitiizésiinket sikeriilt teljesiteni,
hiszen megalapoztuk egy populaciogenetikai adatbazis kiépitését, illetve sikeresen tudtuk
blinligyi mintan, aminek eldz6 vizsgalatai sordn ezt nem sikeriilt megtenni.

A vizsgalatainkat majd szeretnénk tovabb folytatni oly mddon, hogy a most
meglévé populacidgenetikai adatbazist tovabb bovitjiik, valamint a H1 haplotipus magas
egyedszama miatt felmeriilt, hogy a CR vizsgalt szakaszdnak megndvelésével esetleg tobb
haplotipust talalhatunk a hazai vaddiszné populacion belil, mint amennyit eddigi
kutatasunk soran sikeriilt.

Ezen feliil az altalunk fejlesztett rovid primerparokkal vald mtDNS kimutatast
szeretnénk validalni mesterségesen degradalt, kiilonb6zd higitasu és faji eredetli DNS-

mintékra, hogy megallapitsuk a modszer szenzitivitasat és fajspecifikussagat.
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6. Osszefoglalas

A vaddisznok genetikai valtozatossaganak ismerete nemcsak populaciogenetikai
szempontbo6l fontos, hanem az orvvadaszatok nagy szama miatt igazsagiligyi jelentoséggel
is bir. Szamos ilyen esetben a helyszini minta (tetem maradvany), illetve a feltételezett
elkovetd hasznalati targyain talalhaté allati eredeti anyagmaradvanyok &sszehasonlitd
atlapold szakaszokkal vald vizsgalatdval minimalis mennyiségli, degradalt minta is
alkalmassa valik az analizisre. A kontroll régié szekvencidjanak (mutacidinak) specifikus
primerparral torténd meghatarozasaval nemcsak a faji eredet, hanem az anyai leszarmazasi
vonal (haplotipus) is megallapithatdo egy ismeretlen eredetli mintabol. Az eredmények
helyes interpretaldsa azonban csak akkor végezhetd el nagy biztonsadggal, ha rendelkezésre
all az adott populacio genetikai adatbazisa.

Sajat vizsgalatainkat egy genetikai adatbazis 1étrehozasaval (n=28 minta) kezdtiik,
amely a kontroll régié 660 bazisparnyi szakaszat tartalmazza. A szekvencidlis kiillonbségek
alapjan megallapitottuk az eltérdé haplotipusokat és statisztikai elemzést végeztiink a
magyar vaddisznéallomany diverzitdsanak felmérésére.

Kutatasunk masodik részében kidolgoztunk egy 0j modszert csekély mennyiségi,
toredezett DNS-mintdk vizsgalatara. Ot 0j primerpar tervezésével rovid (kb. 150 bp
hosszu) atlapold szakaszokkal sokszorositottuk fel ugyanezen mitokondridlis régiot. Egy
korabbi eseti mintdn — amely vizsgalata nem jart sikerrel az eddigi, rendelkezésre allo
vizsgalati stratégiakkal — teszteltiik a modszer €rzékenységét €s alkalmazhatdsagat az

igazsagligyi genetika tertiletén.
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7. Summary

The revealed genetic diversity of wild boars is important both for conservation
genetic as well as for forensic aspects, providing informative tool for investigation high
number of poaching cases. In such type cases, comparative genetic examination of residues
at the crime scene (e.g. carcass) and belongings of the alleged offender is often necessary.
Examination of the mtDNA control region (D-loop) by short overlapping sequences, even
degraded and/or minimal amount of samples can be analysed successfully. Determination
of sequence variance in maternal haplotypes by specific primers can identify the species
origin and maternal lineage of unknown specimen in parallel. However, the correct
interpretation of matching requires statistical evaluation of results based on genetic
database of the given population when is available.

As initial establishment of our genetic database 28 wild boar samples were
collected and sequenced, including 660 bp length of the mtDNA control region. Based on
sequential variances different haplotypes were identified and statistically analysed to
estimate the diversity of the Hungarian wild boar population.

In parallel we developed a new conventional sequencing strategy for examination
of small amount and fragmented DNA samples. Five new primer pairs were designed to
amplify short (about 150 bp long) overlapping sections of the target control region. Case
related DNA samples, which were analysed earlier insufficiently were applied for the
sensitivity test, and for estimation of putative applicability of this method in the field of

forensic genetics.
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Koszonetnyilvanitas

Mindenekel6tt koszonettel tartozom témavezetOmnek, Dr. Zenke Petranak a
dolgozat elkészitéséhez nyujtott rengeteg segitségéért és a hasznos tanacsokért mind a
munka laboratoriumi részében mind pedig a kutatas megirasanak folyamataban.

Emellett koszonet illeti az Allattenyésztési, Takarmanyozastani és Laboréllat-
tudoményi Tanszékrdl Dr. Gaspardy Andras tanszékvezetd urat, hogy bekapcsolodhattam a
tanszék egyik kutatasaba és Keindl Agnest, amiért bevezetett a laboratériumi munka
vilagéaba és tiirelemmel valaszolt a kérdéseimre (a nyari hdség viszontagsagai ellenére is).

Szeretnék koszonetet mondani minden vadasznak, aki mintakkal latott el, igy
segitve a munkam létrejottét.

Nem utolsé sorban koszonettel tartozom a csaladomnak és a barataimnak, akik a
nap huszonnégy orajaban timogatnak, és mindig ott vannak nekem, ha sziikségem van egy

kis lelkesitésre vagy egy segitd kézre.

A dolgozat az Allatorvostudomanyi Egyetem (ATE) normativ kutatasfinanszirozas

(NKB) cimen 2017. évben meghirdetett belso palyazat timogatasaval késziilt.
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1. melléklet

Alulirott Dr. Zenke Petra, igazolom, hogy Pintér Zita (hallgato neve),
Vaddisznék (Sus scrofa) mitokondrialis haplotipusanak igazsagiigyi célu
vizsgalata ciml diplomamunkat ismerem, azt beadasra és védésre alkalmasnak

tartom.

Budapest, 2020.11.04.

a témavezetd neve ¢s alairasa
Allattenyésztési, Takarmanyozastani és

Laborallat-tudomanyi tanszék
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2. melléklet

NYILATKOZAT

Alulirott Pintér Zita nyilatkozom, hogy diplomamunkdm, melynek cime Vaddisznék
(Sus scrofa) mitokondrialis haplotipusanak igazsagiigyi célu vizsgalata tartalmi és
formai szempontbol teljes mértékben megegyezik azonos cimii, a 2018. évi TDK

konferencian szerepelt dolgozatommal.

Budapest, 2020.11.04.

a hallgat6 neve ¢€s alairasa
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3. melléklet

HuVetA
ELHELYEZESI MEGALLAPODAS ES SZERZOI JOGI
NYILATKOZAT*

Név: Pintér Zita

Elérhetioség (e-mail cim): pinzitaa@gmail.com

A feltoltendd mi cime: Vaddisznok (Sus scrofa) mitokondrialis haplotipusanak igazsagiigyi
célu vizsgélata

A mii megjelenési adatai: Diplomamunka, 2020

Az atadott fajlok szama: 1

Jelen megallapodas elfogadasaval a szerzo, illetve a szerz6i jogok tulajdonosa nem
kizardlagos jogot biztosit a HuVetA szamara, hogy archivalja (a tartalom
megvaltoztatasa nélkiil, a megdrzés és a hozzaférhetdség biztositdsdnak érdekében) és
masolasvédett PDF forméra konvertdlja és szolgéltassa a fenti dokumentumot
(beleértve annak kivonatat is).

Beleegyezik, hogy a HuVetA egynél tobb (csak a HuVetA adminisztratorai szamara
hozzaférhetd) madsolatot taroljon az On 4ltal atadott dokumentumbdl kizardlag
biztonsagi, visszaallitasi és megdrzési célbol.

Kijelenti, hogy az atadott dokumentum az On miive, és/vagy jogosult biztositani a
megallapodasban foglalt rendelkezéseket arra vonatkozdan. Kijelenti tovabb4d, hogy a
mi eredeti és legjobb tudomasa szerint nem sérti vele senki mas szerz6i jogat.
Amennyiben a mii tartalmaz olyan anyagot, melyre nézve nem On birtokolja a szerzéi
jogokat, fel kell tiintetnie, hogy korlatlan engedélyt kapott a szerz6i jog tulajdonosatol
arra, hogy engedélyezhesse a jelen megallapodasban szereplé jogokat, és a harmadik
személy altal birtokolt anyagrész mellett egyértelmiien fel van tiintetve az eredeti szerzo
neve a milvon beliil.

A szerz6i jogok tulajdonosa a hozzaférés korét az alabbiakban hatarozza meg (egyetlen,
amegfelelé négyzetben elhelyezett x jellel):

engedélyezi, hogy a HuVetA-ban -ban tarolt miivek korlatlanul hozzaférhet6vé
valjanak a vilaghalon,

az Allatorvostudomanyi Egyetem belsé halozatara (IP cimeire) korlatozza a
feltoltott dokumentum(ok) elérését,

X a Konyvtarban talalhato, dedikalt elérést biztositd szamitogeépre korlatozza a
feltoltott dokumentum(ok) elérését,

csak a dokumentum bibliogréfiai adatainak és tartalmi kivonatanak feltoltéséhez
jarul hozza (korlatlan hozzaféréssel),
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Kérjiik, nyilatkozzon a négyzetben elhelyezett jellel a helyben hasznalatrol is:

x Engedélyezem a dokumentum(ok) nyomtatott valtozatanak helyben olvasasat a
konyv- tarban.

Amennyiben a feltoltés alapjat olyan mi képezi, melyet valamely cég vagy szervezet
tamogatott, illetve szponzoralt, kijelenti, hogy jogosult egyetérteni jelen
megallapodassal a miire vonatkozoan.

A HuVetA lizemeltet6i a szerzo, illetve a jogokat gyakorld személyek és szervezetek
iranyaban nem vallalnak semmilyen felelésséget annak jogi orvoslasara, ha valamely

felhasznaldé a HuVetA-ban engedéllyel elhelyezett anyaggal torvénysérté modon
visszaélne.

Budapest, 2020. év 11. h6 04. nap

|. )-l_ j ',Ll?_lﬁ‘ .A:-blt EAL

alairas
szerzd/a szerzoi jog
tulajdonosa

A HuVetAMagyar Allatorvos-tudomdnyi Archivum — Hungarian Veterinary Archive
az Allatorvostudomanyi Egyetem Hutjra Ferenc Konyvtdr, Levéltar és Mizeum dltal
miikodtetett egyetemi és szakteriileti online adattar, melynek célja, hogy a magyar
dllatorvos-tudomany és

-torténet  dokumentumait, tudasvagyonat elektronikus formaban  dsszegyiijtse,
rendszerezze, megorizze, kereshetové és hozzaférhetové tegye, szolgdltassa, a hatalyos
jogi szabdlyozasok figyelembe vételével.

A HuVetA a korszerii informatikai lehetdségek felhasznaldasaval biztositia a konnyii,
(internetes keresogépekkel 1S miikodd) kereshetdséget és lehetdség szerint a teljes szoveg
azonnali elérését. Célja ezek révén

- a magyar dllatorvos-tudomany hazai és nemzetkozi ismertségenek
novelése;

- amagyar dllatorvosok publikacioira torténd hivatkozasok szamdanak, és
ezen keresztiil a hazai dllatorvosi folydiratok impakt faktoranak
novelese;

- az Allatorvostudomdnyi Egyetem és az egyiittmiikods partnerek
tudasvagyonanak koncentralt megjelenitése révén az intézmények és a
hazai allatorvos-tudomany tekintélyének és versenyképességének
névelése;

- aSzakmai kapcsolatok és egyiittmiikodés elosegitése,

- a nyilt hozzdférés tamogatasa.
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