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1. Bevezetés




1.1. Bevezetés

A biotechnologiai kutatasok rendkiviil intenziv fejlodése az 1970-es években indult
meg, a DNS rekombinaci6 alkalmazésa révén. Ezaltal lehetdség nyilt az €16 szervezetek
genetikai anyaganak egyik szervezetbdl masikba valo atvitelére, fajidegen gének
bejuttatasara, a genetikai anyag mddositasara. Az adott szervezett szamara idegen gének
bejuttatasaval a gazdasagi allatokat intenzivebb termelésre, kiilonleges mindségt,
osszetételi termék elBallitasara tudjuk késztetni. Igy a biotechnologia révén
beavatkozunk az ¢él6 szervezet normalis miikodésébe a szdmunkra kedvezd cél
érdekében. Ez a cél a termelékenység novelése mellett, lehet a betegség rezisztencia
fokozasa vagy akdr a xenotranszplanticido is, amelyek révén az orvostudomanyt
szolgaljuk.

A biotechnologiai kutatasok sok esetben az elméleti haszon mellett gazdasagi haszonnal
is jarnak. Gyakran nagy, vilagszerte ismert cégek szponzoraljak a kutatdsokat, mivel a
kapott ,,termékek” szabadalmaztathatoak. A nagyobb gazdasagi haszon érdekében egyre
tobb kisérlet folyik a tudomédnyos mellett ipari céllal is, mind nagyobb tomegi, )
termék eloallitasara torekszenek a laboratoriumok.

A Dbiotechnolégiai mddszerek alkalmazasaval az ember egyre inkabb beavatkozik a
természetes szelekcios folyamatokba, kiszoritja a hagyomanyos termelési médokat. Ma
mar csak azokat a fajtdkat tartjuk meg a novénytermesztésben €s az éllattenyésztésben
is, amelyek bizonyos tulajdonsagaik éaltal szamunkra a legkedvezdbbek, igy azonban a
genetikai sokféleséget nagy mértékben lecsokkentjiik. Pedig sok esetben az egyre
inkabb kiszoruldo hagyomanyos fajtdk, az azokbol késziilt termékek egészségesebbek,
izletesebbek, mint a manipulalt, nagyobb hozamu fajtaké. Napjainkban egyre tobben
ismerik fel ezt, és egyre fontosabba valik a termékek eredetvizsgalata. Ma még nem
ismert veszélyeket hordoz az emberrel kozvetleniil érintkezésbe keriilo génmanipulalt
termékek hatasa az egészségre sem.

Vilagszerte egyre népszeriibb az 6koldgiai szempontokat érvényesitd biogazdalkodas.
Egyre nd a biohus illetve mas biotermékek iranti kereslet. Ezt kihasznalva a magyar
mezogazdasag egyik kitorési pontja lehet a biogazdalkodas. A biotermékek irant egyre
nagyobb a fizetoképes kereslet. A magyar biotermékek 90 szdzaléka ma még az EU
orszagaiban kertil értékesitésre, aminek az az oka, hogy a hazai fogyasztok nem fizetik

meg a 30-50 sz4zalékkal magasabb arat. A Magyarorszagon is tenyésztett tejeld tipusu



cigdja jelentds szerepet kaphat a hazai juhtejtermelésben versenyz6 kiilonbozo

genotipusok kozott.

Dolgozatomban két kutatasi teriileten két haziallatfajjal végzett vizsgalataimat kivanom
bemutatni. Az egyik, genetikai tdvolsdg meghatarozds cigdja és zackel fajtakorbe
tartozo juh alloméanyok ko6zott mikroszatellit markerek alkalmazasaval. A masik az
immunogenetika tudoményéagba tartozik. Ez a nem klasszikus f6 (major)
hisztokompatibilitasi antigének (MHC) kifejez0désének ¢&s polimorfizmusanak
vizsgalata sertés fajban. A két téma igen tavolinak tlinik egymastol, azonban ezzel jol

szemléltetjiik a biotechnologiai kutatidsok széles korii alkalmazasanak lehetdségét.



1.2. Témafelvetés

A vilagon hazank az elsé orszagok kozott volt ahol felismerték, hogy kulturalis és
szakmai szempontbol is fontos feladat a hazidllatfajtdk megmentése, a teljes genetikai
variancia megdrzése ¢s a kiilonbozd genotipusok szerepének, ardnyanak beéllitasa. Ezt a
torekvést a FAO és az Eurépai Allattenyésztok Szovetségében a magyar tagsag,
elsdsorban Prof. Dr. Bodé Imre szorgalmazta. Hazankban az el6z6 évtizedekben szinte
teljesen felszamolddtak a racka, cigdja és cikta tenyészetek, s csak az utdbbi évtizedben
kezdett el néni Ujra a racka és a cigaja allomanyok létszama. A biologiai sokféleség
fenntartasanak eldtérbe keriilésével, a kornyezetkiméld gazdalkodassal tenyésztésiik
egyre inkabb elterjed, az extenziv tartdsnak ezek a fajtdk felelnek meg leginkabb
(OLAH, 2002). Ma mér nem tudjuk pontosan, hogy ezekben a fajtakban eredetileg
milyen gének és milyen gyakorisdggal fordultak eld, csak feltételezziik, hogy a mainal
t5bb gén volt jelen, igy a gének tovabbi elvesztését is meg kell akadalyoznunk (FESUS,
1997a). Mas iranyu kotelezettségiink az 6shonos fajtak fenntartdsa és értékmérdinek,
sajatossagainak javitasa (VERESS és mtsai, 1995).

Az ENSZ Rio de Janeiro-i Kornyezet és Fejlodés Konferencidgja 1992-ben a
héaziallatokat is a védendd biologiai értékek kozé sorolta. A géntartalékok védelme
hazankban a mindenkori kozponti allattenyésztési iranyitas (OTAF, ATMI, OMMI)
hataskorébe tartozik. Az 1993-ban jovahagyott, CXIV. Allattenyésztési Torvény 11.
paragrafusa rendelkezik a héziallatokban meglévd bioldgiai sokféleség védelmérdl. A
torvény kimondja, hogy azok a hazidllatfajtdk, amelyek Magyarorszag
természetfoldrajzi kornyezetében alakultak ki, illetdleg tartasuknak, tenyésztésiiknek
hagyomanya van nalunk, nemzeti értéket képeznek €s mint ilyenek tdmogatandok
(BODO, 2001).

A cigaja hazéank teriiletére az 1700-as években keriilt. A posztogyarak igénye arra
Osztonozte az erdélyi gazdakat, hogy a durva gyapjas curkant a finomabb gyapjat
termeld cigajara cseréljék (RODICZKY, 1904; cit.: GASPARDY, 2002). A cigajat j
fajtaként el6szor az 1896-ban Budapesten rendezett milleniumi allatkiallitdison mutattdk
be a szakmai kozonségnek (GASPARDY, 2001a). A 19-20. szazadban a Karpat-
medencében alakult ki a harmas hasznu -tejeld- hus-gyapju- cigdja (csokai) tipus,
melyet mar korszerl kultir fajtaként torzskonyveztek a két vilaghabort kozott. A cigédja
sok valtozatat tenyésztik a kelet-kozép eurdpai orszagokban ¢és tajegységekben. Ezek

kozott jelentds kiilonbségek vannak testméretiikben, testsulyukban, termelésiikben ¢€s



sziniikben is. Ma Magyarorszagon kétféle cigajat kiillonboztetiink meg, az dshonos és a
tejtermelésre szelektalt zombori valtozatot. Ezek kozott szamos atmeneti tipus van
(KUKOVICS ¢€s mtsai., 2003). Nagy- Szerbia teriiletén a bacska-, banati régidkban az
extenzivebb csokai valamint a nagyobb testi, jobban tejeldé zombori véaltozatot
tenyésztik. Az utobbi hazai képviseloje a Lédeci-féle allomany (DUNKA, 1997). Az
erdélyi cigaja dongasabb, viszonylag rovid 1abu, a kovéasznai valtozat barnds vorhenyes
pofaju és 1abt (GASPARDY, 2001a). Bulgariaban is két fo tipusa van, az észak-nyugati
és a dél-bulgariai (DIMOV, 2000; cit.. KUKOVICS és JAVOR, 2002a). Ma mar a cigaja
fajtavaltozatok Dél-Kelet-Eurdpaban mindenhol megtalalhatéak. A kiilonbozo fajtak
illetve valtozataik kozotti kiilonbségekrdl szold adatok a mai napig elsdsorban
morfoldgiai bélyegeken alapulnak. Korabban az 6shonos és a tejeld valtozat kozotti
kiilonbség kimutatasara a fajta vércsoport és fehérje polimorfizmus rendszerét
vizsgaltak (FESUS, 1974). Ma a genetikai tavolsdg becslésére —jobb hatékonysaga,
nagyobb megbizhatdsdga miatt- a genetikai markerek (pl. mikroszatellitek) hasznalata
terjedt el. A DNS mikroszatellit markereken alapuld vizsgalatok, melyek gyorsan,
konnyen elvégezhetoek, joval pontosabb informdciot adnak a becsiilt genetikai
tavolsdgok meghatarozasara a fajtdk kozott (BARKER ¢és mtsai., 1997, MACHUGH ¢és
mtsai., 1997). Az utébbi idoben a juh €s kecske fajtak genetikai vizsgalata soran foleg
szarvasmarha mikroszatellit markereket hasznaltak (VAIMANN ¢&s mtsai., 1994; PEPIN
¢s mtsai., 1995; ELLEGREN ¢és mtsai., 1997). A molekularis genetikai modszerekkel
nyert informacidk génmegoérzésben vald kozvetlen haszndlata koriil ma még nem
egységes az allaspont. Eleinte azokat tekintették a legértékesebb fajtanak, amely
leginkabb eltért markerek tekintetében a tobbitél. Ma azonban a megdrzendd allomany
belsd genetikai szerkezetét tartjdk a fontosabbnak (HIDAS, 2002). A molekuléris
genetika teriiletén a genomanalizisek, géntérképezés is segiti az egyedek azonositasat,
genetikai szerkezetilk jobb megismerését, egymastol vald genetikai tavolsdguknak
minél pontosabb feltarasat (DOHY, 1999). A Fold sok orszagaban folynak kutatasok, az
Oshonosnak tekintett juh fajtdk eredetének, mas fajtdkkal valo rokonsaganak
meghatarozasara (Spanyolorszag - AVELLANET-TORRES, 2002; ARRANZ ¢s mtsai.,
1998,2001; Horvatorszag - BRADIC,2003, 2005; Szerbia - CINKULOV, 2004; Kina -
LI és mtsai, 2004; Olaszorszag - PARISET és mtsai., 2003; Dél-Afrika - BUDURAM
¢s mtsai., 2005).
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Mint ahogy a bevezetdben is emlitettem, a biotechnologiai, genetikai kutatdsok célja a
xenotranszplantaciéo is lehet. A szervatiiltetés gondolata kiilonbozd allatfajokbol
emberbe mar régota foglalkoztatja az emberiséget. Kezdetben elsdsorban sertéssel
probalkoztak, azonban voltak kisérletek pavianok szivével és csimpanzok veséjével is
emberi ¢letek meghosszabbitasara. Azonban nagyon fontos érv a sertés mellett, hogy
annak a szerveinek a mérete hasonld az emberéhez és kevesebb kozos korokozojuk van
az emberrel, mint a foemlos6knek.

Mind az allat mind a huméan genetikai kutatdsok ko6zott nagy figyelmet kapnak és
érdemelnek a xenotranszplantacidé vizsgalatdnak eredményei. A kutatds soran egyik
fajbol a masikba iranyulo szovetek vagy szervek atiiltetése sordn fellépd kilokddések
okait, mechanizmusat vizsgaljak. Az atiiltetett allati szerv, szovet sejtfelszini azonositoi
a recipiens (befogadd) immunrendszere szamdra ellenséget jelentenek, igy azonnal
megindul elleniik a védekezés. A hisztokompatibilitasi antigének hatdrozzak meg, hogy
az atiltetett szerv vagy szovet immunoldgiailag kompatibilis-e a recipienssel.
Amennyiben nagyon kiillonbozik, az azonnali kilokddést kivaltd £6 hisztokompatibilitasi
antigének lépnek miikodésbe (ezeket kodold gének az MHC régioban talalhatdak). Ha a
kilokddést sikertilne is elkeriilniink nem tudjuk, hogy a rovidebb élettartamu allatok
szervei mennyi ideig lennének hasznalhatbak a hosszabb élettartami ember
szervezetében vagy mindig ,.cserélni” kellene-e Oket. Illetve az allati horizontalis
helyzetl sziv képes lenne-e a fliggdleges tartasti emberben megfeleld erével pumpalni?
A xenotranszplantacidé sordn szem eldtt kell tartanunk azt is, hogy kiillonb6zé fajok
szervezett és Osszehangolt immunoldgiai miikodésébe avatkozunk be. Vannak fajok
melyek szdmara egyes korokozok elleni védekezés jelentéktelen, mig masok szamara
ugyanaz halalos kimenetelii. Szamos allati virus szerkezetileg, viselkedésében hasonlit
az emberi virusokra, és néhanyrol bebizonyosodott, hogy képes atkeresztezddni
emberekre is.

Nagyon sok betegség iranti fogékonysag Osszefiiggésben van bizonyos MHC gének
alléljaval. Az MHC-géntermékek szerkezetének és a molekula funkciojanak
megismerése Uj terapids probalkozasokhoz vezetett (MHC-terapia), melynek soran a
betegségre jellemz6 MHC-molekula megfelel6 részével torténd immunizalassal az adott
MHC-allélre specifikus immunvaélaszt véltanak ki abban a reményben, hogy ez az
autoantigén prezentalasat megakadalyozva fajlagosan éllitja le az autoimmun betegséget
kivalté folyamatot (GERGELY, 2000). Az MHC génekrdl vald szélesebbkorti ismeret

sokban hozzajarulna a xenotranszplantacio soran felmeriild akadalyok lekiizdésében.
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1.3. Célok

Dolgozatom genetikai tdvolsag becslés részének céljai a kovetkezok voltak:

1.

olyan mikroszatellit markerek kivalasztasa amelyekkel a cigdja és zackel
fajtakorbe tartozd allomanyok genetikai tdvolsdg vizsgalata konnyen ¢&s
pontosan elvégezheto;

a kivalasztott mikroszatellit markerekkel meghatdrozni a genetikai variabilitast,
genetikai rokonsagot, kiillonbséget a vizsgalatba vont dllomanyok kozott;
eredményeink Osszevetése masok vizsgalatanak eredményeivel,

meghatarozni, hogy a f6ldrajzi elkiiloniilés id6vel egyiitt jar-e genetikai

elkiiloniiléssel.

A dolgozat immunogenetikai részében a kovetkezo célkitlizéseink voltak:

1.

génspecifikus, eredményesen hasznalhatd primerek tervezése a génkifejezddés
¢s polimorfizmus vizsgélathoz;

az MHC Ib gének kifejez0désének vizsgalata kiillonb6zo kort és ivara sertések
esetében mRNS szinten;

az MHC Ib gének polimorfizmus vizsgalata kiilonbozo fajtaji sertések

bevonasaval.
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2. Irodalmi attekintés
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2.1. A cigija jelentosége Magyarorszagon

Magyarorszagon négy olyan, Oshonos fajtaként nyilvantartott juhfajta 1étezik amelyet
meg kell drizniink. Ezek egyike a legdsibb fajtanak tekintett magyar racka, masik kettd
—az Oshonos cigdja €s a cikta- ugyan mashonnan kertilt hozzank, de az évszdzadok alatt

mindkettt nalunk tenyésztették és nemesitették tovabb (GASPARDY, 2001b).

A 18. szazad végétol kezdddden az 6shonos allomanyokat a merind juh hattérbe
szoritotta, els0sorban a kivdlo gyapjatermelése miatt. Mar szinte teljesen
felszamolodtak a hagyomanyos fajtdkat tartalmazo alloméanyok, amikor kozponti
segitséggel, az allami génmegdrzési program keretében sikeriilt a megmaradt allomanyt

fenntartani (BODO és mtsai, 2002).

A Dbiodiverzitas jelentdségének, fenntartdsanak eldtérbe keriilésével, valamint a
kornyezetkiméld gazdalkodassal a hagyomanyos juhfajtdk tenyésztése egyre inkabb
elterjed, mivel ezek a fajtak felelnek meg leginkdbb az extenziv tartasnak (OLAH,
2002). Az 6shonos populaciok altaldban nagyon kicsik, fenntartasuk a hagyomanyos
tenyésztési mdodszerekkel nem mindig konnyti. Fontos, hogy az egyes fajtakban jelenleg
meglévo géneket megorizzilk. Ma mar nem tudjuk, hogy ezekben a fajtakban eredetileg
milyen gének és milyen gyakorisdggal fordultak eld, csak feltételezziik, hogy a mainal
tobb gén volt jelen, igy a gének tovabbi elvesztését meg kell akadalyoznunk (FESUS,
1997b).

A magyarorszagi torzskos nyilvantartdsban szerepld tenyészkosok megoszlasa

fajtacsoportonként 2005-ben az alabbiak szerint alakult (1. dbra):
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1. abra: Torzskonyvi nyilvantartdsban szerepld tenyészkosok fajtacsoportonkénti

megoszlasa
Tejhasznu
fajtak;
0,
Meriné és 10%
hosszugyapjas
fajtak; Oshonos fajtak;
42% 27%

Husfajtak;
21%

Forras: Magyar Juhtenyésztd Szovetség, 2005

Oshonosként a torzskos nyilvantartisban szereplé kosok fajtankénti megoszlasat a 2.

abra mutatja:

2. abra: Oshonosként nyilvantartott tenyészkosok fajtdnkénti megoszldsa

Tejel6 cigaja

Gyimesi racka 4%

19% Cigaja

Fekete racka
18%

Fehér racka
30%

Forras: Magyar Juhtenyésztd Szovetség, 2005
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A magyarorszagi torzskonyvi ellendrzésben szerepld anyajuhok megoszlasa

fajtacsoportonként 2005-ben az alabbiak szerint alakult (3. dbra):

3. ébra: Torzskonyvi nyilvantartasban szerepld anyajuhok fajtacsoportonkénti

megoszlasa
Merino és Oshonos fajtak
hosszugyapjas 19%
fgjt?k Tejhasznu
7% fajtak
8%

Husfajtak
36%

Forras: Magyar Juhtenyésztd Szovetség, 2005
Oshonosként nyilvantartott anyajuhok fajtinkénti megoszlasat a 4. dbra mutatja:

4. 4bra: Oshonosként nyilvantartott anyajuhok fajtankénti megoszlasa

Gyimesi racka Cigdja
18% 22%

Cikta
2%

Fekete racka
21%

Fehér racka
37%

Forras: Magyar Juhtenyésztd Szovetség, 2005
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2.1.1. A cigaja hazankba Keriilése

A cigdja régi 0nalld juhfajta, annak az Osi kis-dzsiai fajtakérnek a maradvanya,
amelybdl tobb kulturfajta is szarmazik. Kozvetetten a keleti vadjuhtdl vagy arkaltdl
(Ovis ammon orientalis) szarmazik (GASPARDY, 2000).

Az 0si cigdja a Balkanrdl felhuzdédott a Karpatok északi hegylancdig és eljutott a
magyar Alfoldre, s6t az akkori Magyarorszag északi teriileteire és Bohémidba is. Egy
masik része a Fekete-tenger keleti partvidékén haladva Krimben és Dél-Ukrajnaban érte
el tenyészteriiletét (SCHANDL, 1955, cit.: KUKOVICS és JAVOR, 2002a). Mivel a
Karpatokban a racka, az Alfoldon a merind valt uralkoddva ezért nagyobb életteret nem
tudott hoditani maganak (DUNKA, 1997).

Hazéankba a fajta az 1700-as évekbe kertilt, mivel a hazai posztogyarak igénye és Brasso
gyapjukereskedelme arra 0sztonozte az erdélyi gazdakat, hogy durva gyapjas curkan
(erdélyi racka) 4allomanyaikat finomabb gyapjat termeld cigdjara cseréljék
(RODICZKY, 1904; cit.: GASPARDY, 2002). A Dunantilra a fajta egyedei bemutatas
¢s kiprobalas céljabol megrendeléssel és szallitassal keriiltek a 1800-as évek masodik
felében. A fajtat az 1896-ban rendezett budapesti milleniumi allatkiallitdson mutattdk be
el6szor a nagykozonségnek (GASPARDY, 2001a,b).

Az elsd vilaghdboru alatt a hazai cigdja éallomany jelentésen csokkent, mivel
tenyészteriiletei kulfoldre keriiltek. Molddvidban a cigdja uralkod6 fajtava valt,
Romadnidban és Szlovakidban a masodik legfontosabb fajta lett, hazankban is mindig
jelen volt a juhallomanyunkban (1-10 szazalék kozott), azonban vezetd fajtava sohasem
valt, mivel a merindt és az itt levd rackat (curkant és valtozatait) nem tudta kiszoritani
(KUKOVICS ¢és JAVOR, 2001). A habort utan a cigja tenyésztése szinte csak Bacs-
Bodrog és Csanad, illetve Pest varmegye déli részén maradt meg. A két vilaghaboru
kozott kedvezd tulajdonsdgai miatt a paraszti gazdasagokban mint fejosjuh kezdett
terjedni (GASPARDY, 2002).

A cigaja juhrél az elsé magyar nyelvii tanulméanyt 1885-ben Szentkiralyi Akos kozélte a
Mezbgazdasagi Szemle XI. fiizetében. Festetics Imre 1819-ben —a Mendel-i cikk elott
majdnem 50 évvel- megfogalmazott néhany genetikai torvényt a cigdjara alapozva

(BODO, 2001)
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2.2. Néhany cigaja és zackel fajtakorbe tartozo fajta fenotipusos eltérésének

bemutatasa

Jelentés kiilonbségek vannak az egyes valtozatok kozott testméretben (1. tablazat),

testsulyban, termelésben, szinben.

1. tablazat: Testméretbeni kiilonbségek az egyes cigdja €s zackel fajtakorbe tartozo

valtozatok kozott

Valtozat Kifejlett kos Kifejlett anya
Elésﬁly Marmagassag Elésﬁly Marmagassag Forras
_ (kg) (cm) (kg) (cm)
alban 44 66 37 60 FAO, 2001
bolgér* 70-85 - 50-55 - Dimov, 2000
cseh’ 65-80 72- 40-45 60-67 Matlova, 2001
magyar Kukovics, 2000;
p * 70-85 75-80 50-55 60-65 Gaspardy és mtsai,
oshonos
2001
magyar Kukovics, 2000;
A 100-140 90-100 75-90 75-80 Gaspardy és mtsai,
tejeld
2001
mongol’ 72 72 53 66 FAO, 2001
orosz cigdja  50-100 ; 40-60 i VERESS és mtsai.,
1982
D 75-80 - 50-55 - Nagy, 2000
. VERESS ¢és mtsai.,
roman cigaja 53,2 - 37,9 - 1982
romar, 90-110 . 70-75 - Padeanu, 2001
banati
oman 70 ; 50 ; Padeanu, 2001
kovasznai
szlovak" 65-75 70-75 40-45 60-65 Gyarmathy, 2000
szerb csOkai.  110-120 70-85 70-75 60-75 Major, 2000
szerb
pvinicki 130-160 85-110 90-120 75-85 Major, 2000
(zombori)*
e . VERESS és mtsai.,
torok sakiz - - 45 - 1982
ukrén azovi - - 70-75 - Okhatinova, 1983
, , Samoilenko €és
ukran krimi 80-90 - 42-50 - mtsai., 1978
gorog i i 38 i www.tiho-
kivircik hannover.de, 1998

Forras:  KUKOVICS és JAVOR, 2002a

18



Romdnia

A cigdja Romaniaban fekete, fehér, vorosbarna és sziirke szinvéltozatban fordul eld.
1970-ben az egész juhallomany 33,3%-4t tette ki (VERESS ¢&s mtsai., 1982). Az 1980-
as évek kozepén 2,5 millid cigédja juhot szdmlaltak Romania teriiletén. Azonban mara ez
a létszam drasztikusan lecsokkent, és ma kortlbelil 1 millio egyedet becsiilnek.
Romanidban a tenyésztési programok a tejtermeloképesség fejlesztését célozzak
mindegyik fajtaban (KUKOVICS és JAVOR, 2002a).

Az erdélyi cigaja (0si tipus) dongasabb, viszonylag rovid 1abu, hosszabb testli hegyi juh.
Az id6k folyamdn ez a valtozat a magyar Alfoldon zomokebbé valt, magassagaban,
hosszusagdban, farszélességében is nott, szélesebbé valt (GASPARDY, 2001a,b). Az
anyak szarvatlanok, a kosok szarvaltak (www.tiho-hannover.de).

A cigdja név eredetét nem tudjuk pontosan. Magyar teriileteken a roman kolcsonszonak
tartott cigdja néven emlitik, de 1éteznek masok is, mint a berke Haromszéken, a zombori
juh Banatban, az olah juh Gomorben. A cigdja sz6 (tigaie) romanul rovid, finom, lagy
gyapjut jelent, techat a gyapju tulajdonsagra vonatkozik (GASPARDY, 2001la).
Banatban, és a Teleorman régiokban fekete (fejii) cigajat tartanak (KUKOVICS és
JAVOR, 2002a).

1.kép: Fekete feji cigdja Teleorman régiobol

Fot6: Padeanu, I. (KUKOVICS és JAVOR, 2002a)

A barnés vorhenyes pofaju €s 1abti kovasznai valtozatbol mintegy 5000 egyedet tartanak
Erdélyben ¢s 30 000 egyedet Kelet-Romaniaban. Ennek a roman neve rugine (rozsdas).
Ez ismeretlen ardnyban merind gént hordoz (NAGY, 2000; cit.: KUKOVICS ¢és
JAVOR, 2002a).
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2.kép: Kovasznai ,,rozsdas” cigdja

Fot: Padeanu, I. (KUKOVICS és JAVOR, 2002a)

Bulgdria

Bulgéria eltérd foldrajzi fekvésével is magyardzhatod (siksdgok, dombok, hegyek) az
eltérd juhfajtak jelenléte. Mig a sik teriileteken leginkabb tejeld fajtak talalhatéak, mint
a pleveni feketefejli juh, foltos fejii maritza juh, fehér maritza juh illetve ezek
keresztezései. A hegyes, dombos vidékeken a cigaja, karakachaska juh és mas helyi
fajtak a legelterjedtebbek. Az 1950’es években szovjet cigdja fajtakkal keresztezték a
helyi hegyi juhokat, igy egy 0j bolgar fajta alakult ki. Ennek két {6 tipusa van, az észak-
nyugati és a dél-bulgariai. Ezek teljesen fehérek, azonban a bolgar cigajanak tarka és
darus véltozatai is vannak (KUKOVICS és JAVOR, 2001). Egyes tenyésztok szerint
nem, masok szerint a pleveni feketefeji juh is a cigaja fajtakorbe tartozik. Ennek a
kideritésére a vizsgalatainkban szerepel a pleveni feketefejii és a maritza juh is. Az
kétségtelen, hogy a fekete fejli, 1abu szarvatlan tejeld pleveni feketefejli juhnak van a
legmagasabb tejhozama, 200-500 1 (www.eurocon.net). A bolgar cigdja 1étszdma az
utobbi évtizedekben jelentdsen lecsokkent, és az 4llomanyok elsésorban a Rodope
hegységben taldlhatéak (Rodope) (TENEVA, 2005). 1999-ben a cigéja 1étszam 432 000
egyed volt, amelyek elsésorban az orszag két részén oszlanak meg. Eszak-nyugaton a
staroplaninski, mig délen a rodopski cigaja valtozatot tenyésztik (DIMOV, 2000; cit.:
KUKOVICS és JAVOR, 2002a).
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Fotd

Szerbia és Montenegro

A mai Szerbia és Montenegro teriiletén juhokat mar a neolitikus korban is tartottak. A
cigdja fajtat kizarolag a Vajdasdgban tenyésztik. A néha kékesbe hajloé baranybundat a
Délvidéken orgona szinnek (jorgovan) nevezik (GASPARDY, 2001). Kifejlett korra a
fejiik ¢s labaik szine fekete lesz, a test tobbi részén fehér a gyapju szine. A bacska-,
banati teriileten a csokai és a zombori valtozatot tenyésztik. A zombori valtozat
nagyobb sulyu és jobban tejeld, ennek a hazai képviseldi Cegléden a Lédeci Bend
allomanyat képezik. A vajdasagi cigdja 1étszdm nagyobb szazalékat, mintegy 30 000
egyeddel, a zombori valtozat teszi ki, mig a csdkai valtozat mintegy 8000 egyedet
szamlal (DUNKA, 1997; MAJOR, 2000; cit.: KUKOVICS és JAVOR, 2002a).

Szerbia és Montenegré teriiletén a pramenka a fo tejeld tipusu juhfajta, ami a zackel

fajtakorbe tartozik (70-150 kg/laktacid) (www.fao.org).

Foté: Cinkulov, M.
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5.kép: Szerb csokai cigdj

Fot6: Cinkulov, M.

6.kép: Svrljiska pramenka anyajuh

Fot6: Cinkulov, M.

7 kép: Svrljiska pramenka kos

Foto: Cinkulov, M.



Oroszorszag, Ukrajna

Altalaban a cigaja valtozatok feje és laba sotétebb szinii, de az orosz- ukran egyedek
fehérek. A fehér cigdja messzirdl konnyen Osszetéveszthetd a merindval a siirti gyapja
miatt, azonban kozelebbrdl jol latszanak a merind nyak rancai, amelyek viszont

hianyzanak a cigajanal (KUKOVICS és JAVOR, 2002a).

Albdnia

Albanidba szerb cigdja allomanyokbol keriiltek be az elsé egyedek. Elsdsorban az
orszag nyugati és kozépso teriiletein fordulnak el6 a cigdja allomanyok. Pontos adatok a
juhok 1étszamardl nincsenek, de mintegy 40 000 egyedre becsiilik. A FAO (2001) adatai
szerint a 1étszdm novekvd tendencidju. A gyapju szine fehér, a fejen is. A kosok
szarvaltak, mig az anydk nem. Helyi neviik Cigaja (www.tiho-hannover.de).

Albéanidban a cigdja fajtat a dombos illetve hegyes teriileteken tenyésztik ¢s elsésorban
keresztezésekhez hasznaljak a helyi fajtdk termeldképességének fokozasa céljabol. A
fajtatiszta cigdja allomany novekszik az utobbi években, kosokat elsdésorban Szerbia és

Montenegrébol importalnak (KUKOVICS és JAVOR, 2002a).

Szlovdkia

Az 1700-as években keriilt a fajta a mai Szlovakia teriiletére, ahol elsdsorban a
hegyvidéki, dombos teriileteken ma is jelen van mintegy 120 000-es 1étszammal. Helyi
neve a fajtanak. cernohubka, cigaja, tigaie, tsigai, tsygaja (http://www.uvtip.sk). A
fejiik, labaik szine barna vagy fekete, a test tobbi része fehér. Nagyon ritkdn az egész

bunda szines (KUKOVICS és JAVOR, 2002a).

8.kép: Szlovak cigdja anyajuhok

Foté: Kukovics, S. (KUKOVICS és JAVOR, 2002a)
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Gordgorszag, Torokorszag

A kivircik elsdsorban Torokorszag nyugati, észak-nyugati részén eléforduld tej és
hushasznu fajta. A cigaja fajtakorbe tartozik. Tobb szinvaltozata van, igen hasonlit a
karnobathoz ¢és a cigdjahoz. A kosok szarvaltak, mig az anyak szarvatlanok (MASON,
1996). Eszak-kelet Gorogorszagban, Thrace régidban is megtalalhaté a kivircik fajta
(helyi nevén: Thraki, Kivircik). Bundaja szine fehér, de a fej koriil €s a ldbon barna,
fekete foltos (www.tiho-hannover.de). A tejtermeldképesség javitdsa céljabol a fajtat
kelet-frizzel javitottdk (SONMEZ, 1977).

A gorogil chios, torokiil sakiznak nevezett fajta tejeloképessége jo (120-180 kg) és a
szaporasaga is nagy (VERESS ¢és mtsai., 1982).

A gorog szigeteken chios néven tartott fajta neve sakiz Torokorszagban. Ez a fajta
legnagyobb valodsziniiséggel a gorég zackel ¢és a torok zsirfark karaman
keresztezésével jott 1étre (www.fao.org). Kozeli rokona az awassi fajta (VERESS és
mtsai., 1995).

A gokceada a zackel fajtakorbe tartozd harmashasznositdsu juhfajta, mely egész
Torokorszagban tenyésztett. A bunda szine fehér, a szemek, orr és fiilek kornyékén
fekete foltokkal tarkitott. A kosok szarvaltak mig az anyék szarvatlanok (www.tiho-

hannover.de).

Horvdtorszag

Horvétorszagban mintegy 20 kiilonb6z6 juhfajtat tenyésztenek amelyeknek mintegy
fele a hagyomdanyos fajtak korébe tartozik. Ezek azonban idegen fajtdk hatasait
hordozzak (BRADIC, 2003). A horvat cigdja, amelyet els6sorban észak-illetve kozép
Horvatorszagban tenyésztenek, jelentds mennyiségli merin6 vért hordoz. Egy genetikai
tavolsag vizsgalat eredményei szerint jelentdsen eltér genetikai szerkezete a dubrovnik
¢s krk juhoktdl (BRADIC és mtsai., 2004). A gyapja szine fehér, azonban a labon és a

fejen fekete illetve barna.
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9.kép: Horvat cigdja anyajuhok baranyaikkal

Fot6: Kusza,Sz.

Magyarorszag

Ma hazankban a Magyar Juhtenyésztd Szovetség ¢€s az Orszdgos Mezogazdasagi
Mindsitd Intézet kétféle cigajat kiillonboztet meg, az egyik az 6shonos (Un. génrezerv,
termelésre irdnyuld szelekcio nélkiil), a masik a tejtermelésre szelektalt valtozat
(BODO, 1997; SAFAR, 2001). Azonban mégsem csak e két valtozat talalhatd az
orszagban. Szamos, egymastdl testméretben, hasznositasban is kiilonb6z6 véltozat van
jelen az allomanyainkban (KUKOVICS és mtsai., 2004).

A kifejlett anyak testsulya és testméretei a 2. és 3. tablazatban lathatéak. A kosok
nagyobbak, nehezebbek és ma mar csak kis résziik visel s6tét szini, masfél korivet leird
szarvakat, igy fenndll a szarvaltsag elvesztésének veszélye. Az anyajuhok szarvatlanok,

csak kis résziiknek van sarlo alaka un. kecskeszarva.

2. tablazat: A cigédja anyajuhok testméretei

Tulajdonsag Régi atlag Jelenlegi 6shonos atlag Tejelo tipus atlag

Testsuly, kg. 41,4 53,4 76,0
Marmagassag, cm. 65,0 67,5 73,8
Torzshossz, cm. 72,2 75,0 79,6
Mellkasmélység, cm. 35,3 35,1 34,8
Dongéssag, cm. 24,1 243 25,0
Ovméret, cm. 83,0 91,4 104,6
Farszélesség, cm. 18,1 24,4 28,7
Szarkorméret, cm. - 8,5 10,1
Fejhossz, cm. - 22,1 25,6

Fiilhossz, cm.

SSZ, ¢ - 13,9 20,4
Forras: GASPARDY ¢s mtsai, 2001
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3. tdblazat. A zombori- és a csokai cigaja valtozat néhany fontos testmérete

Tulajdonsagok Zombori valtozat Csokai valtozat
Marmagassag, cm 78,3 65,4
Mellkasmélység, cm 37,0 33,6
Torzshossz, cm 93,0 71,7
Szarkorméret, cm 8,9 8,1

Forras: GASPARDY ¢és mtsai, 1998

Oshonos cigdja

10.kép: Magyar 8shonos cigdja kos 11.kép: Magyar 6shonos cigédja anyajuh

Foto: Kukpvs, S. Foto: Kukqvics, S.
(KUKOVICS és JAVOR, 2002a) (KUKOVICS és JAVOR, 2002a)

A fej kozépnagy, az anydknal megnyult, a kosoknak rovidebb, szélesebb, durvabb. A
homlok domboru, az orrhat az anyadkon enyhén, a kosoknal kifejezettebben domboru.
Az anyak sutdk vagy sarlo alaku szarvuk van, a kosok egyik része suta, masik résziik
masfél korivet leird erds, csigas szarvat visel szorosan a fejhez simulva (VERESS ¢és
mtsai., 1995). Sziirke a korom és a szarvalt egyedek szarva is. Az ajkak kozepes
finomsaguak. A szemek nagyok, sotétek €s igen élénkek. A fiilek kézepesen hosszuak.
A nyak kozepesen izmolt és rancmentes, a vallak jo kotésiiek, a mar kozepesen széles és
izmolt. A hat és agyék egyenes, aranylag hossza €s kozepesen izmolt. A torzs a fiatal
korban a jol taplalt egyedeknél hosszu, mély €s dongas. A has a kosoknal hengeres,
anyaknal terjedelmesebb. A far enyhén lejtds, kozepes hosszusdgu, szélességii,
izmoltsagl, sokszor csapott. Csontozata erdteljes. A tdgye jol fejlett. A végtagok
aranylag hosszuak és mérsékelten izmoltak. A fej és a labak feketék, sotétbarndk vagy
barndk. A boér tomor, rugalmas, enyhén pigmentalt vagy husszini (MUCSI, 1997).
Rancnélkiili, csupan a baranyok esetében talalhatdéak kisebb rancok (IVANOV, 1951).
A szaj nyalkahartydja és a nyelv palasziitke. A bunda fehér, fiirtds szerkezetii, sok

egyednél tlizdelt. A baranyok szine homoksziirke, sargasbarna vagy sotétbarna, de
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elobb-utobb mindegyik bundaja kifehéredik. A bunda csak a nyakat és a torzset fedi.
Lenyulik a 14abtoig, illetve a csankig, gyakran azonban csak az alkar feléig, illetve az
alcomb kozepéig. Egyes egyedeknél a homlokra is raterjed a gyapju, €s a has kdzepén is
talalhatd, de nem jellemzdje a fajtanak. A szOrzet szine a fejen és a labvégeken barna,
barnasfekete, fekete (MUCSI, 1997). Tenyésztési célja a fajta genetikai képességének
megdrzése, illetve genetikai variancidjdnak fenntartdsa, a szilard szervezete és nagy
ellenalloképességének megtartasa (GASPARDY, 2002). A torzskonybe keriilés
feltételeit a 4. tablazatban mutatjuk be.

4. tablazat: Az 6shonos cigaja torzskonybe kertilésének feltételei

Torzskonyvbe keriilés feltételei ndivar himivar
Eletkor elsé elléskor, maximum (ho): 30 -
Egy napra jut6 baranykori testsuly, minimum (g/nap): 150 200
Testsuly éves korban, minimum (kg): 35 45
Biralati pont: M 93

Forras: http://www.majusz.hu

Tejelo cigaja

12.kép: Magyar tejelo cigaja kos 13.kép: Magyar tejeld cigdja anyajuhok

o

.Kkovs, S. * Foto: ics, S.
(KUKOVICS és JAVOR, 2002a) (KUKOVICS és JAVOR, 2002a)
A kozepesnél nagyobb testli, ellenalld, edzett, igen élelmes fajta. A fej kozépnagy, a
kosokndl ardnylag rovidebb, szélesebb és durvabb. A homlok dombord, az orrhat
domboru, jellegzetes ,kosorr” (ROZSAHEGYI ¢és IZSAK, 2002). Az anyak
szarvatlanok, a kosok szarvaltak de lehetnek sutdk is. A fiilek nagyok, hossziak és
lelogok. A nyak kevéssé izmolt, a mellkas mély, néha lapos, a hat hosszu a far rovid,
esetenként csapott. A hat és agyék egyenes, aranylag hosszu és kozepesen izmolt. A far
enyhén lejtds kdzepes hosszliisagu szélességli, izmoltsagl, sokszor csapott. A togy jol
fejlett, szilard illesztésti. A végtagok hosszuak €s mérs€kelten izmoltak. A fej és a labak

feketék vagy barndk. A bor pigmentalt, a szaj nyalkahartydja és a nyelv palasziirke. A
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bunda fehér, fiirtds szerkezetii, sok egyednél tiizdelt, de eléfordul fekete szinii is. A
baranyok erds felszorzettel sziiletnek, melynek szine fekete, sotétbarna, de kifehéredik.
A szdrzet szine a fejen és a labvégeken barna, barndsfekete, fekete. Az atlagos
alomnagysag 1,2-1,6. JOl tejel, a baranyvalasztas utdin még 5-6 honapig fejhetd, €s igy
110-120 liter tejet ad (KUKOVICS, 2000). Tenyésztési célja a tejtermelés, a
szaporasag, ¢és a baranynevel0 képesség javitasa, mikozben a szilard szervezet €s a nagy
ellenalloképesség is megmarad. Tovabbi cél a félintenziv tartdsi- takarmanyozasi
feltételeknek megfeleld tejeld tipus kialakitasa, illetve folyamatos javitasa. A

torzskonyvbe kertilés feltételeit az 5. tdblazatban mutatjuk be.

5. tablazat: A tejeld cigdja torzskonybe keriilésének feltételei

Torzskonyvbe keriilés feltételei ndivar himivar
Eletkor elsé elléskor, maximum (ho): 30 -
Egy napra jut6 baranykori testsuly, minimum (g/nap): 200 230
Teststly éves korban, minimum (kg): 40 50
Tejtermelés elsd laktacioban, minimum (kg): 50 -
Biralati pont: M 93

Forras: http://www.majusz.hu

Az Oshonos ¢és tejeld valtozat gyapjutulajdonsdgaiban levd kiilonbségeket a 6.

tablazatban mutatjuk be.

6. tablazat: A cigdja anyak gyapjutermelési tulajdonsagai

Tulajdonsag Oshonos cigaja  Tejel6 cigaja
Nyirdsuly, kg 2,8 4.4
Fiirthosszusag, cm 7,2 10,7
Szalfinomsag: 33,5 39,6

-lapockén 32,3 38,1
-faron 34,6 41,1
Medullaltsag, %: 2,2 3,6
-lapockan 1,9 3,0
-faron 2,5 472
Paszmakiegyenlitettség, %: 24,8 23,7
-lapockan 24,1 23,1
-faron 25,4 24,2
fveltség, per 1 cm: 3,7 3,7
-lapockan 3,6 3.8
-faron 3,8 3,6
Bundakiegyenlitettség, %o: 94,8 92,9

Forras: GASPARDY és mtsai, 2002
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KUKOVICS és mtsai. (2004) a magyar cigdja valtozatok testméretbeli eltéréseit
vizsgaltak. A kovetkezoket allapitottak meg:

» A magyar allomany tulajdonsagaira foleg a Jugoszlaviabdl szarmazd cigdjak
voltak hatéssal.
» Sem az dshonos sem a tejeld cigaja allomanyunk nem tekinthetd egységesnek,

szamos valtozat talalhato benniik.

Az elozoekben bemutatott eredmények is aldtdmasztjak, hogy sziikség volt
vizsgalataink elvégzésére, hogy meg tudjuk hatarozni a genetikai kiilonbségeket az
eddig egy fajtdba, fajtakorbe tartozd allomanyok kozott. Dr. Kukovies Sandor €s Dr.
Kristaqg Kume vezetésével indult meg egy eurdpai regiondlis program keretében
vizsgalatunk. Ennek a programnak a célja volt, meghatdrozni Kelet -, Ko6zép és Dél-
Eurdpaban taldlhatd helyi, sok esetben veszélyeztetett 1étszamu juhfajtdk, allomanyok

genetikai tavolsagat, és ezaltal eldsegiteni génmegdrzésiiket.

14 kép: Csdkai cigaja

Fot6: Kusza, Sz.
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15.kép:Erdélyi rozsdas cigdja (Jucu-Zsuku)
. , 'T?.". -" 5 ' : 3

Foto: Pl, .

2.3. A fajta létszama, veszélyeztetettségi besorolasa

Jelenleg a fajta csak a Cseh Koztarsasigban van veszélyeztetett létszamban
(KUKOVICS ¢és JAVOR, 2002a). Veszélyeztetett 1étszamrol a FAO szerint akkor
beszEliink, ha a megsziiletett néivart egyedek szama a fajtaban 100 és 1000 kozott van,
mig kritikus helyzetrél akkor ha 100 alatti a néivart egyedek szama (FAO 2000).

A magyar és a vajdasagi cigaja létszama is a veszélyeztetett kategdridban van, azonban
ez a 1étszam megorzo tevékenységekkel még fenntarthatd. Ezek az allatok a nemzeti
parkok, néhany gazdasagi tarsasag és magan tenyésztd allomanyat alkotjak.
Magyarorszagon, Szlovakidban, Albanidban ¢és Horvatorszagban az utdbbi években
emelkedett az dllomany létszdma, de Bulgaridban, Romanidban, és Ukrajnaban tovabbra
is csokken a létszam (DIMOV, 2000, GLAZKO, 2001, PADEANU, 2001; cit.:
KUKOVICS és JAVOR, 2002a).
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2.4. A cigaja allomanyok keresztezései

Az alban cigajat Jugoszlavidbol szadrmazo cigajakkal keresztezték (www.tiho-
hannover.de; KUME, 2000; cit.: KUKOVICS és JAVOR, 2002a).

Bulgaridba a mésodik vilaghabort utan vitték be a cigajat, amit késobb orosz algyski- €s
priazovski cigdjaval kereszteztek (KUKOVICS ¢és mtsai., 2004).

A volt Szovjetunié utodallamaiban angol fajtakat hasznaltak keresztezésekben a cigaja
hustermeld képességének javitdsa céljabol. Ennek eredményeként 1) vonalakat
tenyésztettek ki, mint példaul az algyski- , priazovski-, azov-, transvolga cigéjat
(KUKOVICS és JAVOR, 2002a).

Jugoszlavidban a zombori és a csdkai cigdjat suffolkkal kivantak keresztezni, azonban
igy a csdkai cigdja siiritett ellési hajlamat, a zomborinak a tejeloképességét rontandk
(BODO és VERESS, 1997).

Horvatorszagba a 18., 19. szizadban és a masodik vilaghaboru utan jelentds
mennyiségben hasznaltak merin6t a keresztezésekhez (BRADIC és mtsai., 2004).
Szlovakiaba a hagyomanyosnak tekinthetd valtozat Romaniabol keriilt be (KUKOVICS
¢s mtsai.,, 2004). Azonban az 1970°es évektdl Németorszagbol kelet-friz,
Franciaorszagbol lacaune fajtdkat hasznaltak keresztezésiikhoz (www.tiho-hannover.de,
GYARMATHY, 2000; cit.: KUKOVICS és JAVOR, 2002a).

A kovésznai tipust roman cigdja hordoz merin6 vért, azonban annak mennyisége nem

ismert (PADEANU, 2001; cit.: KUKOVICS és JAVOR, 2002a).

2.5. A cigaja termékei

A cigija f6 terméke ma is a tej (OLAH, 2002). Szamos tényezé befolyasolja a juhok
termelOképességét, ezek koziil néhany a kovetkezd: fajta, kornyezet, évjarat, kor, ivar,
stb. (KUKOVICS és JAVOR, 2002a). Altalaban elmondhat6, hogy az egyes termékek
ara novekvd tendencidju az utobbi évtizedekben, azonban az egyes orszagok kozott
kiilonbségek vannak. Az arviszonyok hatottak a tenyésztési célkitiizésekre is (JAVOR
¢s mtsai., 1998).
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2.5.1. Tej

A juh a tobbi allatfajhoz viszonyitva koncentraltabb tejet termel. A tej 6sszetétele az 7.

tablazatban lathatd. A juhtej csontfehér szinfi, kellemes szagu és izii.

7. tablazat: Az anyatej ¢s a tehén-, juh-,.¢s kecsketej Osszetétele

Tejalkoto Ertékek
Anyatej,% Tehéntej, % Juhtej, % Kecsketej, %

Fehérje 1,0 3.3 6,0 3,6
Tejcukor 6.9 4,7 5.3 4,5

Asvémyi anyag 0,2 0,7 1,0 0,8
Zsirmentes szarazanyag 8,1 8,7 12,3 8,9

Zsir 4.4 3,7 7,0 4,1
Szarazanyag 12,5 12,4 19,3 13,0

Energia, kcal/100g 71 65 108 69

Forras: SZAKALY és mtsai, 2001

Az egyes orszagok valtozatai kozott kiilonbségek vannak a tejeloképességiiket tekintve

(8. tablazat).

8.tablazat: Kiilonbozo juhfajtak tejtermeldképessége

Fajta Tej, 1)  Forras

bolgar pleveny feketefejli 171,8 Tanev és Dimov, 1970
bolgar cigija 87 Stojanov, 1965

cseh cigaja 152,3 Mikus, 1976

0rosz cigaja 73,4 Tanev és Dimov, 1970
szerb cigéja 98-132  Isakov, 1929

pramenka (Bosznia-Hercegovina) 70 Zdanovski, 1947

pramenka (Dubsko-Bosznia) 150 Zdanovski, 1947

roman cigaja 146 Tafta és mtsai, 1962

torok sakiz 205 Sonmez és Wassmuth, 1964
torok kivircik 56 Sonmez és Wassmuth, 1964

Forras: VERESS és mtsai., 1982
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Kiilonb6z6 juhfajtdk kolosztrumanak és tejének vizsgalati eredményeit a 9.tablazatban

mutatjuk be.

9. tablazat: Kiilonb6z6 juhfajtdk kolosztrumdnak és tejének széarazanyag-,

fehérjetartalmanak, fehérjefrakcioinak megoszlasa

Kolosztrum

szaraz-  0sszes valodi savo-  valodi savo- .

. . . . . . kazein hamu

Fajta anyag fehérje fehérje fehérje fehérje (/100 g) (/100 g)

(2/100g) (g/100g) (g100g) (z/100g) (g100g & 8 ETTE
magyar
féstis- 34,80 19,47 19,00 13,25 12,76 6,31 1,060
merino
awassi 34,79 16,79 16,41 10,08 9,71 6,71 0,984
szarda 32,91 18,15 17,67 11,40 10,92 6,75 1,042
cigaja 30,93 15,03 14,45 9,95 9,37 5,08 0,936
cikta 30,46 15,30 14,88 8,86 8,44 6,44 1,072
fekete racka 41,91 21,10 20,47 14,98 14,35 6,12 1,121
fehér racka 35,80 19,62 19,05 12,08 11,53 7,52 1,108
karakiil 35,56 19,55 18,99 10,56 10,05 8,94 1,160
vadjuh 33,57 18,90 18,40 10,32 9,82 8,58 1,118
Tej

. .. L 1. , valodi
szaraz-  0sszes valodi savo- , .
savo- kazein hamu

Fajta anyag fehérje fehérje fehérje i
@100g) @100g) @100 @100 ol E1008 E109

magyar

fésiis- 18,79 5,94 5,70 1,32 1,08 4,61 0,953
merind

awassi 18,61 4,62 4,33 1,06 0,76 3,59 0,903
szarda 16,16 4,86 4,61 1,33 1,08 3,53 0,868
cigdja 17,60 5,53 5,18 1,54 1,19 3,99 0,895
cikta 17,15 5,21 4,96 1,33 1,07 3,88 0,918
fekete racka 15,75 5,52 5,22 1,23 0,93 4,29 0,885
fehér racka 16,71 5,92 5,67 1,30 1,05 4,63 0,901
karakiil 21,60 5,57 5,30 1,46 1,18 4,11 0,913

Forras: CSAPO és CSAPONE, 2002
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A kolosztrumok vizsgalata soran megallapitottak, hogy a cigdja, cikta és szarda
kolosztrumanak szarazanyag tartalma a legkisebb és a fehér és a fekete racka
kolosztrumanak szarazanyag-tartalma a legnagyobb (9. tablazat). A cigaja és karakiil
tejének a legnagyobb a savéfehérje €s valodi savofehérje tartalma. A kazeintartalma a
legmagasabb a fehér racka, merind, fekete racka tejének, mig legkisebb a szarda,

awassi, cikta és cigaja tejének (CSAPO és CSAPONE, 2002).

A legtobb anyat fejik Romaénidban, Szlovakiaban, Bulgéaridban, Albéanidban és
Moldavidban (DIMOV, 2000.; FAO 2001.; GYARMATHY, 2000.; KUKOVICS ¢és
JAVOR, 2001.; PADEANU, 2001.; cit: KUKOVICS és JAVOR, 2002a).
Csehorszagban korlatozott szamban fejik a ciggjadt (MATLOVA, 2001; cit.:
KUKOVICS és JAVOR, 2002a). Magyarorszagon az éshonos valtozatnak legalabb
felét, mig a tejeld valtozatnak minden egyedét fejik (KUKOVICS és JAVOR, 2001.).
Jugoszlaviaban altalanossagban a zombori cigajat (Pvinicki tipus) fejik, de a csokai
valtozatnak csak kis hanyadat hasznositjdk a tejtermelésben (MAJOR, 2000; cit.:
KUKOVICS és JAVOR, 2002a).

Altalaban kézzel fejnek, de fejégépet is hasznalnak Szlovakidban, Magyarorszagon és
Bulgariaban (DIMOV, 2000.; GYARMATHY, 2000.; KUKOVICS és mtsai, 2000; cit.:
KUKOVICS és JAVOR, 2002a). A gépi fejés draga Romanidban és Moldaviaban,
azonban a fejogépek szdma novekszik Romdanidban (PADEANU, 2001.; cit.:
KUKOVICS és JAVOR, 2002a). A kézzel fejés munkalehetdség az emberek (juhasz és
csaladdja) szdmara.

Az eredetileg Bulgériaban eldallitott kefir mellett szdmos mas tejterméket lehet a cigdja
tejbol késziteni: gomolyaturd, tard, feta sajt, joghurt és kaskaval sajt, stb. (DIMOV,
2000.; GYARMATHY, 2000.; KUKOVICS, 2000.; MAJOR, 2000.; NAGY, 2000.; cit.:
KUKOVICS és JAVOR, 2002a)

2.5.2. Hus

A cigdja hizékonysaga figyelemre méltd. Az iriiztetés terjedt el régebben, ma a
baranyhizlalas, bar a késon éré baranyok nem elégitik ki a korszerii igényeket. Husat az
egyik legjobb husféleségnek tartjak, kiillonosen a Balkéni orszdgokban kedvelik. A
cigaja husa kivalo, porhanyds, jo ize és illata van, nem faggya szagi. Régen a fekete

fejii cigdja husa rendkiviil kedvelt volt a torok szultdnok konyhajan. Még ma is a
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hagyoméanyoknak megfeleléen fogyasztjdk ezt a hust a Balkdn orszdgokban
(GASPARDY, 2000.).

Egy tanulmanyban 6sszehasonlitottdk a romdn cigdja és az erdélyi racka hustermeld
képességét, tomeggyarapodasat, hizékonysagat ¢és mindenben a cigdja bizonyult
jobbnak (CALIN és mtsai, 2002).

A cigdja baranyok egyre jelentdsebb részét értékesitik exportra, elsdsorban olasz €s mas

EU orszagok piacaira (pl. Gérdgorszag) (KUKOVICS és JAVOR, 2001.)

2.5.3. Gyapju

A juhtenyésztés céljat régen a gyapjutermelés hatdrozta meg, de ma a gyapju értéke
nagyon alacsony, melléktermékké valt. Régen a gyapju értékesitésébdl szarmazd
bevétel fedezte a téli takarmanyozas koltségeit, ma alig fedezi a nyirds és kezelés
koltségeit (FESUS és mtsai, 2002).

A cigdja gyapjubdl kevésbé finom textil, kotottaru termékeket készitettek; és jo
zsugorodasi képességének koszonhetden durvabb nemezt is készithettek (a hadsereg
szamadra, brassdi bolyhos textil, stb.). A cigdja gyapja firtmindségének koszonhetden
alkalmas gyapjutakarok készitésére is. A kalapkészitdk is szivesen dolgoztak vele.
Cigéja gyapju az alapanyaga az erdélyi rovid ujju gyapjas kabatnak, harisnyanak és
nadragnak. A 19. szazad els6 részében a szebeni kereskeddknek (Erdély) megvolt a

sajat gyapjukihozatali norméja a cigaja gyapjiira vonatkozolag is (GASPARDY, 2000.).

2.6. Genetikai tavolsag vizsgalatok

Az elmult évtizedek sordn nagyszamu genetikai diverzitas vizsgalat indult az egész
vilagon, kiillonosen a hazi allatok korében. Leginkabb hagyomanyos fajtak vagy egyedi
fenotipusos bélyegeket hordozd fajokat valasztottak a vizsgalatok alanyaul. A
kiskérodzok (juh, kecske) genetikai diverzitas vizsgalata is gyakoriva valt, kiilondsen
azokban az orszagokban ahol jelentds a kecske- illetve juhtenyésztés. Leggyakrabban a

vizsgalatokat vérbdl végzik, mikroszatellit markereket hasznalva (FAO, 2004).
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2.6.1. A genetikai vizsgalatok ,,alapja”

A gének egymas utan, meghatarozott sorrendben helyezkednek le a kromoszdman.
Bazissorrendje hatarozza meg a tulajdonsagokat kialakito fehérjék aminosavsorrendjét.
Ha a bazissorrend megvaltozik, a kdédolt fehérje szerkezete, miikodése is valtozhat. A
gének miikodése harom formaban nyilvanulhat meg: replikdlédhat (a genetikai
informacio valtozatlanul keriil at egyik nemzedékrdl a mésikra); a genetikai informéaciot
hordozza; mutaciok kovetkezhetnek be (WEAVER és HEDRICK, 2000).

Héaromféle géncsoportot kiilonboztetiink meg: (1) proteint kodold gének (struktir
gének), amelyek atirodnak a hirvivd (messenger) (mRNS) molekuldba és ezutan
fehérjébe; (2) RNS-t meghatarozo gének (struktir gének), amelyek csak transzfer RNS-
be (tRNS), vagy riboszomalis RNS-be (rRNS) irddnak at és (3) szabalyozd gének
(regulator gének) (KING és STANSFIELD, 1990).

Mivel a gének dontd tobbségét a DNS (dezoxi-ribonukleinsav) épiti fel, a
kovetkezokben roviden, csak ezt mutatjuk be.

A DNS molekula tartalmazza a genetikai informaciét az eukariotakban. Két egymast
kiegészitd (komplementer) lancbdl all, amelyek jobbra csavarodd spiralt alkotnak (5.
abra).

A DNS molekula gerincét két parhuzamosan futd cukorfoszfat lanc képezi, amelyben a
cukor ¢s foszfat egységeket foszfodiészter kotések kapcsoljak Ossze. Ezen a két
parhuzamos, de ellentétes irdnyba futd gerincen négyféle bazis talalhat6 (adenin, timin,
guanin, citozin). Az egyik lancon 1év0 adenin a masik lancon 1évé timinhez két
hidrogén kétéssel kapesolddik, mig a citozin az guaninhoz harom hidrogén kotéssel. Igy
az egyik lanc bazissorrendje meghatdrozza masik lanc bazissorrendjét (WEAVER és

HEDRICK, 2000).
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5. abra: A DNS szerkezeti felépitése

Forrds: GARRETT és GRISHAM, 1999.

Régen a DNS molekuldnak azt a részEét nevezték génnek amely egy fehérje amindsav
sorrendjét kddolta. Ma azonban tudjuk, hogy a DNS lancnak csak egy kis része kodol
fehérjéket, masoknak szabalyozd szerepe van, és vannak olyan szakaszok is

amelyeknek még nem tudjuk a pontos szerepét (http://bio.univet.hu).

A DNS két tipusat kiillonboztetjiik meg: genomidlis DNS és mitokondridlis DNS (6.
abra).
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6. abra: A DNS tipusai

Genomialis DNS
e Mindkét sziil6tol oroklodik
e Atlagosan minden ezredik bazis polimorf
e Egyénenként kiilonb6zd

Mitokondrialis DNS

e (Csak anyai 4gon 6roklodik—legkozelebbi
rokonok a testvérek

e Atlagosan minden szazadik bazis polimorf

e A sejt 6ssz DNS mennyiségének 0,5-1%-a

o Kettdsszalu (H és L lanc), kor alaku
molekula

e 93%-a kodolo szekvencia, nagyon rovid
intronokat tartalmaz

o Kevés ismétlodést tartalmaz

N

Forras: http://www.fbi.gov/hg/lab/fsc/backissu/july1999/dnafl.htm

2.6.2. Leggyakrabban alkalmazott mddszerek bemutatiasa genetikai tavolsag

meghatarozasra kiilonboz6 allomanyok kozott

Korabban a genetikai tavolsdg vizsgalatok soran barmilyen mérhetd, lathato
tulajdonsagot illetve fehérje markereket (vércsoport, antigének, enzimek kiillonb6z6
formai) hasznaltak. Azonban a molekularis genetika gyors fejlodése altal ma mar
genetikai markereket alkalmaznak. A genetikai markerek elényosebbek mint a fehérje
markerek mivel nagyobb szamban vannak jelen ¢és valtozatosabbak. Azonban

alkalmazhatdsaguknak vannak feltételei:

konnyl kimutathatosag,

mutassanak polimorfizmust, legyen t6bb alléljuk a vizsgalt populacidban,
kodominans modon 6roklédjenek,

technikailag konnyen kezelhetoek legyenek,

minden laboratériumban vizsgalhatoak legyenek,

olcso, gyorsan vizsgalhatoak legyenek,

YV V.V V V V V

gyakori és véletlen eloszlastiak legyenek a kromoszéman beliil (FESUS,

1997).
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LIU (1997) megfogalmazasa szerint a DNS markerek a DNS lanc olyan specialis kis
szakaszai, melyek eltérést (polimorfizmust) mutatnak szekvencidjukban az egyedek
kozott az adott fajon, vagy fajtan belil. A marker lehet gén, a DNS egy kis szakasza
ismeretlen funkcidval vagy akar egyszerlien egy bazispar.

A genetikai markerek kimutatdsdra korabban hibridizacios moddszereket, mig ma

polimeraz lancreakciét (PCR) hasznalunk.

A juhfajban leggyakrabban alkalmazott markerek genetikai tavolsag meghatarozasra:

e DNS ujjlenyomat vizsgalat,

o Véletlenszertien amplifikdlt polimorf DNS (RAPDs) (KANTANEN és mtsai,
1995; MATTHEWS és CRAWFORD, 1998),

e Restrikcids fragmenthossz polimorfizmus (RFLPs) (PARSONS ¢és mtsai, 1996),

e mtDNS vizsgalat (BRADIC és mtsai., 2005).

e Mikroszatellit (MOORE és mtsai., 1991; DIEZ-TASCON ¢és mtsai.,, 2000;
SHAY és mtsai., 2001; BUCHANAN ¢és mtsai., 1994; FARID és mtsai., 2000;
KAVAR és mtsai., 2002; ARRANZ és mtsai., 1998,2001; ALVAREZ és mtsai.,
2004; GRIGALIUNAITE ¢és mtsai., 2003; WALLING és mtsai., 2004; LI és
mtsai., 2004; GASPARDY ¢és mtsai., 2004; BUDURAM és mtsai., 2005;
GLADYR és mtsai., 2005; BANABAZI és mtsai., 2005).

A kovetkezd alfejezetekben a leggyakrabban alkalmazott modszereket mutatjuk be

roviden.

39



2.6.2.1. Vércsoport és fehérje polimorfizmus vizsgalat

Vércsoport €s fehérje polimorfizmus vizsgalatokat széles korben az 1950°es években
alkalmaztak. Elonye, hogy gyors, olcsd és megbizhatd eredményt ad, viszont friss vér
sziilkséges hozza. Az Oshonos és a tejeld cigdja valtozatok kozotti kiilonbség
kimutatdsara végeztek ilyen fajta vizsgalatokat (FESUS, 1974; FESUS és AL
DABBAGH, 1991; ANTON és mtsai, 1999; GASPARDY és mtsai., 1998).

A vércsoportok €s biokémiai polimorfizmusok exakt médon meghatarozhatéd kvalitativ
bélyegek. Az allomanyok vizsgélata soran a vércsoportok €s biokémiai polimorfizmus
gének gyakorisagat hatdrozzak meg, majd ezek ismeretében az egyes genotipusok vart
értékét, amit késdbb Osszehasonlitanak a kapott értékekkel. A vart és kapott értékek
Osszehasonlitdsa a populacio genetikai egyensulyi allapotarol, vagy annak hidnyardl ad
informaciot. Kis populacidk esetén veszélyt jelenthet a kis apadllat 1étszam, mivel

génfrekvencia véltozasokat eredményezhet (FESUS, 1997).

Az elsd immunogenetikai és biokémiai polimorfizmus vizsgalatok eredményei 1986-
ban jelentek meg, majd jabb vizsgalatokra keriilt sor a cikta allomanyban 1989-ben és
a cigaja allomanyban 1990-ben. A cigaja fajtat vizsgalva hat felmérés késziilt, nagyjabol
évtizedenként. Megallapitottak, hogy a hemoglobin A allél (Hb™) gyakorisaga az alfoldi
cigdja allomanyokban régebben nagyobb volt, és az dshonos dllomanyokban gyakoribb
mint a tejelé cigajaban (FESUS, 1974; FESUS és AL DABBAGH, 1991; GASPARDY
¢s mtsai., 1998).

Kiulf6ldon is zajlottak polimorfizmus vizsgalatok. Romanidban vizsgalatok folytak az
albumin tipusok gyakorisagdnak meghatarozdsara. Eredményeik szerint az Alb S allél
dominans az Alb F felett (MARIAN ¢és mtsai, 1980). A magyar allomdnyban csak az
Alb S allélt talaltdk meg ( FESUS és ALDABBAGH, 1991). Cseh cigajék transzferrin
valtozat vizsgalata soran arra jutottak, hogy nagyon alacsony gyakorisaggal, de a Tf K
varians csak a cigajaban fordul el6 (STRATIL, 1973). A szovjet allomanyok vizsgélata
soran Ot transzferrin valtozatot irtak le, ezek koziil a Tf C-nek volt a legnagyobb
gyakorisaga, mig a legkisebb a Tf E-nek (SPIRIDONOV, 1973).

A cigaja populaciok kozotti kiilonbségeket a hemoglobin allél gyakorisagi értékekkel
jellemezték (10. tablazat).
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10. tablazat: A hemoglobin allél gyakorisaga a kiilonboz6 cigéja populaciokban

Szerzo HbA HbB Orszag
Spiridonov, 1973 0.148 0.852 Szovjetunid
Lipecka-Tjankov, 1974 0.296 0.705 Lengyelorszag
Spiridonov-Mogoryan, 1976 0.148 0.852  Szovjetunio
Margetin, 1980 0.064 0.936 Csehszlovakia
Ivankovic és mtsai, 1985 0.010 0.990 Jugoszlavia
Zhabaliev-Bolotina, 1986 0.130 0.870  Szovjetunid
Fésiis-Al Dabbagh, 1991 0.0595  0.9405 Magyarorszag
Fésiis-Al Dabbagh, 1991 0.0163  0.9837 Magyarorszag

Forras: KUKOVICS és JAVOR, 2002a

2.6.2.2. DNS hibridizacio

A DNS hibridizaciét az 1960’as években fejlesztették ki és ez volt az elsé olyan
moddszer amellyel az eukaridta genomot vizsgaltdk ¢&s hasznaltdk evollcids
vizsgalatokhoz. A hibridizacids technika nagy mennyiségli szekvenciabeli eltérésrol ad
atlagos értéket (SIBLEY ¢és AHLQUIST, 1990). Féeml6sok, huasevok és madarak
genetikai tdvolsdg meghatarozasa soran is alkalmaztdk (O’BRIEN ¢és mtsai 1985;

SIBLEY és AHLQUIST, 1990).

A vizsgalat soran nukleinsavakat hasznalnak probaként az azokkal komplementer, vagy
homolog molekuldk azonositasara. A DNS-t kisebb, kortilbeliil 500 kb hosszusagu
szakaszokra tordelik, és az elegyet felforraljdk a hidrogén kotések felbomlasa
érdekében, majd lehitik 50 ‘C-ra, mivel a mar ezen a hémérsékleten a repetitiv
szekvenciadk hibridizalnak, de a DNS még egyszalu marad. Ezt kovetéen az elegyet
atvezetik egy oszlopon, amelyen csak az egyszali DNS megy 4t és ezeket megjelolik,
majd jeloletlen DNS-t adnak hozza (vagy ugyanabbdl a fajbol szdrmazik mint a minta,
vagy masikbdl). A keveréket napokig inkubaljak, mig a hasonld szekvenciaju szalak
hibridizalédnak. Majd Gjra oszlopra viszik a keveréket a kettds szalii lancok megkotése
érdekében. Az oszlopot melegitik 2,5 fokonként 60-90 °C tartomanyban. Minden
homérséklet emelésnél lemossak a denaturdlt DNS szélakat és a kapott mennyiséget a

hoémérséklet fliggvényeben dbrazoljak (http://bio.univet.hu).
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2.6.2.3. Polimeraz lancreakciéo (PCR)

A polimerdz lancreakcid jelenleg a genetikai vizsgalatok kiinduldo pontja. A PCR
technika megalkotdsa Mullis nevéhez fiizodik. Ez a leghatékonyabb moddja bizonyos
DNS szakaszok millids nagysagrendi felsokszorositdsanak (MULLIS és FALOONA,
1987). A leggyakrabban hasznalt genetikai DNS markerek azonositasa, illetve

kimutatasa ezen technikan alapul.

A PCR reakciohoz a kovetkez6 komponensekre van sziikség:

1. templat, ami a kivant sokszorositandd része a DNS-nek;
2. nukleotidok (dATP, dGTP, dCTP, dTTP),
3. egy primer par (a sokszorositani kivant DNS szakasz végeinek
komplementerei). A primerekkel szembeni kdvetelmények:
» 15-30 bp hosszuak legyenek;
» Primer - dimer elkeriilése (3’ végek ne legyenek egymas
komplementerei);
» 3’ végei G és C bazisokat tartalmazzanak (kotéserdsség nagyobb, de a
félretapadas lehetdsége is nod);
» GC tartalom 55%nal ne legyen t6bb;
» Ne legyen masodlagos szerkezetiik (DIEFFENBACH és mtsai, 1995).
4. hostabil polimerdz enzim (leggyakrabban a Thermus Aquaticus baktérium altal
termelt Taq polimeraz)

5. egyéb kiegészito, stabilizalo vegyszerek.

A PCR reakcio harom 1épésbol all (7. abra):

1. Denaturéci6 92-96°C-on:
A kettds szala DNS felbomlik.

2. Primerek feltapadasa 35-75 °C-on:
A primerek feltapadnak a kettévalt DNS szakasz veliikk komplementer
szakaszahoz.

3. Elongacio6 72 °C-on:

Megkezdddik az uj szalak €pitése a polimeraz enzim segitségével.
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7. abra: A PCR reakcid 1épései:

' %WW#WW% ~_

Denaturacio:

Primerek feltapadésa:
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Forrés:http://allserv.rug.ac.be/~avierstr/pdf/seq.pdf

Elongécio:

—|

A harom 1épés egy ciklust alkot, amelyet altalaban 30-40-szer ismételiink, a kivant

mennyiségli kopia szam elérése érdekében.

A PCR alkalmazasanak elonyei:

© nagyfoku érzékenység;

© barmilyen mintabdl (vér, haj, toll, nyal) kivont DNS-t hasznalhatunk;

© gyors;

© egyszerd.

Hatranya:

® érzékenysége olyan nagyfoku, hogy a minta esetleges szenyezddéseit is

felerdsitheti — téves eredményt kapunk (FESUS és mtsai.,2000).
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2.6.2.4. Szekvenalas

A szekvenalas soran a DNS lanc bazissorrendjét hatarozzuk meg mutaciok detektalasa

céljabol.

Legelterjedtebb szekvenalasi modok:

1. Maxam Gilbert féle szekvendlas

Egyszala DNS-t adott bazisra jellemzd helyen roncsolnak, majd ott a szalat
el is vagjak, és a kapott fragmentumokat gélelektroforézissel lathatova

teszik.

2. Sanger féle szekvenaldas

Didezoxinukleotidokat hasznél (hidnyzik a nukleotid 3’-OH csoportja) a
PCR reakcid soran. A polimerdz megkezdi a lancépitést a primer szabad 3’-
OH végénél, azonban mikor egy didezoxinukleotidot kapcsolna az épiild
lanchoz a szintézis leall mivel hianyzik a szabad 3’-OH végzédés. Igy
ktlonb6z6 hosszsagu fragmentumok képzddnek, amelyek
gélelektroforézissel  szétvalaszthatdak (FESUS ¢és mtsai, 2000;
http://bio.univet.hu)

A mddszer eldnyei:

©
©

nagyon pontos eredményt ad;

megbizhaté (SCHLOTTERER, 2004).

A szekvenalas azonban rutinszertien végzett populacidé genetikai vizsgalatokban nem

terjedt el, aminek az okai a kovetkezok:

®
®
®

sokkal dragabb még, mint mas technikdk;

iddigényes;
a bazissorend megallapitasa csak rovidebb, 500 bp-os szakaszokon lehetséges,
igy a vizsgalandd szakaszok hossza és szama is korlatozott (SCHLOTTERER,
2004).
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2.6.2.5. Véletlenszeriien Amplifikalt Polimorf DNS (RAPD)

A moédszert eloszor WILLIAMS €s mtsai (1990) irtdk le. Ma mar széles korben elterjedt
els6sorben novények genetikai diverzitas vizsgalatandl (KANTANEN és mtsai, 1995).
Ezen modszer alkalmazésa soran rovid, 10-12 bp hosszl primereket hasznalnak.

A vizsgalat elve az, hogy a rovid primerek tobb helyre kotddhetnek a genomban és az
egymassal szemben tapadt primerek adjak a PCR terméket. Igy a képzédott termék fiigg

a primerek hosszatdl, méretétol.

A RAPD eldnyei:

© nincs sziikség probakra, sem informaciokra a szekvenciardl a primerek
megtervezésénél,

© nincs blottolas, hibridizacio;

© elég kis mennyiségli DNS (10 ng/ reakcid);

© konnyen automatizalhato;

© polimorfizmus vizsgalatokhoz is alkalmazhaté (WILLIAMS és mtsai, 1990; LU
¢s mtsai, 1996).

©  olcso (SCHLOTTERER, 2004).

Hatranyai:
®  nehéz analizalni, teljesen biztos, megbizhatd eredményt kapni;
®  nehéz automatizalni;

®  nehéz ismételni (SCHLOTTERER, 2004).
2.6.2.6. Amplifikalt Fragment Hossz Polimorfizmus (AFLP)
Az AFLP a RAPD valtozatanak tekinthet. A genomikus DNS-hez restrikcios emésztés
utan adapter szekvenciakat illesztenek, amelyekhez a PCR reakcid soran primerek

tapadnak ¢s sokszorositjak az adapterrel rendelkezé fragmentumokat (VOS és mtsai,

1995). Elsésorban novények diverzitas vizsgalatanal alkalmazott modszer.
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2.6.2.7. Restrikcios Fragment Hossz Polimorfizmus (RFLP)

Az RFLP a leggyakrabban és legkonnyebben alkalmazott DNS marker (BOTSTEIN ¢és
mtsai., 1980). Alkalmazasa sordn a DNS-t restrikcidos enzimes kezelésnek vetjiik ala. A
restrikcids enzimek baktériumok altal termelt enzimek amelyek meghatarozott
szekvenciat felismerve a DNS-t emésztik, vagjak. Ez az enzim felismerd hely kb 4-6bp
hosszii (DOWLING és mtsai, 1990). Igy kiilonbozé hosszusagh fragmentumok
keletkeznek, amelyek elkiilonithetoek.

Az RFLP kimutatasra korabban Southern blot—ot hasznaltak, mikor a DNS
fragmentumokat hibridizaciéval azonositottdk (SOUTHERN, 1975). Ma azonban mar a
PCR reakcid sordn sokszorositjuk fel a restrikcids helyet tartalmazé DNS szakaszt, ezt
emésztjiik a megfeleld restrikcios enzimmel és a fragmentumok vart méretétdl fiiggd

s

fragmentumok az UV fény alatt lathatova valnak.

Az RFLP eldnye:
© konnyen, sok minta vizsgalhaté (AQUADRO és mtsai., 1992).

Az RFLP hatranya:

® a vizsgalt mintak csak két genotipusba sorolhatéak (ARCHIBALD és HALEY,

1993);

® alacsony a PIC (Polymorphic Information Content); heterozigozitds érték
(GANAI és YADAV, 2003).

2.6.2.8. Egyszerii Szekvencia Hossz Polimorfizmusok (SSLPs)

A szatellit sz6 arra utal, hogy az eukariétdk genomjaban bizonyos bazisok tobbszor

egymas utan ismétlédnek. Az ismétlddések hossza szerint megkiilonboztetiink mikro- €s

miniszatelliteket (GOLDSTEIN és SCHLOTTERER, 1999).
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2.6.2.8.1. Miniszatellit (Variable number of tandem repeats, VNTR)

Az 1smétlodo egységek 10-100 bazisbol allnak (JEFFREYS és mtsai.,1985).
A genomban nem szdérddnak szét egyenletesen, hanem legfoképpen a kromoszémak

végein talalhatdak (BROWN, 2002).

2.6.2.8.2. Mikroszatellit (Simple Sequence Repeats, SSR; Short Tandem Repeat,
STR)

A mikroszatellitek a genomban elszdrtan elhelyezkedd egy, kettd, harom vagy négy
bazispar ismétlddésbal allo, altalaban 50-300 bp hosszl szekvencia részletek elsdsorban

a nem kodold régioban helyezkednek el (BUDURAM és mtsai., 2005 ) (8. abra).

8. dbra: Mikroszatellit marker

genormialis DK

1
SOCOUH JOOO0 OO0 JOOO0N OO0 000N
H2
oW L0 primerek
m Y RN RN TR PEWTEN PEMTVEN RERTEN R

s ismétlidd egysén
|
T

1 N O O N N N N N N N
//_1 72

Forras: FESUS ¢és mtsai., 2000
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A mikroszatellitek hasznalatanak eldnyei:

© stirlin, szétszortan helyezkenek el a genomban;
© nagyfoku variabilitassal rendelkeznek, sokallélos rendszerek;
© nagyfoku heterozigozitassal rendelkeznek (GEORGES ¢é&s mtsai., 1989;

JEFFREYS és mtsai., 1985; SCHLOTTERER, 2004);

®) kodominansan 6roklédnek;

© viszonylag konnyl detektdlni oket (BEAUMONT és BRUFORD, 1999;
SHLOTTERER, 2004);

© kis mennyiségli DNS templat elegend6 (10-100 ng/ul);

© elég rovid ahhoz, hogy konnyen, gyorsan, pontosan amplifikalhaté legyen PCR-
rel, amelyhez a DNS-t sokféle mintabol nyerhetjiik (vér, haj, nyal, bér) (HEYEN
¢s mtsai, 1997; LUIKART és mtsai, 1999);

© az egyes allélok mérete nagy pontosaggal meghatarozhaté (1bp).

Azonban van néhany hatranyuk is:

® néhany organizmusban nehéz oOket izolalni (BEAUMONT ¢és BRUFORD,
1999);
® bizonyos tipust mintdknal (pl.: nyal, haj, fekdlia) a mikroszatellit vizsgalat

nehézkes (GERLOFF és mtsai, 1995; TABERLET ¢és mtsai, 1996; GAGNEUX
¢s mtsai, 1997);

® magas a mutaciés rata (SCHLOTTERER, 2004);
® sok esetben nehéz automatizalni (SCHLOTTERER, 2004);
® a kiilonbozd modszereket alkalmazd laborok eredményeinek egyesitése

nehézkes (BEAUMONT és BRUFORD, 1999; SCHLOTTERER, 2004).

A mikroszatellit markerek hasznélata jelenleg a legelterjedtebb a populacio vizsgalatok
korében. Szarvasmarha (MACHUGH és mtsai, 1997; HANOTTE és mtsai, 2000,2002;
HANSLIK és mtsai, 2000; BARENDSE ¢és mtsai, 1994; MOORE et al, 1994; VAIMAN
és mtsai, 1994; BURNS és mtsai, 1995, GLOWATZKI-MULLIS ¢s mtsai, 1995;
STONE ¢és mtsai, 1995; USHA és mtsai, 1995; HEYEN és mtsai, 1997; KAPPES ¢s
mtsai, 1997), kecske (CHENYAMBUGA, 2002; GANAI ¢s mtsai., 2003;
JANDUROVA ¢és mtsai., 2004; SAITBEKOVA és mtsai, 1999), 16 (BOTHA, 2001;
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KAKOI és mtsai., 2001), szamar (IVANKOVIC és mtsai., 2002) és juh (BUCHANAN
és mtsai, 1994; CRAWFORD és LITTLEJOHN, 1998; PARSONS és mtsai, 1996;
MARKLUND és mtsai., 1994; GLOWATZKI és MULLIS és mtsai, 1995; ARRANZ ¢és
mtsai., 1998; ZAJC és mtsai., 1997, ROONEY és mtsai., 1999; HEDRICK ¢és mtsai.,
2001; GOUDET és KELLER, 2002; GASPARDY és mtsai., 2004) fajban is vilagszerte

folynak genetikai diverzitas vizsgalatok mikroszatelliteket hasznalva.

2.6.2.8.2.1. Cigaja allomanyok genetikai tavolsag meghatarozasara vonatkozo

vizsgalatok mikroszatellit markerek hasznalataval

Magyarorszdg
GASPARDY és mtsai. (2004) 8 mikroszatellit marker segitségével 5 alloméany

(Jakotpuszta- 6shonos (hegyi), Kardoskut- 6shonos (alf6ldi), Akaszté- 6shonos
(alfoldi), Makoé- 6shonos (alfoldi), Cegléd- tejeld) genetikai tdvolsagat hatarozta meg.
Eredményeik szerint a tejeld valtozat Iényegesen kiilonbozik a tobbitdl. A hegyi
tajfajtahoz tartozo jakotpusztai allomany is jelentdsen eltér az alfoldi tajfajtahoz tartozo
tobbi allomanytol. Megallapitottak, hogy a foldrajzi elkiiloniilés egylitt jar genetikai

elkiloniiléssel.

Szerbia-Montenegro

CINKULOV (2003, 2004) eldzetes eredményei szerint a két szerb cigdja tipus kiilon
fajtanak tekinthetd, mivel genetikailag tdvol allnak egymastél. Vizsgalatait 23

mikroszatellittel végezte el, populacionként 50-50 egyed bevonasaval.

Horvatorszag
BRADIC ¢és mtsai. (2004) eredményei szerint a horvat cigdja genetikailag teljesen

kiilonbozik az altala vizsgalt Krk és Dubrovnik fajtaktol.

2.6.2.9. A mtDNS vizsgalata

A mitokondrium egy 6nall6 genommal rendelkezd, sejtenként néhany ezer példanyban

eléforduld, a szervezet energia ellatasaért felelds sejtalkotdrész. A mitokondrialis
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genomhoz nem kapcsolddnak hisztonok, egyéb fehérjék, amelyek védenék a mutagén
hatasoktol. A D-loop régioban, amely a leghosszabb nem kddold szakasz a
mitokondrium genomjdban bekovetkezd mutacidk gyorsan rogziilhetnek a genomban,
igy ennek vizsgélata evollicios oraként alkalmazhatd. mtDNS-t hasznalt a juh faj
eredetének vizsgalatdhoz HIENDLEDER és mtsai, 1998, 2002.

Az éllati szervezetek mitokondriuma egy 15-20 Kb hossza cirkularis molekula. A
gerincesek mitokondriuma 22 tRNS-t, 2rRNS-t és 13mRNS-t kodold géneket tartalmaz
(VENETIANER, 1998).

2.6.2.10. Egyszerii nukleotid polimorfizmus (SNP)

A DNS mikrosorozat (microarray) vagy chip-ek hasznélata elterjedt a gén kifejezddés
vizsgalatoknal, egyszerli nukleotid polimorfizmusok (SNP) kimutatdsanal vagy DNS
szekvenciadk kiilonbségének meghatarozasanal kiilonb6zé genotipusok kozott (WANG
¢s mtsai, 1998). A mikrosorozat vizsgalat lehetévé teszi ezres nagysagrendi
paraméterek egyszerii vizsgalatat egyetlen kisérletben (TEMPLIN ¢és mtsai, 2002). A
vizsgalat elve a Southern blot hibridizalasi eljaras forditottja. Ebben az esetben a probat

kotik szilard hordozéhoz (FESUS és mtsai., 2000).

Eldnyei:

© alacsony mutacios rata;

© konny tipizalni;

© kiilonboz6 laborok eredményeinek 6sszehasonlitdsa konnyii (SCHLOTTERER,
2004).

A jovOben ez a mddszer nagyobb szerephez juthat, azonban ma még a hasznalata széles
korben megfizethetetlen (SCHLOTTERER, 2004; BUDURAM és mtsai., 2005). Egy
példa a hatékonysagara: Hét-kilencszdz a genomban egyenletesen elszért nukleotid
variacid kimutatasa azonos valoszinliséggel vezet a keresett tulajdonsaggal kapcsolt
mutacioé kimutatasara mintha haromszaz-négyszaz mikroszatellit I16kusszal végeznénk a

kisérletet (FESUS és mtsai., 2000).
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2.7. Az immunrendszer és az MHC gének rovid, altalanos bemutatasa

Az immunrendszeriink 6 feladata a szamara veszélyeztetd korokozdok felderitése,
felismerése és valaszreakcid végrehajtasa. Tagabb értelemben f6 feladata az, hogy

kiillonbséget tegyen a sajat €s idegen struktirak k6zott (GERGELY, 1998).

Az immunrendszer két tipusat kiilonboztetjiilk meg (JAKAB, 2003):

1. velesziiletett (nativ) vagy természetes (11. tablazat)
Ez az 06sibb forma. A természetes akadalyokon (pl. bor) atjutd koérokozdk a
természetes immunrendszer sejtjeivel (fagocitak, dendritikus sejtek, természetes 616

sejtek (NK-sejtek)) talalkoznak.

2. szerzett (adaptiv) (11. tablazat)
Az antigének elleni immunvalasz tobb nap illetve hét elteltével kezdddik el, mivel a
T és B sejtek megjelenéséhez ennyi 1d6 sziikséges. Ismételt fertozés esetén a

valaszado képesség jelentdsen javul (van memoria).

11. tablazat: A velesziiletett és szerzett immunités kozti fobb kiillonbségek:

Jellemz6 Természetes immunitas Szerzett immunitas

Kialakulés Osibb Gerinceseknél alakult ki

Aktivalashoz sziikséges 1d6 Azonnal aktivalodik Napok, hetek mulva

Vilaszadas ismételt fertdzés Nincs memoria Van memoria

esetén

Védelem atviheto Nem vihet6 masik Atvihetd specifikus sejtekkel,

képessége egyedbe ellenanyagokkal egyik
egyedbdl a masikba

Felismert struktara Szénhidrat, lipid Foként fehérje
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Az immunolédgia kutatdsban taldn legfontosabb az MHC (Major Histocompatibility
Complex- F6 Hisztokompatibilitasi Komplex) gének feladatdnak tisztdzasa. Az MHC
gének a szerv illetve szovetatiiltetések hatdsainak tanulméanyozésa soran keriiltek
elotérbe, amikor is felfigyeltek arra, hogy egy fajba tartozdo egyedek kozotti
allotranszplantacié soran bekovetkezd szerv illetve szovetkilokddés az azok elleni
immunvalasz kovetkezménye. Az azonban nyilvanvalo volt, hogy ez nem lehet az MHC
gének természetes funkcidja mivel természetes koriilmények kozott a graftkilokddésre

nem keriilhet sor (RAINAVOLGYI és GERGELY, 1998).

Mai tudasunk szerint a klasszikus MHC molekuldk legfébb feladata az antigének
lebontdsa soran keletkezd peptidek megkotése €s bemutatdsa a T sejtek szdmara. Az
MHC molekulékat kddold gének szama, illetve azok polimorfizmusa befolyasolhatja a
T sejt receptorok (TCR) &ltal valo felismerést. A kiilonbozd allelikus véltozatok eltérd
szekvencidju peptidek megkotésére képesek. Igy az eltérd MHC allélok kiilonbozo
moddon teremthetnek kdzvetlen kapcsolatot a TCR-rel (GERGELY, 1998).

Az MHC fehérjékre nagyfokt polimorfizmus jellemzd. Gyakran egy — egy génnek 50-
100 allélja is van. Az allélok a mendeli 6roklésment szerint 6roklédnek (PETRANYT és
GYODIL 2005). Az MHC gének teljes hianyaval jaré betegség emberben nincsen, mivel
a gének altal kdédolt fehérjék annyira fontosak, hogy azok hidnya esetén a magzat
elpusztul. Régota felfigyeltek arra, hogy szadmos betegség iranti fogékonysag
Osszefliggésben van elsdsorban a klasszikus MHC gének bizonyos alléljaival, mara tobb
mint 5000 betegséggel taldltak Osszefiiggést (malaria, tuberkolozis, tropusi laz,

hepatitisz, AIDS) (TROWSDALE, 2005; TRAHERNE ¢és mtsai., 2006).

Az MHC —n beliil harom domént kiilonboztetiink meg, az MHC I, MHC II és MHC III.
Az MHC I molekulédk a szervezet szinte minden sejtjének felszinén megtalalhaté MHC
I glikoproteinek szintéziséért felelosek. Az MHC II gének elsdsorban az immunrendszer
mukodésében résztvevo sejtek (B-limfocitak, makrofagok, dendritikus sejtek) felszinén
jelennek meg (RENARD és mtsai., 2003). Az MHC III régié kiilonbozd szerkezetli
géneket tartalmaz, melyek koziil sok a természetes immunrendszer sejtjeit kodolja
(citokinek, nem immunsejtek (CYP-21, HSP70), komplement gének) (HURT és mtsai.,
2003).
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Az 1 ¢és Il domén kozti legfobb kiillonbségeket az 12. tablazatban mutatjuk be.

12. tablazat: Az MHC 1 és MHC 11 gének ¢s membranfehérjék kozti legfobb

kiillonbségek
Jellemz6 MHC 1 MHC 11
Gének megjelenése Szinte minden sejt Immunrendszer

Antigén prezentacid
Megkotni képes peptidek
mérete

Szerkezeti felépiilés

Antigén bemutatas utja

felszinen

Tc (citotoxikus) sejtek felé

8-10 amindsav

2 a-lanc (ehhez
kapcsolddik B-2-
mikroglobulin)

Endogen, citoplazmatikus

miukodésében résztvevo
sejtek felszinén
Ty (segitd) sejtek felé

9-25 aminosav

a és B-lanc

Exogén, endoszdmalis

Az MHC I géneknek szerkezete emberben, sertésben €s egérben is hasonld. Egy rovid

szignalpeptideket kddolo elsd exont, al; a2 és a3 doménokat kodolé harom exont, a

transzmembrant kodold 5. exont és a citoplazmatikus farok régiot, 3> UTR szakaszt

kodolo utolséd 3 exont tartalmazzak (9. abra).

9. dbra: MHC I gének szerkezeti felépitése

exonok 1 2

domének 1
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Peptid kotohely

2.domén 1. domén

3.domén 3-2-mikroglobulin (B2M)

Citoplazmatikus farok

Forrés: Rogel-Gaillard C., 2006.

Az MHC I gének tovabbi két csoportra oszthatéak. A klasszikus MHC 1 (Ia) és nem
klasszikus MHC 1 (Ib) gének csoportja. KLEIN és FIGUEROA (1986) és HOWARD
(1987) véleménye szerint a nem klasszikus gének egyfajta pszeudogének vagy az azza
valas utjan haladnak. Egyesek szerint viszont a torzsfejlodés soran ezekre azért volt
sziikség, hogy a klasszikus MHC gének nagyfoku polimorfizmusa kialakulhasson, mas
tedriak szerint azonban ezek a torzsfejlodés zsakutcai. Legutolsd vizsgalati eredmények
alapjan, ezek a molekuldk igen fontosak az antigén prezentacid folyamatéban,
kiegészitik az MHC 1 illetve II csoportba tartozé molekuldk miikodését, és specialis

funkciéi vannak (RAJNAVOLGYT és GERGELY, 1998).

Emberben és sertésben is harom gén taldlhato a klasszikus €s nem klasszikus MHC 1
gének csoportjaban. A klasszikus géneket tekintve ezek a HLA (Human Leucocyte
Antigen) -A, -B és -C emberben és SLA (Swine Leucocyte Antigen) -1, -2 és -3
sertésben, mig a nem klasszikus gének esetén ezek a HLA -E, -F és -G emberben ¢€s
SLA -6, -7 és -8 sertésben. A HLA gének a 6. kromoszoman talalhatéak, mig a SLA
gének a 7. kromoszéman. Az SLA régio klasszikus géneket tartalmazd szakasza
307.078 nukleotidot, mig a nem klasszikus géneket tartalmazd része 158.063
nukleotidot tartalmaz (RENARD és mtsai., 2001, CHARDON ¢és mtsai., 2001).

A klasszikus la gének, a CD 8+ limfocitdk szamdra mutatjdk be az antigének
lebontasabdl szarmazd peptideket, ezek igen polimorfak és nincsen szovet specikus
kifejezodésiik. Szerkezeti felépitésiik konzervativ (SIMOND és mtsai., 2005).

Ezzel szemben a nem klasszikus Ib gének kevésbé polimorfak, szovet specifikus
kifejezodésiik van emberi fajban €s a pontos szerepe nem mindnek ismert (CLEMENTS

¢s mtsai, 2005).
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Az MHC Ib gének pontos funkcidja mind a mai napig ismeretlen (KNAPP és mtsai.,
1998). A human Ib gének kozil is legtobb informacionk az HLA-G-rdl van. Ez a 6.
kromoszoma rovid karjan talalhaté kb. 230 kb tavolsagra a HLA-A és 100 kb tavolsagra
a HLA-F- géntdl. A HLA-G homologjat nem talaltak meg sem egérben sem az emberi
fajhoz filogenetikailag kozel 4all6 emlésok kozott. A HLA-G  kifejezddése
szovetspecifikus. A méhlepényben a klasszikus MHC I és II molekuldk nem fejezdédnek
ki, mig a nem klasszikus HLA-G és HLA-E igen (HVIID és mtsai., 2003). 15 HLA-G
allélt azonositottak a mai napig 0 alléllal egyiitt (HLA-G*0105N). Az HLA-G génnek
igen fontos szerepe van az immuntolerancia kialakitdsaban a terhesség folyaman
(CAROSELLA és mtsai., 2005). A terhesség zavartalan lefolyasahoz sziikséges, hogy a
magzat szamara kedvezd immunoldgiai kdrnyezet alakuljon ki az anya szervezetében.
Az anya szamara a magzat immunoldgiai szempontbol idegen anyag, ezért elészor a
magzati antigéneket az anya immunrendszerének fel kell ismernie, amelyben fontos
szerepet jatszik a HLA-G gén. Ezen gén izoformai alakitjak ki a lokalis immunologiai
koryezetet (SZEKERES-BARTHO, 2005).

Az HLA-E gének atirdsa szinte minden emberi sejtben kimutathatd, de a fehérje
sejtfelszini megjelenése erdsen korlatozott. Ismert funkcidja, hogy a NK sejtek
aktivitasat noveli (STEVENS és mtsai., 2001).

Az HLA-F génrdl annyit tudunk, hogy csak a magzati majban jelenik meg
(RAJNAVOLGYI és GERGELY, 1998).

A filogenetikai vizsgalatok eredményei szerint a HLA-A, -G, -H 16kuszok egyértelmiien
elkiilonithetéek a HLA-B, -C, -E, és —F 16kuszoktol (MESSER ¢és mtsai., 1992).

A 10. abran bemutatjuk az MHC régi6 Ia és Ib géneket tartalmazd szakaszanak
Osszehasonlitd térképét sertés és emberi fajban. Sertésben az Ib és la gének is
egymashoz kozel helyezkednek el, az SLA-3 az SLA-1 és SLA-2 gének kozott
taldlhatdak. Emberben viszont az HLA-F és —G —hez kozel taldlhaté az HLA-A amely a
nem klasszikus gének koz¢ tartozik. Lathatdo, hogy nincs analogia a gének

elhelyezkedését tekintve.
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10. dbra: Az MHC I régi6 6sszehasonlitd térképe sertés és ember esetében

la gének Ib genek
(klasszikus) (nem Klasszikus)
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Forras: Rogel-Gaillard C., 2006

Az emberi és sertés MHC Ib gének kozott nincsen ortolog kapcesolat sem szekvencidjuk

sem pozicidjuk alapjan (CHARDON és mtsai., 2000).

CREW ¢és mtsai (2004) szerint az SLA-6, -7, -8 gének kifejezddése szovetspecifikus. 11
kiilonb6zd mintat (agy, sziv, bél, vese, maj, tiidd, izom, 1ép, here, csecsemOmirigy,
peripherias vér mononuclearis sejtek) vizsgaltak reverze-transzkriptaz PCR modszerrel.
Eredményeik szerint az SLA-6 kifejez6dott mindegyik altaluk vizsgélt mintdban, mig az
SLA-8 az agy kivételével mindegyikben és az SLA-7 gén kifejezddése volt leginkabb
szovetspecifikus. Masok eredményei szerint az SLA-8 kifejezodése a legerdsebb a
méhlepényben és valodsziniileg ez a gén homologja az HLA-G -nek (SMITH és mtsai.,
2005). Az SLA-6 1épben vald kifejezédésének mértékébdl arra kovetkeztetnek, hogy az
HLA-E génhez lehet hasonlo, azonban ezt még kijelenteni nem lehet, mivel tovéabbi

funkcionalis vizsgélatokat igényel (KOLLER és mtsai., 1988).

SIMOND ¢s mtsai (2005) 8 16kusz polimorfizmusat vizsgaltdk a westran és nagy fehér
sertés fajtakban. Az SLA-1, -2, -3 , -6 16kuszokon is uj allélokat azonositottak, azonban
az SLA-6 lokusz nagyon alacsony foku polimorfizmust mutatott. Az SLA-6 2., 3.
exonjat vizsgalva ugyancsak alacsony foku polimorfizmust taldlatak a yucatan fajtdban

is (SMITH és mtsai, 2005).
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3. A vizsgalatok anyaga
¢és modszere
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3.1. A becsiilt genetikai tavolsag vizsgalat anyaga és modszere
3.1.1. A genetikai tavolsag vizsgalat anyaga

A vizsgalatokat a European Regional Focal Point for Animal Genetic Resources nevii
szervezet altal tdmogatott ,,Possible way of conservation the multipurpose Tsigai and
other indigenous sheep breeds in Central-, Eastern and Balkan countries” cimii projekt
keretében végeztiik el. A Magyarorszag €és Albania altal koordinalt program keretében,
a témavezet6i (Dr. Kukovics Sandor, Kr. Kristag Kume) szervezésében keriilt sor a
mintak begytjtésére a kiilonbozd orszdgok allomanyaibol. A gyapju illetve vérmintak
begytijtése 2004-ben kezdddott meg, mivel a nagyszamu és sok orszagra kiterjedd
mintavétel hosszu eldzetes elokészitést igényelt (13. tdblazat). A genetikai diverzitas
vizsgalatok sordn minimum 25 mintdra van sziikség populacionként, azonban a
pontosabb eredmény érdekében a minél nagyobb elemszamra kell torekedni (FAO,
1998; PEREZ-ENCISO, 2003). Szervezok altal kidolgozott mintavételi rend szerint
fajtanként (fajtavaltozatonként) 40-40 egyedtdl tervezték a gyapjumintdk vételét,
amiben 200-400 gyapjuiszal és azokon gyapjihagyma volt.

A gyapjumintakat 8 orszag juhallomanyaibol gytjtotték be. A 7 magyar cigdjadllomany
mellet 3 importbol szarmazd alloményra is kiterjesztettiik a vizsgalatokat (Pal Gabor
egyéni vallalkoz6 zombori tejeld, erdélyi rozsdds ¢és a Debreceni Egyetem
Agrartudomanyi Centrum Allattenyésztési Taniizem és Kisérleti Terén talalhat6 csokai
cigaja allomany) de ezek esetében vérmintakra alapoztuk munkankat. Az utobbi 253, az
elobbi 1253 egyedtdl vett mintdkat jelentett. A 7 magyar cigdjadllomany kivéalasztasa
KUKOVICS ¢és mtsai. (2004) vizsgalati eredményei alapjan tortént. A kilfoldi
orszagokban a sziikséges gyapjumintdkat a programban résztvevd kutatdk vették le és
gyujtotték be, az elére meghatdrozott rendben. A mintakat (13. tablazat) Dr. Kukovics
Sandor (Allattenyésztési és Takarméanyozasi Kutatdintézet, Herceghalom) gytijtotte
Ossze és ezeket adta at vizsgalatra a Debreceni Egyetem Agrartudomanyi Centrum
Allattenyésztés- és Takarméanyozastani Tanszék Allat molekularis genetikai laborjanak
vizsgalat céljabol. A vizsgalatok a DE-ATC Allattenyésztés- és Takarméanyozastani
Tanszék Allat molekularis genetikai laborjaban és a godolléi Mezdgazdasagi

Biotechnoldgiai Kutatokozpont Paprika Géntérképezési laborjaban torténtek.

Az 13. tabladzatban bemutatjuk a vizsgéalatba vont dllomédnyokat, azok elemszadmat, a

vizsgalat soran hasznalt roviditésiiket.
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13. tablazat: A genetikai tavolsdg meghatdrozdshoz vizsgalt allomanyok és azok

jellemzo6i
Orszag Allomany Fajtakor Elem- Rovidités
szam
Hagyomanyos (6shonos) cigaja 53 HU-SMA-AC
40  HU-KMKK-AC
39  HU-KMNP-AC
53 HU-SZIC-AC
Magyarorszig 45 HU-MRD-TAC
Csodkai cigaja 125  HU-DE-CSC
Zombori tejeld cigdja 77 HU-PG-ZC
39  HU-LB-TCZ
42 HU-OJ-TC
Rozsdés (Jucu-Zsuku) cigdja 51 HU-PG-TRC
Roménia Romép ruda zgck;l 40 RO-RUDA
Tordai rozsdas cigdja 40 RO-RUST-TS
Alban cigija cigdja 39 AL-TS
Albénia Alban ruda zackel 37 AL-RUDA
Bardhoke zackel 31 AL-BARDH
Foltos fejii maritza zackel 39 BU-PFMAR
Pleveni fekete fejti juh zackel 35 BU-PLBH
Bulgéria Rodopski cigdja cigdja 30  BU-ROD-TS
Staroplaninski cigaja cigdja 42 BU-STAR-TS
Fehér fejii maritza zackel 41 BU-WFMAR
Horvétorszag Horvét cigdja cigdja 50 CR-TS
Sakiz zackel 49 TR-SAKIZ
Torokorszég Gokceada zackel 42 TR-GOKCE
Kivircik (Marmara régio) cigdja 46 TR-KIV-MAR
Kivircik (Trakya régio) cigdja 53 TR-KIV-TRA
Handel cigdja 25 SL-HAN-TS
Jugat cigdja 22 SL-JUG-TS
Kamo cigaja 19 SL-KAO-TS
Sirig cigdja 22 SL-SIR-TS
Vojin cigaja 5 SL-VOIN-TS
Sslovakia Jurbis cigdja 24 SL-JUR-TS
Kamendin cigdja 16 SL-KAM-TS
Olymp cigdja 5 SL-OLYM-TS
Ondrej cigdja 16 SL-OND-TS
Rybar cigdja 16 SL-RYB-TS
Vancover cigdja 15 SL-VAN-TS
Brend cigdja 10 SL-BREN-TS
Zombori tejeld cigaja 41 SM-ZP-TS
Syerbia &s Cséliai cigdja 12 SM-CS-TS
Montenegrd Svrljiska zackel pramenka zackel 48 SM-SVR-PR
Krivovirska zackel zackel 32 SM-KRI-PR

pramenka
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3.1.2. A mintavétel anyaga és modszere

3.1.2.1.Vérmintavétel

Sziikséges eszkozok:
5 ml-es EDTA véralvadéasgatlot tartalmazé miianyag vércsovek
fecskendd

egyszer hasznalatos injekcios ti

Modszer

Egyedenként 2,5-3,0 ml vér az allatok torkolati véndjabdl (vena jugularis) lett véve, és
azonnal EDTA véralvadasgatlot tartalmazé vérminta vevd csovekbe keriilt. Allatonként
uj injekcids tlt hasznalva, a keresztszennyezések elkeriilése céljabol. A mintékat a

vizsgalat megkezdéséig -20°C-on taroltuk.

3.1.2.2. Gyapjumintavétel

Sziikséges eszkozok

Nylon vagy papirzacské

Modszer

A gyapju mintak vétele tépéssel tortént, annak érdekében, hogy a hajhagymak a szalak
végén minél nagyobb szdmban épen megmaradjanak. Az egyes allatoktdl szarmazé
gyapjucsomok megszamozott nylon- vagy papirzacskoba kertiltek. A mintak szallitasa a

laborig, illetve tarolasuk szobahdmérsékleten tortént.

3.1.3. A genomialis DNS izolalas anyag és modszere

A DNS vizsgalatok elvégzéséhez tiszta genomidlis DNS-re van sziikség, melynek

elokészitése az aldbbi mddon tortént:
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3.1.3.1. Genomialis DNS izolalasa vérbél (ZSOLNAI és ORBAN, 1999)

Sziikséges vegyszerek:

- vérmoso oldat (10 ml 1M Tris; pH 7,5 + 1ml 0,2M EDTA; pH 7,43)

- Proteinaz K (15 mg Proteinase K por-enzim + 1 ml steril desztillalt viz) (Promega,
Medison, USA) (-20 C-on tarolva)

- Lizis puffer (10mM Tris + 50 mM KCI + 0,5% Tween 20) (ezeket 1000ml-re

desztillalt vizzel felontjiik, majd autoklavban 110°C-on sterilezziik)

Modszer:

50 ul vérmoso oldatot adagoltunk 1,5ml-es eppendorf csévekbe, majd 50 pl vérmintat
mostunk bele. Az elegyet vortex segitségével Osszekevertiik, majd 2 percig
centrifugaltuk 1200 fordulat/perc sebességgel. A feliiliszé elegyet leboritottuk a
pelletrdl, majd Gjra 50 pl vérmosd oldatot adagoltunk minden mintdhoz, vortexelés és
centrifugalas kovetkezett. Ezt a 1épést mégegyszer megismételtiik. Miutan harmadjara is
leontottik a feliiliszo elegyet, a pellethez 100ul lizis puffert és 4,0ul proteindz K
enzimet tartalmazé elegyet adtunk. Vortex segitségével a pelletet eltavolitottuk az
eppendorf csé aljarol és 56°C-on 60 percig, majd 94°C-on 10 percig inkubaltuk a
mintékat.

Az igy nyert genomialis DNS mindkat -20°C-on taroltuk a tovabbi vizsgalatig.

3.1.3.2. Genomialis DNS izolalasa hajhagymabol (FAO/IAEA, 2004):

Sziikséges vegyszerek:
- puffer (250ul Tween 20 + S5ml 10XPCR puffer MgCl, nélkiil + S5ml
MgCl, (25mM) + desztillalt viz 50ml re kiegészitve)
- Lizis puffer (100ul puffer + 0,5ul proteindz K (20mg/ml))

Modszer:

1,5ml-es eppendorf csévekbe 3-10db hajhagymat vagtunk tigyelve arra, hogy a hagyma
felett maximum 0,5 cm hajszal legyen. A levagott hagyméakhoz adtuk az elére
elkészitett lizis puffert, majd 60 percig 60 °C-on €s 20 percig 95 °C inkubaltuk Oket.

Az igy nyert genomidlis DNS mindkat -20°C-on taroltuk a tovabbi vizsgalatig.
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Az elokészitett, tisztitott DNS mintakbol kovetkezd 1épésként a vizsgalatunk targyéat

képez6 mikroszatellit markerek amplifikalasat végeztiik el PCR segitségével.

3.1.4. Polimeraz lancreakcio (PCR)

Sziikséges vegyszerek:

PCR elegy:

- desztillalt viz

- 10x puffer (50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI pH 8,3, 1% Triton X-100) (Promega,
Medison, USA)

- 2,5mM MgCl, (Promega, Medison, USA)

- 0,2 mM dNTP mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Pharmacia Biotech, USA)

- 0,5 U Taq DNS polimeraz (Promega, Medison, USA)

- 20-100uM genomidlis DNS

- 160 nM fluoreszcens jelolt forward primer

200 nM jeloletlen reverz primer

Mivel a mikroszatellitek igen variabilis markerek, mar kis genetikai kiilonbség
kimutatasara is alkalmasak. Azonban 0 mikroszatellit izoldlasa egy fajban id6 és
pénzigényes folyamat ezért mi is mar azonositott markereket hasznaltunk
vizsgalatunkhoz. A mikroszatellit markerek kivalasztdsa soran a kovetkezd

szempontokat vettiik figyelembe (14. tablazat):

v minél polimorfabbak legyenek;

v' vizsgalatuk a konnyl legyen; az United States Department of
Agriculture (USDA) és Australian Gene Mapping Web Site szerint
(http://rubens.its.unimelb.edu.au/~jillm/JILL.HTM,
http://www.marc.usda.gov/genome/genome.html);

v' tobb fajban is megtalalhatoak legyenek (BARKER és mtsai., 2001);

<\

szakirodalmak és kollegdim véleménye;
v Food and Agricultural Organization (FAO) és az International Society
for Animal Genetics (ISAG) ajanlasa.
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Moddszer:

PCR reakcidkhoz ABI 9700, ABI2700 és MJ Research Thermocycler programozhatd
PCR késziilékeket (DNA Thermal Cycler) hasznaltunk.

A vegyszerek bemérése steril fiilke alatt tortént.

17.kép: Vegyszerek bemérése steril fiilke alatt

Fotd: Arnyasi M.

PCR kondiciok:

Kezdd denaturacid 94 °C 3 perc
Denaturacid 92 °C 1 perc
Primerek kapcsolddasa 60 °C 1 perc
Elongacié 72 °C 1 perc
Z4r6 szakasz 72 °C 7 perc

35 ciklus

A PCR vizsgéalatok minél gyorsabb elvégzéséhez torekedtiink multiplex reakciokat

kialakitani, ahol lehetett (15. tablazat). Ha tobb genomrészlet vizsgalatat végezziik

egyszerre, akkor multiplex PCR reakciordl beszélink (EDWARDS ¢és GIBBS, 1994).
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Ebben az esetben a PCR csOben egy mintaban tobb kiilonb6zd lokuszra specifikus
primerpar hasznalunk egy idében. Ezzel csokkenthetjiik a vizsgalat koltségét, illetve

idejét.

15. tdblazat: Multiplex reakciok kialakitasa

Multiplex Mikroszatellit
1 BM6506, BM1314
) MCMS527, MAF35,
CSSM43
3 INRA127, TGLA357
4 ILSTS11, MAF65
5 TGLAS3, MCMA7

3.1.5. A mikroszatellit allélok meghatarozasa kapillaris-elektroforézissel

Sziikséges vegyszerek:
- Belsd standard (jelolés: ROX; MBK)
- Formamid

- PCR termék

Modszer:

0.5ul PCR termékhez 10ul belsd standardet tartalmazé formamidot adtunk. Az elegyet
85 °C-on 3 percig inkubaltuk, majd azonnal jégre tettiik 2-3 percre, az analizatorba vald
helyezés eldtt. Az allélok detektalasa és vizsgalata ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer-
rel tortént, 36 cm-es kapilarisokat hasznalva. Az adatok gytijtése a GeneScan software
(Applied Biosystems) segitségével tortént. Az adatok éErtékelése a Genographer

programmal tortént.

3.1.6. A labor vizsgalatok utan alkalmazott statisztikai médszerek

A GeneScan software altal kapott adatok a Genographer software segitségével lettek
kiértékelve. Az allélok méretének meghatarozasa, leolvasasa szemmel tortént, majd a

leolvasott értékek Excell tablazatba kertiltek.
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3.1.6.1. Az adatok statisztikai értékelése soran alkalmazott programok

» POPULATIONS (http://www.pge.cnrs-gif.fr/pge/bioinfo/populations)

A Nei féle standard genetikai tdvolsag (Ds) €s a minimum genetikai tavolsag (Dy)
(NEI, 1987) meghatarozasahoz a POPULATION verzi61.2.28. (LANGELLA,
1999) programot hasznaltuk.

» GENEPOP (http://wbiomed.curtin.edu.au/genepop)

GENEPOP program segitségével a lokuszonkénti allélszdmok, a vart (Heyp) €s
tényleges (Hobs) heterozigozitasi értékeket hatdroztuk meg. Ennek a programnak a
hasznalata, annyiban kissé nehézkes, hogy az allélok mérete helyett egy sorszamot
ad az egyes alléloknak, igy az eredmények leolvasisa sordn nézni kell mind az

eredeti tdblazatot, az allélméretekkel, mind pedig a kapott atkddolt tablazatot.

» MICROSAT (http://hpgl.stanford.edu/projects/microsats)
Ez a program kissé nehezen kiismerhetd, tobb szdz oldalas outputja van.
Vizsgéalataink sordn a populacié specifikus allélok meghatarozédsa soran

alkalmaztuk.

» PHYLIP (http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html)

A tavolsdg matrix file-ok szoveg file-ba vald konvertdldsa utan a PHYLIP
(Phylogeny Inference Package) szoftware verzido 3.57c (FELSENSTEIN, 1995)
NEIGHBOR programjat hasznaltuk. A filogenikus fédk létrehozasa soran az
UPGMA algoritmus bizonyult szemléletesebbnek, pontosabbnak. A fak grafikus
abrazolasara a DRAWTREE és a DRAWGRAM programok keriiltek felhasznalésra.

» A populécios adatok értékeléséhez az ARLEQUIN verzi62.0 (SCHNEIDER és

mtsai., 2000) programot is felhasznaltuk a Hardy Weinberg egyensuly

meghatarozasahoz.
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3.2. A sertés nem klasszikus immungének vizsgalatanak anyaga és modszere
3.2.1. Génkifejez6dés vizsgalat
3.2.1.1. RNS vizsgalathoz szovetmintavétel

Sziikséges eszkozok
- 1,8 ml kriocsé (NUNC, Franciaorszag)
- DNéz mentes csipeszek, ollok

- Steril borotva pengék

Modszer

Vagas utan kozvetlentil, steril koriilményeket kozott végeztiik a mintavételt. A kivagott
¢s aprdra vagott minta darabokat azonnal kriocsdbe helyeztiik és folyékony nitrogén
tartalyba helyeztiik a -80 °C-os hiitébe tarolas el6tt, ahol a mintdk a felhasznalasig
voltak.

A kovetkez6 mintdk vétele tortént felndtt kocatdl és kantol:

hosszu hatizom, combizom, aorta, sziv, rekeszizom, 1€p, csecsemdmirigy, méh, vese,
petefészek, here, Peyer plakk, mellékhere, epésbél, €hbél, csipdbél, hasnyalmirigy, maj,
tiido, bor, kismedence koriili ideg, mellékvese, lapocka tajéki ideg, mandula, agy, in, fiil

porc, labfej porc, orr porc, orr nyalkahartya, farok zsir, nyaki zsir, hati zsir

100 napos magzatokbdl a kovetkezd mintakat vettiik:
hosszi hatizom, combizom, aorta, sziv, rekeszizom, 1ép, csecsemOmirigy, vese,
petefészek, here, mellékhere, epésbél, €hbél, csipobél, hasnyalmirigy, tiid6, bor,

kismedence koriili ideg, agy, orr porc, labfej porc, fiil porc, koldokzsinor, méhlepény

3.2.1.2. RNS izolalas

Sziikséges vegyszerek
- zsiros, rostos és altalanos szovetekben torténd RNS izoldlashoz kit (QIAGEN
EASY Lipid, Fibrous, Classical kit, Franciaorszag)
- RNaz mentes DNaz szet (QIAGEN, Franciaorszag)

- RN4z mentes desztillalt viz

68



Modszer

A teljes RNS izoladlasa soran a kitben taldlhatd utmutatast kovettiik. Az atmutatéban

javasolt DNaz kezelést elvégeztiikk a felndtt kocabol szarmazod zsiros szoveti mintak

kivételével mindenhol. A kapott teljes RNS mindségének ellendrzése utan, -20 °C-on

taroltuk a felhasznalasig.

3.2.1.3. Primer tervezés, kivalasztas és génspecifitasuk ellendrzése

A primer tervezés soran a Primer Express €s Primer 3 primer tervezd programokkal €s

kézzel terveztiik a lehetséges primer parokat.

PCR elegyhez sziikséges vegyszerek:

- desztillalt viz

- 10 X puffer (100 mM Tris-HCI pH: 8,3; 500 mM KCI) (Promega, USA)

- 1,5 mM MCI, (Promega, USA)

- 200 pM dNTP mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Invitrogen, USA)
- 0,035 U Taq DNS polimeraz (Promega, USA)

- Voros krezol (LREG, Franciaorszag)

- 20-100 ng cDNS
- 100 nM forward primer

100 nM reverz primer

Modszer

A PCR reakcidt 15 pl-es végtérfogatra allitottuk Ossze. A PCR koriilmények a

kovetkezok voltak:

94 °C
94 °C
60 °C
60 °C
4°C

60 masodperc
20 masodperc
15 masodperc
90 masodperc

o0

35X
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PCR termék tisztitasahoz sziikséges vegyszerek
- Wizard SV Gel and PCR Clean Up System (membranhoz kotd folyadék,
membran mosoé folyadék, nukledz mentes viz) (Promega, USA)

- 60 ul PCR termék

Modszer

A tisztitas véghezvitele soran a gyarto altal megadott 1épéseket kovettiik.

Ligaldshoz sziikséges vegyszerek
- pGEM-T vektor system (pGEM-T vektor 1,2 ng, T4 DNS ligdz 100U,
2X puffer) (Promega, USA)
- desztillalt viz

- 2,5 ug DNS fragmentum

Modszer
A ligalasi reakcidelegyet 10 pl —re készitettiik el a kitben talalhaté Utmutatd szerint. A

liglas egy éjszakan 4t tortént 4 °C-on.

Elektroporalashoz sziikséges vegyszerek
- elektrokompotens baktérium (LREG, Franciaorszag)
- ampicillin (100 mg/ml)
- LB medium (6 g/l glikéz, 10 g/l tryptone, 5 g/l élesztégomba)
(Invitrogen, USA)
- IPTG (izopropil-tiogalaktozidaz) + X-gal (5-bromo -4-chloro-3-indoyl-
3-D galaktozid) (200mg/ml)

- ligalt termék

Modszer

I pl ligalt terméket 30 pl baktériumba vittiink és az egészet kiivettaban (Eurogentec,
Belgium) Elektroporator 2510 (Eppendorf) tipusu késziilékkel transzformaltuk. A
transzformalt baktériumokat 1 ml ampicillin tartalmu LB agar médiumba pipettaztuk.
Majd razva 37 °C-on 30-45 percig tarté inkubalas kovetkezett. Ampicillin, X-gal+IPTG

tartalmt LB agar taptalajra 100 pl terméket cseppentettiink, amit azonnal egyenletesen
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elosztottunk rajta, és 37°C-on egy éjszakdn at inkubaltunk. A taptalajokban csak a
plazmiddal rendelkezd baktériumok szaporodasanak biztositasara az ampicillint, mig a
3-galaktozidaz aktivitasanak kimutatasara az X-gal-t és IPTG-t hasznaltuk. A plazmidba

sikeresen beépitett inszert jelenlétét a fehér kldnok jelenléte mutatta.

Plazmid DNS izoldlashoz sziikséges vegyszerek
- SNAP Mini Prep Kit (Resuspension buffer (reszuszpenzids puffer), Lysis
Buffer (lizis puffer), Precipitation Salt (kicsapd s6), Binding buffer (kotod
puffer), Wash buffer (moso6 puffer), 4X Final Wash (mos6 puffer), TE buffer
(Tris-EDTA puffer), RNase A) (Invitrogen, USA)

Modszer
A plazmid DNS izolalashoz el6zdleg 3 ml ampicillint tartlmazo folyékony LB oldatba

fehér telepet helyeztiink és egy éjszakan at razattuk 37°C-on. Mdsnap ezt hasznéalva a

SNAP Mini Prep kit utasitasait kovetve izolaltunk plazmid DNS-t.

Plazmid DNS szekvenaldsdhoz sziikséges vegyszerek
- DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing Kit (Sequencing reagent premix
(szekvenalasi reagens mix), Control DNA (kontroll DNS), Loading solution
(futtatd puffer), Ammonium acetate buffer (ammonium acetadt puffer))
(Amersham, USA)
- 150 ng plazmid DNS
- desztillalt viz

- 10 nM reverze és /vagy forward primer

Modszer
A szekvenalasi PCR reakcidhoz a DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing Kit

(Amersham, Egyesiilt Kiralysag) utasitasait kovettiikk. A PCR reakcio 1épései:

94 °C 20 masodperc

50 °C 15 masodperc 35X
60 °C 90 masodperc

4°C 00
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A kicsapashoz (precipitdcio) sziikséges vegyszerek
- 3M natrium-acetat (pH 4,6)
- 95% alkohol
-75% alkohol

Modszer

A PCR termék mennyiségétdl fiiggden 1/10 aranyban 3M os natrium acetatot adtunk a
termékhez, majd 80 pl 95%-os alkoholt. Pipettdval dvatosan dsszekevertiik az elegyet,
majd 15 percig 4 °C-on, 12000 rpm sebességen lecentrifugdztuk. Az alkoholt
eltavolitottuk a pelletrdl, majd 100 pl 75 %-os alkoholt adtunk hozza. Ezt Gjra
centrifugdztuk 10 percig 4 °C-on, 12000 rpm sebességgel. Az alkoholt eltavolitottuk a

pelletrdl, majd a szekvenalasi reakcid eldtt 20 pl desztillalt vizben visszaoldottuk.

A szekvendldshoz MegaBACE (Amersham, Egyesiilt Kirdlysag) tipusu kapillarisos

szekvenalot hasznaltunk.

Adatelemzés
A termék szekvenaltatdsa utan BLASTN program (ALTSCHUL és mtsai., 1990)
segitségével ellendriztik a szekvencidk génspecifitdsat ¢&s kivalasztottuk a

legmegfeleldbb primer part génenként.

3.2.1.4. A reverz transzKkriptaz reakcio
Sziikséges vegyszerek
- 10 pmol/pl oligo dT.15 (Invitrogen, USA,)
- RN4z mentes viz (LREG, Franciaorszag)
- DEPC kezelt viz (Invitrogen, USA)
- 5 X RT puffer (Invitrogen, USA)
- DTT (ditiotreitol) (Fermentas, Németorszag)
- 10mM dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Invitrogen, USA)
- RNase OUT (Invitrogen, USA)
- Superscript II (Invitrogen, USA)
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Modszer

kiegészitettiik RNaz mentes vizzel 12 pl-re. Az elegyet 10 percig 70°C-on inkubaltuk,
majd 5 percre jégre helyeztiikk és dvatosan lecentrifugdztuk. Mintanként 4 pl 5X RT
puffer, 2ul DTT, 1 pul 10 mM koncentraciéja dNTP mix, 0,5 ul RNaz OUT és 1 pl
Superscript 11 enzim hozzaadasaval az elegyet szobahdmérsékleten tartottuk 5 percig,
majd 42 °C-on és 85 °C-on inkubaltuk az enzim aktivitas leallitdsa céljabdl. Ezt a 1épést
kovetden 30 ul DEPC kezelt vizet adtunk a mintdinkhoz és -20 °C-on taroltuk a

felhasznalasig.

3.2.1.5. Abszolut kvantifikacio

Sziikséges vegyszerek:

- SYBR Green Master Mix (ABI, USA)
200 nM, 400 nM, 600 nM forward primer (MWG, Németorszag)
200 nM, 400 nM, 600 nM reverz primer

desztillalt viz
7 ng cDNS
plazmid DNS

Modszer

A legjobb primer koncentraciok meghatarozasdhoz 10° molekula szamt pDNS-t, 10 pl
2 X Master Mixet (ABI, USA), 200nM, 400nM, 600nM reverz és forward primereket
hasznaltunk és az elegyet kiegészitettiik desztillalt vizzel 20 pl-re. A plate-t zar6foliaval
lezartuk, és 1 percig 12000 rpm fordulatszdmon a falon levd cseppek elmozditasara
lecentrifugaltuk. A PCR reakciét ABI 7900 tipusu gépen végeztiik el. Az eredményeket

az SDS 2.1. szoftwer segitségével kaptuk meg. A reakci6 koriilmények a kovetkezok:

50 °C 2 perc

95°C 10 perc

95°C 0:15 perc 40 X
60 °C 1 perc

95°C 0:15 perc

60 °C 0:15 perc
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A PCR hatékonysagok, standard gorbék és a legjobb cDNS koncentracid

meghatarozasahoz is a fent leirt modszert alkalmaztuk.

3.2.1.6. Relativ kvantifikacio

A relativ kvantifikaci6 sordn a kovetkez6 modszert alkalmaztuk :
» Adataink normalizalasa referencia génnel :
A Ct=CTgor — CTgrer
Ahol, CT az a ciklus szam ahol a felszaporitott mennyiségli templat eléri
a fix kiiszobértéket
CT Gor az altalunk vizsgalt gén Ct értéke

CTarer a refernciaként hasznalt gén Ct értéke

» A normalizalt adatokat Osszehasonlitottuk a kalibrator segitségével (ez a mi
esetiinkben lehet a gén vagy minta) :

A A Ct=(CTgor — CT Gref)kondicic — (CTcor — CT Gref) kalibrator

» A relativ kvantifikacié soran hasznalt képlet:
2 —AACt

3.2.2. Polimorfizmus vizsgalat
3.2.2.1. Genomialis DNS izolalas

Sziikséges eszkozok, vegyszerek

- Genisol Maxi Prep Kit (Lysis buffer (lizis puffer), Digestion buffer (emésztd
puffer), RNase A, Precipitation buffer (kicsapd puffer), DNA buffer (DNS puffer))
(ABgene, Egyesiilt Kirdlysag)

Vizsgalatunkhoz kiilonb6z6 eurdpai és kinai sertésfajtakat hasznaltunk (16. tablazat).
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16. tablazat: Az SLA Ib gének polimorfizmus vizsgalata soran hasznalt fajtak

Egyedi
Eredet Vizsgalt dllomanyok azonosité szam
Eurdpa nagy fehér sertés E1
dd (H04/HO04) 369

Melim program (Melanoma hordoz¢ Libechov térpesertés)

1 keresztezés Melim 60143
duroc 51176
F1 (MelimXduroc) 81015
F1 (MelimXduroc) 81016

2. keresztezés Melim 310
duroc 270
F1 (MelimXduroc) 79
duroc 10831
BC (F1Xduroc) 31044
BC (F1Xduroc) 31045

Kina guizou 4
dawei 2
bama 3
meishan 1
erhua lian 2
xiang 1
laiwu 2
yimeng 1
min 1
lantang 2
wuzhi shan 2

Munkank kezdeteként egy egyed vizsgalatait végeztik el fajtanként,

csoportonként. Dolgozatomban ennek eredményeit mutatjuk be.

Modszer

illetve

A limfocita mintdk vétele évekkel kordbban tortént. A genomidlis DNS kivonasaig -80

°C-on miiszalmaban tarolodtak. Az izolalas soran a Genisol Maxi Prep kit (ABgene,

Egyesiilt Kiralysag) —et hasznaltuk, és a gyartd utasitasait kovettiik. A kivont DNS-t 4

°C-on taroltuk a felhasznalasig.
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3.2.2.2. SNP detektalas

e PCR reakciohoz sziikséges vegyszerek

- desztillalt viz

- 10 X puffer (100 mM Tris-HCI pH: 8,3; 500 mM KCI) (Promega, USA)

- 2,5mM MCI, (Promega, USA)

- 200 pM dNTP mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Invitrogen, USA)
- 0,035 U Taq DNS polimeraz (Promega, USA)

- voros krezol (LREG, Franciaorszag)

- 10 ng DNS
- 100 nM forward primer

100 nM reverz primer

PCR koriilmények:
94 °C
94 °C
SLA-6 65 °C
SLA-7 58 °C
SLA-8 62 °C
60 °C
4°C
Modszer

60 masodperc
20 masodperc
15 masodperc
15 masodperc
15 masodperc
90 masodperc

o0

35X

A genomialis DNS-ket hasznalva a PCR reakcidohoz sziikséges vegyszerekkel a fent

megadott koriilmények mellett elvégeztiik az amplifikalast.

Elektroforézishez sziikséges

0,5 mg/ml etidium bromid

vegyszerek

1 X TAE puffer (Tris-Base, EDTA, desztillalt viz, ecetsav)

- 2 %-0s QA agardz (Qbiogene, USA)
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Modszer

Az amplifikalt termékek ellenérzésére minden esetben 2 %-os etidium bromidot
tartalmazo agardz gélt hasznaltunk. 4 g agar6z porhoz 200 ml 1 X TAE puffert adtunk.
Mikrohullamu siitében az elegyet felforrositottuk, ¢s kiontottik féstivel ellatott
géltalcara. Mikor a gél kihtlt, eltdvolitottuk a fésiit és a zsebekbe helyeztik a
mintainkat. A gél nagysagatdl fiiggden 20-60 percig futtattuk a mintakat 120 V-on.
Majd UV fény alatt ellendriztiik az eredményeinket.

o PCR termék tisztitasahoz sziikséges vegyszer

- Wizard SV Gel and PCR Clean Up System (Membran Binding Solution
(membranhoz kotd folyadék), Membarne Wash Solution (membran mosé
folyadék), Nuclease free water (nukleaz mentes viz)) (Promega, USA)

- 60 ul PCR termék

Modszer

A tisztitas véghezvitele sordn a gyart6 altal megadott 1épéseket kovettiik.

e A szekvenaldsi PCR reakciohoz sziikséges vegyszerek
- 20-30 ng tisztitott PCR termék
- 10 nM forward primer
10 nM reverz primer
- szekvenalasi reagens mix (Amersham, Egyesiilt Kiralysag)

- desztillalt viz

Modszer
A szekvenalast mindkét iranyban elvégeztiikk, igy a sziikséges vegyszerek
bemérése soran a mintak egyik feléhez a forward mig a masik feléhez a reverz

primereket adtuk.

77



A PCR reakci6 koriilményei:

94 °C 20 masodperc

50 °C 15 masodperc 35X
60 °C 90 masodperc

4°C o0

o A kicsapashoz (precipitacio) sziikséges vegyszerek

3M natrium-acetat (pH 4,6)
95% alkohol
75% alkohol

Modszer

A PCR termék mennyiségétdl fliggden 1/10 aranyban 3M os natrium acetatot adtunk
a termékhez, majd 80 pl 95%-os alkoholt. Pipettaval ovatosan osszekevertiik az
elegyet, majd 15 percig 4 °C-on, 12000 rpm sebességen lecentrifugaztuk. Az
alkohot eltavolitottuk a pelletrdl, majd 100 pl 75 %-os alkoholt adtunk hozza. Ezt
ujra centrifugaztuk 10 percig 4 °C-on, 12000 rpm fordulatszamon. Az alkoholt
eltavolitottuk a pelletrdl, majd a szekvenalasi reakcid eldtt 20 pl desztillalt vizben

visszaoldottuk.
o A szekvendldshoz MegaBACE (Amersham, Egyesiilt Kirdlysag) tipusu

kapillarisos szekvendlot hasznaltunk.

3.2.2.3. Adatelemzés
A szekvenalas utan a kapott szekvencidkat a NovoSNP 2.0.3. program (WECKX ¢és

mtsai., 2005) segitségével elemeztiik.
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4. Vizsgalati eredmények
és azok értékelése
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4.1. A becsiilt genetikai tavolsag vizsgalat eredményei a cigaja és zackel fajtakorbe

tartozo juhallomanyok kozott

A 8 orszagban talalhato, 41 cigaja és zackel fajtakorbe tartozo juhalloményra kiterjedd
genetikai tavolsag vizsgalatunkat mikroszatellit markerek segitségével végeztiik el.

A vizsgalt 16 10kuszon Osszesen 384 allélt hataroztunk meg. A legkevesebb allélt (11) a
MAF35 l6kuszon, mig a legtobbet (35) a MAF70 lokuszon azonositottuk. Az atlagos
lokuszonkénti allélszam 4.1 (MAF35) és 10.4 (MAF70) kozott valtozott.(17. tablazat).

A genetikai kapcsolatok meghatdrozédsaval foglalkozd tanulményok egyik legfontosabb
része a heterozigozitds meghatarozasa. A populdcion beliili heterogenitéas jellemzésére
leggyakrabban a heterozigdtak aranyat adjak meg.

A beltenyésztés, a hosszll idon at torténd vérfrissités nélkiili tenyésztés kiilondsen a kis
egyedszamu populdciokban jelentésen csokkentheti a genetikai variabilitds szintjét, és
alacsony heterozigozitasi értéket ad. A vart heterozigozitasi értéket (Heyp) az
allélfrekvencia értékekbdl szamoljuk Hardy-Weinberg egyensulyt feltételezve. A kapott
heterozigozitasi érték (Hops) pedig a tényleges hetrozigotdk ardnya a vizsgalt

allomanyokban.

Az étlagos vart heterozigozitasi érték a 16 lokuszon 0,716. A legalacsonyabb értéket
(0,614) a BM6506, mig a legmagasabb értéket (0,812) a BM1314 lokusz esetén kaptuk.
Az Osszes marker esetén a vart heterozigozitdsi érték magasabb mint a kapott
heterozigozitasi érték. A atlagos kapott heteozigozitasi érték az osszes vizsgalt l10kuszra
0,525. A legalacsonyabb értéket a MAF65 (0,3190), mig a legmagasabb értéket a
BM1314 16kusz esetén kaptuk.

Az étlagos alloméanyonkénti kapott heterozigozitasi érték 0,356-0,629 kozott, mig a vart
0,640-0,843 kozott valtozott. Az 6sszes vizsgalt populacio kevésbé heterozigdta mint
ahogy azt vartuk. A heterozigotdk hianya a legmagasabbnak a szerb zombori
allomanyban (SM-ZP-TS), mig legalacsonyabbnak az egyik magyar hagyomanyos
allomanyban (HU-SMA-AC) bizonyult. A becsiilt beltenyésztettség alapjan az Osszes
vizsgalt populacidban tartani lehet a beltenyésztéses leromlastol, de leginkébb a szerb

zombori allomanyban (52,7%), mig legkevésbé a horvat cigja adlloméanyban (12,8%)
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(18. tablazat). A multilokusz Fst értékek azt mutatjak, hogy a teljes genetikai variancia
16%-a a populaciok kozotti kiillonbségekbdl adodik, mig a fennmarado 84% az egyedek
kozti kiillonbség eredménye. Az atlagos allomanyonkénti allélszam alapjan a
legdiverzebb allomany a magyar csdkai allomany, HU-DE-CSC (8.8), mig a legkevésbé
diverz a szerb zombori, SM-ZP-TS (2.3) (18. tablazat).

17. tablazat: A vizsgalt lokuszok fobb jellemzo6i

Azonositott Lokuszonkénti

Lokusz Hossz allélok atlagos

neve (bp) szama allélszam Hps Hexp F;
MAF35 104-122 11 4,1 0,494 0,623 0,207
CSSM43 237-273 26 8,7 0,509 0,795 0,361
MCMS527 150-185 20 7,1 0,540 0,750 0,281
TGLAS3 114-143 24 8,2 0,634 0,788 0,196
MCMA7 228-270 31 8,0 0,622 0,750 0,171
OarFCB20 92-118 22 6,6 0,407 0,687 0,408
TGLA357 113-154 27 7,9 0,584 0,767 0,238
INRA127 181-215 31 6,2 0,605 0,677 0,106
MAF70 128-175 35 10,4 0,423 0,794 0,468
MAF65 116-140 18 5,6 0,319 0,674 0,526
ILSTSI11 180-296 23 6,1 0,600 0,713 0,158
OarCP20 88-195 17 5,1 0,500 0,677 0,262
OarCP49 88-140 28 5,6 0,619 0,681 0,092
BM1314 136-176 32 8,6 0,644 0,812 0,207
BM6506 184-212 21 5,0 0,554 0,614 0,097
OarAE119 98-160 18 4,7 0,352 0,645 0,455
Atlag 24 6,8 0,525 0,716 0,264
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18. tablazat: Az adllomanyokban azonositott allélok szama, heterozigozitasi értékek és a

becsiilt beltenyésztettség értékei

Azonositott Populacionkénti

Populacio allélok szama atlagos allélszam Hps Hexp Fis

HU-DE-CS 140 8,8 0,518 0,746 0,305
HU-PG-ZC 130 8,1 0,500 0,759 0,341
HU-PG-TRC 130 8,1 0,594 0,766 0,225
HU-LB-TCZ 115 7,2 0,552 0,694 0,205
HU-SMA-AC 126 7,9 0,629 0,745 0,156
HU-OJ-TC 129 8,1 0,613 0,771 0,205
HU-KMKK-AC 129 8,1 0,597 0,770 0,225
HU-KMNP-AC 107 6,7 0,584 0,718 0,192
HU-SZIC-AC 118 7.4 0,542 0,767 0,291
HU-MRD-TAC 106 6,6 0,506 0,724 0,299
AL-TS 130 8.1 0,528 0,739 0,285
AL-RUDA 117 7,3 0,500 0,761 0,343
AL-BARDH 107 6,7 0,525 0,747 0,297
CR-TS 107 6,7 0,594 0,682 0,128
TR-SAKIZ 95 5,9 0,436 0,640 0,319
TR-KIV-MAR 100 6,3 0,486 0,678 0,282
TR-KIV-TRA 130 8.1 0,483 0,772 0,374
TR-GOKCE 100 6,3 0,503 0,772 0,349
RO-RUST-TS 128 8,0 0,577 0,787 0,267
RO-RUDA 118 7,4 0,504 0,768 0,343
SM-ZP-TS 36 2,3 0,356 0,753 0,527
SM-CS-TS 85 53 0,512 0,765 0,330
SM-SVR-PR 91 5,7 0,392 0,716 0,452
SM-KRI-PR 98 6,1 0,416 0,728 0,428
BU-STAR-TS 115 7,2 0,458 0,726 0,366
BU-ROD-TS 100 6,3 0,520 0,735 0,290
BU-PLBH 121 7,6 0,490 0,798 0,376
BU-PFMAR 124 7.8 0,577 0,769 0,246
BU-WFMAR 138 8.6 0,568 0,787 0,275
SL-OND-TS 112 7,0 0,574 0,835 0,313
SL-KAM-TS 104 6,5 0,552 0,806 0,315
SL-KAO-TS 110 6,9 0,461 0,751 0,386
SL-SIR-TS 127 7,9 0,487 0,805 0,395
SL-VAN-TS 79 4.9 0,513 0,780 0,342
SL-HAN-TS 123 7,7 0,537 0,812 0,339
SL-JUR-TS 110 6,9 0,561 0,761 0,263
SL-JUG 120 7,6 0,582 0,804 0,276
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SL-OLYM-TS 50 3,1 0,439 0,843 0,480

SL-RYB-TS 84 5,3 0,560 0,741 0,244
SL-BREN-TS 90 5,6 0,583 0,781 0,253
SL-VOIN-TS 50 3,1 0,613 0,812 0,245
Atlag 108,02 6,75 0,525 0,759 0,308

A kiilonbozé allomanyokban vizsgalt egyedszam és az allomdnyokban azonositott
allélok szdma kozott kozepes korrelaciot (r= 0.499) hataroztunk meg 5 %-os hibahatar

mellett.

Egy allomany amelyben a gén és genotipusok gyakorisaga nemzedékrdl nemzedékre
alland6 Hardy-Weinberg egyensulyban van. Minden vizsgalt populacié minden
lokuszra nézve eltér a Hardy-Weinberg egyensulytél (HWE). Az eltérést harom
szignifikancia szinten hatdroztuk meg (P<0,05; P<0,01 és P<0,001). Az 6sszes vizsgalt
16kusz eltér a HWE-t6l a TR-KIV-TRA élloményban. A MAF35, MAF 65, MAF70,
CSSM43, TGLAS3, TGLA357, BM1314, OarCP20 és OarFCB20 lokuszok esetén
P<0,001; a MCMA7, INRA127, OarCP49 és BM6506 P<0,01 mig a MCMS527,
ILSTS11 és OarAE119 P<0,05 szinten. A SL-OLYM-TS &llomanyban a CSSM 43,
TGLAS3 és MCMS527 lokuszokon, mig a SL-VOIN.TS dllomanyban a MAF 70
l6kuszon (P<0,05) allapitottunk meg eltérést a HWE-t6l (19. tablazat).
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Az egyes lokuszokon eldfordulé allélok gyakorisdga kozott a kiilonbozo populdciokban
igen nagy kiilonbséget talaltunk. A nagy elemszam miatt a legkevesebb allélszdmmal
rendelkezd MAF 35 lokusz allélgyakorisagi értékeit mutatjuk be a 41 populacidban (11.
abra).

11. abra: A MAF 35 lokusz allélgyakorisagi értékei a vizsgalt 41 populaciéban

A vizsgalt lokuszokon 50 allomanyspecifikus allélt hatdroztunk meg 26 allomanyban.
Ezen allélok megodvéasa kiilonosen nagy figyelmet kivan, mivel csak bizonyos
allomanyokban vannak jelen. A CSSM43 és MAF65 16kuszokon nem azonositottunk
ilyen allélokat. TGLA357 és OarCP49 markereket talaltuk leginformativabb, mivel
azokban 8 illetve 7 dallomanyspecifikus allélt hataroztunk meg (20. tablazat). A
kovetkezd vizsgalt adllomanyokban a zardjelben jeloltikk a specifikus allélok szdmat:
HU-KMKK-AC (2), HU-PG-ZC (2), HU-LB, TCZ (1), HU-SZIC-AC (1), HU-SMA-
AC (5), HU-DE-CSC (3), HU-OJ-TC (1) BU-STAR-TS (4), BU-ROD-TS (1), BU-
PFMAR (1), BU-WFMAR (5), BU-PLBH (3), RO-RUST-TS (2), RO-RUDA (1), AL-
TS (1), AL-RUDA (1), AL-BARDH (2), SL-HAN-TS (1), SL-VAN-TS (1), SL-JUR-
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TS (3), SL-RYB-TS (1), SL-SIR-TS (1), TR-KIV-TRA (3), SM-CS-TS (2), SM-KRI-
PR (1), SM-SVR-PR (1).

20. tablazat: Allomény specifikus allélok

Gyakorisagok

Lokusz Allél %) Allomény
MAF35 119 AL-BARDH
114 3.6 TR-KIV-TRA
122 TR-KIV-TRA
MCM3527 176 HU-PG-ZC
150 5 s BU-STAR-TS
159 ‘ BU-WFMAR
182 RO-RUST-TS
TGLAS53 143 2.5 AL-TS
MCMA7 231 HU-SMA-AC
228 L9 HU-SMA-AC
259 ' BU-WFMAR
270 SM-CS-T
OarFCB20 115 BU-PLBH
107 20 SL-HAN-TS
111 ' RO-RUST-TS
99 AL-RUDA
TGLA357 148 HU-LB-TCZ
146 HU-SMA-AC
153 HU-SMA-AC
143 1 HU-SMA-AC
154 ' HU-OJ-TC
118 HU-KMKK-AC
130 SL-JUR-TS
136 AL-BARDH
INRA127 215 L7 HU-SZIC-AC
209 : SL-VAN-TS
MAF70 128 BU-STAR-TS
173 1.6 BU-WFMAR
131 BU-WFMAR
ILSTS11 180 HU-DE-CSC
188 2.4 HU-DE-CSC
238 HU-PG-ZC
296 BU-STAR-TS
0arCP20 189 3.2 SM-KRI-PR
OarCP49 97 HU-DE-CSC
107 BU-STAR-TS
120 BU-ROD-TS
124 1.9 BU-PLBH
89 BU-PLBH
88 RO-RUDA
140 SM-CS-TS
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BM1314 136 HU-KMKK-AC

175 1.8 SL-JUR-TS
174 SL-RYB-TS
BMo6506 184 BU-PFMAR
185 24 BU-WFMAR
212 SM-SVR-PR
OarAE119 156 SL-SIR-TS
125 2.7 SL-JUR-TS
128 TR-KIV-TRA

A vizsgalt dllomanyok kozotti genetikai kapcsolat meghatdrozasahoz genetikai tavolsag
matrixot készitettiink a Nei féle standard genetikai tavolsag (Ds) és minimum genetikai
tavolsag (D) értékek alapjan. Azonban jobbnak lattuk a minimum genetikai tavolsag
értékek alapjan kapott matrix hasznalatat (1.melléklet). Ha a matrixban szerepld érték
0,05-nél kevesebb a populaciok kozotti kiillonbség elhanyagolhatd, mig a 0,25-nél
nagyobb értékek nagy genetikai kiilonbozdséget jelentenek.

A legnagyobb tavolsdgot a szerb zombori SM-ZP-TS és két szlovék illetve a torok sakiz
allomany kozott talaltuk (SL-VOIJN-TS - 0.356, TR-SAKIZ - 0.315, SL-RYB-TS -
0.300).

A magyar allomanyokat vizsgalva azt talaltuk, hogy a HU-LB-TCZ és HU-KMKK-AC
(0.175), HU-KMNP-AC (0.194) illetve a HU-PG-TRC és HU-KMKK-AC (0.148), HU-
KMNP-AC (0.166) allomanyok vannak a legtavolabbi rokonsidgban egymassal. A
Koéros-Maros Nemzeti parkhoz tartozo két allomany (HU-KMKK-AC, HU-KMNP-AC)
(0.028), illetve a HU-SMA-AC (Magyar Juhtenyésztd Szovetség (MAJUSZ) altal
Oshonosként nyilvantartott) és a HU-OJ-TC (MAJUSZ éltal tejeloként nyilvantartott)
allomanyok (0.034) kozotti genetikai kiilonbség elhanyagolhatd eredményeink szerint.
A mako-rakosi dllomanyt (HU-MRD-TAC) a tejeld €s a hagyomanyos valtozat kozotti
atmeneti tipustinak tekintik. Vizsgalati eredményeink alapjan a hagyomanyos HU-
SZIC-AC allomannyal (0.045) van csekély mértékii genetikai kiilonbozdsége és kozel

azonos mértékben kiilonbozik az 6sszes tobbi vizsgalt dllomanytol.

A vizsgalatba bevont bolgar allomanyok genetikailag kozel vannak egyméashoz.
Legszorosabb kapcsolatot a két cigdja valtozat (BU-STAR-TS és BU-ROD-TS (0.053))
illetve a két maritza valtozat (BU-PFMAR ¢és BU-WFMAR (0.056)) kozott talaltunk. A
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pleveni feketefejii juh (BU-PLBH) a foltos fejii maritza juhhoz (BU-PFMAR) all
legkozelebb (0.0618) és legtavolabb a rodopski cigajatél (BU-ROD-TS) van (0.087).

A szlovdk SL-VOJN-TS éllomany igen elkiiloniil az Osszes tobbi vizsgalt szlovak
allomanytol. Véleménylink szerint ez az eredmény nem magyarazhatdo az alacsony
vizsgalt (5 db) egyedszammal, mivel mas allomanyoknal, ahol hasonléan alacsony
elemszammal dolgoztunk, nem ilyen meglepd eredményt kaptunk. A vizsgalt 12
szlovak allomany koziil elhanyagolhaté a kiilonbég a SL-JUG és SL-HAN-TS (0.03)
illetve a SL-JUG és SL-JUR-TS (0.042) allomanyok kozott.

A vizsgalt alban, torok és szerb allomanyok jelentdsen elkiiloniilnek egymastol. A
vizsgalatba vont két roman allomany (RO-RUDA, RO-RUST-TS) genetikailag hasonld
(0.065), mig az alban és roman ruda (RO-RUDA és AL-RUDA) alloményok kozotti
kapcsolat sem sokkal nagyobb mértékii, de nem elhanyagolhato (0.087). A két-két
régiobol szarmazo torok kivircik allomany (TR-KIV-MAR, TR-KIV-TRA) és szerb
pramenka allomany (SM-SVR-PR, SM-KRI-PR) kozotti genetikai kiillonbozdség is
kozepes mértékli (0.072 és 0.086). A horvat cigaja (CR-TS) és a szerb zombori (SM-
ZP-TS) allomany genetikailag igen elkiiloniil a tobbi 39 vizsgalatba bevont dllomanytol.

A vizsgalt dllomanyok genetikai kapcsolatat a genetikai kiilonb6zdség (Dy) adatokbdl

UPGMA algoritmussal szerkesztett filogenetikus fan mutatjuk be (12. abra).
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12. dbra: UPGMA algoritmus alapjan szerkesztett fa

HU-DE-CSC

HU-PG-ZC
HU-SMA-AC

HU-OI-TC
HU-PG-TRC

I

HU-LB-TCZ

[—— HUKMKK-AC
L surMépac

HU-MED-TAC

AL-TS

BU-FLEH
BU-PEMAR
BU-WFMAR.
SL-OND-TS
SL-EAM-TS
SL-EAOD-TS
TR-ETV-MAR
TR-ETV-TRA
RO-RUST-TS
EO-RUDA
4[r:
_

SL-SIR-TS
SL-HAN-TS

SL-TUG

AL-BARDH

SL-RYB-TS
SL-BREN-TS
SL-VAN-TS
SL-JUR-TS

SL-OLYM-TS

| AL-RUDA

SM-CS-TS

SM-SVE-PR

TR-SAKIZ
CR-TS

TR-GOECE

SL-VOIN-TS

SM-ZP-TS
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A filogenetikai fa alapjan elmondhatjuk, hogy a fa fé strukturdja 6sszefiiggésben van a
vizsgalt allomanyok foldrajzi elhelyezkedésével, még akkor is, ha néhany esetben ez az
eredmény szemben all az elozdleg varttal. A két szerb pramenka allomany (SM-KRI-PR
¢s SM-SVR-PR) amelyek kizarolag a volt Jugoszladvia teriiletén tenyésztett fajta
elkiiloniil a szerb tejeld (zombori vagy pivnicki) cigdjatdl (SM-ZP-TS). Eredményeink
szerint a szerb csokai cigdja (SM-CS-TS) all legkozelebbi rokonsadgban az alban ruda
(AL-RUDA) fajtaval, ami azt jelentheti, hogy az el6bbi véltozatot importalhattak
Albaniaba. Egy korabbi tanulmanyban (CINKULOV és mtsai., 2003), a két szerb cigaja
valtozatot Osszehasonlitva, megallapitottak, hogy a tejelé zombori €s a csdkai valtozat
két kiilon fajtdnak tekinthetd. Ezt a vizsgélatot 23 mikroszatellit hasznalataval végezték
el 50-50 egyedet vizsgalva.

A horvat cigdja teljesen elkiiloniil a tobbi cigdja allomanytdl. Ezt a fajtat a szerb
cigdjaktol szarmazo hatasok érhették.

A két bolgar cigdja allomany (BU-STAR-TS és BU-ROD-TS) igen kozeli rokonsagban
van és Ok egyiitt kozel allnak a torok sakiz fajtahoz (TR-SAKIZ) amely a zackel tipusba
tartozik.

A fa egyik agan az SL-JUR-TS és SL-VAN-TS allomanyok taldlhatdak, amelyek
genetikailag kozel egymashoz és a SL-OLYM-TS allomanyhoz. A fa masik agat
alkotjak az SL-JUG ¢és SL-HAN-TS illetve az SL-RYB-TS és SL-BREN-TS
allomanyok. Az SL-SIR-TS pedig az SL-JUG és SL-HAN-TS allomanyokkal van
legszorosabb kapcsolatban. Ezekhez all kozel az alban bardhoke juh (AL-BARDH),
amely a zackel tipusba tartozik. Ezektdl tavolabb taldlhaté még egy szlovak
alloméanyokat tartalmazé csoport. Ebbe tartozik a SL-KAO-TS, SL-KAM-TS és a SL-
OND-TS allomanyok. Az utébbihoz 4ll legkozelebb a bolgar fehér fejii maritza (BU-
WFMAR), amely két dllomény tudomasunk szerint nem volt kapcsolatban egymadssal a
multban. A SL-VOJN-TS allomany teljesen elkiiloniil nemcsak a tobbi vizsgalt szlovak
hanem az 0sszes vizsgalt allomanytol.

A bolgar allomanyok vizsgalata sordn azt talaltuk, hogy a pleveni feketefejii juh (BU-
PLBH) a foltos fejii maritzaval (BU-PFMAR) van a legkozelebbi rokonsagban annak
ellenére, hogy eddig a két fajtat egymastol igen tavolinak tartottak. A két bolgar cigdja
tipus (rodopski cigdja és staroplaninski cigdja, BU-ROD-TS ¢és BU-STAR-TS)

eredményeink szerint tdvol van a tobbi bolgar alloméanytol, azonban legkodzelebbi
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rokonsagban a torok sakiz (TR-SAKIZ) éalloménnyal vannak. A bolgar cigajak
kialakitasa soran szovjet cigajakat hasznaltak.

A kivircik juhot a cigdja fajta kozeli rokonaként tartjak szamon. A két torok régiobol
szdrmazo (Trakya és Marmara) kivircik allomany (TR-KIV-TRA és TR-KIV-MAR)
egyértelmiien kozeli rokonsadgban allnak egymassal és a filogenetikai fan egy rokonsagi
csoportba tartoznak a bolgar feketefejii juhval (BU-PLBH), a két bolgar maritza juhval
(foltos fejli maritza (BU-PFMAR), fehér fejii maritza (BU-WFMAR)) és meglepetésre
harom szlovak cigdja allomannyal (SL-KAO-TS, SL-KAM ¢és SL-OND-TS).

A roman allomanyok vizsgdlata soran azt az eredményt kaptuk, hogy a roman ruda
(RO-RUDA) a roman rozsdas cigajaval van legkozelebbi rokonsagban (rozsdas cigaja
Tordéarél — RO-RUST-TS), ami azt jelenti, hogy lehetett kozos dsiik, de a keresztezések
eredményeként méara morfologiailag teljesen eltérnek egymastol.

A kilonboz6 magyar cigdja allomanyok két dgon csoportosulnak. Az egyik adgon két
alagat kiilonboztethetiink meg, ahol is a két Kéros-Maros Nemzeti Parkbol szarmazo
6shonos alloméanyok (HU-KMKK-AC és HU-KMNP-AC) és a HU-SZIC-AC 6shonos
torzstenyészet a mako-réakosi tenyészet (HU-MRD-TAC) taldlhato. Ez utobbi eddigi
feltételezés szerint &tmenetet képez az dshonos és a tejeld tipusok kozott (Kukovics €s
mtsai., 2004). Ezekkel az allomanyokkal kozeli rokonsagban az alban cigaja (AL-TS)
all. A masik magyar tenyészeteket tartalmazo ag ugyancsak két-két tenyészeteket
tartalmazé alagakra bonthat6. A soltszentimrei (HU-SMA-AC) és az akasztéi (HU-OJ-
TC) allomany all kozeli rokonsagban egymassal, holott az eldbbi az dshonos, mig az
utdbbi a tejelok kozott szerepel a hivatalos nyilvantartas szerint. A rozsdas cigéjat (HU-
PG-TRC) amely merindval keresztezve alakult ki a ceglédi tejeld (HU-LB-TCZ), a
Csokarol importalt allomanyt (HU-DE-CSC) egy masik tejeldé (HU-PG-ZC)
allomannyal talaltuk legkozelebbinek. Magyarorszagon a ceglédi allomanyt (HU-LB-
TCZ) tekintik a legtipikusabb tejeld allomanyként, amelyet az utobbi 15 évben szerb

(zombori és csokai) kosokkal fejlesztettek.
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4.2. Az SLA-6, -7 és -8 gének vizsgalatanak eredményei

4.2.1. A génexpresszio vizsgalat eredményei

A génkifejezddés vizsgalat tényleges eredményei elott bemutatjuk, a vizsgalat nehézkes
¢s iddigényes elézményeit. Kutatasunk soran kvantitativ real-time PCR vizsgalatot
végeztiink, amihez megfeleld6 mindségli €és mennyiségli cDNS—re ¢és biztosan
génspecifikus primerekre volt sziikségiink. A teljes RNS izolalasa a kiilonb6zo
szovetmintakbol, mindségének, mennyiségének ellendrzése, cDNS-s€ irasa iddigényes
folyamat volt. Emellett tobb primerpart is terveztiink, majd tobb 1épéses vizsgalat soran

megerdsitettiik azok génspecifikus voltat.

A teljes RNS mennyiségének és minoségének ellenorzése

A kivont teljes RNS mennyiségi meghatdrozdsdhoz minden esetben NanoDrop
késziiléket hasznaltunk. Ezutdn a mindségi meghatarozds kovetkezett. A mindség
ellendrzésére 1 %-os agardz gélen vald elektroforézis vizsgalatot (20 perc 120 V), majd
a pontosabb vizsgalat érdekében RNA 6000 Nano chip-pel a Bioanalyzer Agilent
(Agilent Technologies, USA) késziiléket hasznaltunk (13. dbra). Nem minden esetben
kaptuk a legkedvezdbb 1,6-1,8 rRNS aranyt, azonban mivel néhdny minta korlatozott
mennyiségben allt rendelkezésiinkre és a kvantitativ RT-PCR vizsgalat nem kivanja a
legjobb mindségli templatot (szemben a microarray vizsgalatokkal) elvégeztiik a
vizsgalatot a gyengébb mindségli mintakkal is. Nem kaptunk eltéré eredményt ezekkel a
mintakkal mint az ismétléséhez haszndlt de mar j6 mindségli minta esetén. A felndtt
allatok esetében majdnem az Gsszes minta vizsgalatat ismételni tudtuk (igaz, eltérd

nemiiek), a magzati mintak ismétlésére is torekedtiink.
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13. ébra: A teljes RNS mindségének ellendrzése

o Etidium-bromiddal festett agar6z gélen (1%):

— 28S
— 18S

o Bioanalyzer Agilent késziilékkel:

EHBEL , )
RNS koncentracid rRNS arany (28S/18S)
& 139,29 ng/ul 2,06
18S 28S
HERE
144,82 ng/ul 1,34
_ILAqJ_A LA I\L—

18S  28S

Primer tervezés, kivalasztds és génspecifitasuk ellendrzése

Az MHC Ib gének esetén Primer Express és Primer 3 primer tervezd programokkal és
kézzel terveztiik a lehetséges primer parokat. Azonban ez nem volt konnyt, mivel igen
nagyfoku a szekvencidk homologidja. A kézzel valo tervezés soran arra torekedtiink,
hogy a primerek kivalasztasanak alapvetd kritériumai mellett a primerek 3’-as végei
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génspecifikusak legyenek (14. abra). Az SLA- 1 gén esetén is a kritériumok hasonldak
voltak, itt azonban forward primert az 5 exonba és reverz primert az 5 és 6 exon kozé
terveztiink. Ennek az volt az oka, mivel sem programot hasznalva sem kézzel nem
sikertilt olyan helyre primert tervezni, ami a génspecifitds mellett a tobbi kritériumnak is

eleget tett volna.

14. dbra: Az SLA-6, -7 és -8 mRNS szekvencia 0sszehasonlitasa és jelolve benniik a
kivalasztasra keriilt primerek (piros nyil jel6li a forward primereket, kék nyil jeloli a

reverz primereket, sziirke hattérben a primerek)

B
»

gi 38503451 |gb|AY459304.1| SLA6 AGCAGGAGGGGCGGGAATATTGGGATCGTCAGACTGATATAGCCA-AAGA
gil29027450|gb|AY247771.1] AGCAGGAGGGGCGGGAATATTGGGATCGTCAGACTGATATAGCCA-AAGA
gi|20378707 |gb|AF464007.1] AGCAGGAGGGGCGGGAATATTGGGATCGTCAGACTGATATAGCCA-AAGA
gi|29027452|gb|AY247772.1| AGCAGGAGGGGCGGGAATATTGGGATCGTCAGACTGATATAGCCA-AAGA
gi|20378727|gb|AF464019.1] AGCAGGAGGGGCGGGAATATTGGGATCGTCAGACTGATATAGCCA-AAGA
gi|20378709|gb|AF464008.1] AGCAGGAGGGGCGGGAATATTGGGATCGTCAGACTGATATAGCCA-AAGA
gi40218062|gb|AY463540.1] AGCAGGAGGGGCGGGAATATTGGGATCGTCAGACTGATATAGCCA-AAGA
gi|37499746|gb|AF464020.2| SLA6 AGCAGGAGGGGCGGGAATATTGGGATCGTCAGACTGATATAGCCA-AAGA
gi|47523303|ref|NM 213768.1| SLA7 AGCTGGAGGGCCCGGAGTGTTGCGATCG--GAACACACGCATCTACAAGG
gi40218064|gb|AY463541.1] SLA7 AGCTGGAGGGCCCGGAGTGTTGCGATCG--GAACACACGCATCTACAAGG
gi|40218066|gb|AY463542.1| SLA8 AGCAGGAGGGGCAGGAGTATTGGGATGAGGAGAC--ACAGCGCGTCAAGG
KKk Kk KKk KAKAKAK k kkKk Kk kkk Kkkk * * * * * %k %
. = >
gi 38503451 |gb|AY459304.1| SLA6 ACAT-TCGAAGGCTTCAAGATCGAACCTGCGGGTGATCATTGGCAACCAC
gil29027450|gb|AY247771.1] ACAT-TCGAAGGCTTCAAGATCGAACCTGCGGGTGATCATTGGCAACCAC
gi|20378707 |gb|AF464007.1] ACAT-TCGAAGGCTTCAAGATCGAACCTGCGGGTGATCATTGGCAACCAC
gi|29027452|gb|AY247772.1| ACAT-TCGAAGGCTTCAAGATCGAACCTGCGGGTGATCATTGGCAACCAC
gi|20378727|gb|AF464019.1] ACAT-TCGAAGGCTTCAAGATCGAACCTGCGGGTGATCATTGGCAACCAC
gi]20378709|gb|AF464008.1] ACAT-TCGAAGGCTTCAAGATCGAACCTGCGGGTGATCATTGGCAACCAC
gi|40218062|gb|AY463540.1| ACAT-TCGAAGGCTTCAAGATCGAACCTGCGGGTGATCATTGGCAACCAC
gi|37499746|gb|AF464020.2] SLA6 ACAT-TCGAAGGCTTCAAGATCGAACCTGCGGGTGATCATTGGCAACCAC
gi|47523303|ref|NM 213768.1| SLA7 ACACCTCACAGAATTTCCAAGTGAGCCTGAATGTCCTGCGCGGCTACTAC
gi|40218064|gb|AY463541.1| SLA7 ACACCTCACAGAATTTCCAAGTGAGCCTGAATGTCCTGCGCGGCTACTAC
gi|40218066|gb|AY463542.1] SLA8 ATCTTGTACAGAATTTTCGAAGGAACCTGATGATCCTTCGGGGCTACTAC
* * x * * * Kk kKKK * * *kk Kkk kK
gi 38503451 |gb|AY459304.1| SLA6 AACCATAGCCAGTCGGAGTCGCACAGCTTTCTTTEGGTATCCGGCTGCGA
gil29027450|gb|AY247771.1] AACCATAGCCAGTCGGAGTCGCACAGCTTTCTTTGGGTATCCGGCTGCGA
gi|20378707 |gb|AF464007.1] AACCATAGCCAGTCGGAGTCGCACAGCTTTCTTTGGGTATCCGGCTGCGA
gi|29027452|gb|AY247772.1| AACCATAGCCAGTCGGAGTCGCACAGCTTTCTTTGGGTATCCGGCTGCGA
gi|20378727|gb|AF464019.1| AACCATAGCCAGTCGGAGTCGCACAGCTTTCTTTGGGTATCCGGCTGCGA
gi|20378709|gb|AF464008.1] AACCATAGCCAGTCGGAGTCGCACAGCTTTCTTTGGGTATCCGGCTGCGA
gi|40218062|gb|AY463540.1| AACCATAGCCAGTCGGAGTCGCACAGCTTTCTTTGGGTATCCGGCTGCGA
gi|37499746|gb|AF464020.2]| SLA6 AACCATAGCCAGTCGGAGTCGCACAGCTTTCTTTGGGTATCCGGCTGCGA
gi|47523303|ref|NM 213768.1| SLA7 AACCAGAGCGAGGCCGGGTCTCACACCTACCAGTGGCTTTGTGGATGCTA
gil40218064 |gb|AY463541.1] SLA7 AACCAGAGCGAGGCCGGGTCTCACACCTACCAGTGGCTTTGTGGATGCTA
gi|40218066|gb|AY463542.1| SLA8 AACCAGAGTGAGACCGGGTCTCATACCTTCCAGTTGACCTATGGTTGCGA
KKk KKK KKk *k kK ok kkk Kkk Kk kK * * % * *k Kkkk Kk
gi 38503451 |gb|AY459304.1| SLA6 CGTGGGATCCGACGGGCGCATCCTTCGAGGGTACGAGCAGTTCTCCTACG
gil29027450|gb|AY247771.1] CGTGGGATCCGACGGGCGCATCCTTCGAGGGTACGAGCAGTTCTCCTACG
gi]20378707 |gb|AF464007.1] CGTGGGATCCGAAGGGCGCATCCTTCGAGGGTACGAGCAGTTCTCCTACG
gi|29027452|gb|AY247772.1| CGTGGGATCCGACGGGCGCATCCTTCGAGGGTACGAGCAGTTCTCCTACG
gi|20378727|gb|AF464019.1] CGTGGGATCCGACGGGCGCATCCTTCGAGGGTACGAGCAGTTCTCCTACG
gi|20378709|gb|AF464008.1] CGTGGGATCCGACGGGCGCATCCTTCGAGGGTACGAGCAGTTCTCCTACG
gi|40218062|gb|AY463540.1| CGTGGGATCCGACGGGCGCATCCTTCGAGGGTACGAGCAGTTCTCCTACG
gi|37499746|gb|AF464020.2] SLA6 CGTGGGATCCGACGGGCGCATCCTTCGAGGGTACGAGCAGTTCTCCTACG
gi|47523303|ref|NM 213768.1| SLA7 TGTTGCGCGGGACGGGCGCCTCCTCCGCGGGTACAGTCAGTTCGCCTATG
gi|40218064|gb|AY463541.1| SLA7 TGTTGCGCGGGACGGGCGCCTCCTCCGCGGGTACAGTCAGTTCGCCTATG
gi|40218066|gb|AY463542.1] SLA8 GGAGGGGTCGCACGGACGCCCCCTTCACGTGCACTGGCAGTACGCCTACG
* * *  kk  kkk Kk Kk K RS I KKKk kK Kkkkk Kk
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A géneken kiilonb6zd helyekre terveztiink forward és reverz primereket az MHC Ib

gének esetén (15. abra).

15. abra: Az éltalunk tervezett primerek poziciodi

F1 F2
- =
] 2 3 3-NCR| SLAG
-— - -
R1 R2 Rb
F1 F2
- =
] 2 3 3-NCR| SLA7
- - -«
R1 R2 R3
F1 F2
- —>
] 2 3 3-NCR| SLAS
- -«
RT R2R3

A tervezés utdn teszteltilk az 6sszes primer par lehetdséget klasszikus PCR reakcioval
(16. abra).

16. abra: Az 6sszes vizsgalt primer par amplifikalasdnak eredménye

SLA-7

F1R1| F1R2| F1R3| F2R2| F2Rb F1R1| FIR2 | FIR3 | F2R2 | F2R3

"ﬁ RT-G-|R
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Primer par Pozici6  Méret (bp) Primer par Pozici6  Méret (bp) Primer par Pozici6  Méret (bp)
Sla6_F1 Exon2 Sla7_F1 Exon2 Sla8_F1 Exon2
- 73 - 73 - 73
Sla6_R1 Exon2 Sla7_R1 Exon2 Sla8_R1 Exon2
Sla6_F1 Exon 2 Sla7_F1 Exon 2 Sla8_F1 Exon 2
98 98 98
Sla6_R2 Exon 2/3 Sla7_R2 Exon 2/3 Sla8_R2 Exon 2/3
Sla6_F1 Exon 2 Sla7_F1 Exon 2 Sla8_F1 Exon 2
- 122 - 122 - 122
Sla6_R3 Exon 3 Sla7_R3 Exon 3 Sla8_R3 Exon 3
Sla6_F2 Exon 2 61 Sla7_F2 Exon 2 61 Sla8_F2 Exon 2 61
Sla6_R2 Exon 2/3 Sla7_R2 Exon 2/3 Sla8 R2 Exon 2/3
Sla6_F2 Exon 2 Sla7_F2 Exon 2 Sla8_F2 Exon 2
81 85 85
Sla6_Rb Exon 3 Sla7_R3 Exon 3 Sla8 _R3 Exon 3

A megfeleld terméket amplifikalt primerparokat tovabb szelektdltuk az Anyag és

mobdszer fejezetben leirtak szerint. Legmegfelelobbnek a kovetkezd primer parokat

talaltuk (21. tablazat).

21. tablazat: A génkifejezddés vizsgalat soran hasznalt primer parok

Név Primer szekvencia Meéret
(bp)

sla6_F2 CGAACCTGCGGGTGATCATT ’1

slab Rb CGTCGCAGCCGGATACCC

sla7 F1 ACACGCATCTACAAGGACAC 08

sla7 R2 TGGTAGGTGTGAGACCCGGC

sla8 F1 ACACAGCGCGCCAAGGATCT 08

sla8 R2 TGGAAGGTATGAGACCCCGGT

slal e5 F1 CATCATTGTTGGCCTGGTTC

slal €56 R2 CCTTTTTCACCTGAGCGC 89

Abszolut kvantifikacio

A PCR hatékonysaganak, a standard gorbék ¢és a legjobb c¢cDNS koncentracid

meghatarozasdhoz alkalmaztuk az abszolut kvantifikaciot (22. tablazat, 17. abra). Az

SLA-6 esetén 200 nM, az SLA-7, SLA-1 esetén a 400 nM, az SLA-8 és B2M esetén a

600 nM primer koncentraciokat alkalmaztuk.
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22. tablazat: A két kivalasztott haztartasi génre és a vizsgalt SLA génekre a PCR

hatadkonysaganak mutatdja (korrelacios koefficiens)

Név R’

ACTB 0,997
B2M 0,999
SLA-1 0,998
SLA-6 0,998
SLA-7 0,978
SLA-8 0,999

17. ébra: A B-aktin (ACTB) és B2-mikroglobulin (B2M) haztartéasi gének és a MHC Ib
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Haztartasi gének kivalasztasanak modja

A relativ kvantifikécid soran az adatok normalizalasdhoz elengedhetelen a megfeleld
haztartasi gének kivalasztasa. Ez igen nehéz feladat mivel ezeknek a géneknek a
kifejezodése azonos minden tipusi szovetben ¢és sejtben, mindenféle kisérleti
koriilmények kozott €s kilonbozo fizioldgiai allapotban is. A kovetkezd géneket

vizsgaltuk:

Béta — aktin (ACTB);

Béta - 2 mikroglobulin (B2M);

18S rRNA;

Gliceraldehid — 3 - foszfat dehidrogendz (GAPDH);

NN

Hipoxantin guanin foszforibozil transzferdz (HPRT1) (18. abra).
Az 5 gén vizsgalt szoveteinkben vald kifejezodése és egymashoz valo korrelacidja

alapjan az ACTB és B2M -t valasztottuk ki, azonban ténylegesen csak a B2M —t

hasznaltuk adataink normalizaldsa soran koltség- és idOtakarékossagi szempontokbol.
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18. abra: A haztartasi génként vizsgalt lehetdségek abszolut kvantifikacidjanak

eredménye
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A tényleges génexpresszio vizsgdlat eredmeénye

Mind a klasszikus SLA-1, mind a hdrom nem klasszikus MHC 1 gén (SLA-6, SLA-7,
SLA-8) minden vizsgalt szovetben kifejez6dott. Az SLA-1 gén kifejezddése minden
szovetben tobbszorose volt a nem klasszikus génekének (19. abra, 20. 4bra, 21. dbra). A
kifejezodés mértékbeli kiillonbségében sok esetben szaz-, illetve ezerszeres kiillonbségek
vannak, ezért van, hogy a 19., 20. és 21. abrdkon a MHC Ib gének kifejez6désében nem
latjuk a kiilonbségeket.

19. abra: Az SLA-1, SLA-6, SLA-7, SLA-8 gének kifejezddése felnott koca kiillonbozo

szoveteiben

Felnétt koca

101



20. abra: Az SLA-1, SLA-6, SLA-7, SLA-8 gének kifejezddése felndtt kan kiilonb6zo

szoveteiben

Feln6tt kan
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21. édbra: Az SLA-1, SLA-6, SLA-7, SLA-8 gének kifejezddése 100 napos magzatok
kiilonb6z6 szoveteiben

100 napos magzatok
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Az SLA-1 gén kifejezOdésének szintjét a

csecsemOmirigyben  talaltuk

a
legalacsonyabbnak minden esetben.

A nem klasszikus gének kifejezddésének Osszehasonlitdsa céljabdl készitettik az 22.,
23., 24. abrakat.
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22. abra: SLA-6, SLA-7 és SLA-8 gének kifejezodésének szintje fendtt koca kiillonb6zd

szoveteiben
Felnétt koca
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23. abra: SLLA-6, SLA-7 és SLA-8 gének kifejezddésének szintje felndtt kan kiillonb6zo

szoveteiben
Felnétt kan
90
80 mSLA6 @mSLA7 mSLAS
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24. 4bra: SLA-6, SLA-7 és SLA-8 gének kifejezodésének szintje 100 napos magzatok

kiilonbozo szoveteiben

100 napos magzatok
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Ahogy a fenti dbrdkon is lathatd a nem klasszikus MHC 1 gének expresszalodtak
minden vizsgalt szovetben. Ez ellentétben volt CREW ¢és mtsai (2004) eredményeivel
akik szerint az SLA-6 kifejez6dott a 11 altaluk vizsgalt minta mindegyikében, az SLA-8
az agy kivételével mindegyikben és az SLA-7 gén kifejezddése volt leginkabb
szovetspecifikus. Szinte minden mintaban legerdsebben az SLA-8 fejezddott ki a harom
gén koziil, majd az SLA-7, és leggyengébben az SLA-6, azonban az is kifejezddott. A
csecsemOmirigyben legnagyobb mértékben az SLA-7 gén termelddott a felndtt kanban
¢s a magzati mintdban, mig felnétt kocaban a mindhdrom gén expresszidja nagyon
alacsony szintli. A felndtt kocdban az in, farok zsir, mellékvese esetén az SLA-7
kifejezddése volt erésebb. A magzati mintak esetében, egyik eldobb felsorolt mintabdl
sem tudtunk, mig a felndtt kan esetében, csak a farok zsir és a mellékvesébdl tudtunk
mintat gyljteni, azonban ott az SLA-8 kifejezddése az erdsebb. A kanbol szarmazdé 1ép
¢s sziv mintakban az SLA-7 fejez0dott ki legerdsebben.

Mindegyik nem klasszikus MHC 1 gén kifejez0dott az Osszes altalunk vizsgalt

szovetben mRNS szinten kvantitativ - reverz transzkriptaz-PCR moddszert alkalmazva.
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4.2.2. A sertés nem Kklasszikus MHC 1 gének polimorfizmus vizsgalatanak

eredményei

A polimorfizmus vizsgéalatunkat is a génspecifikus primerek tervezésével és annak
bizonyitasaval kezdtiik. A primereket a Primer 3 programmal terveztiik mindharom gén
esetében. Célunk a teljes 2 exon amplifikalasa volt, mivel az a legpolimorfabb régio az

emberi fajban, ¢s ezt feltételeztiik sertés esetében is (25. dbra).

25. abra: Az altalunk tervezett és hasznalt primerek pozicidja

-

T He- - i——
<

A primerek génspecifitdsanak bizonyitasat ugyanolyan 1épéseket kovetve végeztiik mint
az el6zd vizsgalatban. A primerek szekvencidjat és az amplikon méretét az 23.

tablazatban mutatjuk be.

23. tablazat: A polimorfizmus vizsgélat soran hasznalt primereink

Méret
Név Primer szekvencia (bp)
sla6_exon2 F1 CTCACCTCCTTCTCCCTTCC 189
sla6_exon2 R1 GTAAGGGGGTGCAGGAACTT
sla7 exon2 Fl1 CCGTCTCATGCTCTCTTCGT 308
sla7 exon2 R1 AGGATGGTCGTGACCTGGAT
sla8 exon2 FI GAGGGAAGGGTCTCAACCTC 354

sla8 exon2 RI GTGGGAGATGGGGGAGACTA
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A polimorfizmus vizsgalat tényleges eredményei

Az SLA-6 gén esetében egy nem konzervativ mutaciot talaltunk a 2 exonban, az 529
pozicidban. A citozin helyett adenin nukleotid taldlhatd, ami amindsav valtozast is
okoz, a prolin helyett glutamin kédolédik. Ez a pontmutécid azért is érdekes mert két o-
hélix lanc taldlkozasanal helyezkedik el. A mutacidét a kovetkezd kinai fajtakban

detektaltuk: guizou, lantang, min, yimeng, wuzhi shan, xiang, dawei (26. abra).

26. abra: Az SLA-6 gén 2 exonjaban azonositott uj allél

C:\Documents and Settings\Stagiaires\Bureaulslaé. nvs
File Data Trace Analysis Window Help
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+57506 26 C>4:18-3-3 | digts: - - 1.931.687 pshift 0.44-077 ftscore:B-6 tscorel
BHEY AIZS1SHA fvta ACGG'I'I'CAGCAGCGATGCCGCGAATCCAAGGGTGGAGCCTCGGGCGCIGTGGATGGAGCAGGAGGGGCGGGMTATFGGGATCGTCAGACTGATA

SLAB_Mm

@ ok " notok O uncertain

(5737011 C>TA 1001200 | dits

157395 14 C>T1261 | ists: - -

57405 12 CoA 1850 dists: - -

157434 14 G>T:21-341 [ dists: -~ -

157437 12 T>AC:221-00.01 | dists

sl Al e h L.: Aol -u Ju h SV l Al LN J'h-' i hl‘ AN Mo,

P )GEGAATEEAAGGGTGGA GCCTCGE GGLCGEC GTBGATBGAEEABTGAEGGEEGGGAAT

57553 16 6> C:16-0-1 Id\sts

e
SLAE_Yim

Lt/ ) 4 o ke A : 4 J
¢ 3¢ » EGAN EEEEGE EAATEEAAGGG TGGAEEETEEEGEEE GTGGATEGAEEAGEMGEG EE ETATAWGEATEGTEAGv

SHP &)251914 fasta/SLAR +57506 26 CaA:18-3-3 | dists: -~ - 1.93 1. ST pshift:0.44-0.77 frzcoresb-B  tscare:]
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Az SLA-7 gén esetében is detektaltunk egy uj allél, azonban ez az 1 intronban

helyezkedik el,

¢és egy timin citozin cserélddés van, a 371 pozicidban (27. 4bra).

27. abra: Az SLA-7 gén 1 intronjaban azonositott uj allél

C:\Documents and Settings\Stagiaires\Bureaulsla’. nvs

Fle Data Trace Analysis window Help
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68570 17 C>TAG:11-0-0-50-3-1-0-
68577 15 GAc19-1-0 | dists: - -
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Az SLA-8 gén 2 exonjdban, a 383 pozicioban egy citozin adenin valtozast
azonositottunk. Ez egy konzervativ mutacio, tehat nem okoz aminodsav valtozast. Ezt a

kinai laiwu és meishan és az eurdpai nagy fehér sertésben detektaltuk (28. abra).

28. abra: Az SLA-8 gén 2 exonjaban azonositott uj allél

C:\Documents and Settings\Stagiaires\BureaulslaB. nvs
Fle Data Trace Analysis ‘Window Help

O =& - ‘ =7 7 pogf54839 3:|‘ﬁ|;|i’;l:l;|7 = pos+ score)lWD i‘scme<‘ §|p03>| i‘pos(l il

+B84839 17 C2AG:7-0-0-1-2.0 | dists: -~ -~ 0.00 1.86 pshift0.00-0.63 ftscore:2-B tscore:]
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< »
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SNP &J251974 fastas/SLA_B +84839 17 CraG:7-0-0-1-2-0 | dists: - -~ 0.001.86 pshift0.00-0.63 ftscore2-6 tecore:l

Polimorfizmus vizsgalatunk eredményeként megerdsithetjiik, hogy az SLA-6,-7,-8
gének a nem klasszikus gének csoportjdba tartoznak, mivel csupan egy u0j allélt
azonositottunk génenként, ami igen alacsony szintli polimorfizmust jelent, és ez a nem
klasszikus gének sajatossdga. Azonban hangstlyoznunk kell, hogy eziddig egy egyedet
vizsgaltunk meg minden fajtaban, igy nem jelenthetjiik még ki, hogy ezek az Gjonnan
azonositott allélok az adott fajtdkra jellemzOek. Ezen vizsgalati rész folytatasat

tervezziik, minél tobb egyed illetve uj fajtak bevonasaval.
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5. Kovetkeztetések
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5.1. Kovetkeztetések, uj tudomanyos eredmények

Dolgozatom témajat tekintve, két részre oszthatd. Az elsben cigaja €s zackel fajtakorbe
tartozo juhallomanyok kozotti genetikai tavolsag becslést végeztiink 16 mikroszatellit
marker hasznalatdval. A dolgozat masik részében a nem klasszikus MHC I gének
polimorfizmusat vizsgaltuk DNS szinten és expresszidjat mRNS szinten kvantitativ

real-time PCR modszert alkalmazva kiilonb6z6 eurdpai €s kinai sertés fajtakban.

Dolgozatom 41 cigaja és zackel fajtakorbe tartozo juhdllomany genetikai tavolsag

becslésének kovetkeztetései €s egyben 1) tudomanyos eredményei a kovetkezok:

1. Megallapitottuk, hogy a kiilonb6zd szakirodalmi forrasokbdl szarmazé
ajanlasokkal az altalunk kivalasztott 20 kiillonb6zé kromoszéman elhelyezkedd
mikroszatellit markerbdl 16-ot hasznalva konnyen, gyorsan végezhetjikk el a
genetikai tdvolsdg vizsgalatot a cigdja ¢és zackel fajtakorbe tartozd

juhallomanyokban.

2. Alatamasztottuk, a kordbban végzett fenotipusos €s vérbiokémiai polimorfizmus
vizsgalat eredményein alapuld genetikai kiilonbségeket a magyar cigéja

allomanyok kozott.

3. Megallapitottuk, hogy a genetikai kiillonboz0ség elhanyagolhato:

o a Koros-Maros Nemzeti Park tulajdondban allé két allomany (HU-
KMKK-AC, HU-KMNP-AC);

o az Oshonosként jegyzett soltszentimrei (HU-SMA-AC) és a tejeloként
nyilvéantartott akaszt6i (HU-OJ-TC) alloméanyok;

o az Oshonosként nyilvantartott csanadpalotai (HU-SZIC-AC) ¢és a
hovatartozdsa tekintetében vitatott makd-radkosi (HU-MRD-TAC)
allomanyok;

o a szlovék handel (SL-HAN-TS) és jugat (SL-JUG-TS); az jurbis (SL-
JUR-TS) és jugat (SL-JUG-TS) illetve az vancover (SL-VAN-TS) és
jurbis (SL-JUR-TS) allomanyok kozott.
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4. Megallapitottuk, hogy a genetikai kiilonbség nagyon kismértékii:

o akét szerb pramenka allomany (SM-SVR-PR, SM-KRI-PR),

o a két torok régiobol szarmazd kivircik allomény (TR-KIV-TRA, TR-
KIV-MAR);

o akétbolgar cigaja dlloméany (BU-STAR-TS, BU-ROD-TY);

o akét bolgar maritza dllomany (BU-PFMAR, BU-WFMAR);

o aroman ¢€s alban ruda alloményok (RO-RUDA, AL-RUDA);

o az alban cigdja (AL-TS) és a csanadpalotai (HU-SZIC-AC) illetve a
mako-radkosi (HU-MRD-TAC) allomanyok kozott.

5. Megallapitottuk, hogy a genetikai kiilonb6z0ség igen nagy mértékii:

o a szerb zombori dllomdny (SM-ZP-TS) és az Osszes tobbi vizsgalt
allomany kozott. Ezzel megerdsitettiik Cinkulov (2003) eredményeit, aki
a szerb csokai és zombori allomany kiilonbozO0ségét vizsgalta, és
megallapitotta, hogy olyan nagymértéki a genetikai -elkiiloniilés

kozottiik, hogy két 6nallo fajtanak tekinthetoek.

6. Eredményeink szerint nem erdsithetjik meg Draganescu (2003) hatarozott
véleményét, miszerint a cigdja juhfajta a romdn ruda fajtdbol alakult ki. Azt
azonban megallapitottuk, hogy néhany vizsgalt cigdja allomany genetikai
rokonsdgban van vele (RO-RUST-TS, TR-KIV-TRA, SL-HAN-TS, BU-
WFMAR, BU-PFMAR).
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Dolgozatom SLA Ib gének kifejezddésének és polimorfizmus vizsgalatanak

kovetkeztetései a kovetkezok:

» A génexpresszid vizsgalat eredményei

1. Megallapitottuk, hogy az altalunk tervezett primerek génspecifikusak, és az
altalunk valasztott belsd referencia gének alkalmasak a kvantitativ RT-PCR

vizsgalatra munkank soran;

2. Megallapitottuk, hogy az SLA-6, -7, -8 gének mRNS szinten expresszalddtak az

Osszes altalunk vizsgalt feln6tt és magzati szovetmintakban;

3. Megallapitottuk, hogy a klasszikus SLA-1 gén termelddése a legmagasabb
minden vizsgalt szovetben, sok esetben tobb szaz ill. ezerszerese az SLA Ib

génekének;

4. Megallapitottuk, hogy a nem klasszikus gének ko6zott az SLA-8 gén kifejezddése
a leger6sebb, majd az SLA-7 és végiil leggyengébb az SLA-6 termelddése. Ezen
sorrend aldl a csecsemOmirigy kivétel, mivel abban legerdsebben az SLA-7 gén
fejezodott ki.

» A polimorfizmus vizsgalat eredményei

1. Megallapitottuk, hogy polimorfizmus vizsgalathoz tervezett primereink is

génspecifikusak és alkalmasak a munkankhoz;

2. Mindegyik SLA Ib gén esetében egy-egy 1j allélt azonositottunk:

SLA-6 1 nem konzervativ mutacié a 2 exonban (¢529a), P99Q
SLA-7 1 mutacio az 1 intronban (c371t)
SLA-8 1 konzervativ mutacio a 2 exonban (c383a)
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3. Megallapitottuk, hogy az SLA-6, -7, -8 gének nagyon alacsony szintl

polimorfizmussal rendelkeznek;

4. Megerositettiik ezen gének nem klasszikus gén besorolasat.
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6. Osszefoglalas
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Dolgozatom els6 részében 8 kelet, kozép és dél-eurdpai orszagban taldlhatd cigdja
illetve zackel fajtakorbe tartozo juhdllomany kozotti genetikai kapcsolatot kivantuk
meghatarozni.

A vilagon hazank a legelsé orszagok kozott volt, ahol felismerték, hogy kulturdlis, és
szakmai szempontbdl is jelentds feladat a géntartalékok atmentése a haziallatfajtakban,
a teljes genetikai variancia megdrzése ¢és a kiilonbozo genotipusok helyének,
szerepének, ardnyanak beallitasa. Tovabbi cél, hogy a fajta értékméroit Gjra felismerjiik
¢s hagyomanyos moddszerekkel kihasznaljuk (VERESS és mtsai, 1996). Kukovics ¢€s
Kume egy kérdoives felméréssel gylijtott informécidt a kozép-, kelet- és dél-eurdpai
helyi juhfajtdk kiillemi jegyeirdl, termelési jellemzo6irdl (tej, gyapju, hus, szaporasag).
Az elmult 100 év soran a kiilonbozd keresztezések, kornyezeti hatdsok megvaltoztattak
ezeket a tipusokat, fajtdkat. Az alban és horvat cigdja kialakitdsa sordn leginkabb a
szerb cigdjakat, mig a bolgadr cigdja valtozatokhoz a szovjet cigdjakat hasznaltak.
Romaniat tekinthetjiik a legnagyobb cigaja tenyésztdnek, mivel tobb mint masfél millid
kilonbozd cigaja tipusba tartozd egyediikk van. Elsésorban a Balkan orszagokba
exportalnak beldliik. Szlovakidban a cigaja juh a masodik legjelentdsebb juhfajta, amely
elsésorban Erdélybdl szarmazik. Mig nem volt informaciéo ezen valtozatok, fajtak
genetikai kapcsolatarol, nem lehetett megkezdeni génjeik védelmét. Vizsgalatunkhoz
Albaniabdl, Bulgariabol, Horvatorszagbol, Szerbia és Montenegrobol, Roméniabol,
Szlovakidbol, Torokorszagbol és Magyarorszagrol — gyljtottink  vér  illetve
gyapjimintakat. Osszesen 41 alloméanybdl 1506 egyed vizsgalatat végeztiik el 16
mikroszatellit marker haszndlatdval.

A vizsgalt 10 magyar allomanybdl ot tenyészet egyedei képviselik a Magyar
Juhtenyészté Szovetség altal elfogadott nyilvantartas szerinti 6shonos allomanyt, a
Koéros-Maros Nemzeti Park két allomanya (HU-KMKK-AC, HU-KMNP-AC), egy
soltszentimrei dllomany (HU-SMA-AC), egy csanadpalotai allomany (HU-SZICS-AC)
illetve egy makd-rakosi allomany (HU-MRDJ-TAC), amelyet morfologiai jegyek
alapjan az 6shonos ¢s tejeld valtozat kozti atmenetként emlitik. Harom tenyészet (HU-
PG-ZC, HU-OJ-TC, HU-LB-TCZ) egyedei a tejeld cigaja besorolasba tartoznak.
Vizsgalati eredményeink alatdmasztjak a testméretbeli és a vér biokémiai
polimorfizmus vizsgéalatokban tapasztalt cigdja valtozatok kozotti eltéréseket
(KUKOVICS és JAVOR, 2001, 2002a). A két 3shonosként nyilvantartott nemzeti parki

allomany kozelsége nem okozott meglepetést, annal inkdbb a rozsdas cigaja (HU-PG-
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TRC) és a ceglédi tejeld allomany (HU-LB-TCZ) illetve a csokai (HU-DE-CSC) és a
zombori (HU-PG-ZC) allomany kozti kozelség.

Draganescu (2003) véleménye szerint a roman ruda fajtabol alakult ki a cigdja juh. Ezt
az allaspontot eredményeink nem tdmasztottdk ald, de azt igen, hogy egyes
allomanyokkal kozeli rokonsdgban van. A roman rozsdas cigajaval (RO-RUST-TS) a
legszorosabb a kapcsolata, illetve néhany szlovak cigdjaval (SL-OND-TS, SL-KAM-
TS, SL-KAO-TS), bolgar fajtakkal (BU-PLBH, BU-WFMAR, BU-PFMAR) és a torok
kivircik (TR-KIV-TRA, TR-KIV-MAR) juhval. A bolgar cigaja tipusok (BU-STAR-
TS, BU-ROD-TS) genetikailag elkiiloniiltek a tobbi allomanytdl, legkozelebbi
rokonséagban a torok sakiz (TR-SAKIZ) allomannyal talaltuk.

Gyarmathy (2000) véleménye szerint (cit.. KUKOVICS és JAVOR, 2002a), az dsszes
szlovéak cigéja tipus kozos eredetre vezethetd vissza. Azonban az altalunk vizsgélatba
vont 12 szlovak cigaja valtozat kozott igen nagy kiillonbozdségeket talaltunk, aminek
magyarazata lehet, hogy kiilonb6zé tenyésztési programok révén sokféle fajtabol
szarmazo keresztési partnert hasznaltak.

Az alban ruda (AL-RUDA) alloméanyt nem talaltuk szoros rokonsagban a roman ruda
(RO-RUDA) fajtaval, eredményeink szerint a szerb csokai allomanyhoz (SM-CS-TS)
all kozel. A bardhoke juh ugyancsak elkiiloniil a tobbi vizsgalt allomanytol, de
legk6zelebb mégis a szlovak cigajakhoz all (SL-SIR-TS, SL- HAN-TS, SL-JUG). Ez a
fajta zackel fajtakorbe tartozik. Az alban cigéja (AL-TS) genetikai szerkezetét tekintve
egyértelmilen a magyar Oshonosként nyilvantartott adllomanyokhoz (HU-MRD-TAC,
HU-SZIC-AC) hasonld, azonban ez meglepd eredmény, mivel nem ismert semmilyen
kapcsolat koztiik a multban.

A két szerb pramenka (SM-KRI-PR, SM-SVR-PR) éllomany egyértelmien kozeli
rokonsagban all egymassal, mig a zombori (SM-ZP-TS) és a csokai (SM-CS-TS) cigdja
allomanyok genetikai hattere kiillonb6z6. Ez aladtdmasztja Cinkulov és mtsai. (2003)
eredményét, akik szerint a szerb zombori és csokai tipusok genetikailag annyira tavol
allnak egymastol, hogy két kiilon fajtanak tekinthetdek.

A horvat ciggjat (CR-TS) élesen elkiiloniiltnek talaltuk, a tobbi vizsgalt allomanytol,
pedig a szerb tejeld cigajat (SM-ZP-TS) hasznaltak kialakitasa soran.

Eredményeink szerint néhany magyar dshonos cigéja tipust hasznalva meg0rizhetjiik az
alban cigdja genetikai értékeit. A két Szerbiabdl Magyarorszagra importalt cigdja tipust
pedig mint vérfrissités lehet haszndlni a magyar cigdja allomanyokban. A

beltenyésztéses leromlas elkeriilése miatt elsdsorban Szerbia-Montenegrébdl tudunk
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megbizhatd szdrmazasu tenyészallatot behozni, amelyek kiillemiikben is a legkevésbé
befolyasoljak a hazai dshonos allomanyt. Néhany tenyészkost mar importaltunk is az
elmult 10 évben vérfrissités céljabol. Romaniabol hegyi tipusu tenyészallatokat tudnank
behozni, azonban itt a szdrmazas igazolasa koriil gondok meriilhetnek fel (GASPARDY

¢s mtsai, 2001b).

Dolgozatom kisebbik felét képezd részében mRNS szinten a nem klasszikus MHC 1
gének kifejezodését, mig DNS szinten polimorfizmusukat vizsgaltuk. Mindkét esetben
génspecifikus primereket terveztiink. A génkifejezodés tanulményozédsa azért volt
fontos, mivel az emberi nem klasszikus gének szovetspecifitdst mutatnak, egyes gének
csak bizonyos szovetekben fejezddnek ki (pl.: HLA-G csak a méhlepényben). 33
kiilonboz6é szovetmintat vizsgaltunk felndtt kocabol illetve kanbol, majd 100 napos
embriobol is 24 kiilonbozd szovetmintdt gyljtottiink. Ezek alapjan azt az eredményt
kaptuk, hogy mind a harom SLA Ib gén illetve az SLA-1 gén is kifejez6dott mindegyik
szovetben, azonban a klasszikus MHC 1 gén kifejezodése sokkal erdsebb (tobb szaz,
illetve egyes esetekben tobb ezerszerese). Az Ib gének kozott az SLA-8 génkifejezddése
er6sebb mint az SLA-7 géné ¢és leggyengébben az SLA-6 gén fejezddott ki. Ez aldl
kivétel a timusz, ahol a klasszikus SLA-1 utdn a nem klasszikus SLA-7 gén
expresszioja volt a legerdsebb. A polimorfizmus vizsgalatok els6 eredményeit eurdpai
¢s kinai sertés fajtdk tanulmanyozasaval kezdtiik. Szekvenalas utan a szekvenciak
elemzését a NovoSNP 2.0.3 programmal végeztiik el. Eredményeink megerdsitik, hogy
ezen gének a nem klasszikus gének csoportjaba tartoznak, mivel nem polimorfak,
génenként egy Uj pontmutaciot sikeriilt detektdlnunk. Az SLA-6 gén esetén egy nem
konzervativ mutaciot talaltunk az 529 pozicidban, ahol citozin/adenin helyettesités
torténik és igy prolin/glutamin amindsav csere is bekovetkezik, az SLA-8 gén esetén
pedig a 383 pozicidban egy konzervativ mutdciot detektdltunk, ahol citozin helyett

adenin talalhat6. Az SLA-7 esetén a mutaci6 az 1 intronban talalhat6 a 371 pozicidban.
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SUMMARY

In first part of my thesis, genetic difference was studied among Tsigai and Zackel
populations in eight Eastern-, Central and Southern European countries.

Hungary is one of the first countries on the world where the preservation of domestic
animal species is recognized, the conservation of the entire genetic variance, and the
regulation of function and relation of different genotypes is a very important task in
cultural and technical aspects too. More aim is to identify again the traits of breed and to
exploit it with traditional methods (VERESS, 1996). As a result of our study we
confirmed the genetic difference —which is based on previous results of phenotype and
blood biochemistic polymorphism research- among populations (KUKOVICS and
JAVOR, 2001, 2002a). Kukovics and Kume (2004) had a questionnaire about
phenotypic and production traits of traditional sheep breeds in Central-, Eastern- and
Southern- European countries (milk, wool, meat, fecundity). During the last 100 ys
different crossing, environment effects changed these type of sheeps. Serbian Tsigai
was used for Albanian and Croatian Tsigai breeding. Soviet Tsigai was used for
developing Bulgarian Tsigai. Rumania is considered as a biggest Tsigai breeder
country, since 1,5 million individuals are breed. Mainly they are exported sheeps into
the Balcan countries. Tsigai is the second most important sheep breed in Slovakia,
which is originated mainly from Transilvania.Until there was no information about
genetic difference, relation of these breeds, variates, it was not able to preserv their
genes.

Blood and wool samples were collected to our study from Albania, Bulgaria, Croatia,
Serbia and Montenegro, Rumania, Slovakia, Turkey and Hungary. Altogether 1506
individuals from 41 flocks were examined using 16 microsatellite markers.

Among examined ten Hungarian populations five populations are autochtonous flocks
based on Hungarian Sheep Breeders Association’s registration: two populations owned
by Kéros-Maros National Park (HU-KMKK-AC, HU-KMNP-AC), one population from
Soltszentimre (HU-SMA-AC), one population from Csanddpalota (HU-SZICS-AC) and
one population from Makd-Rakos (HU-MRDJ-TAC), which is considered as a
transitional type between autochthonous and milking type based on their morphology.
Three flocks are milking type Tsigai (HU-PG-ZC, HU-OJ-TC, HU-LB-TCZ). Our
results confirmed the genetic difference — which based on previous results of phenotype

and blood biochemistric polymorphism research (KUKOVICS and JAVOR, 2001,
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2002a) - among Hungarian Tsigai populations. It was no suprise that two flocks which
are registered as autochthonous populations are close to each other, however it was
suprise that rusty Tsigai (HU-PG-TRC) with Milking flock in Cegléd (HU-LB-TCZ)
and Cokanski (HU-DE-CSC) with Zomborski (HU-PG-ZC) populations.

According to Draganescu’s (2003) strong opinion Tsigai breed was originated from
Rumanian Ruda. This state was not confirmed by our results, but we could confirm that
it has close relation with some populations, like Rumanian Rusty Tsigai (RO-RUST-
TS), a few Slovakian populations (SL-OND-TS, SL-KAM-TS, SL-KAO-TS), Bulgarian
breeds (BU-PLBH, BU-WFMAR, BU-PFMAR) and Turkish Kivircik (TR-KIV-TRA,
TR-KIV-MAR). Bulgarian Tsigai populations (BU-STAR-TS, BU-ROD-TS) were
separated genetically from other examined populations, and they were closest relation
with Turkish Sakiz (TR-SAKIZ).

According to Gyarmathy (2000) (cit.:KUKOVICS and JAVOR, 2002a), all Slovakian
Tsigai types have the same origin. However there were big genetic difference among
examined 12 Slovakian populations, which might be the result of different breeding
programs using exotic breeds of sheep.

The genetic difference was very low but not negligible between Albanian Ruda (AL-
RUDA) and Rumanian Ruda (RO-RUDA), but AL-RUDA was closer relation to
Serbian Cokanski population (SM-CS-TS). Bardhoke breed was separated from other
examined breeds, it had the closest relation to three Slovakian types (SL-SIR-TS, SL-
HAN-TS, SL-JUG). Bardhoke is belong to Zackel type. Genetic structure of Albanian
Tsigai (AL-TS) was similar to Hungarian autochthonous populations (HU-MRD-TAC,
HU-SZIC-AC), however it was suprise because there was no information about their
relation in the past.

Genetic difference was at moderately level between two Serbian Pramenka populations
(SM-KRI-PR, SM-SVR-PR), and Serbian Zomborski Tsigai (SM-ZP-TS), it was highly
differentiated from Cokanski Tsigai (SM-CS-TS). We confirmed the result of Cinkulov
et al (2003), who studied the genetic difference between Serbian Cokanski and
Zomborski, and determined that the genetic difference between these two populations is
so extended, that these can be regarded as two separate breeds.

Croatian Tsigai was separated (CR-TS) from other populations, however Serbian
Milking Tsigai (SM-ZP-TS) was used for developing this breed.

Our results suggest that several Hungarian autochthonous Tsigai variants are suitable

for preserving the Albanian Tsigai sheep. Furthermore, two Tsigai variants imported
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into Hungary from Serbia might also be used as blood refreshment in various Hungarian
Tsigai flocks. We are able to import known originated rams only from Serbia and
Montenegro to avoid inbreeding depression, because these populations have the least
influence for Hungarian autochthonous populations’ phenotype. Several rams were
already imported during the last 10ys. Mountain type rams could be imported from
Rumania, however it could be problem with certify of origin (GASPARDY et al,
2001b).

Second part of my thesis were study of expression of non-classical MHC I genes in pig
on mRNA level, and their polymorphism on DNA level. Genespecific primers were
designed in both cases. It was important to study gene expression of non-classical genes
in pig since non-classical genes in human have tissue specific expression (e.g.: HLA-G
only in placenta). From adult sow and boar 33 distinct tissue samples, from 100 days
fetuses 24 distinct tissue samples were collected. According to our results both three
SLA Ib gene and SLA-1 gene were expressed in each examined tissue, however
expression of classical MHC I gene was much more stronger (hundred, thousand fold in
several case). Among Ib genes, expression of SLA-8 was stronger than SLA-7 and
SLA-6 had the lowest expression level. Thymus was exception, becuase expression of
SLA-7 was the strongest after classical SLA-1. European and Chinese pig breeds were
used for polymorphism study at the beginning. After sequencing NovoSNP 2.0.3
program was used for sequence analysis. Our results confirm, that these genes are
belong to the group of non-classical genes, as we have identified only one new allele
per a gene, which means really low level polymorphism and this is the main character
of non-classical genes. In case of SLA-6 gene one non conservative mutation was
detected at 529 position. There is a citosine/adenine substitution, which causes
proline/glutamine aminoacid substitution. In case of SLA-8 gene on conservative
mutation was identified at 383 position. There is a citosine adenine substitution. In case

of SLA-7 one new SNP was detected inside of intron 1 at 371 position.
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ROVIDITESEK JEGYZEKE

A adenin

ACTB B3 -aktin

AFLP Amplifikalt Fragment Hossz Polimorfizmus

B2M 3-2-mikroglobulin

C citozin

Dy minimum genetikai tavolsag

DNS dezoxi-ribonukleinsav

dNTP dezoxiribonukleozid trifoszfatok

Dsg standard genetikai tadvolsag

DTT ditiotreitol

FAO az ENSZ Elelmezési és MezGgazdasagi Szervezete
(Food and Agricultural Organization)

Fis beltenyésztettségi egylitthato

G guanin

GAPDH gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz

Hexp vart heterozigozitasi érték

HLA human leukocita antigén

Hops kapott heterozigozitési érték

HPRTI hipoxantin guanin foszforibozil transzferaz

HWE Hardy-Weinberg egyensuly

IPTG izopropil-tiogalaktozidaz

ISAG Nemzetkozi Allatgenetikai Térsasag (International

Society for Animal Genetics)

MHC {6 hisztokompatibilitasi komplex
MHC Ia klasszikus MHC I gének

MHC Ib nem klasszikus MHC I gének
mRNS hirvivé vagy messenger RNS
tRNS transzfer RNS

mtDNS mitokondrialis DNS

NK sejtek természetes 6losejtek

PCR polimeraz lancreakcio

R’ korrelacids koefficiens
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RAPD
RFLP
RNS
rRNS
RT-PCR
SLA
SNP
SSLPs
SSR
STR

T

Tc sejtek
TCR

Ty sejtek
USDA

VNTR

Véletlenszertien Amplifikalt Polimorf DNS
Restrikcios Fragment Hossz Polimorfizmus
ribonukleinsav

riboszédmalis RNS

reverz transzkriptaz PCR, real-time PCR

sertés leukocita antigén

Egyszerli Nukleotid Polimorfizmus

Egyszert Szekvencia Hossz Polimorfizmusok
Egyszert Szekvencia Ismétlodés (mikroszatellit)
Rovid Tandem Ismétlodés (mikroszatellit)

timin

citotoxikus T sejtek

T sejt receptorok

segitd T sejtek

amerikai mezogazdasagi tarca (United States
Department of Agriculture)

Kiilonb6z6 Szamu Tandem [smétlodés

(miniszatellit)
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1.4bra:

2.4bra:
3.4bra:

4.4bra:
5.4bra:
6.4bra:
7.4bra:
8.4bra:

9.4bra:

10.4bra:

11.4bra:

12.4bra:

13.4bra:

14.4bra:

15.4bra:

16.4bra:

17.4bra:

18.4bra:

19.4bra:

20.4bra:

21.4bra:

22.abra:

ABRAK JEGYZEKE

Torzskonyvi nyilvantartdsban szerepld tenyészkosok fajtacsoportonkénti
megoszlasa

Oshonosként nyilvantartott tenyészkosok fajtankénti megoszlasa

Torzskonyvi  nyilvantartdsban  szereplé anyajuhok fajtacsoportonkénti
megoszlasa

Oshonosként nyilvantartott anyajuhok fajtankénti megoszlasa

A DNS szerkezeti felépitése

A DNS tipusai

A PCR reakcio 1épései

Mikroszatellit marker

MHC I gének szerkezeti felépitése

Az MHC I régi6 6sszehasonlito térképe sertés és ember esetében

A MAF 35 16kusz allélgyakorisagi értékei a vizsgalt 41 populacidban

UPGMA algoritmus alapjan szerkesztett fa

A teljes RNS mindségének ellendrzése

Az SLA-6,-7 és -8 mRNS szekvencia Osszehasonlitdsa és jelolve benniik a
kivalasztasra keriilt primerek

Az altalunk tervezett primerek pozicioi

Az dsszes vizsgalt primer par amplifikalasdnak eredménye

Az ACTB és B2M haztartasi gének és a MHC Ib illetve az SLA-1 gén higitasi
¢s standard gorbéi

A haztartasi génként vizsgalt lehetdségek abszolut kvantifikaciojanak
eredménye

Az SLA-1, SLA-6, SLA-7, SLA-8 gének kifejezddése felndtt koca kiillonb6zd
szoveteiben

Az SLA-1, SLA-6, SLA-7, SLA-8 gének kifejezddése felnétt kan kiillonb6zd
szoveteiben

Az SLA-1, SLA-6, SLA-7, SLA-8 gének kifejezddése 100 napos magzatok
kiilonb6zd szoveteiben

Az SLA-6, SLA-7 és SLA-8 gének kifejezddésének szintje felndtt koca

kiilonb6z06 szoveteiben
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23.4bra:

24 abra:

25.4bra:
26.4bra:
27.4bra:
28.4bra:

Az SLA-6, SLA-7 és SLA-8 gének kifejezddésének szintje felndtt kan
kiilonbozo szoveteiben

Az SLA-6, SLA-7 és SLA-8 gének kifejezddésének szintje 100 napos
magzatok kiillonb6z0 szoveteiben

Az altalunk tervezett és hasznalt primerek pozicioja

Az SLA-6 gén 2 exonjaban azonositott uj allél

Az SLA-7 gén 1 intronjaban azonositott uj allél

Az SLA-8 gén 2 exonjaban azonositott uj allél
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1.tablazat:

2.tablazat:
3.tablazat:
4.tablazat:
5.téblazat:
6.tablazat:
7.tablazat:
8.tablazat:
9.tablazat:

10.tablazat:
11.tablazat:
12.tablazat:

13.tablazat:

14.tablazat:
15.tablazat:
16.tablazat:
17.tablazat:
18.tablazat:

19.tablazat:
20.tablazat:
2].tablazat:
22 tablazat:

23.tablazat:

TABLAZATOK JEGYZEKE

Testméretbeni kiilonbségek az egyes cigdja és zackel fajtakorbe
tartozd valtozatok kozott

A cigdja anyajuhok testméretei

A zombori- és csdkai cigdja valtozat néhany fontos testmérete

Az dshonos cigdja torzskonyvbe keriilésének feltételei

A tejeld cigdja torzskonyvbe kertilésének feltételei

A cigéja anyak gyapjutermelési tulajdonsagai

Az anyatej €s tehén-, juh-, és kecsketej Osszetétele

Kiilonbo6z6 juhfajtak tejtermeldképessége

Kiilonb6z6  juhfajtak  kolosztrumanak ¢és tejének szarazanyag-,
fehérjetartalmanak, fehérjefrakcidinak megoszlasa

A hemoglobin allél gyakorisaga a kiilonb6z0 cigdja populacidkban

A velesziiletett és szerzett immunitas kozti fobb kiillonbségek

Az MHC I és MHC II gének és membranfehérjék kozti legfobb
kiilonbségek

A genetikai tavolsdg meghatarozasahoz vizsgalt allomanyok és azok
jellemzo6i

Az alkalmazott primerek, fobb jellemzoikkel

Multiplex reakcidk kialakitasa

Az SLA Ib gének polimorfizmus vizsgélata soran hasznalt fajtak

A vizsgalt l1okuszok fobb jellemzdi

Az allomanyokban azonositott allélok szama, heterozigozitasi értékek
¢s a becsiilt beltenyésztettség értékei

A vizsgalt dllomanyok HWE-t6l vald eltérése

Allomany specifikus allélok

A génkifejez0dés vizsgalat soran hasznalt primer parok

A két kivalasztott haztartasi génre és a vizsgalt SLA génekre a PCR
hatakonysaganak mutatdja (korrelacios koefficiens)

A polimorfizmus vizsgélat soran hasznalt primereink
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1.kép:
2.kép:
3.kép:
4 kép:
5.kép:
6.kép:
7 kép:
8. kép:
9.kép:

10.kép:
11.kép:
12 kép:
13.kép:
14 kép:
15.kép:
16.kép:
17 kép:

KEPEK JEGYZEKE

Fekete fejli cigdja Teleorman régidbol (fotd: Padenau, 1.)
Kovésznai ,,rozsdas” cigdja (fotd: Padeanu, 1.)

Bolgar cigaja kos (foté: Kukovics, S.)

Szerb zombori cigdja (fotd: Cinkulov, M.)

Szerb csokai cigdja (foto: Cinkulov, M.)

Svrljiska pramenka anyajuh (fotd: Cinkulov, M.)
Svrljiska pramenka kos (fotd: Cinkulov, M.)

Szlovék cigaja anyajuhok (fot6: Kukovics, S.)

Horvét cigéja anyajuhok baranyaikkal (fotd: Kusza. Sz.)
Magyar dshonos cigdja kos (foto: Kukovics, S.)

Magyar dshonos cigaja anyajuh (fotd: Kukovics, S.)
Magyar tejeld cigaja kos (fotd: Kukovics, S.)

Magyar tejelo cigaja anyajuhok (foto: Kukovics, S.)
Csokai cigdja (foto: Kusza, Sz.)

Erdélyi rozsdas cigdja (zsukui) (foto: Pal, G.)

Tejeld cigaja (foto: Pal, G.)

Vegyszerek bemérése steril fiilke alatt (foté: Arnyasi, M.)
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KOSZONETNYILVANITAS

Koszonetemet fejezem ki témavezetdimnek, Dr. Jdvor Andrds egyetemi tandrnak ¢&s
Dr. Bosze Zsuzsanna intézet igazgatonak a Ph.D. hallgatoi tevékenységem soran
nydjtott mindennemi tdmogatasukért, szakmai segitségiikért, a vizsgalatomhoz
sziikséges feltételek biztositasaért. Koszonom Dr. Claire Rogel-Gaillard -nak a francia
Orszdgos Mezogazdasagi Kutatointézetben (INRA) toltott  Osztondijam  alatti
témavezetoi segitségét.

Koszonetet mondok Dr. Kukovics Sandor egyetemi magantanarnak, akitél ugyancsak
rengeteg segitséget kaptam Ph.D. tevékenységem sordn, és akinek vezetésével indult
meg az a program, amelynek keretében a juhallomanyok genetikai tdvolsag vizsgalatat

végeztiik el.

Koszonom a  godolléi  Mezégazdasagi  Biotechnologiai  Kutatékdzpont
Géntechnologiai laborjaban (Dr.Baranyi Madria, Dr.Hiripi Laszl6, Bender Baldazs,
Bodrogi Lilla, Ana Paula Catunda Lemos, Harsanyi Ibolya Anna) és Paprika
Géntérképezési csoportjaban (Dr.Nagy Istvan, Dr.Sasvari Zsuzsanna, Stagel Aniko)
dolgozd6 kollégak segitségét. Koszonettel tartozom a francia Orszagos Mezogazdasagi
Kutatdintézet (INRA) kiilonbozd laborjaiban dolgozok segitségét (INRA-LREG:
Dr.Patrick Chardon, Dr.Christine Renard, Dr.Laurence Flori, Jean- Claude Save, Celine
Urien, Angelique Teillaud, Florian Rambow; INRA-PICT: Jean-Christophe Helbling,
Dr.Claudia Bevilacqua, Emmanuelle Zalachas, Dr.Sophie Pollet; INRA-LGBC:
Dr.Sead Chadi-Taourit, Dr.Mathieu Gautier; INRA-UEPSD: Dr.Jean-Pierre Furet;
INRA-BDR: Dr.Eric Pailhoux).

Ko6sz6nom a Debreceni Egyetem Agrartudomanyi Centrum
Allattenyésztéstudomanyi Tanszék (jogeldd: Allattenyésztés és Takarmanyozastani
Tanszék) valamennyi dolgozojanak, Teremi Julianak ¢és Pal Gabornak a munkdmhoz

nyujtott segitségét.

Koszonettel és halaval tartozom Csaladomnak és Barataimnak mivel mindenkor

mellettem alltak és segittettek PhD munkam soran.

147



A disszertaciom genetikai tavolsag becslés része a European Regional Focal Point in
Animal Genetic Resources project 'Possible way of conservation the multipurpose
Tsigai and other indigenous sheep breeds in Central-, Eastern European- and Balkan
countries' keretében, mig az immungének vizsgalata a Marie Curie Early Stage
Research Training Fellowship of the European Community's Sixth Framework

Programme (MEST-CT-2004-504854) tamogatasaval jott 1étre.
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NYILATKOZAT

Ezen értekezést a Debreceni Egyetem Agrartudomanyi Centrum
Mezbgazdasagtudomanyi Karan az Allattenyésztési Tudoméanyok Doktori Iskola
keretében készitettem, a Debreceni Egyetem MTK doktori (PhD) fokozatanak elnyerése

céljabol.

Debrecen, 2006. julius 21.

a jelolt alairasa

NYILATKOZAT

Tanusitom, hogy Batoriné Kusza Szilvia doktorjelolt 2002-2006 kozott a fent
megnevezett Doktori Iskola keretében irdnyitdsunkkal végezte munkdjat. Az
értekezésben foglalt eredményekhez a jelolt ©ndllo alkotd tevékenységével
meghatarozéan hozzajarult, az értekezés a jelolt 6nalld munkaja. Az értekezés

elfogadasat javasoljuk.

Debrecen, 2006. julius 21.

Dr. Javor Andras C.Sc. Dr. B6sze Zsuzsanna D.Sc.

egyetemi tanar MTA doktora
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