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Idegen szavak és roviditések jegyzéke

ASAP: Assemble Species by Automatic Partitioning

ATE: Allatorvostudomanyi Egyetem

bp: bazispar

CITES: Convention on International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora
EVMA: Eurépa Vadvilaganak Megmentéséért Alapitvany

HV (I, I): hipervariabilis régio (I, illetve Il. szakasza)

indel: inszercié/delécio

ISAG: International Society for Animal Genetics — Nemzetkozi Allatgenetikai Tarsasag
K: klaszter, csoport

KR: kontroll régié

LnP(D): az adatok valdszintiségének természetes alapu logaritmusa

MCMC: Markov Chain Monte Carlo — Markov lanc Monte Carlo

mp: masodperc

mtDNS: mitokondrialis DNS

MTM: Magyar Természettudomanyi Muzeum

PCR: Polymerase Chain Reaction — polimeraz lancreakcio

PopART: Population Analysis with Reticulate Trees

SNP: Single Nucleotide Polymorphism — egynukleotidos polimorfizmus, pontmutacio
STR: Short Tandem Repeat — rovid tandem ismétlodés

VUW: Veterindrmedizinische Universitit Wien — Bécsi Allatorvostudomanyi Egyetem



1.Bevezetés

1.1. Farkasok elterjedése

Magas adaptéacids képességének €s nagy mozgékonysaganak kdszonhetden a sziirke
farkas (Canis lupus Linnaeus, 1758) hatalmas teriileteket képes bejarni és meghdditani. Ennek
koszonhetden a taxon az északi féltekének szinte minden életkdzosségében megtelepedett [1].

Miel6tt a sziirke farkas jelenkori elterjedését ismertetném, szeretném roviden felvazolni,
hogyan jutott el és hoditotta meg a Canis nemzetség Eurazsiat, és hogyan alakult ki a sziirke
farkas. Egészen a késé miocénig a csupan az Eszak-Amerikai kontinensen volt jelen a
nemzetség [2], majd onnan a kés6 neogénben elkezdtek atvandorolni Eurazsiaba 3, 4]. A Canis
nemzetség eurazsiai elterjedésében korilbeliil 2,6 millié évvel ezel6tt tortént egy hirtelen,
robbanasszerli expanzid, amit Azzaroli ,,wolf event” -nek nevezett el és irt le el0szor [5]. Az
esemény kovetkeztében ez a taxon egészen Nyugat-Eurdpaig eljutott, és nagy adaptacios
képességiiknek koszonhetden a nemzetség jelentds diverzifikacion esett at, mely a fosszilis
leletek alapjan igazolt [2, 5, 6, 7]. A diverzifikicié miatt — Eszak-Amerikaban, Azsiaban és
Eurdpdban — megjelentek a modern farkasok koztiik a sziirke farkas is [2, 3, 6, 7]. Mivel
legnagyobb testli tagja a Canis nemzetségenk, és nagy 6kologiai plaszticitassal bir, a sziirke
farkas (a tovabbiakban az egyszeriiség kedvéért farkasként emlitem) konnyedén benépesitette
az egész ¢szaki féltekét a negyediddszak végére, €s szamos alfajt hozott 1étre a kiilonb6zo
teriileti adottsagokhoz alkalmazkodva. [6, 7].

A farkasok az elmult kétszaz évben a vadaszatuknak és az egyre novekvd emberi
térhoditasnak koszonhetéen drasztikusan visszaszorultak, eltiintek teriileteik nagy részérdl, ez
foleg igaz az eurdpai teriileteikre [8, 9]. Az 1900-as évek elején az eurdpai farkaspopulacio
erdsen lecsokkent, csupan Nyugat-Eurdpéan beliil Olaszorszdgban és az Ibériai-félszigeten,
tovabba a Balkanon és mas Kelet-Eurodpai teriileteken maradtak fenn populaciok [10]. A faj ma
mar CITES listan szerepel, mely védett statusz és a prédaallataik expanzidja a megmaradt
populaciok stabilizalddasahoz, és egykori teriiletek visszahoditasanak kezdetéhez vezetett [10,
11]. Eurdpan beliil a farkasok — kilenc allam kivételével — védettek vagy fokozottan védettek,
igy a kontinensen megkdzelitéleg 12000-13000 példany él, melyek bar lasst, de novekvod
tendenciat mutat6 eurdpai populaciot alkotnak [10,12].

Hazéankban — ahogy Eurdpa tobbi dllamdban — a 19. szazad végére a farkasallomany
erdsen megcsappant, majd kozel 100 év utan egy farkast észleltek az Aggteleki Nemzeti
Parkban, majd az elkovetkezd években ujra torténtek farkas észlelések [13, 14]. A 20.szazad

végétol a hazai farkasok szama lassan emelkedni kezdett és 1993-ban megkaptak a védett



statuszt, amit 2001-ben a fokozottan védett statusz kovetett [12, 13]. Az Aggteleki Nemzeti
Park utan a Biikki Nemzeti Park teriiletén is megjelentek a farkasok, mely park teriiletén 2010-
t6l egy allando6 populacié van jelen [13]. Jelenleg hazankban 50-60 példanyra becsiilik a farkas
allomanyt, mely még ugyan kicsi, de stabil és néveked6képes [12, 15].

1.2. A farkasok domesztikacioja és a hibridizacié kérdése

A torténelem soran az ember sok allat és novényfajt haziasitott, de mind koziil
legkorabban a kutyat [16], bar domesztikacidjanak kezdetének helye és ideje vitatott. A feltart
leletek alapjan feltételezhetéen mar 30-35 ezer évvel ezel6tt elkezdddhetett az emberek és
farkasok kozott kialakulni egy kapcsolat, egy proto-domesztikacid, ezt a feltételezést egy
Belgiumban, a Goyet-i barlangban talalt kutya koponya tamasztja ala, amit 31700 évesnek
dataltak [17], bar ekkor még nem volt elterjedt az emberi torzseknél a farkas szeliditése [18].
Az igazi domesztikaciot 14-15 ezer évvel ezeldttire dataljak, és tobb helyszint is
hozzarendelnek az eseményhez; (i) Tavol-Kelet, (ii) Kozel-Kelet, (iii) emellett 12 ezer évvel
ezelétt Eszak-Amerikaban, de egyre elfogadottabba valik a Tavol-Keleti kiinduldsa a
domesztikacionak [18, 19, 20]. A haziasitas eredményeként sziiletett meg a Canis lupus
familiaris, mely az altalanosan elfogadott nézet szerint a farkas egyik alfajanak tekintend6 [18].

Hibridizaci6 az a jelenség, amikor két kozeli rokonsagban allo taxon (faj, alfaj)
keresztezddik, ami féleg akkor kdvetkezik be természetes koriilmények kozott, ha a két taxon
areainak hatarai kozel vannak egymashoz, illetve azok atfedik egymast. A keresztezddésbol
sziiletett hibridek lehetnek fertilisek (pl. farkas-kutya hibrid) vagy sterilek (pl. 6szvér), és
mindkét taxon genetikai allomanyat hordozzak. Alap esetben a hibridizaciod, ha természetes
koriilmények kozott torténik, akkor szignifikdns szerepet tolthet be 1) fajok keletkezésében,
illetve fenntartja a genetikai diverzitast [21]. Antropogén hatdsokra a domesztikacid soran
kialakult allélok introgresszidja a vad taxonokba viszont veszélyezteti a genetikai integritast
[22,23], tovabba novekedni fog a homogenitas, ami az adott faj genetikai uton valo kihalasahoz
vezethet [24]. A genetikai allomany leromlasan kiviil el6fordulhat, hogy a hibridek valamely
sziil6 taxont kiszoritjak az adott teriiletrdl [25].

A hibridizaci6 jelensége foleg igaz a Canis nemzetség tagjaira, ezek ugyanis képesek
fertilis utodokat 1étrehozni keresztezodés soran [26, 27, 28]. Ahogy azt fentebb is emlitettem,
az antropogén allélok introgresszioja ,,oeszennyezheti” a farkasok génallomanyat a hibridek
révén. Ennek a kikiiszobdlésére kiilonbozo stratégidkat talaltak ki (példaul a hibridek

likvidalasa a populaciobol). A farkasok ¢€s kutydk keresztezddése sok tényez6tol fiigg:



befolyéasolja a farkasok egyedszama, a kobor kutydk jelenléte és a két taxon teriiletének
atfedettségének mértéke [29, 30, 31]. Eurdpaban a hibridizacié mértéke teriiletenként valtozo.
Vannak teriiletek, ahol a hibridizaci6 mértéke alacsony, ritka jelenség, ilyen teriiletek a
Skandinav térség, Ibériai-félsziget, és az Appennini-félsziget, ezzel szemben a kontinens
Eszak- (Esztorszag, Lettorszag) és dél-keleti (Balkan) térségeiben erésebb a két taxon
keresztez6désének mértéke [32, 33, 34, 35, 36, 37]. Az utobbi teriileteken jelentkez6 nagyobb
szintii hibridizaciot a farkasok védett statuszanak hidnya okozza, ami lehetdséget ad a
vadaszatukra, emiatt kisebbek a populaciok, és gyakrabban talalkozhatnak kutyakkal [37].

Am nem csak a kutya tartok gondatlansaga miatt torténhet hibridizacio, hanem
szandékosan is keresztezhetik a farkasokat kutyakkal 6rkutydk kitenyésztése céljabol, mint
példaul a csehszlovak farkaskutyat [38, 39].

Korédbban taglaltam, hogy milyen negativ hatast jelenthetnek a hibridek valamely sziilo
taxonra nézve, most viszont roviden azt szeretném felvazolni, hogy az emberre milyen hatést
gyakorolhatnak. Hibridizaci6 soran megvaltozhat az utéd morfologiaja, fiziologidja és
viselkedése, mely akar ugy nyilvanulhat meg, hogy a hibrid kevésbé tart az embertdl, €s annak
telepiilései kozelébe merészkedik — és szinantrOp magatartasa miatt akar tartosan telepiilések

kozelében tartozkodhatnak —, a telepiilésen levadaszhat6 haszonallatokbol élve [40, 41].

1.3. A taxonomiai- és hibridazonositasban alkalmazott markerek
1.3.1. Megkiilonboztetés morfolégia alapjan

Bér az esetek tilnyomo részében nem lehet kiillem alapjan beazonositani a hibrideket,
még is van négy morfologiai bélyeg, ami arulkodo jelként szolgalhat az identifikalasban [42].
Ezen bélyegek koziil a leglatvanyosabb az atipikus bunda, melynek szine, mintazata, és szor
formaja alapjan mar tavolabbrodl is kiszarhaté egy hibrid [43]. A masik harom informativ
bélyegek: (1) a testi ardnyok, (i1) farkaskarom megléte, végiil (ii1) a karom szine, melyeket méar
csak kozelebbrol, egy elhullott vagy elfogott példanyon lehet megvizsgalni [42, 43, 44]. Az
emlitett bélyegek tanulmanyozéasa bar egy jo kiindulasi alapot adhat, nincs bizonyitva olyan
mértékli kapcsolat a morfologiai és genetikai bélyegek kozott, hogy genetikai vizsgélatok
nélkiil kijelenthessiik az adott példanyrol, hogy hibrid.

Egy teriileten tartozkodd populaciok monitorozasara a kamera-csapda egy alkalmas
modszer, €s a lencsevégre kapott példanyokrol az ivar meghatarozasan kivil — amit
viselkedésmintdzatok alapjan lehet megallapitani —, a fentebb emlitett kiilsd bélyegek alapjan

akar meghatarozhat6 egy feltételezett hibrid példanyszam is [45, 46].



Altalaban, mikor két fajt, illetve azok hibridjét kell megkiilonboztetni (pl. igazsagiigyi
eseteknél), nem feltétlen allnak rendelkezésre morfologiai adatok, amik a taxon
meghatarozasahoz kiindulopontként szolgalhatnak. Azok megerdsitése céljabol megbizhatod
eredményekért genetikai vizsgalatokhoz kell fordulni. Taxonok elkiilonitésére uni- és/vagy

biparentalis markereket lehet alkalmazni [36, 47].

1.3.2. Uniparentalis markerek

Uniparentalis genetikai markerek koz¢é tartozik a mitokondrialis DNS (mtDNS) és az
ivari Y kromoszoma. Azért hivjak ezeket a markereket uniparentalisnak (egy sziilés), mert csak
az egyik sziil6 orokiti tovabb, mtDNS anyai 4gon, Y kromoszoma apai agon 6roklédik. Mivel
csak az egyik sziild orokiti, igy nem torténik rekombinacid, melynek hidnya olyan
tulajdonsaggal ruhdzza fel ezeket a genetikai informaciokat, ami lekovethetévé teszi a
fajspecifikus allélek atadodasat. Ezzel eldsegitve kozeli rokonsdgban allo fajok kiilonbozd
populacidi kozotti kapesolatainak feltarasat, igy kutyak és farkasok esetében is [48].

A sejtekben nagy mennyiségben jelenlevd mitokondriumok miatt (100-1000) ¢és a
benniik 1évé genom kopiaszdm miatt (9-12) minimalis mennyiségii, degradalt mintakbol is
elegendé DNS-t lehet kivonni a vizsgalatokhoz. Ezen feliil a nuklearis genommal ellentétben,
a mitokondriumot és annak cirkularis genomjat egy fehérjeburok védi, ami még jobban
késlelteti a mtDNS fragmentalodasat, degradalodasat [49]. A mtDNS kontroll régiojanak (KR)
hipervariabilis régioi (HVI és HVII) a nuklearis genomhoz képest 10-szer nagyobb mutacios
rataval rendelkeznek, emiatt nagymértékli polimorfizmus jellemz6 ezekre a teriiletekre, ezért
populacio-, evolucid- és igazsagiigyi genetikai kutatasokhoz alkalmasak [50]. A KR-ban
leggyakrabban bekovetkezd mutaciok: szubsztitlicios, inszercid/delécid tipusuak, amik, ha
pontmutacio szintjén torténnek, akkor SNP (Single Nucleotide Polymorphism) modszerekkel
vizsgalhatoak és kiértékelhetéek [51]. Domesztikacidé soran, a kutyak beltenyésztése miatt,
benniik gyakran azonos mutaciok detektalhatok azonos lokuszokban, emiatt a csokkent
genetikai diverzitas miatt tobb egyedet is hozzarendelhetiink egy haplotipushoz [52], mig a
farkasokban megmaradt valtozatossag miatt naluk diverzebb képet kapunk a mtDNS
mutacioirol [53].

Ahogy azt mar fentebb emlitettem, az Y kromoszdéma is uniparentalis tulajdonsagokkal
bir, igy a mtDNS-hez hasonléan 6roklodési mechanizmusok felderitésére, fajok és egyedek
meghatarozasara, elkiilonitésére alkalmazhatjdk. Az anyai 6roklédést monitorozé6 mtDNS
vizsgalatok kiegészitésére alkalmas az apai dgon 6roklddd Y kromoszoma, ezzel egy teljesebb
képet adva hibridek azonositasaban, vagy rokoni kapcsolatok feltarasaban [54]. Uniparentalis

marker 1évén, az Y kromoszomara nem jellemzd a rekombinalddas, ezen feliil egyrészt nagy
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mérete miatt, masrészt, mert ezen gonoszoéma nagy része nem kodold régiokbol all, szinte
kifogyhatatlan forrasa a polimorfizmusoknak, igy kifejezetten alkalmas bizonyos populéacio

genetikai analizisekhez [54].

1.3.3. Biparentalis markerek

Az uniparentalis markerekkel ellentétben a biparentalis genetikai markereket mind két
sziil6 — mendeli 6roklodésnek megfelelden — tovabb 6rokiti. Megtaldlhatoak egyarant kodolo
¢s nem kodolo régidkban.

Biintligyi eseteknél, a nyomozas soran az elkovetd identifikaldsahoz, annak genetikai
profiljat kell meghatdrozni, amihez a helyszinen talalt biologiai mintakbdl (vér, nyal, szor stb.)
nyernek ki DNS-t. A vizsgalatok STR-ek (Short Tandem Repeats) tipizalasan alapulnak, ezek
né¢hany bazisparnyi (2-6 bp) szekvencia tandemszeri ismétlddéseibdl allé mikroszatellitdk. Az
ismétlddések szama nagyon véltozatos lehet nem csak rokon fajok kozott, de egy fajon beliil
egyedek kozott is, igy egyedi DNS profilt lehet kinyerni ezek hasznalataval. Biparentalis
markerek 1évén mindkét a sziil6 tovabb 6rokiti a ra jellemz6 alléleket az utddba, ezért rokonsagi
viszonyok feltarasara is alkalmasak az STR-ek [55].

Igazsagiligyi alkalmazds mellett a mikroszatellitakat, nagy valtozatossaguk ¢és
megbizhato tipizalasuk miatt, fajok és alfajok elkiilonitésére is hasznaljak. Hogy néhany példat
emlitsek; 2015-ben egy 28 mikroszatellitabol allo marker készletetet sikeresen alkalmaztak
harom zebra faj (Equus quagga, E. grevyi, E. zebra), illetve hibridjeik elkiilonitésében [56],
2019-ben az ISAG (International Society for Animal Genetics) altal ajanlott 13 STR-t
hasznaltak a 16 és szamar hibridjeinek azonositasara [57], 2020-ban kifejlesztettek, és
publikaltak egy 20 STR-t és SNP vizsgalatokat magaba foglal6 modszert a vaddisznok (Sus
scrofa) és a hazi sertések (S. s. domesticus), valamint hibridjeik elkiilonitésére [58].
Magyaroroszagon — hogy hazai példat is emlitsek — két (magyarorszagi, romaniai) aranysakal
(Canis aureus) populacio genetikai elkiilonitésére 22 STR-t alkalmaztak sikeresen 2020-ban
[59]. A fajok, alfajok elkiilonitése az ¢lelmiszeriparban is fontos kérdés (pl. hazi sertésbél vagy
vaddisznobol szarmazik a huskészitmény), melynél az inzercios-delécids (indel) markerek
bevétele a mikroszatellita vizsgalatokba nyomon kovethetobbé teszi a huskészitmények

Osszetételét [60].

1.4. Genetikai vizsgalatok a kutyak és farkasok elkiilonitésére

A dolgozatomban vizsgalt két taxon genetikai tanulmanyozasait tobb mint két évtizede

kezdték meg filogenetikai vizsgalatokkal, ami még csak a mtDNS KR-t célozta [48]. Nem
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sokkal késobb filogeografiai, igazsagligyi ¢és hibridizacio témakban is elkezdtek tovabbi
genetikai teszteléseket taxon- és egyed azonositas céljabol [35, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67].
Ahogy mar fentebb emlitettem, mint uniparentlis marker, a mtDNS csak anyai dgon 6roklddik,
igy 6nmagaban nem alkalmas hibridizacié detektalasaban, ezen kiviil a KR vizsgalata mégis
hasznos modszernek bizonyult mas kutatasokban vilagszerte [14, 68, 69, 70]. A
mitokondriumot célz6 vizsgalatok mellett, 2001-ben elkezdték alkalmazni az Y-kromoszomas
markereket, amiket el6szor a Skandinav térség farkasainak haplotipizalasara hasznaltak, majd
kutyakon is elvégeztek ilyen irdnya tanulményozast, tovabba mtDNS-el egyiitt hibridizacio
felmérését célzo kutatasokban is hasznaltak [25, 54, 71]. Id6vel a kutatok attértek a biparentalis
markerek hasznalatara, melyek onmagukban is megbizhaté eredménnyel képesek fajokat,
alfajoka ¢és hibridjeiket elkiiloniteni, tovabbd uniparentdlis markerek bevonasaval a
korabbiaknal megbizhatobb és pontosabb eredményt adé modszereket lehet kifejleszteni,
melyek alkalmazdsa manapsdg is javasolt a farkasok ¢és kutydk kozotti hibridizacio
vizsgalataban [1, 10, 24, 35, 36, 37, 38, 43,47,72,73, 74,75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84,
85, 86, 87, 88].

Kozel 10 évvel ezeldtt Amerikaban elkezdték felmérni a genomszinten eléfordulo SNP-
ket, amiket a kutyak farkasokbdl torténé domesztikacido igazolasara hasznaltak, ehhez
hasonloan Eurdpaban is folytatnak SNP alapu vizsgalatokat a farkasok genetikai diverzitasanak
felmérésére [89, 90, 91]. Ezen kiviil ezt a vizsgalati modszert alkalmazzak a csehszlovak
farkaskutya genetikai Osszetételének igazolasdra, a domesztikacio indukalt génmutaciok
feltarasara [92], valamint hibridek azonositasara [39, 93]. Hogy egy példat emlitsek, a
kozelmultban, a farkasok és kutyak igazsagiligyi célu megkiilonbdztetésre 12 un. 6si informativ
(ancestral informative) SNP-bél allo panelt hoztak 1étre és validaltak [9]. Mas markerekhez
hasonloan, az SNP-k is 0sszevonhatdak a tobbi markerrel a médszerek pontositasanak ndvelése
érdekében [94, 95].

A pontmutaciokon, kisebb szekvencidkon alapuld markerek haszndlata mellett, a
genetikai vizsgalatoknak egy uj eszkoze terjedt el, ami mar teljes géneknek szekvencia és
kopiaszam kiilonbségein alapszik. Domesztikacio soran, a kutyak étrendjében egyre nagyobb
helyet foglalt el a szénhidrat, emiatt a szénhidratok lebontasaban és felvételében szerepet jatszo
fehérjéket kodolo gének aktivabbak benniik, mint a farkasokban. Eddig harom, a szénhidrat
anyagcserében szerepet jatszo génre helyezték a hangsulyt, ezen gének a; SLC5A1, AMY2B
¢s MGAM. A domesztikacio soran ezekben bekdvetkezett mutacidok alkalmasak a kutyak és

farkasok elkiilonitésére, példaul az AMY2B gén kopiaszamat dsszehasonlitva a két taxonban
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kirivé a kiilonbség, mivel farkasokban 2-8 kopia, mig a kutyakban 4-36 kopia van jelen [96,
97].

A géneket tovabb vizsgalva — a kopiaszdm mellett —, azok szekvencidjaban torténd
néhany bp-s valtozasok is alkalmasak a farkasok, kutyak és hibridjeik azonositasara. Egy génen
beliil torténd rovid szakasz kiesése vagy beépiilése az un. delécids-inzercios valtozas [95].
Kutyadkban ¢és farkasok a bunda szinét a B-defensin CBD103 gén alakitja ki. A CBD103
szekvenciajaban detektalt harom bp-s delécio a farkasokban egy szokatlanul s6tét bundaszint
eredményez. Mivel nem jellemzo a farkasokra a sotét bunda, ezért a kozel fekete szinli egyedek
feltételezhetdoen hibridek [74, 88]. Egy masik, a kutyafélék bunda szinét befolyasolo
(melanogenezis) gén a KITLG gén (KIT ligand), amiben egy 6t bp-s deléciot detektaltak. A
delécio okozta szekvencia beli eltérésen kiviil, a szénhidrat anyagcserében részt vevo fehérjéket
koédolod génekhez hasonloan, a KITLG a kdpiaszdmaban is eltér a két taxonban, emiatt egy
hasznos eszkoze a farkasok és kutyak elkiilonitését végz6 kutatasoknak [86, 94, 98]. Mind a -
defensin CBD103 génben, mind a KITLG génben fellelt deléciok alkalmasak a Canis lupus és
alfaja, Canis lupus familiaris elkiilonitésére, és hibridjeik kimutatasara, de mivel a

vizsgalatokhoz intakt génre van sziikség, nem alkalmazhatdak az igazsagiligyi nyomozasokban.

1.5. Igazsagiigyi vadvilag genetika

A vadvilagot érint6 igazsagiigyi vizsgalatok szamos diszciplinat magaba foglalnak — pl.
genetika, morfologia, allatorvosi tudomanyok sth. —, melyek egyiittes alkalmazasaval az allati
eredetli nyomot, mint bizonyitékot felhasznalva nyomozasokat végezhetnek jogsértésekben,
ugymint az illegalis kereskedelem, orvvadaszat stb. Human kriminologiaban régota
alkalmazzak a genetikai vizsgalatokat, és a kozelmultban mar elkezdték nem-human
alkalmazasat is. Bar human eseteknél a felmeriilé kérdés, hogy ki volt az elkdvetd, aldozat, és
nem-human eseteknél, hogy egyaltalan tortént-e blincselekmény, a vizsgalatokhoz felhasznalt
eszk0z0k, modszerek hasonldak. Az egyik leggyakoribb kihivas az igazsagiigyi genetikdban a
taxonoémiai azonositas, ami egy kulcsfontossagu 1épés a vadvilagot érintd bliincselekmények
elleni harc sordn a védett fajok, illetve azok szarmazékainak azonositdsa (pl. orvvadaszat,
mérgezéses esetek, illegalis tartas és kereskedelem), fogyasztovédelmi €s élelmiszerbiztonsagi
szempontbol a termék Osszetételének meghatirozésa, allattamadas és gazdasagi karokozas
esetén pedig az elkovetd allat faji (olykor alfaj, fajta) azonositasa sziikséges.

Farkasok esetében is mar régota alkalmaznak genetiaki markereket populaciok genetikai

diverzitasanak felméréséhez, és egyedek megkiilonboztetéséhez, amik bar alkalmas eszkdoznek
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bizonyultak a konzervaciobiologiaban, de nem felelnek meg az igazsagiigyi genetika
kritériumainak. Mivel a konzervéciobiologidban alkalmazott markerek nem alkalmasak
torvényszéki felhasznalasra, ezért indokolt annak kovetelményeinek — amiket jogszabalyok,
nemzetk6zi standardok ¢és szakmai ajanlasok hatdroznak meg — megfeleld, validalt
markerkészlet kifejlesztése adott fajra és adott populaciora [99, 100]. Hogy egy példat emlitsek,
elvaras az egyik legszélesebb korben alkalmazott markerek, a mikroszatellitak esetén a tetra-,
ill. pentamer ismétlédésti szerkezetet, amitd]l megbizhatd genotipizald eszkozzé valnak. Ujabb
markerek, modszerek validalasanal, négy szempotot kell szem el6tt tartani: modszerek,
markerek érzékenysége, specificitasa, reprodukalhatosaga és megbizhatdsaga [101].
Mindamellett, hogy vadallatokat célz6 genetikai vizsgalatok hazankban is
megkezdddtek, torvényszéki — hazai és nemzetkdzi jogvitak rendezésére szolgald — analizalo
modszerek csupan részben allnak a hatdsagok, illetve a jogi- vagy természetes személyek
rendelkezésére és hazai fajokra nézve az igazsagiligyi kritériumokat kielégitd genetikai

markerek kidolgozatlanok [102, 103, 104, 105].

1.6. Farkasok érintettsége torvényszéki esetekben

1.6.1 Allattamadas és gazdasagi karokozas

Az emberi expanzidé és a farkasok visszatérése egyre nagyobb teriileten torténd
osztozkodashoz vezet, a szoros szomszédsag mind a két fél szamdra hatranyos. Az erdok
pusztitasaval, telepiilések novekedésével, a farkasok egyre inkabb arra kényszeriilnek, hogy
emberkdzeli teriiletekre, akar kisebb telepiilések szélére merészkedjenek, és az ott fellelhetd
haztaji allatokat (pl. baromfik, kutya), tenyésztett nagytestii haszonallatokat vadasszak le [13,
77, 15]. A hagyomanyos allattartast gyakorlo teriiletek — ahol feliigyelet nélkiil legelnek az
allatok — vannak a legjobban kitéve a farkasok pusztitasanak [106]. A farkasok
visszatelepiilésével az érintett terlileteken €16 lakosokban félelem tdmad, mivel nincsenek
hozzaszokva a nagyragadozok kozelségéhez, ami ahhoz vezet, hogy a média a farkasokkal
kapcsolatos negativ hireket tulzéan kozolheti, akar objektiv elemzéseket figyelmen kiviil
hagyva ezeket az allatokat okolhatja az esetleges karokért [107, 108, 109]. Meg kell emliteni
azt is, hogy a mai, urbanizal6dé vilagban, egyre kisebb jelentdséget tulajdonitanak a
foldmtiveléssel, allattenyésztéssel foglalkozo vidéki teriileteknek, ezért a helyi gazdak
beszamoloi az ember-farkas konfliktusrol, hogy felkeltsék magukra a figyelmet, akar talzoak is
lehetnek [107]. Azért kapnak a farkasok ekkora figyelmet, mivel a tobbi eurdpai

nagyragadozohoz képest gyorsabban kezdték rekolonizalni egykori teriileteiket. Mindazonaltal,
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hogy a farkasok normalis koriilmények kozott elkeriilik az embert és teleptiléseit — mivel nem
megszokott szamukra az emberi jelenlét —, az 1j generaciokban, akik kisebb telepiilések mellett
nének fel, habituacié miatt nem lesz félelem az ember irant, igy batran bemerészkednek majd
a helyi emberi kozség teriiletére [15]. Az ember kozelségét6l nem tarto farkasok mar nem csak
a haszonallatokra, hanem az erd6ben és telepiiléseken tartozkodd emberekre is veszélyt fognak
jelenteni [15]. A most felvazolt jovokép igazabol mar a jelen, a feltételezéseket egy 2018-ban
publikalt esettanulmany tamasztja ala, ami 6t ember elleni farkas tdmadast foglal Ossze
Lengyelorszagban. Ebben az esettanulményban leirt tamadésokat fiatal, egy év koriili farkasok
kovették el, akik telepiilésekhez viszonylag kozel sziilettek. A tdmadasok el6tt a szoban forgd
példanyokat falvak kozelében, illetve falvak utcain lattdk jarni. Nowak és munkatérsai
tanulmanyukkal bizonyitjak, hogy az wjabb farkas generaciok egyre kevésbé fognak tartani
toliink [110]. Bar a hazai farkas populacio kis 1étszama miatt még tavol all attdl, hogy az
emberekre veszélyt jelentsen, haszonallatainkat mar rendszeresen tizedelik [15, 111, 112].
Eurépaban mashol is gondot jelentenek az allattenyésztOk részére a visszatérd farkasok.
Luxemburgba nagyjabol 40 év utan elkezdtek visszatérni a farkasok, amit Schley és
munkatérsai bizonyitottdk haszonallatok tetemeibdl €s a tetemek kortili teriiletekrdl begytijtott
bioldgiai mintakon elvégzett genetikai vizsgalatokkal [113].

Azon esetekben, amikor emberi mulasztas miatt kutyak okoznak gazdasagi kart, illetve
allattamadast, a kutyatartok a jogi 1épéseket €s feleldsségre vonast igyekeznek elkeriilni azzal,
hogy az elkdvetd allatot farkasként irjak le. Szdmos olyan, hazidllatokat és embert érintd
tamadasrol szamoltak be, amikrél a nyomozasok utan kideriilt, hogy az elkovetd kutya volt [77,
78]. Olaszorszagban egy farkasnak leirt allat tamadott emberre, mely allatrdl kideriilt a DNS
tipizalas utan, hogy egy helyi érkutya volt, a leirtakkal ellentétben nem farkas, még csak nem
is hibrid. A genetikai analizis eredményét az aldozat is alatdmasztotta, aki a kutya védelme

miatt hazudott a hatésagoknak, mert meg akarta védeni az allatot a ra varo elaltatastol [78].

1.6.2. Orvvadaszat és illegalis kereskedelem

Az Interpol felmérései szerinte a vadvilagot érintd illegalis tevékenységek a masodik
legprofitalobb blintettek a kabitdszer- és fegyverkereskedelem utan, melynek évi hasznat husz
milliard dollarra becsiilik [114, 115]. A vadvilaggal kapcsolatos jogsértések foleg a hiillok,
madarak és emlosok illegalis vadaszatat és termékeikkel torténd kereskedelmet foglaljak
magukba [116, 117, 118, 119], mely aktivitasokat azért nem sikeriilt globalisan megfékezni,
mert a potencidlisan nagy haszon mellett amugy is eltdrpiilnek a relativ alacsony biintetések.

[120]. Nem kell egzotikusabb tajakra utaznunk, hogy illegalis vadaszattal talalkozzunk. Az
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¢szaki féltekén elterjedt farkas Eurdpa legtobb orszagaban védett, de az elleniik folytatott
orvvadaszatok a mai napig gyakran eléfordul, és termékeikkel ugyan tigy kereskednek, mint az
orrszarvutiilokkel [78]. Farkasok elejtésekor a gyanusitottak védekezhetnek azzal az allitassal,
hogy a kil6tt példany csak egy farkasra hasonlitoé kutya, aminek kilovése megengedett, mivel
vadgazdalkodasi szempontbdl diivadnak mindsiil.

Hogy hatékonyan tudjanak a biliniild6z6 szervek reagélni az eldbb bemutatott és ehhez
hasonlo esetre, robosztus €s megbizhatd modszerekre és egy, az érintett teriileten tartozkodo

farkasokbodl és kutyakbol felallitott adatbazisra van sziikség.

1.6.3. A magyar farkasallomannyal kapcsolatos esetek

Hazankban, mint kiemelt k6zdsségi jelentdségli 6shonos nagyragadozd, a farkas
alacsony egyedszama miatt fokozottan védett, eléfordulasi terillete féleg az Eszaki-
kozéphegységre korlatozodik, de Dél-Magyarorszagon is felbukkannak a hataron atvandorlo
egyedek [121, 122]. A farkasok elejtése biincselekmény, viszont a kobor kutya az egyik legtobb
gondot okozo allat a vadaszteriileten, igy, ahogy fentebb emlitettem, diivadnak mindsiil. ,,A
vadasz a vadéallomany védelme érdekében elfoghatja vagy elejtheti a vadat iz6 vagy a vadat
elejtd kutyat... ha a vad sérelme mdasként nem harithat6 el... valamint akar meg is Olheti
fert6zés tovabb terjedése... vagy masként el nem harithato tdmadas megakadalyozasa céljabol
a kutyat (vagy a macskat).” llletve ,,...ha az allat tulajdonosanak felderitésére nincs kozvetlen
lehetség.” irja a 1996. évi LV. térvény a vad védelmérdl, a vadgazdalkodasrol, valamint a
vadaszatrol; 37.§ 4. bekezdése [123]. Hazankban tobb esetben is sziikséges volt genetikai
vizsgalatokat elvégezni a kildtt allat taxonomiai besoroldsdhoz, mivel a vadaszok csupan

kiillem alapjan tudjak megkiilonboztetni a farkast a kutyatol.
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2. Célkitiizés

Magyarorszagon 2010 6ta igazolt az allando farkaspopulacio, ezért minket is érintenek
a korabban leirt konfliktusok. Ahhoz, hogy a hatdsagok hatékonyan 1épjenek fel gazdasagi
karokozasnal, illetve illegalis vadaszat gyanujakor, egy megbizhaté modszerre €s a hazai kutya,
farkas populaciobol alkotott adatbazisra van sziikség. Mivel a szoban forgd két taxon és
hibridjeik azonositdsara nincs hazankban nemzetkdzi ajanlasoknak megfeleld marker- ¢és
vizsgalati rendszer, igy munkam egyik célja 1j mddszertani tesztelések megkezdése volt. A
tesztelésekhez uni- (Y-kromoszoma és mtDNS) és biparentalis (STR) markereket haszaltunk,
amiket a szakirodalom alapjan gytijtottiink 6ssze (bliniigyi esetekben haszalt) és vizsgalatokat
végeztiink hazai, illetve kdrnyezd orszagbol szdrmaz¢ farkas és hazai kutya mintdkon. A
markerek alkalmassagat, érzékenységét és reprodukalhatosagat kiilonbozo biologiai mintdkon
teszteltik. A markerkészlet kifejlesztése mellett a masik célunk egy genetikai adatbézis
felallitasa volt, amihez a mintakat kutyakbol és farkasokbdl gytijtottiik. Egy ilyen adatbazis jo

alapul szolgal késébbi 6sszehasonlitd vizsgalatok soran.

3.Anyag és modszer

3.1Mintagyiijtés

A dolgozatomhoz a mintdkat fOképp fogsagban tartott (&llatkertek, vadasparkok,
farkastenyésztok) farkasokbol és kutyabol vettiik, altalaban nem invaziv modon, az allattartok
beleegyezésével. Az Allatorvostudomanyi Egyetemen kivil a kovetkezé intézmények
biztositottak mintdkat a dolgozatomhoz: Magyar Természettudomanyi Muzeum, az Eurdpa
Vadvilaganak Megmentéséért Alapitvany, a Bécsi Allatorvostudomanyi Egyetem, Miskolci
Allatkert és Kultirpark, és a Budakeszi Vadaspark. A projektiinket igy 35 farkas és 35 kutya
mintaval inditottuk el (1. tablazat).

G

1. Abra A begyiijtott mintak koziil a legtobb esetben bélsar- (A) és szérmintikat gyiijtéttiink (B), de a
MTM jovoltabol bérmintakat (C) is kaptunk.



Invaziv mintavételezést csupan az ATE klinikajan egy csehszlovak farkaskutyan
végeztiink el nyalminta vételezés keretein beliil, tovabba a Godollon tartott farkasokbol is igy
gyljtottiink szérmintakat, amit Horkai Zoltan, EVMA (https://horkai.com/hu/) vezet6jének
segitségével hajtottunk végre. A tobbi mintat a kifutokban, az allatok kornyezetébdl (fakéregrol,
foldrél és ketrecracsrol) gytijtottiik be (1. abra). A széroket szobahémérsékleten taroltuk és
szallitottuk, mig az triilékeket koriiltekintébben gytjtottiik, figyelembe véve azok frissességét

¢s allagat, gylijtés utan fagyasztva (-20°C) szallitottuk, illetve taroltuk.

Szor és irilékmintak mellett az MTM biztositott szamunkra bormintakat, amiket
kikészitett farkasbérokbol vettiink roncsolasos mintavétellel, figyelve a karokozas mértékének
minimalizalasara. A mintavétellel olyan teriileteket céloztunk meg a béron, amik relative védve

maradtak, emiatt hasznalhaté mennyiségii és minéségii DNS-t tartalmazhattak.
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1. Tablazat A genetikai vizsgalatokhoz hasznalt farkas és kutyamintdk tipusa, szarmazasi helye és
taxonomiai besoroldsa. Roviditések; VUW: Vet. Med. Universitit Wien, MTM: Magyar
Természettudomanyi Muzeum, ATE: Allatorvostudoményi Egyetem, EVMA: Eurépa Vadvildganak
Megmentéséért Alapitvany, Bkeszi VP: Budakeszi Vadaspark, Miskolci AK: Miskolci Allatkert és
Kultarpark, C.1.: Canis lupus

FARKAS KUTYA
Minta  Minta Szarmazasi Alfaj Minta- Minta Szarm. Fajta
kéd tipus hely kéd tipus hely
w1 szor EVMA C.L. D1 nyal ATE  Csehszlovak farkaskutya
W2 szOr EVMA C.L. D2 DNS ATE Berni pasztorkutya
W3 szér EVMA C.l. D3 DNS ATE Bordeaux-i dog
w4 szOr EVMA C.l D4 DNS ATE Golden retriever
W5 szOr EVMA C.l D5 DNS ATE Rovidsz. német vizsla
W6 szOr EVMA C.l. D6 DNS ATE Kaukazusi juhaszkutya
W7 sz0r EVMA C.L D7 DNS ATE Am. staffordshire terrier
w8 szOr EVMA C.L D8 DNS  ATE Szibériai husky
W9 szOr EVMA C.l D9 DNS  ATE Dobermann
W10 szOr EVMA C.l D10 DNS  ATE Puli
w11 szOr EVMA Cl. D11 DNS  ATE Oangol juhaszkutya
W12 bér EVMA C.l arctos D12 DNS  ATE Népolyi masztiff
W13 bér EVMA C.L D13 DNS  ATE Komondor
W14 bér EVMA C.L D14 DNS  ATE Német dog
W15 bor EVMA C.L D15 DNS ATE Labrador retriever
W16 szOr EVMA C.l. D16 DNS ATE Berni pasztorkutya
W17  bélsar Bkeszi VP C.L D17 DNS  ATE Mudi
W18  bélsar Bkeszi VP C.l D18 DNS  ATE Rovidsz. német vizsla
W19 szOr Bkeszi VP C.l D19 DNS  ATE fr szetter
W20  bélsar  Miskolci AK  C.l italicus | D20 DNS  ATE Brie-i juhaszkutya
W21  bélsar  Miskolci AK C.l D21 DNS  ATE Weimari vizsla
W22  bélsir  Miskolci AK Cl. D22 DNS  ATE Német dog
W23  bélsir  Miskolci AK Cl. D23 DNS  ATE  Sarplaninai juhiszkutya
W24  bélsir  Miskolci AK Cl. D24 DNS  ATE Magyar agér
W25 bér MTM C.L D25 DNS  ATE Hovawart
W26 bor MTM C.. D26 DNS ATE Leonbergi
W27 bér MTM C.L D27 DNS  ATE Moszkvai 6rkutya
W28 bér MTM. C.l D28 DNS  ATE Hannoveri véreb
W29 szor Nograd megye C.L D29 DNS ATE Szibériai husky
W30 DNS VUW C.l D30 DNS  ATE Szamojéd
w31 DNS VUW C.l.italicus | D31 DNS  ATE Csau csau
W32 DNS VUW C.l. italicus D32 DNS ATE Kuvasz
W33 DNS VUuw C.. D33 DNS ATE Kaukazusi juhaszkutya
W34 DNS VUwW C.L D34 DNS ATE Csau csau
W35 DNS VUW C.l. italicus D35 DNS ATE Fox terrier




3.1.1Elovizsgalatok, DNS izolalas és kvantifikalas

Elévizsgalatot csak a szérmintakon végeztiink el trinokularis fénymikroszkoppal, ezzel
a gyokérhiivelyi sejtek meglétét és szamat figyeltiik meg. A kevesebb gyokérhiivelyi sejtet
tartalmazo mintdknal a bevagott szorszalak szamanak emelésével noveltiik meg a kinyerhetd
genetikai anyag mennyiségét. A szérhagymak gyokéri végének kb. 0,5-1 cm hosszu részét
steril olld és csipesz segitségével 1,5 ml-es Eppendorf csovekbe vagtuk be. A DNS
extrakciohoz a QlAamp® DNA Mini Kit-et hasznaltuk a gyarté altal irt protokoll szerint.

Az tirtilék mintak el6készitését fagyasztott allapotban kezdtiik meg. Felsziniikr6l steril
szikével lekapargattunk kb. 25 mg-ot, melyet 1,5 ml-es Eppendorf csdévekbe helyeztiink. A
QlAamp® Fast DNA Stool Mini Kit-et alkalmaztunk a DNS extrakciohoz, amit a gyart6 altal
készitett protokoll alapjan hajtottunk végre. A nyalmintabdl torténd a DNS kivonashoz a
QlAamp® DNeasy Blood and Tissue Kit-et hasznaltuk és a gyart6 altal ajanlott protokoll szerint
jéartunk el.

A MTM-b6l kapott sz6rds bérmintakat 2 ml-es Eppendorf csovekbe bevagtuk, amiket
azutan tobbszor 70%-0s etanollal és steril bidesztillalt vizzel atmostuk a kontaminacid
csokkentése érdekében. Majd a FavorPrepTM Tissue Genomic DNA Extraction Mini Kit
segitségével elvégeztiik a DNS kinyerését a gyartd Gtmutatasai szerint.

A DNS kivonas és tisztitas sikerességét minden esetben agar6dzgél elektroforézissel
ellendriztiik le, amihez 1,5%-o0s agar6z gélt hasznaltunk, mely interkalalé DNS-festéket (GR
Safe) tartalmazott. Minden mintabol a gél zsebeibe 5-5 pl-t toltottiink be és 35 percen eresztiil
futtattuk a gélelektroforézist, majd kék fénnyel megvilagitva digitalis felvételeket készitettiink.
Hogy pontosabban is meghatarozzuk a mintak DNS mennyiségét Qubit fluorométerrel (dAsSDNA
High Sensitivity Kit) is kvantaltuk a kivont orokitdanyagot, ebben az esetben is 5 pl-t
hasznaltunk mintanként a méréshez. A mintdk tovabbi vizsgalatat az Allatorvostudomanyi
Egyetem Allattenyésztési, Takarmanyozastani és Laborallat-tudomanyi Intézetének Genetikai

laboratoriuméban végeztiik.

3.2.DNS markerek PCR amplifikalasa, detektalasa és kiértékelése

3.2.1.Tereprol gyiijtott mintak elézetes tesztelése

Mivel a mintaink tilnyomorészét nem invaziv moédon, a kifutokbol gytjtottik, emiatt
nem tudtuk melyik, és milyen ivart egyedtdl szirmaznak az adott szér-/bélsarmintak. Ebben az
esetben eldzetes genetikai vizsgalatokat kellett elvégezniink, amiket tiz mintan hajtottunk végre

(W20-29). Az elbézetes tesztelésekhez két markert hasznaltunk, az egyik az egyedek



megkiilonboztetését teszi lehetdvé, a masik az ivar detektalasat. A WILSM-TF-ral az egyedek
megkiilonboztetését tudtuk elvégezni, mely mikroszatellita marker hiperpolimorf, kutyafélékre
specifikus [124]. Az ivar detektalasat SRY markerrel végeztiik el, amit diplex PCR reakcioban
amplifikaltuk a leirt protokoll alapjan [125].

3.2.2.Mitokondrialis KR vizsgalatok, elemzések

A MtDNS vizsgalatokat 18 farkas és 14 kutya mintan (2. tablazat) végeztiik el, mely
mintakat kiilonb6z6 anyai leszarmazasi vonalakbdl valogattunk 6ssze. Ahogy korabban mar
leirtam, a mitokondriumot érinté genetikai vizsgalatokban a KR-t hasznaljék, azon beliil is a
hipervariabilis (HV) részeket, mivel HV régiokban a legtobb a pontmutaciok szama. A
vizsgalatainkat a HVI région végeztiik el (1545816130 bp-k kozott), mely szakaszt az F15406
¢s R16147 primerek — amik a primerek bekotésének helyét is magédba foglalja — segitségével
sokszorositottuk fel PCR-rel. Azon esetekben, amikor a mintak kopiaszama alacsony volt,
erésen sériilt €s rossz mindségl, a vizsgalt régiot két kisebb, egymast atfedd szakaszra osztottuk
fel; HVI/1 (393bp) és HVI/2 (462 bp), melyeket a F15406-R15799 és F15685-R16147 primer
parokkal sokszorositottunk fel két reakcioban [126].

A mintakat 25 pl térfogatban amplifikdltuk, 36 cikluson keresztiil az alabbi
beallitasokkal: denaturaciéo 94°C 15 mp, anellacié 56°C 30 mp és elonginacio 72°C 30 mp. A
reakcid utan agardzgél -elektroforézissel ellendriztik vissza a PCR termékeket, majd
GenElute™ PCR Clean-Up Kit-el tisztitottuk. A mizeumi bdrok esetén, amennyiben nem volt
lathatd PCR termék az agar6z gélen, tisztitds utdn egy ,,masodik kords” amplifikalast is
elvégeztiink az els6 korben tortént sokszorositas beallitasaival megegyezé modon.

A kontroll régié HVI szakaszanak béazissorrend meghatarozasat a mérahalmi Seqomics
Biotechnologiai Kft. végezte. Az eredmények elemzéséhez a kapott szekvencia adatokat a
Sequencher™ 4.1.2 (Gene Codes Corp) programmal értékeltiik ki és a kdvetkezd paramétereket
allapitottuk meg: a referencia szekvenciahoz (Acc. Number: NC 002008) viszonyitott
megfigyelt Osszes polimorf nukleotid pozicid és a populacidban megfigyelt Osszes eltérd

haplotipus.

3.2.3. STR vizsgalatok és elemzések

A biparentalis vizsgalatokhoz, a mar bizonyitottan igazsagiigyi felhasznalasra is
alkalmas StockMarks™ for Dogs Genotyping Kit-et (Thermo Fisher) hasznaltuk. Ez a készlet
kilenc tetramer €és egy trimer szerkezeti STR-t tartalmaz. Kovetve a vizsgalati protokoll

eloirasait, ezeket a mikroszatellitakat sokszorositottunk fel a farkasmintakon. Kutyak esetében
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ezek a genotipus adatok rendelkezésre alltak [127]. Annak érdekében, hogy minél tobb
alléleloszlasi adat alljon rendelkezésiinkre a két taxon elvalasztasdhoz, tovabbi négy polimorf,
tetra- illetve pentamer szerkezeti STR lokusz (PEZ21, PEZ16, RENI124, WILMS-TF)
vizsgalataval egészitettiik ki a markerkészletiinket. Az amplifikalasi reakcidkat és PCR
programokat egy masik tanulmany alapjan allitottuk be [125].

A multiplex reakcidk utan ebben az esetben is agardzgél elektroforézissel ellendriztiik
vissza a PCR termékeket, majd a fluoreszcensen jelolt primerekkel végzett amplifikalas
eredményeként 1étrejott fragmenseket kapillaris elektroforézissel valasztottuk el, illetve UV-
gerjesztéssel detektaltuk. Az elektroforetikus elvalasztas ABI Prism3130XL Genetic Analyzer
késziiléken (Applied Biosystems), GeneScan™ 500 LIZ™ méret standarddal és a
GeneScanAnalysis v3.1 software (Applied Biosystems) segitségével tortént (Biomi Kft,
G06dollo). A kapott eredményeket a GeneMapper™ szoftverrel értékeltiik ki és hataroztuk meg

az egyes mintak genotipusat.

3.2.4.Y-kromoszomas STR vizsgalatok

Az ismert, illetve az el6tesztelések (WILMS-TF/SRY) elvégzése utan him ivartinak
detektalt allatokbol szarmazé mintdkon Y-kromoszomas STR vizsgélatokat végeztiink el.
Ehhez, a mintdkon négy (MS34A, MS34B, MS41A és MS41B) dimer szerkezetli, szamos
nemzetkdzi kutatdsban alkalmazott Y-kromoszomas STR tesztelését is elvégeztiik. Szamos
PCR protokoll kiprobalasa utan az Aghbolaghi és munkatarsai [38] altal kifejlesztett programra
esett a valasztasunk, amit kutya és farkas DNS mintakon alkalmaztuk (2. tablazat).

A fluoreszcensen jelolt primerekkel végzett multiplex amplifikalas utan agarozgél
elektroforézissel ellendriztiik vissza a PCR termékeket, a biparentalis mikroszatellitadk
kimutatdsaval megegyez0 modon, kapillaris elektroforézissel detektaltuk a 1étrejott
fragmenseket. A kapott eredményeket a GeneMapper™ szoftverrel értékeltiik ki és hataroztuk
meg az egyes mintak haplotipusat.

Az Y-kromoszomas STR profilokat nem emeltiik be egy elemzésbe sem, ennek az okat
a kovetkez0 fejezetben, az eredményekkel egyiitt tdrgyalom ki.

3.2.5. Mitokondrialis KR elemzések

Farkas adatbazisunkat Osszesen 18 sajat vizsgalatbdl szarmazo, anyai leszdrmazas
Eurdpéabdl szarmazo farkas szekvenciabol allitottuk 6ssze (2.tablazat). Mitokondrialis kutya
haplotipus adatbazisunk 14 db sajat vizsgalatbol szarmazo szekvenciabol és 16 db letoltott,

kozepes-nagyméretll fajtakbol nyert szekvencidkbol allt (2. tablazat).
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A mintak SNP mutacidin alapuld G6sszehasonlitasat és csoportositast a Phylogeny.fr
szekvencia elemz6 honlapon (http://www.phylogeny.fr/index.cgi) a PhyML algoritmussal
[128] wvégeztik el, mely program maximum-likelihood-t hasznal a szekvencidk
csoportositasara. A szintén online elérhet6 ASAP web (Assemble Species by Automatic
Partitioning) honlapon hierarchikus klaszerezéssel hajtottuk végre a mintaink csoportositasat
(https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/asap/). [129]. Az el6bbi programnal az alapbeallitasokkal
(,,one click" méd), az ASAP-ban, pedig K80 Kimura modellel végeztiik az elemzéseket.

3.2.5.STR elemzések

Fentebb leirt — mikroszatellitakrol sz616 — bekezdésben mar emlitettem, hogy kutyakat
illetden, mar van egy nagy egyedszamu adatbazisunk. Ebbdl az adatbazisbol valogattunk ki 35
DNS profilt olyan kutyafajtdkbol, amik méretiik és életkoriilményeik miatt taldlkozhatnak és
keresztez6dhetnek farkasokkal. A farkas profilok koziil pedig 15 egymassal kozeli rokonsédgban
nem allot tudtunk beemelni az elemzésekbe. Az STR profilokat a Structure 2.3.4 programmal
[130] hasonlitottuk Gssze és csoportositottuk. A Structure-ben az elemzéshez az admixture és a
fliggetlen allél frekvencia modelleket alkalmaztuk (Allele frequency independent model), és
10* Burn-in periodussal, 10° MCMC iteracioval futtattuk, minden K=1-10-re &tszor. A
megfeleld K értéket a Structure Harvester v0.6.94 [131] webes szoftverrel valasztottuk ki. A

kapott eredményeket GenAlEx 6.5 szoftverben [132], fékomponens-analizissel ellendriztiik le.

3.2.6 Mintak elokészitése a vizsgalatokhoz

Vizsgélataink folytatasdhoz a begyiijtott mintak koziil tizenharmat ki kellett venniink a
statisztikai értékelésbol, mert kozeli rokoni kapcsolatban alltak egymassal, vagy nem tudunk
hasznalhat6 genetikai anyagot kinyerni a teljes vizsgélathoz beldliik, vagy az eldvizsgélatok
eredményei alapjan mas mintakkal azonosnak bizonyultak — egy allattol lett begytijtve a két
minta. Ezen feliil a W20-21 és W17-18 mintak szintén azonos egyedekt6l szarmaznak, ezek
koziil az egyik mintat az egyik, masik mintat masik vizsgalatba vontuk be. A genetikai

vizsgalatokhoz felhasznalt mintat a 2. tdblazat foglalja 6ssze.
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2. Tablazat A vizsgalatokhoz felhasznalt mintdk és azokon elvégzett vizsgalatok tipusa lathato a
tablazatban. Az NCBI GenBankbdl letoltott szekvenciaknal feltiintettiik azok egyedi kodjat (accession
number) €s a mintak szarmazasi helyét.

Farkas Kutya

Minta | Alfaj | STR [ mtDNS [ MSY | Minta | Fajta | STR | mtDNS | MSY
W1 C.L X X X |D1 Csehszlovak farkaskutya X X
W2 C.l. X X X | D2 Berni pasztorkutya X X X
w3 C.l. X X D3 Bordeaux-i dog X X X
w4 C.l. X X X | D4 Golden retriever X X X
W5 C.L. X X D5 Rovidsz. német vizsla X X
w7 C.l. X X X | D6 Kaukazusi juhaszkutya X
W12 C.|. arctos X D7 Am. staffordshire terrier X X X
wi6 C.L X X | D8 Szibériai husky X
w17 C.L. X D9 Dobermann X X X
wigs C.L. X X |D10  Puli X
W20 C. . italicus X D11  Oangol juhaszkutya X
w21 C.L. X D12  Napolyi masztiff X
w25 C.L X D13  Komondor X
w27 C.IL X D14  Német dog X X X
w28 C.lL. X D15  Labrador retriever X
w29 C.IL X D16  Berni pasztorkutya X
w30 C.L. X D17  Mudi X X
W31 Cl.litalicus. X X D18  Rovidsz. német vizsla X X X
W32  C.litalicus. X X D19  fr szetter X X X
w33 C.L X X D20  Brie-i juhaszkutya X
w34 Cl. X X D21  Weimari vizsla X
W35 C.litalicus. X X D22  Német dog X X X
W36 C.l. IL (KF661042) X D23  Sarplaninai juhaszkutya X
W37 C. I FIN (KF661053) X D24  Magyar agar X X
W38 C. I LV (JN182087) X D25 Hovawart X
W39 C.I. EST (JN182046) X D26  Leonbergi X
W40 C. I LV (JN182060) X D27  Moszkvai érkutya X X
w41 C. I LV (JN182074) X D28  Hannoveri véreb X X X
W42  C. 1. pallipes E (KU644666) X D29  Szibériai husky X
W43  C. I E (KU696391) X D30  Szamojéd X
W44 C. I E (KU644669) X D31  Csau csau X
W45  C. 1. S (DQ480504) X D32  Kuvasz X
W46 C.l. H (KP665915) X D33  Kaukazusi juhaszkutya X X X
w47 C.l. H (KP665919) X D34  Csau csau X

D35  Fox terrier X X X

D36  Gol. retr. (KP665906) X

D37  Pumi (KP665907) X

D38  Pumi (KP665908) X

D39 Labr. retr. (KP665909) X

D40  Németjuh. (KP665910) X

D41  Erdélyi k. (KP665911) X

D42  Puli (KP665912) X

D43  Komondor (KP665916) X

D44  Mudi (KP665917) X

D45  Pumi (KP665918) X

D46  Gol. retr. (KP665920) X

D47  Magyar agar (KP665923) X

D48  Drsz. m. vizs. (KP665930) X

D49  Rsz. m. vizs. (KP665932) X

D50 Rsz.m. vizs. (KP665934) X

D51  Rsz. m.vizs. (KP665935) X
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4.Eredmények

4.1.DNS markerek PCR amplifikalasa és kimutatasa

Az 6sszesen rendelkezésre alld 35 farkas mintabol 22-nél tudtunk kinyerni teljes, vagy
részleges, de még hasznalhato genetikai profilt. A mtDNS HVI régidt tobb mintabdl is sikeresen
ki tudtuk nyerni és PCR-ben felsokszorositani, a mikroszatellitik esetében mar kevesebb

mintabdl tudtunk kinyerni hasznalhat6 profilokat (2. tablazat).

4.1.1. Kétmarkeres elotesztelések eredménye

A tereprdl gy(jtott tiz mintan minden esetben ki tudtuk mutatni az egyed ivarat, de a
WILMS-TF lokusz alléltipusat a mizeumi és az erd6ben fellelt szérmintan (W25-29) nem
sikeriilt meghatarozni. Az el6zetes teszteléssel igy sikeriilt megallapitanunk, hogy a W20-24

mintdk koziil melyik tartozik az allatkertben tartott ndstény, illetve him farkashoz.

4.1.2. Mitokondrialis vizsgalatok eredménye

Osszesen 33 mintabol (18 farkas és 15 kutya) sikeriilt felsokszorositani a mtDNS HVI
régiodjat és szekvenalassal megallapitani a haplotipusokat. Osszesen tizenegy kiilonbozd farkas,
illetve tiz eltéré kutya haplotipust mutattunk ki, a két taxon eredményei kozott nem volt
megegyez0 mutacids mintazat. Az 6sszes polimorf nukleotid pozicié szama farkasokban 30,
kutyakban pedig 27 volt a vizsgalt régioban. A farkasmintainkban gyakori volt a bazis delécio
a 15938-as pozicioban, ezzel szemben kutydknal minddssze egy ilyen esetet talaltunk. Ezen
feliil farkasokban tobb esetben citozin inszerciot is detektaltunk a 15534-es pozicidban. A
relevans, Magyarorszagon természetes koriilmények kozott ¢€l6/élt egyedek szekvencidit
feltoltottiik a NCBI GenBank adatbazisaba, melyekre az MZ927017-MZ927031 (D1-5, D7,
D9, D14, D18, D19, D22, D28, D33, D35) és OK513084-0OK513087 (W29, W25, W28, W27)

azonositd szamot kaptuk.

4.1.3.Biparentalis mikroszatellita vizsgalatok eredménye

A farkas mintaink egy részénél a sejtmagi génallomany annyira sériilt volt, hogy a
nuklearis markerekkel nem tudtunk genetikai profilt megallapitani. Az Gsszes farkas mintabol
15-bdl tudtunk kinyerni a felhasznalt 14 STR-re genetikai profilt (2. tablazat). Az elemzésekbe
azokat a mintakat vontuk be, melyekbdl a felhasznalt 14 STR-bél minimum 12-re tudtuk

kinyerni genetikai adatot.
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4.1.4.Y-kromoszomas STR vizsgalatok eredménye

Az MSY markerekkel megvizsgalt him ivara farkas és kutya mintak tobb, mint felénél
(0sszesen 21-bdl 13-nal) sikeriilt csak teljes, értékelhetd profilt alkotni. nyolc minta esetén
részleges, illetve bizonytalan eredményeket kaptunk — t6bb lehetséges allél egy lokuszon, ill.

az ismételt vizsgalatok eredményei mas-mas alléltipust adtak (3. tablazat).

3. Tablazat Négy MSY markeren kimutatott allélek himivart kutyak és farkasok kozott. Jelolések: -; nincs
eredmény, /; nem egyértelmii az eredmény (piros szinnel kiemelve).

Minta MS34A MS34B  MS41A MS41B

D2 12 - - 30
D3 13 18 - 30
D4 13 - - 30
D7 17 15 17 32
D9 13 15/17 - 30
D14 14 17 17 27
D17 13 15 - 30
D18 13 14/15 - 30
D19  13/15/17 17 17 23
D22 13 - - 30
D24 13/14 16 17 31
D27 14 17 17 28
D28 14 18 17 30
D33 14 17 17 28
D35 17 15 17 33
W1 14 16 17 24
W2 13 18 17 24
W4 13 17 17 24
W7 13 17 17 30
W16 13 18 17 26
W18 13 18 17 24

A vizsgalatok soran kapott eredmények bizonytalansaga, illetve csekély polimorfizmus
(MS41A lokusz) miatt a tesztelést nem végeztiik el minden rendelkezésre allé him ivarua kutya,

illetve farkas mintan és a statisztikai elemzésbe sem vettiik bele az Y-kromoszomas alléleket.

4.2.Statisztikai elemzések eredménye

4.2.1.Mitokondrialis haplotipusok csoportositasa

A HVI szekvencidkat két honlapon, — az ASAP ¢és Phylogeny.fr — talalhato
programokkal elemeztiik (2. és 3. abra). Mint korabbi tanulmanyomban leirt elemzésben, amit
a PoPArt szekvencia elemzd szoftverrel végeztem, itt is a szekvencidkon beliil fellelhetd

kiilonbségek alapjan csoportositottuk a mintakat [101].

Phylogeny.fr honlapon a PhyML altal készitett kladogram a 2. abran lathato. Ami
azonnal feltlinhet, hogy a farkasokat a program t6bb, de kisebb egyedszamu csoportokba
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osztotta sz¢t, mint a kutyakat, ahol inkabb két nagyobb agra keriiltek a mintak. A farkasok, és
a kutyak esetében van egy-egy minta (W27, D28), amik 6nalléan alkotnak agakat, illetve a
farkasok koziil négy minta lett kutyakhoz sorolva: W2, W12, W25, W28.

94 ‘W35
75 I w3l
76 w29

W7
wa7

w27

77 D7

—— W12

D45
P 85 |D44
91
D43
sa_ D9
L‘_iDltl
D33

79

D18
7 D4
D22
D1
79
66
D28
w43
w37
wa4
85 — W42
02 [ W36
W17
w5
w4
W3
86 w1
W46
75 W20
W32
W33
w34
W38
—— w45
84 w4l
W40
W39
—— W25
D42
94 w2
g2 D38
75 — D37
w28
D47
a5 | D46
D41
D40
D39
D36
D35
D3
0.005 D2

2. Abra Phylogeny.fr honlapon készitett filogenetikai elemzés. A piros szin a farkas, a kék a kutya mintakat
jeloli. Az agakon, az azokat tamogato6 értékek lathatdak
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Az ASAP a legval6szinlibb csoportszamnak a 12-t taldlta, amit a legalacsonyabb, 2,5
értéke is alatdmaszt. Ez a program a szekvenciak klaszterezését tobb lehetséges csoportszamra
elvégzi, és ezek koziil valasztja ki a legvaloszintibbet, ami a legkisebb értékkel rendelkezik. Az
el6z6 programhoz hasonldéan az ASAP altal hasznalt hierarchikus klaszterezés is a farkas
mintakat genetikailag diverzebbenk detektalta és ebben az esetben is tobb, kisebb egyedszamu
csoportba osztotta szét azokat (12 csoportbdl nyolcat farkasok alkotnak, 3. abra). A PhyML
eredményével megegyezden, ebben az esetben is az elobb emlitett négy farkast a kutyakhoz
sorolta a program (W2, W12, W25, W28, 2. és 3. abra). Tovabba itt is megfigyelheté a W27 és

D28 minték korai levalasa a tobbi agrol, mely mintak igy egy-egy 6nalld csoportot alkotnak.

Nb groups[30] | [12] | [3]
Score [6.01} [2.5] | [8.0]
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w3
w1
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w39
w3s
w34
W33
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w20
w2

w28
D47
D46
D41
D40
D39
D36
D35
D3

D2

D42
D38 |5
D37
w25

w12
D9
D14
D33
D7
D51
D50
D49
D48
D19
D5
D4
D22
D1
D18
D45
D44
D43
w7
waz
w29
W35
w31
w27
D28

3. Abra Az ASAP online programmal elvégzett csoportositas eredménye. A kladogram mellett talalhato oszlopok a mintédk
lehetséges csoportositasait mutatjak. A két sz€ls6 oszlop a mintak legtobb és legkevesebb klaszterbe rendezését abrazolja, a piros
kerettel ellatott k6zepso oszlop a legvaldsziniibb besorolast abrazolja. Az oszlopok feletti értékek koziil a fels6 a csoportok szama,
az alsé pedig a csoportszamhoz tartozo érték. A vertikalisan kladogrammot atszelé piros csik pedig meghatarozza, hogy a
legvalosziniibbnek kapott csoportositast a kladogram mely szintjén értelmezziik.
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Phylogeny.fr és ASAP honlapokon lefuttatott elemzésekkell kapott eredmények
korrelalnak a kordbban, POPART-tal elvégzett elemzéssel: W27 és D28 mintak tavolabb
allnak a tobbi mintatol, a W2, W12, W25, W28 mintakat, a programok kutyakkal osztotta egy
csoportba. Igy, hogy harom program ugyan azt az eredményt adta, biztosak lehetiink abban,
hogy a minték csoportositasat nem befolyasolta adatkezelési és elemzési hiba, pusztan a

szekvenciak alapjan lettek rendszerezve a mintak.

4.2.2. Mikroszatellita allél elemzések eredménye

A Structure elemzése szerint a kutyak és farkasok optimalis csoportszama a K=3 (K,
klaszter) bizonyult (LnP(D)= -2488.8). A harom klaszter egy kutya és két farkas (Ausztriabol
kapott, illetve a hazai farkas mintak) csoportbol all (4. abra). A klaszterek jol elkiiloniilnek
egymastol, csak a két farkas csoport kozott van kismértékii atfedés két egyedben (W2, W32),
melyek 40%-ban egyeztek meg a masik farkas klaszter genetikai profiljaival. A hazai farkas
mintak koziil a W21-es minta hasonlit leginkabb a kutyakhoz, de ez is mindossze 15%-ban.
Ezzel szemben két kutyat is a hazai farkas csoportba sorolt, az egyik a Csehszlovak farkaskutya
(D1), ami legalabb 60%-ban megegyezik a hazai farkas mintdkkal. A masik, farkasokhoz sorolt
kutya egy weimari vizsla (D21), ami csaknem 60%-ban megegyezik a hazai farkas klaszterrel
a kimutatott genetikai profilja alapjan. A kutya csoporton beliili mintak egymassal nagyfokt
egyezést mutatnak, csupan egyetlen egyednél tapasztaltunk 80%-nal kisebb hasonlosagot (D31,

csau csau).

A B &
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0.60

0.40

0.20

0.00

W30 W35 W31 W4 Wis_ WL W7 DI D2 D4 D6 D3 DIS . DX DI DIO DI§ . D2 D30 D3 . D4 DI5. 029 D23 D34
W33 W W2 WS W3 Wi6 W21~ W2 o D7 D6 DI D28 D24 - D33 D2 DI D22 D35 D13 D5 D25 D26 D8 DI D31

4. Abra 14 STR marker alapjan készitett barplot (K=3) a Structure programmal. A (piros): VUW farkas mintak, B
(z6ld): hazai farkas mintak, C (kék): hazai kutya mintdk. Minden oszlop egy egyedet jelol. Az dbra y tengelye az
egyedeken beliil kimutatott genetikai informacid szazalékos eloszlasat mutatja.

A GenAlEx-ben elvégzett elemzés kozel azonos eredménnyel szolgalt, mint a
Structure-ban lefuttatott analizis, az eredménye az 5. abran szerepel. A kutyédkat a program
Iényegesen kisebb helyre siiritette be, mig a farkasokat egy 1ényegesen nagyobb teriileten
szorta sz€t. A farkasokat mar nem osztotta fel a program egyértelmiien két csoportra, bar az

ausztriabol szarmazo farkas mintdk (W30-35) jol lathatoan az dbra aljan oszlanak el a tobbi
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farkasmintéval ellentétben, amik viszont az dbra kozépsd vonalatdl felfele foglalnak helyet.
Tovabba a Structure altal kimutatott genetikai atfedés a hazai és ausztriai farkasok kozott itt is
megmutatkozik a W2 és a W32 mintak egymashoz kozeli elhelyezkedésében. Ami a Structure
altal farkasokhoz sorolt kutyékat illeti (D1, D21), a GenAlEx csak a D1 mintat helyzete

farkasokhoz kozeli pozicidoba, mig a D21-t meghagyta a kutyak csoportjaban.

Farkas és kutya STR profilokon végzett f6komponens-analizis
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5. Abra A 14 STR-bél felallitott genetikai profilok GenAlIEx-szel készitett fékomponens-analizis eredménye.

5.Diszkusszio

Az elmult két évtizedben Eurdpéban és vilagszinten is egyre jobban elterjedt a genetikai
modszerek alkalmazasa a hibridek detektalasara és a fajok elkiilonitésére [25,68,43]. Az eddigi
modszerek fejlodésével €s 1) technikdk megjelenésével egyre megbizhatébb eredményeket
Spanyolorszagban, Olaszorszagban, a Skandinav és a kelet eurdpai térségben foglalkoztak a
farkasok elterjedésével és kutyakkal torténd keresztez6désiikkel [24,54,66,74]. A farkas
allomanyok genetikai vizsgalata Europa mas térségeiben, igy hazankban is koran megkezd6dott
[14]. Magyarorszag mar 2010 ota rendelkezik egy kis 1étszamu, de novekvo farkas populacioval
[13], ezért minket is érint a faj védelme ¢€s a farkas-ember konfliktusok megeldzése, megoldasa.
Eddigi tapasztalatok alapjan, ahol az emberi telepiilésekhez kozeli farkaspopulacio novekszik,
ott el6bb-utobb megjelenhet a haszonallatok megtizedelése [78,111,133], az emberek elleni vélt

vagy valés tamadasok bejelentése [78,131] valamint a farkasok illegalis vadaszata és
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termékeikkel vald kereskedelem [9,79]. Az ilyen igazsagiigyi estek hatterének felderitéséhez
altalaban kiilonb6z6 tipusi molekularis genetikai markereket, illetve ezek analiziseinek
Otvozetét hasznaljak [9,62,77,78,79].

Munkank soran mi is megkezdtiik azon markerek tesztelését, melyek a kitlizott
céljainknak leginkdbb megfelnek, és az dsszesitett eredményeink alapjan tobbnyire sikeresnek
bizonyultak a bi- és uniparentalis modszerekkel végzett genetikai kutatasaink.

Az eldvizsgalatokhoz hasznalt markerek hasznosnak bizonyultak, mert az eredmények
alapjan nem csak ivar szerint tudtuk csoportositani a mintakat, hanem az egyedi azonositast is
valdszintsithettiik.

A mitokondrialis kontroll régié HVI részének szekvencia eredményei azt mutatjak,
hogy csupan ezzel a modszerrel a kutyakat nem lehet minden esetben elkiiloniteni a farkasoktol,
amint ez a korabbi kutatasok alapjan varhato volt [34, 35, 36]. Ahogy azt a 2. és 3. abra is
egyértelmilen mutatja, a magyarorszadgi kutydk mtDNS szekvenciai kevésbé bizonyultak
diverznek — igy a mintak mind két program kevesebb, de nagyobb 1étszamu csoportba osztotta
— a farkasokhoz képest, amint ezt mas kutatasok is alatamasztjak [47, 52, 53, 67]. Azon mintak
koziil, amiket az STR vizsgalatokba is bevettiink (W1-5, W7) és a Structure farkasnak jelolt,
csupan a W2 kertilt a kutydkkal egy csoportba mind a két szekvenciaelemzd program altal,
emiatt feltételezhetjiik, — hogy bar az STR profiljat farkas allélek alkotjak — ez az egyed lehet,
hogy egy hibrid. Tovabba mitokondrialis szekvencia alapjan a W12, W25, W28 mintak is
kutyadkkal kozos csoportba keriiltek. Ezeken a mintdkon nem tudtunk STR vizsgdlatokat
elvégezni, igy ebben az esetben is csak feltételesen kezelhetjiik hibridnek ezeket. Biztosan azért
nem jelenthetjiik ki a kérdéses mintdinkrol, hogy hibridek, mert (i) a HVI régid egy viszonylag
rovid, nem konzervativ szakasz, igy a nagy mutacids ratdja miatt is kialakulhatott a kutya
mintainkhoz hasonlé szekvencia [48], (ii) illetve a haplotipusok megallapitasakor nem volt
atfedés a két taxon kozott. Kiegészités képpen a HVII régiot beemelése pontosithatja a
szekvencia alapil beazonositast, tovabba sziikséges a mikroszatellita vizsgalatok elvégzése a
megbizhatobb eredményekért. Osszefoglalva, amennyiben a hibridizacios esemény kizarhato,
a mitokondridlis HVI régi6 vizsgalata nem sorolhato a legérzékenyebb moddszerek kozé, de
minimalis hibaval képes elkiiloniteni a farkasokat a kutyakt6l. Ha nem zarjuk ki a hibridizéaciot,
vizsgalata csupan kiegészitd modszernek alkalmazhat6, dnmagaban nem képes megbizhato
eredménnyel szolgalni, mivel a hibrideket nem képes detektalni [37].

Az autoszoOmds mikroszatellita alléleloszlasok alapjan — mas, hasonld szami STR
lokuszt vizsgald kutatasokhoz hasonloan [1, 43, 72, 87] — az alkalmazott statisztikai programok

egyértelmiien el tudtdk kiiloniteni a farkasokat a kutydktol (4. és 5.4bra). A Structure altal
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farkasokhoz sorolt Csehszlovak farkaskutya (D1) nem volt meglepé eredmény, mivel ezt a
fajtat az *50-es években tenyésztették ki, igy bdven tartalmazhat farkasokra jellemz6 allélokat
[39]. Meglepének tiinhet viszont a weimari vizsla (D21) farkasokhoz sorolasa, de a profilt
alkoté allélek alapjan nem kizart, hogy valamelyik felmendje keresztezddhetett a multban
farkassal, ugyanis a fajtat eredetileg vadaszathoz tenyésztették ki a 19. szazadban [134], azaz
volt alkalom introgresszidora. Mivel ezen a mintdn nem végeztiink mitokondridlis DNS
vizsgalatot, igy nem jelenthetjiik ki biztosan a hibridizacidt, csupan feltételezhetjiik. A
GenAlEx-ben ellenérzés képpen lefuttatott fokomponens-analizis is alatamasztja a Structure-
ben elvégzett elemzést, viszont D21-t a kutyak csoportjaba helyezi a GenAlEX, ezért a masik
programban ennek a mintdnak a besorolasat akar a Structure pontatlansaganak tekinthetjiik,
nem feltétlen kell hibridizaciot feltételezni. A HVI régio vizsgalatok eredményeinél tapasztalt
genetikai diverzitas béli kiilonbségeket a fOkompnens-analizissel is detektalhatjuk. Az STR
profilok alapjan a farkas mintdk nagyobb szordst mutatnak, mig a kutydk egy nagyobb
agglomeratumba surisodnek be (5. abra), Ujfent alatamasztva azt a tényt, miszerint a
domesztikacio miatt a kutyak genetikai valtozatossaga lényegesen Kisebb, mint a farkasoké [47,
52, 53]. Bar a D21 mintat illetéen a két program eredménye eltért egymastol, 1ényeges
kiilonbség nem mutatkozott meg a statisztikai mdodszerek kozott, ami azt bizonyitja, hogy az
alkalmazott mikroszatellitak alkalmasak az altalunk vizsgalt két taxon elkiilonitésére. Am ne
hagyjuk figyelmen kiviil azt a tényt, hogy tobb marker bevondsaval tovabb ndvelhetjiik a
madszer pontossagat.

Az apai 4gon 6roklédo uniparentalis MSY markereket végiil nem vettiik bele az STR
alapu statisztikai vizsgalatokba, mert nem bizonyultak megfeleldnek az altalunk kitlizott
célokhoz, tugymint a vizsgalt lokusz polimorfizmus foka, az eredmények megbizhatosaga,
illetve reprodukalhatosdga. Ez egyrészt a dimer szerkezetli struktirajuknak koszonhetd
(kevésbé megbizhatd modon azonosithatok) [135]. Mésrészt annak, hogy tobb kodpidban is
eléfordulnak az Y-kromoszoman és a kiilonboz6é kopidk PCR sokszorositasahoz hasznalt
primerek csak egy-egy bazisban térnek el egymastol [54]. Egyéb kutatasokban az MSY 41 A/B
marker szintén nem bizonyult kelldképpen diverznek [71], ezért a jovoben mas Y-kromoszomas
lokuszok tesztelését tervezziik.

Osszegezve kijelenthetjiik, hogy a tesztelt 14 autoszomas STR markeriink és a mtDNS
HVIrégio egyiittes vizsgalata tobbnyire alkalmas volt a farkasok és kutydk helyes besoroléasara.
A kérdéses mintaknal azonban sziikségesnek latjuk tovabbi uni-, és biparentdlis markerek, a
megkiilonboztetést lehetdveé tevd gének [74, 96], illetve az in. SNaPshot eljaras [9] bevonasat

a kutatdsba. A magyarorszagi farkas és kutyapopulacio megkiilonboztetéséhez sziikséges
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genetikai adatbazisok létrehozésa soran azonban sziikségesnek tartjuk a relevans mintak
szamanak novelése mellett olyan tovabbi lokuszok vizsgalatat, melyek a jovoben megfelelnek
az igazsagiigyi alkalmazashoz sziikséges kritériumoknak [136], valamint lehetdvé teszik az
eredmények nemzetkozi szintli Osszehasonlitdsat. Mivel a farkasok genetikai kutatisaval
vildgszinten igen intenziven foglalkoznak, ezért szamos mikroszatellita, mtDNS és nuklearis
SNP vizsgalati moédszert és markert alkalmaznak [136]. Egy nemzetkdzileg elfogadott és
harmonizalt marker készlettel és moddszertannal, igy eredményeink Osszevethetdségével
segiteni tudjuk a kontinensen, illetve a hazankban is zajl6 farkasgenetikai kutatasokat mind a

konzervacidbiologia, mind pedig az igazsagligyi alkalmazas teriiletén.
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6. Osszefoglalas

Tobb évtizednyi tavollét utan a sziirke farkas (Canis lupus L., 1758) a 21. szazad elején
rekolonizalni kezdte egykori teriileteit az Aggteleki és a Biikki Nemzeti Parkban. Eurdpaban az
erds emberi jelenlét miatt a farkasok kénytelenek nagy teriileteken osztozni az emberekkel, ami
konfliktusok forrasa lehet. Farkas oldalrél a haziallat alloményok megtizedelésében, emberi
oldalrol pedig a farkasok elleni illegalis vadaszatban és a termékeikkel valo kereskedelemben
mutatkozik meg. Indirekt modon, a kutyak nem megfeleld tartasaval, az emberek feleldsek a
hibridizacidért, és ezzel az adott teriileten é16 farkas populacid genetikai leromlaséaért. Az ilyen
¢s ehhez hasonld (biin)cselekményeknél vizsgalt kérdés, hogy az elkdvetd/aldozat az farkas
vagy kutya, esetleg hibrid. Erre a kérdésre évtizedek ota szamos genetikai kutatds probal valaszt
adni. Jelen kutatasomban azt vizsgalom, hogy igazsagiigyi alkalmazas szempontjabol mely
genetikai modszerek a legalkalmasabbak farkasok, kutydk, illetve hibridjeik egymastol valo

elkiilonitésére megbizhatd modon.

A vizsgalatokhoz 0Osszesen 35 darab farkastol, kutya-farkas hibridtdl, illetve
csehszlovak farkaskutyatdl szarmazod (szér, bor, irilék, nyal, tisztitott DNS) mintat
gyljtottiink/kaptunk. Az 6sszehasonlité kutya adatbdzis kialakitdsdhoz rendelkezésiinkre alltak
magyarorszagi kutyaktol szdrmazé tisztitott DNS mintak. Vizsgéalatainkhoz a DNS kivonas
utan egyarant alkalmaztunk uniparentalis (mitokondridlis kontroll régid, Y-kromoszomas
mikroszatellita ill. SRY) és biparentalis (autoszomas mikroszatellita) markereket, melyeket
PCR technikdval sokszorositottunk fel. A kontroll régié szekvencia analizissel kapott
pontmutacidos mintdzata alapjan meghataroztuk a kérdéses kutya és farkas egyedek
haplotipusat, majd az ASAP és Phylogeny.fr honlapokon analizaltuk az eredményeket. A
multiplex formaban, fluoreszcensen jelolt primerekkel sokszorositott mikroszatellita
markereket kapillaris elektroforézissel detektaltuk. A kimutatott allélekbdl felallitott genetikai
profilokat a Structure 2.3.4 és GenAlEx 6.5 programokkal, elébbinél bayesi csoportositassal,

utobbinal fékomponens-analizissel vizsgaltuk.

A vizsgilt farkas és kutyamintakbol sikeriilt a mitokondridlis kontroll régio alapjan a
haplotipust meghatdrozni — melyeket feltoltottiink a GenBank adatbéazisdba —, és nem talaltunk
azonos pontmutacids mintazatot kutyak és farkasok kozott. A nuklearis markerek analizise nem
minden esetben jart sikerrel, mivel sok esetben csak kis mennyiségii, degradalt biologiai minta
allt rendelkezésre, illetve az Y kromoszémas markerek esetén a vizsgdlati modszer korlatozo
tényezdinek. A kimutatott mikroszatellita alléleloszlasok alapjan szintén kiilonbség

mutatkozott a farkas- és kutyaallomanyok kozott.

32



Osszességében eddigi eredményeink is alatdmasztjik annak lehetdségét, hogy
nagyszamu genetikai marker parhuzamos vizsgalataval — melyek megfelelnek az igazsagiigyi
célu alkalmazas kritériumrendszerének —, kell6 statisztikai valdszintiséggel alatdmaszthato

egy kérdéses eredetii minta alfaj szintli besorolasa.
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/. Summary

Molecular genetic studies to distinguish dogs and wolves for forensic purposes

After several decades of absence, the grey wolf (Canis lupus) started recolonizing its
former territories in Hungary at the beginning of the 21st century. First, the Aggtelek National
Park and then the areas of the Biikk National Park were invaded by them. Due to the intense
presence of mankind, wolves are forced to share great areas of land with humans, thus
potentially leading to several conflicts. From the wolves' perspective, it means the decimation
of domestic livestock. As far as humans are concerned, these conflicts may manifest in the
illegal hunting of them and trading with their products. Indirectly, people are responsible for
hybridization as well, because of inappropriate canine husbandry and as a result, the genetic
deterioration of the wolf population. When facing such instances, it should be examined
whether the perpetrator/victim is a wolf, a dog, or a hybrid. Many genetic studies trying to get
the answer to this question. My study aims to find an appropriate genetic method to
distinguish wolves, dogs, and their hybrids, which can be used in a forensic application as
well.

For this research, altogether 36 samples (hair, skin, faecal matter, saliva, and purified
DNA) from wolves, hybrids as well as from Czechoslovakian wolfhound were collected. For
the comparative canine database DNA samples from Hungarian dog populations were used
(haplo- and genotypes were partially available). After DNA isolation, uniparental
(mitochondrial control region, Y-chromosome microsatellites, and SRY) and biparental
(autosomal microsatellites) markers were amplified by polymerase chain reaction. Based on
the point mutation pattern of the control region determined by sequencing analysis,
haplotypes were grouped using ASAP and Phylogeny.fr websites. Microsatellite markers
amplified with fluorescently labeled primers were detected by capillary electrophoresis.
Genetic profiles based on the detected alleles were analyzed using Structure 2.3.4 and
GenAlEx 6.5. The profiles were grouped by the Bayes theorem in the former program and
principal component analysis in the latter program.

The mitochondrial control region (HV1) haplotypes were successfully determined
from the examined samples, these sequences were uploaded to the GenBank database. We did
not find a similar point mutation pattern between wolves and dogs. On contrary, the analysis
of nuclear markers was not always successful. This is partial because in some cases only a

little amount of degraded biological samples were available, and because of the suboptimal
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nature of the investigative method regarding the Y-chromosomal markers. However, based on
the detected microsatellite allele distribution difference was shown between wolf and dog
groups, further markers and more wolf samples should be involved.

Overall, our previous results support that simultaneous application of a large number
of genetic markers — meeting with the standards of the forensic application criteria —, could be
adequate to determine the precise taxonomic origin of a questionable sample with appropriate

statistical probability.
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Kérelmének pontos kifejtése, rovid indokiasa:

Az Allatorvostudomanyi Egyetem bioldgia alapképzés képzési tervének 4.1-es fejezetének 16. pontja
zlapjan szeretném kérvényezni a szakdolgozati védés aldli felmentésemet, korabbi tudomanyos
diakkori konferencidn vald részvételemet és helyezésemet figyelembe véve.

A kérelem alapjaul szolgalo tudomanyos diakkori konferencian valé szereplés részletei:
Bemutatott munka cime; Igazsagiigyi céli molekuldris genetikai vizsgalatok a kutyék és farkasok

=ikllonitésére polimorf markerek alapjan
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