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OSSZEFOGLALAS

A ddmszarvas (Dama dama) Magyarorszagon jelent8s vadgazdalkodasi értéket
képvisel hlsa és tréfeaja miatt. Védelme érdekében a szerz8k egy egyedi szintl
azonositasra alkalmas markerkészlet fejlesztését kezdték meg, amely késébb a
vaddal kapcsolatos jogkdvetkezménnyel jard esetek (pl. orvvadaszat, kozlekedési
karokozas) megoldasaban segithet. A kutatashoz 31 mikroszatellita-markert
vizsgaltak, és a vizsgalt 27 damszarvasminta alapjan négy polimorf markert
azonositottak, amelyek két-harom alléllal rendelkeznek. Eddigi eredmények alapjan
a vizsgalt magyarorszagi allomanyban vélhetden csekély a genetikai diverzitas, a
sikeres egyedi szintl azonositashoz ezért tovabbi markerek vizsgalata szikséges.

SUMMARY

Background: The fallow deer (Dama dama) represents a significant game
management value in Hungary due to its game meat and antler trophies.
Unfortunately, traffic accidents and illegal activities, such as poaching or illegal
trading, threaten the species and its value.

Objectives: The aim of the authors is to develop a set of tetranucleotide
microsatellite markers that are capable of individual identification of fallow deer
to help law enforcement prove the abovementioned cases.

Materials and Methods: A total of 27 fallow deer individuals from three
Hungarian sampling areas were examined. The authors tested 31 tetranucleotide
microsatellites on the samples which were originally designed for red deer (Cervus
elaphus) and mule deer (Odocoileus hemionus). Published PCR protocols were
available for all markers on the original species, which were tested and optimized
on fallow deer samples based on the visualized PCR products on agarose gel.
Afterwards, they were examined by capillary electrophoresis so that the alleles
could be separated and detected, and the polymorphic markers sorted.
Results and Discussion: Only 25 markers provided PCR products of adequate
quality and quantity, from which the capillary electrophoresis detected a total
of four polymorphic markers with two or three alleles. This shows a possible low
genetic variation in the Hungarian fallow deer population which is in accordance
with other international research on the species. It is believed that during the
Pleistocene the extreme climate caused a major reduction of the species,
which was followed by reintroduction by people, both of which resulted in the
experienced general low genetic diversity due to a genetic bottleneck, founder
effect, inbreeding, and genetic drift. As the number of polymorphic markers and
the level of allele polymorphism are low, the set of microsatellites is not yet
suitable for individual identification. The testing of further markers is needed
and more fallow deer samples from different regions should be examined, too.
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A damszarvasnak (Dama dama) Magyarorszagon jelent8s, tobb, mint 40 000
egyedet szamlaldé populacidja ismert; természetvédelmi, kulturalis és vadgaz-
dalkodasi értéke kimagasld. Vadaszata a tobbi vadon é16 fajhoz hasonldan jog-
szabalyi keretek kozott zajlik, azaz, arra jogositott személy altal, vadaszati célra
engedélyezett eszkdzzel és vadaszati idényben (oktéber-februar). Amennyiben
valamelyik feltétel nem teljesil az elejtés soran, akkor illegalis elejtésrdl van sz,
amely a tényallastdl fuggden, a jogosulatlan vadaszattdl az orvvadaszatig szamos
szabalysértést, ill. blncselekményt jelenthet.

Sajnalatos médon az orvvadaszat egyre névekvé mértékd Magyarorszagon [1],
amely, a kozlekedési karokozas (vad-gépjarmi Utkozés) mellett, a ddmszarvasokat
is érinti. Mivel értékes vadrdl van szé, igy igény alakult ki a faj hatékonyabb védel-
mére. Ennek egyik mddja genetikai mdédszerek kidolgozasa, amelyek alkalmasak
a damszarvasokat érintS blincselekmények bizonyitasara. Ez egyrészt visszatartd
erbvel szolgalhat az orvvadaszoknak, masrészt tobb illegéalis és jogkdvetkezmény-
nyel jard eset igazolasat tenné lehetdvé. llyen és ehhez hasonld torvényszéki
Ugyekben hasznalhatd maodszerek fejlesztésével foglalkozik az igazsaglgyi allat-
genetika tudomanya, amely Magyarorszagon is tobb, mint 20 éves multra tekint
vissza [2, 3], és egyre nagyobb igény mutatkozik a terlleten torténd fejlesztések
megvaldsitasara [4-7].

Az igazsaglgyi allatgenetika célja a térvényszéki gyekben bizonyitékként szolgald
bioldgiai maradvanyok vizsgalata a jogkdvetkezménnyel jaré esetek tisztazasa
érdekében. A vadon éI6 allatok esetében a vadgazolas, illegalis kereskedelem és
a mar emlitett orvvadaszat a leggyakoribb blincselekménynek minésild esettipus
[8, 9]. Tovabba élelmiszer-biztonsagi Ugyek is el&fordulhatnak, pl. a hUstermékek
nem megfelelé eredetmegjeldlése, vagyis amikor a termék hlisdsszetétele nem
felel meg a cimkén szerepld adatokkal [10-12].

Ezen esetek megoldasahoz szUkség lehet ivari [13, 14], faji [10, 11, 15, 16] és alfaj-
szintl [17] azonositasra, amely modszerek azonban nem feltétlenul relevansak
és elegendBek az adott gy megoldasahoz. llyenkor az egyedi szint( azonositas
szUkséges annak érdekében, hogy a gyanusitottnal és az elkdvetés helyszinén
talalt bioldgiai bizonyitékokat egymassal érdemben dssze lehessen hasonlitani,
és ezaltal valdszindsiteni, ill. kizarni lehessen azok megegyezd egyedtdl vald
eredetét [18-22].

Az egyedi szintl azonositast tobb vad- és haziallat esetében megvaldsitottak
mar Ggynevezett mikroszatellita-markerkészlet fejlesztésével (pl. szarvasfélék,
nagymacskak, vaddiszné, sertés, medve, kutyafélék) [22-27]. Magyarorszagon is a
jelentdsebb allatfajok alomellendrzd, genetikai diverzitast és beltenyésztettséget
vizsgald genetikai kutatasai mellett [28-35] kidolgoztak ezeket a blincselekmé-
nyeknél hasznéalhatd genetikai mddszereket is [19, 34]. Damszarvasokra azonban
jelenleg nem all rendelkezésre sem Magyarorszagon, sem nemzetkdzi szinten
ilyen jellegl genetikai egyedazonosité markerkészlet.

A mikroszatellitdk vagy masnéven STR markerek (short tandem repeat, rovid
tandemszer( ismétlddések) a szekvenciadjukban egy tébbszdrésen ismétléds
bazismotivummal rendelkeznek, ami 1-7 bazispar hosszlUsagu (pl. ATC-ATC).
Az elényUk, hogy nagy mutéacids rataval rendelkeznek [36], ezaltal nagymértékl
polimorfizmust mutatnak az egyedek kdz6tt. Ez hosszpolimorfizmmus forméajaban
jelenik meg, vagyis az egyes allélok a szekvencidban megfigyelhetd ismétiddések
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szamaban térnek el egymastoél [18]. A polimorfizmus azért fontos tulajdonsaguk,
mert az egyedekben eléforduld valtozatos allélok és allélvariacidk teszik lehetdvé
az egyedek elkllonitését és igy az egyedi szintd azonositast.

A mikroszatellitakon belll az igazsaglgyi céll vizsgalatokhoz altalaban a mini-
mum négy bazispar ismétlddésl tetranukleotidokat (pl. ATCC-ATCC) alkalmazzak
gyakori elGfordulasuk és a kevesebb genotipizalasi hiba miatt [18-20]. Az ennél
rovidebb di- és trimer hosszUsagu mikroszatellitak kevésbé egyértelmien meg-
hatarozhatdk, ugyanis nagyobb valdszinliséggel eredményeznek miterméket a
PCR-reakcié soran az Gn. ,dadogds” (a ydadogas” az amplifikalads soran a polimeraz
enzim hibaja miatt fellépd jelenség, amikor a vart terméken kivil par mikrosza-
tellita-ismétléssel nagyobb és kisebb termékek is keletkeznek, amelyek zavarjak
az allélhosszak leolvasasat) jelenségének kdszonhetSen [18, 19]. A tetramereknél
hosszabb egységekbdl alldo mikroszatellitak pedig ritkabbak a komplexebb é151é-
nyek genomjaban [18], és altalaban kevés allélvaltozattal rendelkeznek.

Az egyedi szint( azonositasra alkalmas markerkészletek fejlesztésének elsé
lépése a markerek keresése. Ez torténhet a célfaj genomszekvenciajanak vizsga-
lataval [20], vagy korabbi publikacioban mas fajokra leirt markerek kivalasztasaval
[19, 21, 26]. Ezt kdvetSen optimalizalni kell a PCR programot, mely specifikus,
megfeleld minéségl és mennyiségl marker-terméket eredményez. A fejlesztés
soran figyelembe kell venni a vizsgalandd markerek egylttes tesztelésének lehe-
t6ségét, azaz, hogy id6- és koltséghatékony formaban egy multiplex reakcidban
tébb marker parhuzamos vizsgalata is megvalésulhasson [18-21, 25, 26].

Ezutan a mikroszatellitak kilonb6z46 alléljainak szétvalasztasa és detektalasa
kovetkezik, a cél a tobb alléllal rendelkezd, vagyis polimorf mikroszatellitak kivalo-
gatasa, hiszen egyedi szintl azonositasra ezek alkalmasak. Ehhez a sokszorositott
mikroszatellitak kapillaris-elektroforézises vizsgalata szlkséges. A sikeres detektalas
feltétele a PCR-termékek fluoreszcens jeldlése, aminek hagyomanyos modja a for-
ward primerek fluorofér festékkel vald ellatasa, ami a PCR-reakcié soran keletkezd
termékekre is rakerul [37, 38]. NagyszamU potencialis marker és primerjeik tesz-
telése esetén koltségkimélé mdodszer az Un. ,farkazasos” jeldlési technika, amely
markerenként harom primert hasznal [39]. A hagyomanyos reverz primer mellett
a reakciéba kerUl egy 15-18 bazis hosszl adapter szekvenciaval (»tail”, azaz farok)
elldtott forward primer és egy fluorofért hordozd adapter szekvencia (masnéven uni-
verzalis primer). A PCR-reakcid elsé ciklusait kdvetden |étrejonnek a forward primer
muikodésének kdszbénhetben adapter szekvenciaval elldtott termékek, amelyekhez
a fluoreszcens jell univerzalis primer kotddni tud, és ezaltal jeldlt termékeket allit
elé [39]. igy a kéltséges fluoreszcens jeldléseket nem szikséges minden forward
primerhez kapcsolni, azokkal igény szerint tobb primer/marker is megjeldlhetd, ill.
a vizsgalatok soran (megfelel8 adapter szakaszokkal) szabadon kombinélhatok.

Egyedi szint( azonositasra alkalmas tetramer mikroszatellita-markerkészletet
mar tobb szarvasfélénél is kifejlesztettek. Az eddig vizsgalt szarvasfélék kozé
tobbek kozt a gimszarvas (Cervus elaphus) [19], a brit kolumbiai dszvérszarvas
(Odocoileus hemionus columbianus) [18], az 6szvérszarvas (Odocoileus hemionus
hemionus) [18], az eurépai 8z (Capreolus capreolus) [20], a vapiti (Cervus canadensis)
[21, 26] és a javorszarvas (Alces alces) [22] tartozik. A fejlesztések sordn azt tapasz-
taltak, hogy az egyik fajra tervezett primerek gyakran mikodd&képesek voltak mas
szarvasfélékben is, tehat érdemes a korabbi kutatasokban leirt markerek tesz-
telése rokon fajok esetében [18, 20]. Az is fontos tapasztalat, hogy a kllénb6zd
szarvasféléknél eltérd szami mikroszatellita alkalmazasa tette lehetdvé az egyedi
szintd azonositast. A legkevesebb erre alkalmas marker nyolc (5-15 allél/marker)
[18], mig a legtdbb 14 marker volt (2-7 allél/marker) [26]. Vagyis a célfaj genetikai
valtozatossdga nagyban meghatarozza a fejlesztendd markerkészletet, legtdobb-
szOr minél tobb alléllal rendelkeznek a mikroszatellitdk az adott populaciéban,
annal kevesebb szlkséges beldllk.
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A damvad a Nyugat-Palearktisz szarvasféléje, eredeti elterjedési terllete Torokor-
szag és a Nyugat-Balkan volt, am mara kozmopolita fajja valt [40]. Eurépa majdnem
valamennyi orszagaban jelen van, de betelepitették Ausztraliaba, Uj-Zélandra és
az amerikai kontinensre is. A ddmszarvas genetikai vizsgéalata vilagszerte zajlik
kUlonbozé célokbdl, mint pl. populacids struktdra [41], dllomany-egészséglgy [42]
és élelmiszer-biztonsag [10]. Az egyes kutatasok tobbféle DNS-markert és fehérjét
is teszteltek, tobbek ko6zott mitokondrialis DNS-t [41], vér- és szovetfehérjéket [43,
44], kUldnboz8 magi fehérjekédolé géneket (pl. PRNP) [42], ill. di- és trimer mik-
roszatellitakat [41, 45]. Valamennyi esetben kismérték( genetikai valtozatossagot
tapasztaltak a damszarvas-populacidkon belll, aminek tobb okat is feltérképezték.

Az egyik ilyen, genetikai diverzitast csokkentd jelenség a jégkorszakok extrém
klimaja miatt bekdvetkezett témeges kihalas volt (genetikai palacknyakhatas) [41].
Ezt valdszinlleg csak néhany populacié élte tdl a Balkanon, Szicilidban és Kis-Azsi-
aban [41], igy rendkivil megcsappant a faj egyedszama és vélhetéen genetikai
diverzitasa is. Egyes vélemények szerint olyan mérték( lehetett ez a leromlas,
hogy emiatt nem volt képes elterjedni a damvad a jégkorszakok befejez8dése
utadn sem a korabbi teriiletein [46]. Enhez emberi beavatkozéasra volt szlksége, ami
mar a neolitikum idején megkezdddott, és egészen a 20. szazadig tartott [40, 47].
Az ember altal végrehajtott be- és attelepitések miatt lett végil kozmopolita elter-
jedés( a faj. Ezek a telepitések ugyanakkor legtdobbszor kevés egyeddel torténtek
[45], ami az alapitd hatas, genetikai sodrodas [41, 45, 48] és beltenyészettség miatt
[48] szintén csOkkentette az Gj populacidk genetikai valtozatossagat.

Magyarorszagon is torténtek mar damszarvassal kapcsolatos genetikai vizs-
galatok mikroszatellitdk és mitokondridlis DNS vizsgalataval (14 egyed Dél-Ma-
gyarorszagrél [41] és 41 egyed Eszakkelet-Magyarorszagrél [49]), amelyek mas
szarvasfélékhez képest szintén kismérték( genetikai valtozatossagot mutattak
ki. A ddmszarvas magyarorszagi eredetérdl megoszlanak a vélemények, hogy a
dam dshonos fajunk, vagy sem. Az altalanosabb nézet szerint legkoradbban az
Anjou uralkoddink, ill. Matyas koraban telepithették be. A XVIII. szazad el&ttrdl
nincs feljegyzés szabadon él6 damokrél. 1969-ben inditottadk be hazadnkban azt
a programot, amelynek soran 1970-87 k6z6tt 81 helyre telepitettek be damot az
orszagban, kialakitva mai elterjedését [50]. A magyar populacid esetében egyelSre
nem ismert, hogy mely hatasok alakitottak a genetikai diverzitasat.

A kutatasunk célja egy torvényszéki Ugyekben is hasznalhatd tetramer mikro-
szatellita-markerkészlet fejlesztésének megkezdése volt, mely lehetbvé teszi a
damszarvasok egyedi szint( azonositasat. Enhez nagy szamua mikroszatellita-
markert teszteltlink harom hazai damszarvas-populacié 6sszesen 27 egyedén.

A kutatdshoz 27 ddmszarvasegyed izom- és sz3rosbdr szovetmintajat gydjtottik
dssze 2019-2022 ko6zott tortént legalis kilovések soran elejtett allatoktdl. A min-
tdk harom terUletrdl szarmaznak: Vértes (n = 3), Pilis (n = 13) és Isaszeg (n = 11)
kornyékérdl. A DNS kinyerése a FavorPrep™ Tissue Genomic DNA Extraction Mini
Kittel tortént, a hozza tartozd protokoll alapjan. A kinyerést és tisztitast kdve-
téen a kapott DNS-minta mindségét agarbzgél-elektroforézissel ellendriztik, a
DNS-koncentracié mérése pedig Qubit® 2.0 fluorometer hasznalataval tortént.

A tesztelni kivant tetramer mikroszatellita-markereket korabbi publikaciokbdl
nyertlk [18, 19], mivel ebben a fajban még nem all rendelkezésre teljes genom-
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szekvencia. Osszesen 31 markert valasztottunk ki, amelybdl tiz eredetileg gim-
szarvasra (Cervus elaphus; DeerPlex markerek) [19], 21 pedig dszvérszarvasra
(Odocoileus hemionus; Ohe markerek) lett tesztelve [18] (1.tdbldzat). Azért esett
a valasztas ezekre a markerekre, mivel az eredeti fajok kdzeli rokonsagban allnak
a déamszarvassal, igy varhaté volt, hogy a legtdobb marker mikoddképes dam-
vadakban is. A DeerPlex markerek tovabbi elénye volt, hogy damszarvasokban
kereszttesztelték Gket a fajspecificitas vizsgalatakor, és bizonyitottan ebben a
fajban is mikodnek.

1. TABLAZAT. A kutatds sordn vizsgdlt 31 tetramer mikroszatellita adatai: forrdsfaj (félkévér betlvel a markercsoport neve),
lokusznév, forrds publikdciok

TABLE 1. Data of the tested 31 tetranucleotide microsatellite markers: source species (name of the marker groups marked with
bold), locus name and references

Vizsgalt faj Mikroszatellita-marker Publikacié

gimszarvas (Cervus elaphus) - DeerPlex C01, C229, T26, T108, T123, T156, T172, T193, T501, T507 [19]

OheA, OheB, OheC, OheD, OheE, OheF, OheG, OheH, Ohel,
Oszvérszarvas (Odocoileus hemionus) - Ohe | OheJ, Ohek, Ohel, OheM, OheN, OheO, OheP, OheQ, OheR, [18]
OheS, OheT, OheV

MONOPLEX TESZTELES ES PCR-OPTIMALIZALAS

Elséként a A markerkészlet-fejlesztés kovetkezd 1épése a mikroszatellitak monoplex PCR-tesz-
mikroszatellitak telése volt két-két damszarvasmintan. Ennek a |épésnek a célja az volt, hogy
monoplex PCR- megallapitsuk, a mas fajra tervezett markerek kézUl melyik eredményez termé-

tesztelését ket damszarvasoknal is, ill. ezt milyen PCR-beéllitasok mellett teszi. Valameny-

végezték el két-két nyi marker rendelkezett eredeti publikalt PCR-programmal, igy elséként ezeken
ddmszarvas mintdn teszteltik Sket. Amennyiben a kapott PCR-termékek nem voltak megfelel8ek
(melléktermék keletkezése, méretbeli eltérések, ill. a termékhidny miatt), akkor

a PCR-beéllitasokat megvaltoztattuk és optimalizaltuk.

Az allélok kapillaris-elektroforézissel torténd detektalasahoz a PCR-reakcid soran
keletkezd termékeket fluoreszcens jeldléssel lattuk el a ,farkazasos” jeldlési tech-
nika alkalmazasaval [39]. Ehhez 6sszesen négy univerzalis primert hasznaltunk,
tehat négy kilonb6zd szind fluoroférunk volt a markerek multiplex sokszorositasat
kovetd azonositdsadhoz (2.tabldzat) [39, 51].

2. TABLAZAT. Az alkalmazott négy univerzdlis primer adata: primernév (szinek a fluorofér szinét jelélik), primerszekvencia
(5'-37), kapcsolt fluorofér tipusa, primerhossz, primer olvaddsi h6mérséklete (Tm), forrdspublikécid

TABLE 2. Data of the four used universal tailed primers: primer name (the colours indicate the colour of fluorophores), primer
sequence (5'-3’), attached fluorophore type, primer length, primer melting temperature (Tm), and references

Univerzalis Hossz Olvadasi

primer Farok szekvencia (5'-3') Fluorofér (bazispar) hémérséklet (Tm) Publikacié
Tail A GCCTCCCTCGCGCCA FAM 15 63 °C [51]
Tail B GCCTTGCCAGCCCGC VIC 15 57 °C [51]
Tail CAGGACCAGGCTACCGTG NED 18 59 °C [39]
Tail D CGGAGAGCCGAGAGGTG PET 17 59 °C [39]
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A monoplex tesztelések utan a mdkédd markereket multiplexekbe rendeztik a
koltség- és id6hatékony munkafolyamat érdekében, amelyeket két-két damszar-
vasmintan teszteltlink. A multiplex rendszerek 6sszeallitdsakor tobb szempontot
vettlnk figyelembe: az egy reakcidban hasznalt primerek hasonlé PCR-programon
mUkddjenek, eltérd termékhosszlisagl markerek kerlljenek egybe, vagy a kozel
ugyanolyan hossz( termékek eltérd szinl fluoreszcens jellel legyenek ellatva.
A multiplexek megfeleld mikodését agardzgél-elektroforézissel ellendriztik, majd
az optimalizalt multiplex rendszerekkel megvizsgaltuk a harom dédmszarvas-al-
lomany mintait (n = 27).

A sokszorositott allélok elektroforetikus elvalasztasa ABI Prism3500 Genetic-
Analyzer késziiléken (AppliedBiosystems), GeneScan™-500 LIZ™ méret standard
segitségével tortént (Biomi Kft, Godolls). Az eredményeket GeneScanAnalysis
Software v3.1, Peak Scanner™, és OSIRIS programokkal elemeztik.

A meghatarozott genotipusokbdl a markerkészlet PI- (probability of identity,
identitasvaldszinliség) értékét szamoltuk ki GenAlEx 6.503 segitségével, ugyanis
a Pl megadja, hogy mekkora valdszinliséggel egyezik meg a populacidobdl vélet-
lenszerlen kivalasztott két egyed genotipusa a markerkészlet szerint [52]. Sza-
mitdsa markerenként (lokuszonként): PI = 2* (£ p2)? - Ip* ahol a p,a marker i-edik
alléljanak gyakorisaga. A markerkészlet PI-értékét a lokuszonként kiszamitott
Pl-értékek 6sszege adja meg. Emellett kiszamoltuk az allélgyakorisagot, a vart és
megfigyelt heterozigozitast mintavételi helyenként, ill. a teljes mintaelemszamra
(n = 27), hogy képet kapjunk a teriiletek kozotti killdnbségekrdl.

A kutatasban hasznalt 27 ddmszarvas-szévetmintabdl minden esetben sikeres volt
a DNS-kinyerés az agardzgélen tortént mindségellendrzés és Qubit-mérés (1-50
ng/ul) alapjan. A kordbbi publikicidokbdl kivalogatott 31 tetramer mikorszatellita
kozUl a vizsgalatok soran kiderilt, hogy harom darab eltéré névvel, azaz duplan
szerepelt a kdzleményekben (duplikumok: OheA = CO1, OhelL = C229 és OheT =
OheP). Ezeket a lokuszokat mindkét leirt primerparral leteszteltik, majd kozilik
az optimalisabban m(ikoddt valasztottuk ki a tovabbi vizsgalatokhoz (CO1, C229 és
OheP). A figyelembe vett szempontok: ne keletkezzen aspecifikus melléktermék,
megfeleld mennyiségl és minél rovidebb PCR-termék keletkezzen.

A 28 marker kdzUl a monoplex tesztelés és optimalizalads soran tovabbi harom
esett ki a vizsgalatbdl, mivel vagy nem keletkezett PCR-termék (T26 és OheD),
vagy melléktermékek képz8&dtek (OheS). A multiplex reakcidk tesztelése a 25 meg-
felelden mikddd markerrel zajlott. Az eredeti publikaciékban leirt markerkombi-
nacidkat vizsgaltuk els6ként, ezek esetleges valtoztatdsaikor a PCR-programok
az eredetiek maradtak. A 25 markert 0t multiplex rendszerbe sikerult besorolni.

A mulitplex reakciékban keletkezett PCR-termékek kapillaris-elektroforézis
detektaldsaval 6sszesen négy marker bizonyult polimorfnak (13%), amelyekbdl a
C229 és T156 két-két alléllal rendelkezik (C/C; T/T,), az OheF és OheQ mikrosza-
tellitak pedig harom allélvaltozatot (F,/F,/F,; Q,/Q,/Q,) mutattak a vizsgélt mintak
alapjan (3. tdbldzat). Mind a négy marker esetében volt olyan allél, amely az eddig
vizsgalt mintak szerint csak egy-egy mintavételi helyen fordult el§ (C229—C2 Isa-
szeg, T156-T, Isaszeg, OheF-F, Pilis és OheQ-Q, Pilis). A megfigyelt heterozigozitas
az dsszes vizsgalt egyedre nézve (n = 27) 0,07 (OheQ) és 0,25 (C229) kdzott val-
tozott, mig a vart heterozigozitds 0,07 (OheQ) és 0,23 (C229) kozott (3. tdbldzat).
A 25 markerre kiszamitott PI-érték a vizsgalt 27 egyed alapjan 0,035-nek bizonyult.
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3. TABLAZAT. A négy polimorf mikroszatellita-marker statisztikai adatai: lokusznév, allélszém (db), megfigyelt heterozigozitds
(Ho), allélgyakorisdg, vdart heterozigozitds (He) és mintavételi helyek (n = mintaelemszam): Vértes (V), Pilis (P), Isaszeg (1), teljes
mintaelemszdm (%)

TABLE 3. Statistical data of the four polymorphic microsatellite markers: locus name, number of alleles, observed

heterozygosity (Ho), allele frequencies, expected heterozygosity (He) examined fallow deer samples, number of alleles, number
of heterozygotes and locations (n = sample size): Vértes (V), Pilis (P), Isaszeg (), total sample size (%)

Lokusz | Allélszam (db) | Ho
V (n=23) P (n=13) | (n=11) Y (n=27) V (n=23) P (n=13) I (n=11) L (n=27)
C229 1 1 2 2 0 0 0,27 0,25
T156 1 1 2 2 0 0 0,27 0,11
OheF 2 3 2 3 0,33 0,15 0,18 0,19
OheQ 1 2 1 3 0 0,15 0 0,07
Lokusz Allélgyakorisag He
V (n=23) P (n=13) | (n=11) Y (n=27) V (n=23) P (n=13) I (n=11) Y (n=27)
_ _ C, =085 C,=0,87
C229 C,=1,00 C,=1,00 Cz = 0,15 C2 = 0,13 0 (0] 0,25 0,23
_ _ T,=086 T =094
T156 T, =1,00 T,=1,00 T, = 0,14 T 20,06 0 0 0,25 0,11
_ F, = 0,92 _ F, =091
OheF fo 08 F,=004 | L2091 F =002 0,33 0,45 0,47 0,47
3= Y F,=0,04 R F,=0,07
~ Q. =0,92 B Q, = 0,96
OheQ Q, = 1,00 Q=008 Q, = 1,00 Q. - 0,04 0 0,15 0 0,07

Torekedtek a
révidebb terméket

add primerpdrok
kivdlasztdsara

MEGVITATAS

Vizsgalataink soran 6sszesen hat marker esett ki a 31 vizsgalt tetramer mikrosza-
tellitabdl, a PCR-termék hidnya, melléktermék-képz3dés és a kevésbé megfeleld
duplikum elhagyasa miatt. A duplikumok koézUli valasztasnal az egyik legfonto-
sabb szempont a keletkezd termék hosszUsaga volt. Ha a két primerpar kozel
ugyanolyan mindségl és mennyiségl terméket eredményezett, akkor mindig a
rovidebb terméket eredményezé primerpart valasztottuk. Ennek egyik oka, hogy
a kilsd, kornyezeti hatasoknak kitett helyszineken elkdvetett igazsagligyi ese-
tekben leggyakrabban csak erésen karosodott DNS all rendelkezésre, amelybdl a
rovidebb DNS-szakaszok nagyobb valdszinliséggel mutathatok ki. A méasik eldnye
a rovid amplikonoknak a preferencialis amplifikalodas jelenségéhez kothetd, ami-
kor a multiplex PCR-reakcidé soran a kisebb méret(i markerek nagyobb ardnyban
termelddnek a hosszabbakhoz képest, igy a hosszabb markerek kieshetnek [53].

A multiplex fejlesztés soran azt tapasztalatuk, hogy a koltségek csokkentése
érdekében kivalasztott ,farkazasos” fluoreszcens jel6lési technika megnehezi-
tette a multiplexek 6sszeallitasat. Ugyanis, mikor a fluoreszcens jelet hordozd
univerzalis primert is hozzaadtuk a reakcidkhoz, a primerparok addigi m{kodési
optimuma enyhén megvéaltozott. igy az addig azonos PCR-beallitdson mikédé
markerek eltéré korllmények kozott tudtak csak mikodni, az eredetileg publi-
kalt multiplexek 0sszetételét tehat meg kellett valtoztatnunk. Az eddig lekdzolt
kutatasok még nem szamoltak be hasonld tapasztalatokrél a ,farkazasos” jel6lési
technika alkalmazasakor, mindodssze primerdimerizacié problémaja merult fel [54].



MIKROSZATELLITA-MARKEREK TESZTELESE DAMSZARVASOK EGYEDI
AZONOSITASA CELJABOL

A kutatés tovabbi fazisdban a felmeriilt probléma miatt a hagyomanyos (forward
primerhez kapcsolt) fluoreszcens jeldlést tervezzik alkalmazni.

A kapillaris-elektroforézis soran vizsgalt 25 markerbdl 21 monomorf (1 allélos)
és négy polimorf mikroszatellita-markert mutattunk ki. Ez kismértékd genetikai
diverzitasra utalhat a vizsgalt ddmszarvas-populacidkon belll, hiszen nagy volt a
monomorf markerek szama, ill. a polimorf markerek is csak két, ill. harom alléllal
rendelkeznek. Osszehasonlitdsként mas hazai agancsos fajjal, mind a tiz DeerPlex
mikroszatellita a vizsgalt gimszarvasallomanyon (6sszesen n = 303) polimorfnak
bizonyult, a legkevesebb kimutatott allélszam hét volt (C229), mig a leginkabb
polimorf marker 27 alléllal rendelkezett (T156) [55]. Ugyanakkor az is el&fordulhat,
hogy a vizsgalt, eredetileg mas fajra kifejlesztett mikroszatellitdk a damszarvas-
ban nem jo markerek. Ez azt jelenti, hogy nem mikroszatellitaként viselkednek
ebben a fajban, igy az egyébként diverz populacidkat is monomorfnak mutatjak.
Ennek oka tobbrétl lehet, pl. felhalmozddd pontmutacidk megszintethetik az
ismétlddést tartalmazd tandem régidt. A megfigyelt csekély polimorfizmus és
a monomorf allélok nagy szamanak oka tehat még nem tisztazott, igy messze-
mendé kovetkeztetéseket nem lehet levonni a magyarorszagi allomany genetikai
valtozatossdgara vonatkozdan. A kutatasban hasznalt kis mintaelemszam (n = 27)
és a kevés mintavételi hely (3) is neheziti ennek megallapitasat.

Fontos azonban megjegyezni, hogy korabbi kutatadsok vildgszerte kimutattak a
damszarvasok csbkkent genetikai diverzitasat tobbféle genetikai markert alkal-
mazva. Ezt a pleisztocén korabeli kihaldsnak (palacknyakhatas) és az azt kovetd
antropogén beavatkozasoknak tulajdonitjak (genetikai sodrédas, alapitdé hatés
és beltenyészettség) [41]. igy eléfordulhat, hogy a magyar damvadpopulacié
esetében is érvényeslltek az emlitett hatadsok, és emiatt ténylegesen csekély
genetikai diverzitasl az allomany (erre utalhatnak a kis heterozigécia-értékek is).

Hasonldan kicsi genetikai varianciat mutattak ki méas vadon él16 allatfajoknal is,
pl. a lapi szarvas (Blastocerus dichotomus) esetében. Tobbféle genetikai markert
megvizsgaltak ennél a fajnal is (proteineket [56], mitokondridlis DNS-t [57] és dimer
mikroszatellitdkat [58]), és valamennyi esetben a ddmszarvashoz hasonldan kis-
mértékl polimorfizmust talaltak. Ezt ennél a fajnal elsGsorban a beltenyészettség
és a szaporodasi rendszer eredményezhette [56].

Osszességében a damoknal eddig kimutatott kismértékl polimorfizmus az
egyedi szint( azonositast nem teszi lehetévé a vizsgalt 25 markerbdl allé kész-
lettel. A kiszamitott PI-érték (0,035) alapjan 100 egyedbdl 3,5 egyednél ugyanazt
a genotipust mutatna ki, ami nem elégséges a megbizhatd azonositashoz. Ezen
markerek tesztelése tehat a markerkészlet fejlesztés elsé 1épése volt, a kutatas
jelenleg is zajlik, hogy torvényszéki Ugyekben hasznalhaté és egyedi szint( azo-
nositasra alkalmas markerkészletet kapjunk. A jovGbeli terveink ennek elérésére
tovabbi rokonfajokra fejlesztett tetramer mikroszatellitak tesztelése, ill. tobb
damszarvas-szovetmintat szeretnénk gydjteni az orszag kiléonboz8, eddig nem
vizsgalt régidibél, hogy néveljik a mintaelemszamot.

A kutatasi folyamatok finanszirozasa az Allatorvostudomanyi Egyetem Doktori
Iskoladjanak és a Normativ Kutatasfinanszirozasi Bizottsdg (NKB) palyazatanak
tamogatasaval valosul meg. Koszonjiuk DR. ZENKE PETRANak a kutatas soran nyljtott
szakmai Utmutatasat és mindazoknak a vadaszoknak a segitségét, akik a damvad
mintak biztositasaval lehetdvé tették vizsgalatainkat.



1. Elek B (2019) The criminalization of poaching in Hun-
gary. Zbornik radova Pravnog fakulteta, Novi Sad 53:639-648
https://doi.org/10.5937/zrpfns53-20330

2. Padar Zs, Kovacs G, Nogel M, Czebe A, Zenke P, Kozma Zs (2019)
Genetika és blinlldézés - Az igazsaglgyi céld DNS-vizsgalatok
elsé negyedszazada Magyarorszagon. |. Bellgyi Szemle 67:7-34
https://doi.org/10.38146/BSZ.2019.12.1

3. PadarZs, Kovacs G, Nogel M, Czebe A, Zenke P, Kozma Zs (2020)
Genetika és b(inlldozés - Az igazsaglgyi céli DNS-vizsgalatok
elsé negyedszazada Magyarorszagon Il. Bellgyi Szemle 68:9-32
https://doi.org/10.38146/BSZ.2020.1.1

4. Zenke P, Egyed B, Padar Zs, Kovacs G (2015) Increasing relevance
of non-human genetics in Hungarian forensic practice. Forensic
Science International: Genetics Supplement Series 5:e250-e252
https://doi.org/10.1016/j.fsigss.2015.09.100

5. Zenke P, Egyed B, Padar Zs (2017) A vadaszhato fajok védelme:
az orvvadaszat bizonyithatésaga az igazsagligyi genetika segit-
ségével: Eseti alkalmazasok. Magy Allatorvosok Lapja 139:631-639
http://hdl.handle.net/10832/2754

6. PadarZs, Nogel M, Kovacs G, Gardonyi G, Zenke P (2022) A vad-
vilagi blin6zés sajatos kriminalisztikai kihivasai Magyarorszagon.
Belligyi Szemle 70:1727-1748 https://doi.org/10.38146/BSZ.2022.9.1

7. Padéar Zs, Kovéacs G, Nogel M, Podr SV, Zenke P (2022) The
catalyst-like role of forensic genetics in the developmen-
tal process of Hungarian wildlife forensics. Forensic Sci-
ence International: Genetics Supplement Series 8:263-264
https://doi.org/10.1016/j.fsigss.2022.10.056

8. Ferreras P, Aldama JJ, Beltran JF, Delibes M (1992) Rates and
causes of mortality in a fragmented population of Iberian lynx
Felis pardina Temminck, 1824. Biological Conservation 61:197-202
https://doi.org/10.1016/0006-3207(92)91116-A

9. Wilson-Wilde L (2010) Wildlife crime: a global problem. Forensic
Sci Med Pathol 6:221-222 https://doi.org/10.1007/s12024-010-9167-8

10. Fajardo V, Gonzalez |, Lépez-Calleja |, Martin |, Rojas M, Hernan-
dez PE, Garcia T, Martin R (2007) Identification of meats from red
deer (Cervus elaphus), fallow deer (Dama dama), and roe deer
(Capreolus capreolus) using polymerase chain reaction targeting
specific sequences from the mitochondrial 12S rRNA gene. Meat
Sci 76:234-240 https://doi.org/10.1016/j.meatsci.2006.11.004

11. Brodmann PD, Nicholas G, Schaltenbrand P, Ilg EC (2001) Iden-
tifying unknown game species: experience with nucleotide sequ-
encing of the mitochondrial cytochrome b gene and a subsequent
basic local alignment search tool search. Eur Food Res Technol
212:491-496 https://doi.org/10.1007/s002170000284

12. Gyurcsé A, Kasza Gy, Ozsvari L (2022) A vadhs kézfogyasztasa-
nak torténete és élelmiszerlancbiztonsagi eléirdsai Magyarorsza-
gon. Hung Vet | 144:623-639 https://doi.org/10.56385

13. Gilson A, Syvanen M, Levine K, Banks J (1998) Deer gender deter-
mination by polymerase chain reaction: Validation study and app-
lication to tissues, bloodstains, and hair forensic samples from
California. California Fish and Game 84:159-169 ISSN/ISBN: 0008-1078

14.Zenke P, Zorkéczy KO, Lehotzky P, Ozsvéari L, Padar Zs
(2022) Molecular Sexing and Species Detection of Antlered
European Hunting Game for Forensic Purposes. Animals 12:246
https://doi.org/10.3390/ani12030246

15. Dajana D, Uros G, Nesic K, Davitkov D, Vucicevic M, Nesic V, Sta-
nimirovic Z (2017) Improved DNA-Based Identification of Cervidae
Species in Forensic Investigations. Acta Veterinaria 67:449-458
https://doi.org/10.1515/acve-2017-0037

MAGYAR ALLATORVOSOK LAPJA | 2023. MARCIUS

16. Kim M-, Lee Y-M, Suh S-M, Kim H-Y (2020) Species Identification
of Red Deer (Cervus elaphus), Roe Deer (Capreolus capreolus), and
Water Deer (Hydropotes inermis) Using Capillary Electrophoresis-Ba-
sed Multiplex PCR. Foods 9:982 https://doi.org/10.3390/foods9080982

17. Wu H, Wan Q-H, Fang S-G, Zhang S-Y (2005) Application of
mitochondrial DNA sequence analysis in the forensic identification
of Chinese sika deer subspecies. Forensic Science International
148:101-105 https://doi.org/10.1016/j.forsciint.2004.04.072

18. Jones KC, Levine KF, Banks JD (2000) DNA-based genetic mar-
kers in black-tailed and mule deer for forensic applications. Cali-
fornia Fish and Game 86:115-126

19. Szabolcsi Z, Egyed B, Zenke P, Padar Z, Borsy A, Steger V, Pasztor
E, Csanyi S, Buzas Z, Orosz L (2014) Constructing STR multiplexes
for individual identification of Hungarian red deer. )] Forensic Sci
59:1090-1099 https://doi.org/10.1111/1556-4029.12403

20.Morf NV, Kopps AM, Nater A, Lendvay B, Vasiljevic N, Webster
LMI, Fautley RG, Ogden R, Kratzer A (2021) STRoe deer: A validated
forensic STR profiling system for the European roe deer (Capreolus
capreolus). Forensic Science International: Animals and Environ-
ments 1:100023 https://doi.org/10.1016/j.fsiae.2021.100023

21.Jones K, Levine K, Banks J (2002) Characterization of 11 poly-
morphic tetranucleotide microsatellites for forensic applications
in California elk (Cervus elaphus canadensis). Molecular Ecology
Notes 2:425-427 https://doi.org/10.1046/j.1471-8286.2002.00264.x

22.Sim Z, Monderman L, Hildebrand D, Packer T, Jobin RM (2021)
Development and implementation of a STR based forensic typing
system for moose (Alces alces). Forensic Science International:
Genetics 53:102536 https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2021.102536

23.Singh A, Gaur A, Shailaja K, Satyare Bala B, Singh L
(2004) A novel microsatellite (STR) marker for forensic iden-
tification of big cats in India. Forensic Sci Int 141:143-147
https://doi.org/10.1016/j.forsciint.2004.01.015

24.Lorenzini R, Fanelli R, Tancredi F, Siclari A, Garofalo L (2020)
Matching STR and SNP genotyping to discriminate between wild
boar, domestic pigs and their recent hybrids for forensic purposes.
Sci Rep 10:3188 https://doi.org/10.1038/s41598-020-59644-6

25.Meredith E, Adkins J, Rodzen J (2019) UrsaPlex: An STR multip-
lex for forensic identification of North American black bear (Ursus
americanus). Forensic Science International: Genetics 44:102161
https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2019.102161

26.Meredith EP, Rodzen JA, Levine KF, Banks JD (2005) Charac-
terization of an additional 14 microsatellite loci in California Elk
(Cervus elaphus) for use in forensic and population applications.
Conserv Genet 6:151-153 https://doi.org/10.1007/s10592-004-7735-8

27. Zenke P, Egyed B, Zéldag L, Padar Zs (2011) Population genetic
study in Hungarian canine populations using forensically informa-
tive STR loci. Forensic Science International: Genetics 5:e31-e36
https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2010.03.013.

28.P&dar Zs, Egyed B, Kontadakis K, Zdldag L, Fekete S (2001)
Resolution of parentage in dogs by examination of microsatellites
after death of putative sire: Case report. Acta Veterinaria Hungarica
49:269-273 https://doi.org/10.1556/004.49.2001.3.2

29.Zenke P, Padar Zs, Zoldag L (2006) Molekularis genetika és
kutyatenyésztés: Molecular genetics and dog breeding. Magy
Allatorvosok Lapja 128:544-550

30.Zenke P, Maréti-Agots A, Padar Zs, Gaspardy A, Komlési |, Z6l-
dag L (2007) Adatok a kutyadllomanyok beltenyésztettségének
értékeléséhez: Molecular genetic data to evaluate inbreeding in
dog populations. Magy Allatorvosok Lapja 129:484-489



MIKROSZATELLITA-MARKEREK TESZTELESE DAMSZARVASOK EGYEDI
AZONOSITASA CELJABOL

31. Mihalik B, Frank K, Astuti KP, Szemethy D, Szendrei L, Szeme-
thy L, Kusza Sz, Stéger V (2020) Population Genetic Structure of
the Wild Boar (Sus scrofa) in the Carpathian Basin. Genes 11:1194
https://doi.org/10.3390/genes11101194

32.Té6th B, Khosravi R, Ashrafzadeh MR, Bagi Z, Fehér M, Bar-
sony P, Kovacs G, Kusza S (2020) Genetic Diversity and Struc-
ture of Common Carp (Cyprinus carpio L.) in the Centre of
Carpathian Basin: Implications for Conservation. Genes 11:1268
https://doi.org/10.3390/genes11111268

33.Loukovitis D, Szabd M, Chatziplis D, Monori |, Kusza Sz (2022)
Genetic diversity and substructuring of the Hungarian merino
sheep breed using microsatellite markers. Animal Biotechnology
0:1-9 https://doi.org/10.1080/10495398.2022.2042307

34.Zenke P, Egyed B, Kovécs G, Padar Zs (2019) Implementation
of genetic based individualization of White stork (Ciconia ciconia)
in forensic casework. Forensic Science International: Genetics
40:e245-e247 https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2019.02.001

35.Szabolcsi Z, Egyed B, Zenke P, Borsy A, Padar Z, Zéldag L, Buzas Z,
Rasko |, Orosz L (2008) Genetic identification of red deer using auto-
somal STR markers. Forensic Science International: Genetics Supp-
lement Series 1:623-624 https://doi.org/10.1016/j.fsigss.2007.10.003

36.Li Y-C, Korol AB, Fahima T, Beiles A, Nevo E (2002) Mic-
rosatellites: genomic distribution, putative functions and
mutational mechanisms: a review. Mol Ecol 11:2453-2465
https://doi.org/10.1046/j.1365-294x.2002.01643.x

37. Tagliaro F, Manetto G, Crivellente F, Smith FP (1998) A brief
introduction to capillary electrophoresis. Forensic Science Inter-
national 92:75-88 https://doi.org/10.1016/S0379- 0738(98)00010-3

38.Zianni M, Tessanne K, Merighi M, Laguna R, Tabita FR (2006)
Identification of the DNA Bases of a DNase | Footprint by the Use
of Dye Primer Sequencing on an Automated Capillary DNA Analysis
Instrument. ) Biomol Tech 17:103-113 PMCID: PMC2291779

39.Blacket M, Robin C, Good R, Lee SF, Miller AD (2012)
Universal primers for fluorescent labelling of PCR frag-
ments-an efficient and cost-effective approach to genoty-
ping by fluorescence. Molecular ecology resources 12:456-463
https://doi.org/10.1111/j.1755-0998.2011.03104.x

40. Chapman N, CHAPMAN D (2008) The distribution of fal-
low deer: A worldwide review. Mammal Review 10:61-138
https://doi.org/10.1111/j.1365-2907.1980.tb00234.x

41. Baker K, Gray H, Ramovs V, Mertzanidou D, Akin Peksen C,
Bilgin C, Sykes N, Hoelzel R (2017) Strong population structure
in a species manipulated by humans since the Neolithic: the
European fallow deer (Dama dama dama). Heredity 119:16-26
https://doi.org/10.1038/hdy.2017.11

42.Pitarch JL, Raksa HC, Arnal MC, Revilla M, Martinez D, Fernandez
de Luco D, Badiola JJ; Goldmann W, Acin C (2018) Low sequence divers-
ity of the prion protein gene (PRNP) in wild deer and goat species
from Spain. Vet Res 49:33 https://doi.org/10.1186/s13567-018-0528-8

43.Hartl GB, Schleger A, Slowak M (1986) Genetic variabi-
lity in fallow deer, Dama dama L. Anim Genet 17:335-341
https://doi.org/10.1111/j.1365-2052.1986.tb00726.x

44.Randi E, Apollonio M (1988) Low biochemical variabi-
lity in European fallow deer (Dama dama L.): natural bottle-
necks and the effects of domestication. Heredity 61:405-410
https://doi.org/10.1038/hdy.1988.131

45.Webley LS, Zenger KR, Hall GP, Cooper DW (2007) Gene-
tic structure of introduced European fallow deer (Dama
dama dama) in Tasmania, Australia. Eur J Wildl Res 53:40-46
https://doi.org/10.1007/s10344-006-0069-8

46.Pemberton JM, Smith RH (1985) Lack of biochemi-
cal polymorphism in British fallow deer. Heredity 55:199-207
https://doi.org/10.1038/hdy.1985.92

47. Yannouli E, Trantalidou K (1998) The Fallow deer (Dama dama
L. 1758) in Greece. Archaeological Presence and Representation,
1999. In: N. Benecke (eds) The Holocene history of the European
Vertebrate Fauna: Modern Aspects of Research. Verlag Marie Lei-
dorf GmbH, Berlin, pp 247-263

48. Say L, Naulty F, Hayden T) (2003) Genetic and behavioural esti-
mates of reproductive skew in male fallow deer. Mol Ecol 12:2793-
2800 https://doi.org/10.1046/j.1365-294x.2003.01945.x

49.Kusza S, Ashrafzadeh M, Téth B, Javor A (2018) Mater-
nal genetic variation in the northeastern Hungarian fallow
deer (Dama dama) population. Mammalian Biology 93:21-28
https://doi.org/10.1016/j.mambio.2018.08.005

50.Farag6 S (eds) (2006) Magyar Vadasz Enciklopédia. Totem Kiadé,
Magyarorszag, pp 232-233

51. Roche Applied Science (2006) GS Guide to Amplicon Sequ-
encing. Roche Diagnostics. GmbHUSMO00022.B - December 2006

52.Peakall R, Smouse P (2012) GenAlEx Tutorial 4: Advanced Frequ-
ency-Based Analysis. In: GenAlEx. https://biology-assets.anu.edu.
au/GenAlEx/Tutorials.html Accessed 7 Nov 2022

53.Chung DT, Drabek J, Opel KL, Butler JM, McCord BR (2004) A
study on the effects of degradation and template concentration
on the amplification efficiency of the STR Miniplex primer sets. )
Forensic Sci 49:733-740 PMID: 15317187

54.Luttman AM, Komine M, Thaiwong T, Carpenter T, Ewart SL,
Kiupel M, Langohr IM, Venta PJ (2022) Development of a 17-Plex
of Penta- and Tetra-Nucleotide Microsatellites for DNA Profi-
ling and Paternity Testing in Horses. Front Vet Sci 9:861623
https://doi.org/10.3389/fvets.2022.861623

55. Frank K, Szepesi K, Bleier N, Sugar L, Kusza S, Barta E, Horn P,
Orosz L, Stéger V (2022) Genetic traces of dispersal and admixture
in red deer (Cervus elaphus) populations from the Carpathian Basin.
Eur ) Wildl Res 68:55 https://doi.org/10.1007/s10344-022-01602-w

56.de Oliveira EJF, Garcia JE, Contel EPB, Duarte JMB (2005) Genetic
Structure of Blastocerus dichotomus Populations in the Parana
River Basin (Brazil) Based on Protein Variability. Biochem Genet
43:211-222 https://doi.org/10.1007/s10528-005-5212-9

57. Marquez A, Maldonado JE, Gonzalez S, Beccaceci MD, Garcia
JE, Duarte JMB (2006) Phylogeography and Pleistocene demog-
raphic history of the endangered marsh deer (Blastocerus dicho-
tomus) from the Rio de la Plata Basin. Conserv Genet 7:563-575
https://doi.org/10.1007/s10592-005-9067-8

58.0liveira EJF, Garcia JE, Duarte JMB, Contel EPB (2008) Devel-
opment and characterization of microsatellite loci in the marsh
deer (Blastocerus dichotomus Cervidae). Conserv Genet 10:1505
https://doi.org/10.1007/s10592-008-9769-9

Kozlésre érk.: 2022. dec. 21.



