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Roviditések jegyzéke

ul - Mikroliter

BFK - bromfenolkék

bp - Bazispar

BSA - Bovine serum albumin (Szarvasmarha szérum albumin)

CITES - Convention on International Trade in Endangered Species Fauna and Flora
(Egyezmény a veszélyeztetett vadon €16 allat- és novényfajok nemzetkdzi kereskedelmérdl)
DNS - Dezoxiribonukleinsav

dNTP - Dezoxi-ribonukleotid-trifoszfat

MEGA - Molecular Evolutionary Genetics Analysis

mg - Milligramm

mp - Masodperc

-OH - Hidroxil csoport

OVA - Orszagos Vadgazdalkodasi Adattar

PCR - Polymerase chain reaction (Polimeraz-lancreakcio)

Rk — Reagens kontroll

RNS — Ribonukleinsav

SRY - Sex-determining Region Y (Ivart meghatarozo régié Y)



1 Bevezetés, Irodalmi attekintés

Az aganccsal rendelkezd troéfeds hazai vadfajok (gim- és damszarvas, 6z) vadéaszata
soran el6fordulnak olyan visszaélések, amikor a leadott, zsigerelt, morfologiailag mar nem
azonosithato tetem ivara nem egyezik meg az adott idészakban legalisan vadaszhato ivarral.
Ezekben az esetekben segithetnek a genetikai vizsgalatok. Egy egyszerli és a fent felsorolt
mindharom fajban egysegesen alkalmazhatd ivarhatarozasi modszer gyorsan kisziirheti az ilyen
jellegli visszaéléseket az egyedi azonositas sziksege nelkul.

A konzervaciobiologia mar régota hasznal genetikai markereket kiilonb6zo
allatfajoknal, koztuk tréfeas vadfajokndl is az ivar meghatarozasara (Aasen es Medrano, 1990;
Takahashi és mtsai, 1998; Huber és mtsai, 2002). Ezek a modszerek, bar j6 alapot nyujtanak,
nem alkalmazhatok univerzalisan a Magyarorszagon eléfordul6 trofeas kér6dzok esetében. A
DNS alapu ivarmeghatarozas segithet a felmeriilé jogvitak, nézeteltérések eldontésében, ezzel

szlirve a vadésztarsadalom azon részét, akik tisztességtelen médon vadasznak.

1.1 A magyarorszagi agancsos vadfajok és vadészatuk

Hazankban harom aganccsal rendelkezé jelentOségteljes vadfaj él, a gimszarvas (Cervus
elaphus), mely Eszak- és Kozép-Magyarorszagon, Dunantulon és a Dél-Alféldon terjedt el,
ezen belul is a legtébb példany Somogy, Baranya, Zala, Veszprém és Borsod- Abauj- Zemplén
megyében fordul el6 (1. kép). Nagy szamban van jelen hazankban az eurdpai 6z (Capreolus
capreolus) szinte mindenhol, kulondsképp az Alfoldon és a Kisalfoldon nagy az
allomanystiriiség (1. kép). Az eurdpai damszarvas (Dama dama) a fent emlitett kett6 fajhoz
viszonyitva kisebb szdmban van jelen Magyarorszagon, Somogy, Bacs- Kiskun, Tolna, Pest,
Hajdi- Bihar és Békés megye egyes erdeiben fordul elé foként (1. kép). Az Orszagos
Vadgazdalkodasi Adattar (OVA) éves jelentése szerint a trofeas kérédzo fajokbdl a 2019/20-as
évben tortént kilovések szama 6sszesen meghaladja a 200 ezret: 115 450 6z, 66 486 gimszarvas,
16 602 damszarvas és 4 102 muflon (Csanyi és mtsai, 2020).
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1. kép: A magyarorszagi agancsos vadfajok terlleti megoszlasa (Csanyi és mtsai, 2020)

Magyarorszagon a vadaszatnak nagy kultaraja és tiszteletteljes hagyoméanya van a vad
irdnyaba, igy maga a vadaszat menete, az elejtes mddja és ideje, illetve a vadaszati idények
megtervezése mind a vad éves életciklusan alapszik, hogy a vadat a lehet6 legkevésbé terhelje
és ne zavarja természetes életmodjaban (Heltay, 1997). Fontos, hogy ne nyuljon bele Ugy a
természet rendjébe, hogy azzal populacio szintii problémakat okozzon. A vad elejtése a lehetd
legkevésbé kartékony idészakban kell torténjen, mely lehetéség szerint kis mértékben van
kihatassal fajtarsai életére. Példanak okaért nem lehet elejteni vemhes, vagy gidat neveld 6z
sutat, mert ezzel megpecsétel6dik a gida sorsa is, illetve ugyanigy kimélendé egy vezér tehén
(gim-, damszarvas), mert a rudli (szarvas csapat) minden tagja ra tamaszkodik, az ¢ tapasztalatai
és ratermettsége segiti az életben maradasukat (Heltay, 1997).

Sajnos a tisztességtelen vadaszok és az orvvadaszok ezzel nem térédve, tetszés szerint
ejtik el az allatokat akkor és olyan modszerekkel, amikor és ahogy kedvilk tartja. Sokszor olyan
illegalis eszkdzoket és mddszereket alkalmaznak (Id. 1996. évi LV. torvény 37/A. §, 37/B. §),
melyek az &llatnak vagy szenvedést okoznak (hurkol6-, l1abfog6 csapdék, mérgek), vagy pedig
a bioritmusanak azon szakaszat hasznaljak ki, amikor nem éber, nem szamit ,,tamadasra” (éjjel
14t0-, h6kameras tavesd ) (Heltay, 1997). Az ilyen tipusu elejtések hatalmas karokat okoznak
populdcids szinten, vagyoni- (akar millidrdos - vadhus, tréfea) és eszmei értékek terén,
élelmiszerbiztonsagi szempontbol (orvvadasz nem vizsgéltatja be a vadhust, amit el fog adni),
a szakszerti vadgazdalkodast pedig akadalyozza vagy ellehetetleniti (Makai, 2019).



1.2 lgazsagiqgyi allatgenetika

Noha a kriminalisztikai genetika hagyomanyosan arra iranyult, hogy az emberi DNS
hasznélataval biinligyi nyomozasok és polgari peres tigyek megoldésat segitse, ez jelenleg mér
sokkal szélesebb alkalmazasi kort jelent. Néhany nehézség ellenére a jelenlegi forenzikus
genetika fokozatosan és egyre nagyobb mertékben épiti be a nem human genetikai anyag
elemzését, igy a kiillonboz6 allati eredetii mintakét is (Zenke és mtsai, 2015). Ezek analizisét
ma gyakran alkalmazzak, mintegy kiegészitd bizonyitékokat szolgaltatva a bir6sag szamara.
Egyes esetekben, mint peldaul az allatkinzas (pl. kilétt fehér golyak — Zenke és mtsai, 2019;
felgyujtott siindisznok), allat tAmadasok (elvadult kébor kutyak, urbanizalodott vaddisznok),
orvvadaszat (Zenke és mtsai, 2017), (vad-)allatok altal okozott kodzlekedési balesetek,
allatviadalok (Padar és mtsai, 2001) és a targyi bizonyitékon maradt allati szovetmintak dont6
erejiick lehetnek az itélet meghozatalaban (pl. a gyanusitott 0sszekapcsolasa a helyszinnel
macskasz6r alapjan; Menotti-Raymond és mtsai, 1997).

Nagy szerepet jatszanak az allati DNS vizsgalatok az illegalis kereskedelemben is, ahol
a feketepiacon allati maradvanyokat, testrészeket arulnak illegalisan (elefantcsont targyak,
medve epe, tigris testrészek, szarvas- és 6zfélék nemiszerve stb.). Ezzel hatalmas kérokat
okoznak a természetben és legtdbb esetben szenvedést hoznak az allatokra. A vadvilag
megoOrzése szempontjabol hasznos kriminalisztikai eszkéz az allati DNS elemzés példaul a
trofeas vadfajok esetében tortént visszaélesek merséklése, gatlasa céljabol (pl. morfoldgiailag
nem azonosithat6 ivaru gimszarvas bika beszolgéaltatasa a vadfeldolgozé (izem szamaéra, a tréfea
ellopésa és illeglis eladasa céljabol).

Fontossaga miatt az igazsagugyi allatgenetika éppen ezért majdnem olyan messzire
visszanyUlo malttal rendelkezik, mint a human igazsagligyi genetika, alkalmazhatdsagat pedig
alatamasztja a genetikai markerek fajonként egyre novekvé szama. Az egyik els és jelentOs
lépés a vadvildg védelmenek érdekében a Washingtoni Egyezmény (CITES) volt, mely
szabalyozza az allatokkal és azok testrészeivel vald nemzetkdzi kereskedelmet, visszaszoritva
ezzel az orvvadaszatot és az allatok illegalis adasvételét. Az allatok védelmének fejlodésével
sziikségessé valt, hogy a technolodgia is fejlédjon, igy létrejott az elsé vadvilagi és halaszati
eseteket feldolgozo forenzikus laboratorium az Egyesiilt Allamokban (U.S. Fish and Wildlife
Service), majd a The Society for Wildlife Forensic Science nemzetk0zi szervezet, amely a
vadvilag védelme érdekében alkalmazott igazsaglgyi tudomanyokkal foglalkozik (Goddard,
2005). Az igazsagiigyi genetikai modszereknek az allatvilagot érintd bilinesetekben valod

felhasznalasa mar tobb esetben segitett bilinesetek felderitésében és a megalapozottabb



itelethozasban tobb hazai esetben is (Padar és mtsai, 2001; Szabolcsi és mtsai, 2014; Zenke és
mtsai, 2015; 2017).

1.3 A szarvas- és 6zfélék genetikai ivarmeghatirozésa

Az aganccsal rendelkez6 vadfajok DNS alapl ivarmeghatarozasanak kutatdsa mar az
1990-es évek végen megkezd6dott, ami lehetdséget nyujtott az egzakt azonositasra akkor is, ha
maga az allat nem, csupan szor-, bélsar- vagy verminta allt rendelkezésre az azonositashoz
(Takahashi és mtsai, 1998; Huber és mtsai, 2002; Pfeiffer és Brenig, 2005).

A szarvas- és 6zféléknél tobbszor is el6fordult mar, hogy a nem megfelel6en kezelt,
thlszaporodott populaciok mar gondot jelentettek az emberek mindennapi életére nézve
(Yamauchi és mtsai, 2000; Han és mtsai, 2007; Yamazaki és mtsai, 2011). Komoly
mezOgazdasagi terméskarokat okoztak a tulszaporodas es az ennek kovetkeztében kialakult
taplalékhiany miatt, de nem elhanyagolhaté probléma a rengeteg kdzlekedési balesett sem, amit
a megnovekedett teriileti igénylk miatt kialakult emberi telepilésekre valé behatolasuk
eredményezett. Azokon a teruleteken, ahol a tél zord és nem kimélte az allomanyt, nagy
szamban hullottak el egyedek a nagy havazas és a téli taplalékhiany miatt, azonban ez sem tudta
megfelelden szabalyozni az egyedszamot (Takahashi és mtsai, 1998). Ezért a populécios
mechanizmusok alaposabb megismerését szolgald modszereket kezdtek el kifejleszteni —
melynek kulcsfontossagl szerepét jatszottak az allati mintakbol torténd ivarmeghatarozasra
alkalmas vizsgalatok —, hogy jobban atlassak ezen vadon é16 allatok ivararanyat, szaporodasuk
mértékét és a tllszaporodasuk esetleges okéat (Takahashi és mtsai, 1998; Yamauchi és mtsai,
2000; Han és mtsai, 2007; Qiao és mtsai, 2007; Yamazaki és mtsai, 2011). A himek és
nbstények megoszlasa értékes adat a konzervaciobiologia szempontjabol, ugyanis ennek
ismeretében konnyebben lehet befolyasolni ezen allatfajok egyedszémat, példaul az éves
kilovésszam meghatarozasaval. Olyan esetekben is vegeztek ivarmeghatarozason alapulo
kutatasokat, ahol pont ellenkezbleg, az allatallomany vészes fogyatkozasa miatt voltak ezek
rendkivul fontos informéaciok (Barbosa és mtsai, 2009; Shrutarshi és mtsai, 2018).

Sok esetben nem megallapithatd az allat ivara a termeészetes kozegeben morfologiai
jegyek alapjan, mivel eltakarhatja az erre utald jeleket a szdrzet, esetleg olyan periddusaban
vannak az éves bioldgia ciklusuknak, ahol a himek nem viselnek agancsot vagy egyszeriien
csak elfutnak és nincs elég id6 arra, hogy ezeket felmérjiik. Ennek Kikuszobdlésére tébb olyan
modszert dolgoztak is, ahol az tiriilékbdl meg lehet hatarozni az allat ivarat (Huber és mtsai,
2002; Yamazaki és mtsai, 2011).



Eléfordul, hogy sziletési rendellenesség (hermafroditizmus) miatt a fenotipus alapjan
nem lehetett meghatarozni az allat nemét, ellenben a genetikai vizsgalatok megbizhatdan helyt
allnak ilyen esetekben is (Pajares és mtsai, 2009; Kropatsch és mtsai, 2013). A hazai
gyakorlatban a hatosagok és a vadaszok napjainkban is sokszor szubjektiv tényezOk alapjan
itélik meg az allat ivarat, mint példaul a testméret, az agancs megléte, illetve a nemiszerv
milyensége. Utdbbi kettdvel az a probléma, hogy a hermafroditizmus — bar kis valdszintiséggel
— megjelenhet ezen allatfajokban, igy a helyes azonositashoz a molekularis genetikara van
szikség.

A hazai vadallomany ivarmeghatarozasanak kevés kutatasban volt eddig forenzikus
vonzata, de mas nem hazai és hazai allatfajokban, mint példaul elefantokban, fehér gélyakban
és egyeb vadon €16, veszélyeztetett vadallatok esetén mér tortént elérelépés ezzel kapcsolatban
(Gupta és mtsai, 2006; Zenke és mtsai, 2019; Vincze és mtsai, 2019). Ez egy potencialisan
kiaknazatlan tertlet, amiben sziilettek mar ugyan hasznalhatd, de nem teljesen megbizhatd
eredmények szarvas- és 6zfélékkel kapcsolatban is (Pfeiffer és Brenig, 2005).

A hazai és nemzetkozi irodalmak alapjan az eddigi kutatasok europai 6zben, gim- és
damszarvasban csak egy Y-kromoszémas (him specifikus) markert vizsgaltak (1. tablazat),
megndvelve igy a fals eredmények esélyét. Egyedil a mocséri szarvasnél alkalmaztak két Y-
kromoszoméahoz kapcsolodo gént (SRY és Amelogenin Y) egyuttesen. A pézsmaszarvas
kivételével, ahol a ZFY génszakasz kimutatasa alapjan hataroztdk meg a him ivart, a tobbi
agancsos faj esetében vagy az SRY, vagy az AmelogeninY markert hasznaltak ivar
azonositasra, kiegeszitve még egy autoszomas, vagy mitokondrialis kontroll szakasszal (Huber
és mtsai, 2002; Pfeiffer és Brenig, 2005; Barbosa és mtsai, 2009; Gulgur és mtsai, 2009).

Az ivarmeghatérozési médszerek nagyresze egy, az Y-kromoszoman 1évé markergén
kimutatasara alapszik, esetleges X-kromoszémas vagy autoszémas kontrollt alkalmazva (1.
tablazat). A két Y-markerre alapuld duplex ivarmeghatarozas magasabb megbizhatosagot
eredményez és az esetleges pl. allélkiesés miatt kialakuld fals eredmények lehetéségét is
jelentésen lecsokkenti (Shrutarshi és mtsai, 2018). Fontos tulajdonsédga az Amelogenin génnek,
hogy nem csupdn az Y-kromoszéman 1évé markert lehet vizsgalni, hanem ugyanazon
modszerrel az X-kromoszomas allél is detektalhatd vele (Amelogenin X), ezzel kimutatva a
ndstény egyedeket és mar magaban is reakcio kontrollként alkalmazhat6. Azonban
eléfordulhat, hogy egy mutacié a primer koto régioban manifesztalodik és igy az Amelogenin
Y nem mutathatd ki a him egyedeknél (Shadrach és mtsai, 2004; Cadamuro és mtsai, 2014).
Ezt hivatott kikiiszob6Ini egy méasik Y-kromoszomas, pl. az SRY gén egyidejii vizsgalata, mely
ett6l fuggetleniil is kimutathato. Tehat amennyiben az allatnal fennall egy pontmutacio az egyik
marker primerkoté szekvenciajaban (és igy fals negativ eredménnyel szolgalna, azt mutatva,
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hogy az egyed néstény) egy masik Y markerre is vizsgalva a mintat latszani fog a vizsgalt egyed

valds ivara.

1.tablazat: A feldolgozott irodalomban szerepld modszerek, vizsgalt markerek

mikroszatellita

Faj Maodszer Y-marker Referencia
Kontroll

Gimszarvas Multiplex PCR SRY Huber, 2002

(Cervus elaphus) BMC 1009

Low stringency-PCR | AmelogeninY

AmelogeninX

Pfeiffer, 2005

Low stringency-PCR | SRY

DBY

Barbosa, 2009

Hagyomanyos PCR | AmelogeninY

AmelogeninX

Gulgur, 2009

Hagyomanyos PCR | AmelogeninY

AmelogeninX

Pajares, 2007

Eurépai Oz
(Capreolus capreolus)

Hagyomanyos PCR | AmelogeninY

AmelogeninX

Pajares, 2007

Hagyomanyos PCR | SRY

Pajares, 2009

Eurdpai ddmszarvas

Hagyomanyos PCR | AmelogeninY

Pajares, 2007

mikroszatellita

(Dama dama) AmelogeninX
Szikaszarvas Multiplex PCR SRY Han, 2007
(Cervus nippon) CYTB

Multiplex PCR SRY Takahashi, 1998

Hagyomanyos PCR | AmelogeninY

Yamauchi, 2000

primigenius),

juh (Ovis aries aries),
kecske (Capra aegagrus
hircus)

ZFX

AmelogeninX
Nested PCR SRY Yamazaki, 2011

ZFX
Mocsari szarvas Multiplex PCR SRY Shrutarshi, 2018
(Rucervus duvaucelii) AmelogeninY

AmelogeninX
Pézsmaszarvas Multiplex PCR ZFY Qiao, 2007
(Moschus moschiferus) ZFX
Szarvasmarha (Bos Hagyomanyos PCR | ZFY Aasen, 1990

Féemlds fajok

Multiplex PCR

UTX/UTY, SRY

Cadamuro, 2014




1.4  Esettanulmany

A Zalavolgye Vadasztarsasag teruletén 2019. augusztus 16-an hivatalosan, vadaszatra
jogosult személy kilovéssel gimszarvast ejtett el. A fejét eltavolitotta és a kizsigerelt tetemet
szarvastehén megnevezéssel adta le a hiitéhazban (2. kép). A teriileten vadaszé vadaszok
gyanuja alapjan azonban indokoltta valt a tetem ivardnak megéllapitdsa, mivel ebben az
idOszakban a szarvasbikak kilovése tilos. A hlitéhazban, az azonositd jellel (krotaliaval) ellatott
tetembdl hatosagi eljaras sordn, igazsagiigyi szakértd altal szovetmintakat (izom, bordacsont)
rogzitettek (7. kép), melyeket genetikai vizsgalatra kildtek be annak eldontese céljabol, hogy

azok him-, vagy ndivaru allattol szarmaznak.

2. kép: Hiitéhazba leadott szarvas tetem

(Hatosagi allatorvos altal készitett felvétel a hiitbhazban.)
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2  Célkitizések

A Magyarorszagon el6fordulé agancsos vadfajokban egységesen alkalmazhaté DNS
alapu ivarmeghatarozas kidolgozasa, mely az igazsagiigyi felhasznalas igényeinek megfelelden
validalt markerek fejlesztését es tesztelését foglalja magaban.

A jelenleg is hasznalatban 1év6, ivarmeghatarozasra alkalmas eljarasok altaldban csak
egy fajra vannak tervezve, illetve csak egy Y-kromoszomas markert vizsgalnak a kontroll
marker mellett.

Kutatasunk célja egy olyan mddszer fejlesztése, melynek két markeres (SRY,
AmelogeninX/Y) rendszere mar tartalmazza a kontrollt is (AmelogeninX), igy azt nem kell
kilon hozzatenni.

Tovabbi célunk, hogy a genetikai teszt egységesen alkalmazhatd legyen mindharom
Magyarorszagon €él6 agancsos vadfajra (6r, gim-, és damszarvas) és kelléen preciz a

torvenyszéki elvarasoknak megfeleléen.
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3 Anyag és mbdszer

3.1 Mintagytijtés

Harom trofeas kérédzo faj (gim-, damszarvas és 6z) ismert ivaru, kilovésbdl szarmazo
tetemeib6l gylijtottiink szoér, bor, izomszovet és/vagy vermintat (3. kép, 2. tablazat). Ezek
Magyarorszag tobb vadaszteriiletérél keriiltek begytjtésre, melyben segédkeztek a Pilisi
Parkerdd, Telki, Nyugat- és Kelet-Zselic és a Fizkt vadasztarsasag hivatasos vadaszai.

3. kép: Vadaszok altal gyiijtott sz6ros-bor mintak (Sajat féenykép)

2.tablazat: A vizsgalt kontrollmintak szamanak faji- és ivari megoszlasa.

Ivar | Gimszarvas | Oz Damszarvas
o |2 3 3
3 8 6 7

A mintdkat fagyasztva (-80°C) taroltuk a tovabbi felhasznaldsig. A genetikai
vizsgalatokat az Allatorvostudomanyi Egyetem Allattenyésztési, Takarmanyozastani és
Laborallat-tudoméanyi tanszékének DNS laboratoriumaban végeztik.
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3.2 Minta feldolgozas, DNS preparalés

A genetikai vizsgalatok elsé 1épése, hogy ki kell nyerni az drdkitéanyagot a sejtekbdl.
Ehhez eloszor a szovetet Ossze kell zuzni, homogenizalni, hogy a sejtek tartalma
kiszabadulhasson (sejtfalak, membranok roncsoléasa). A szovetmintakat a FavorPrep™ Tissue
Genomic DNA Extraction Mini Kit-tel (Favorgen) kezeltik, hogy a végén kinyerjik a tiszta
DNS-t (4. kép). El6szor a mintakbol megkozelitdleg 25 mg tomegii szovetet metszettiink ki
steril oll6 és csipesz segitségével, iigyelve ra, hogy az a minta kdzepébdl szarmazzon (ezzel is
csokkentve a kontaminacio esélyét, amit a vadasz kése okozhatott). Ezutan a szovetet a gytijto
cs6be helyeztiik és Osszeziiztuk egy erre alkalmas palcaval, ramértiink 200 pl FATG1 puffert
és 20 ul fehérjebontd proteinaz K enzimet, majd 3 6ran keresztul inkubaltuk 60°C-on mig a
lizis végbe nem ment. Kovetkez6 1épésként 200 ul FATG2 puffert adtunk hozza, 10 percig
70°C-on inkubaltuk, ez kovetéen 200 pl etanolt (96-100%) mértiink ra és vortexeltik. Az igy
kapott folyadékot atmértik a FATG Mini Column csébe és azt egy gyiijté csébe allitva
maximalis fordulaton 1 percig centrifugaltuk. A Mini Column csovet egy 0j gyiijté csébe
raktuk, ramértiink 400 pl W1 puffert és Ujabb 1 percig centrifugaltuk. Ezutan mosé pufferbol
750 pl-t pipettdztunk a Mini Columnra és 3 perc centrifugalas kovetkezett. A Mini Column
csovet atraktuk egy elucios csébe és 100 ul elucios puffert mértiink ra, majd 3 perc centrifugalas

utdn megkaptuk a tiszta DNS-t, melyet tovabbi felhasznalasig hiitében 4°C-on taroltunk.

T
‘ Minta dsszezuzasa
- )
Minta — Sejt lizis ( )

Fehérje degradacio )

]

Sejt lizis ( )

- Kotodés

Centrifugalas C
p—

Mosis ( )
( )

-~

Centrifugilas C
—

. -

Elicio ( )
e §

Centrifugilas C

Tiszta genomidlis DNS

4. kép: DNS preparalas folyamata
http://www.favorgen.com/favorgen/serv_1/mem t1/h 1/pdf/genomic/FATGK%20000%20001%20001-1%20001-2.pdf
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3.3 Gélelektroforézis

A gélelektroforézis sordn méret szerint elvalaszthatok a kiilonb6zé méretii DNS
darabok. A toltéssel rendelkez6 molekulak a gélben az ellentétes toltésti elektroda felé
vandorolnak (negativtdl a pozitiv felé), mig a gél maga (agardz, akrilamid vagy mas polimer)
molekulasziir6ként funkcional. A nagyobb méretii molekulak lassabban haladnak az elektrdda
felé, mig a kisebbek gyorsabban, egységnyi id6 alatt nagyobb utat megtéve. A gélben a
folyamat végén megfeleld megvildgitassal (pl. UV fényben) lathatéva valnak az elkiiloniilt
fragmentek. A kinyert, tisztitott DNS mindségét és megkdzelitéleges mennyiségét agardz
gélelektroforézis segitségevel vizsgaltuk meg. Ehhez az alabbi anyagokat hasznaltuk:

- 1,25 g agardz (Serva)

- 50 ml 0,5xTris-borat puffer

- 4 ul GR Safe (Biotium) interkalalo gélfestek

- 2 ul bromfenolkékes (BFK) glicerines toltépufter
- 5 pl tisztitott DNS minta

El6szor az agardzt és a Tris-borat puffert 6sszekevertik és felforraltuk az elegyet, hogy
az agar6z megfelelden feloldodjon a pufferben. Miutan vizsugar alatt megkdzelitéleg 60°C-ra
hiitottiik az oldatot, belemértiik a 4 ul GR Safe gélfestéket mikropipettaval, alaposan elkevertik
¢és miel6tt megkothetett volna a gél, formaba ontottik (5. a. kép). A gél megkdtése utan kivettik
a fésiiket, amik a zsebeket hivatottak 1étrehozni a gélben és belehelyeztiik a talcat a géllel egyiitt
a gelelektroforézis gépbe, amit 0,5xTris-borat pufferrel toltottiink fel (5. b. kép). Parafilmre 2
pl BFK glicerines toltépuffert és 5 pl tisztitott DNS mintat mikropipettaval kimértink, ezeket
Osszekevertiik, és ebbdl 5 pl-t a zsebekbe belemértlink, majd elinditottuk a miiszert.

5. a. kep: Agar6z gél forméaba 6ntés utan 5. b. kép: Gélelektroforézis folyamat kdzben

L
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3.4 Primer tervezés

Kutatdsunk soran két markerre terveztink primerpart a PrimerDesigner4 szoftverrel

(http://www.scied.com): az SRY (Sex-determining Region Y) génre, ami csak az Y

kromoszoman talalhaté meg, illetve az AmelogeninX/Y génre, mely megtalalhaté mind az X
és az Y kromoszOman is. Az utobbi markernél az ivari kromoszomas allélek kozott az a
kilénbség, hogy az Y kromoszéman tortént egy delécio, igy ez az allél rovidebb. A primerek
tervezésénél az egyik f6 szempontunk az volt, hogy mind a harom vizsgéalni kivant fajban
mikddjenek, emellett fontos volt, hogy a PCR termék mérete ne haladja meg a 200 bazispart

lehetévé téve ezzel a degradalt, kis mennyiségii mintak sikeres vizsgalatat is.

3.tablazat: A vizsgalt genetikai markerek méretei fajok szerint.

PCR termék mérete (bazispar)
Marker _ . _
Gimszarvas | Oz Damszarvas
? |J ? 3 |9 3
SRY - 113 - 113 | - 113
AmelY |- 149 - 140 | - 149
AmelX | 194 194 194

Rovid, 200 bazispar alatti primereket terveztink az X- (Amelogenin X) és Y-
kromoszoméas markergenek (SRY és Amelogenin Y) konzervalt szakaszaira. Az in silico
vizsgalatok alapjan, amit MEGA X szoftverrel (Molecular Evolutionary Genetics Analysis)
(Kumar és mtsai, 2018) végeztiink, mindharom vizsgalni kivant hazai agancsos fajban egyarant
jol miikkodnek egyéb 6z- és szarvasfajokkal egyetemben (6. kep).
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Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

s EBnEwe r C«NXEXxQG+&ar Q238
DNA Sequences | Transiated Protein Sequences |

Species/Abbrv T 1= | [s]=ls|a === =]* T FECE FEPEFEF e T e alale A e e
1. DQ888692.1 Cervus elaphus elaphus SRY (sry) gene complete cds 5 o [ TCAGCAAGCAGCTGGGGTAT
2 DQ888700.1 Capreolus capreolus SRY (sry) gene complete cds
3.DQ888701.1 Dama dama SRY (sry) gene complete cds

4. AY244499 1 Cervus elaphus montanus sex determining factor (SRY) gene cumpc
5. AY244497 1 Cervus elaphus maral sex determining factor (SRY) gene complete c
6. EF100134.1 Cervus elaphus canadensis voucher CHO2 SRY (SRY) gene comp €
7.DQ888696.1 Cervus elaphus yarkandensis SRY (sry) gene complete cds Cc
8. AB247627 1 Cervus nippon yesoensis SRY gene for sex determining region Y c/C €
9. MH680934.1:418-1107 Cervus nippon kopschi sex determining factor SRY (SRYC
10. DQ888699.1 Cervus unicolor truncated SRY (sry) gene complete cds e
11. AY244498 1 Cervus albirostris sex determining factor (SRY) gene complete cd €
12. KF038141.2:1262-1951 Rucervus eldii thamin sex determining factor SRY gen €.
13. AF461767.1 Muntiacus reevesi sex-determining region Y gene partial cds C
14. AF461766.1 Muntiacus crinifrons sex-determining region Y gene partial cds c
15. AY007301.1:1-690 Muntiacus mum;ak mumyak sex-determining region Y gene (€
16. AF461765.1 C ining region Y gene partial cd:C.
17. AB247629.1 Rangifer tarandus SRY genefor sex determining reglonYcomplec TCAGCAAGCAGCTGGGGTAT
18. EF100131.1 Capreolus pygargus tianschanicus isolate Jeju-1 SRY (SRY) geneC! C TCAGCAAGCAGCTGGGGTAT
19. EF1001321Hydlopotesmenmsvouchercgmﬁ%SRY(SRY)genecon'oleleCQ { CTC TCAGCAAGCAGCTGGGGTAT
20. 230265.1 O.aries sry gene for sex ining region of Y ¢ (o 5] C e

TCAGCAAGCAGCTGGGGTAT
TCAGCAAGCAGCTGGGGTAT
TCAGCAAGCAGCTGGGGTAT
TCAGCAAGCAGCTGGGGTAT
TCAGCAAGCAGCTGGGGTAT
TCAGCAAGCAGCTGGGGTAT
TCAGCAAGCAGCTGGGGTAT
TCAGCAAGCAGCTGGGGTAT
TCAGCAAGCAGCTGGGGTAT
TCAGCAAGCAGCTGGGGTAT
TCAGCAAGCAGCTGGGGTAT
TCAGCAAGCAGCTGGGGTAT
TCAGCAAGCAGCTGGGGTAT
TCAGCAAGCAGCTGGGGTAT
TCAGCAAGCAGCTGGGGTAT

6. kép: Forvard primer kotédési helye (sarga szinnel) agancsos fajok SRY génjének
konzervativ szakszan (Mega program)

A tervezésnél figyelembe vettiik a képzddd PCR termék hossza mellett annak stabilitasat (G/C
arany), a primerek mas DNS-szakasszal (fals priming), egymassal (primer dimer) illetve
onmagaval (hairpin)valo dsszetapadasanak lehetéségét, A primer szekvenciajaban az egymast
kovetd azonos bazisok (3 vagy tobb) szintén megzavarhatjak a primer pontos kotddését. A
tervezés végén készitettlink egy jelentést (PrimerPair Report) a primer parjainkrol, amin az

Osszes eldbb felsorolt adat megtalalhato.

4. Tdbldzat: Tervezett univerzdlis primer készletek az SRY és GAPDH génre. A degenerdilt bd
zisok az IUPAC kddokkal jelolve (Y=C, T; S=C, G), és piros szinnel kiemelve.

Primer készlet Pozicio Szekvencia

5°’-3’iranyban

SRY Forvard TCAGCAAGCAGCTGGGGTAT
Reverz ATAGCCCGGGTATTTGTCTC

Amelogenin X/Y Forvard GCTGCACCACCAAATCATTCCC
Reverz AGGTTTGGCTGGTGGTGTTGGG
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3.5 Primerek tesztelése, monoplex PCR

A tovabbiakban polimeraz-lancreakcié (PCR) segitségével vizsgaltuk a kinyert DNS-t.
Az eljaras igényel DNS mintat, primereket — rovid, 18-25 bazispar hosszusagu
oligonukleotidok, melyek a replikalni kivant szakasz két végéhez kotédnek —, nukleotidokat,
melyek az 0j DNS szal épitéegységeiként szolgalnak, valamint hdstabil DNS-polimeraz
enzimet.

Annak érdekében, hogy a reakcié megfelelden jatszodjon le, sziikséges biztositani egy
ideélis puffer kdzeget. A hémérséklet beallitasa is kulcsfontosagt, a PCR programok altalaban
25-35 alkalommal ismétlédd ciklusokat foglalnak magukba, melyek mindegyike hérom
homérsékletet tartalmaz. A kezdeti h6fokon a DNS templat két szdla elvalik egymaéstol
(denaturacid), majd a primerek kotédnek a megfeleld régiokhoz (anellacio) és a DNS-polimeraz
enzim elkezdi felépiteni az 01j széalakat (elongécio). Ez a folyamat ismétlddik Gjra meg Gjra,
elinditva ezzel egy lancreakcidt, aminek a végén a DNS minta adott szakaszardl tobb millio
ujonnan készult DNS templat keletkezik.

A tervezett primerek tesztelését els6 korben monoplex (csak egy primerpart tartalmazo)
reakcioban végeztik. A PCR termékhez sziikség van a kinyert DNS-en kivil egy ugy nevezett
Master Mixre, amely tartalmazza a DNS polimeraz enzimet, dNTP-t, magnézium-kloridot és
egy PCR optimalizalt puffert. A reakcidhoz 6sszemértlink 4 pl ultra tiszta vizet, 2 pul Master
Mixet, 1 ul BSA-t (segiti az amplifikacié hatékonysagat), 1 pul 10 uM-os primert (SRY vagy
Amelogenin) és 1 pl DNS-t, igy 6sszesen 10 pl végtérfogatot kapva. Az dsszemérések soran
mindig alkalmaztunk reagens kontrollt (amiben nem volt DNS), hogy lassuk nincs-e
kontaminaci6. Mindezek utan a PCR gépet (ABI 2720 Thermal Cyclers, Applied Biosystems)
beallitottuk a megfeleld, az egyes markerekre kalkulalt optimalis hémérsékleteket tartalmazo
programokra, 32 cikluson keresztil:

- kezdeti denaturacid: 94°C 1 perc
- denaturacio: 94°C 30 mp

- primer anellacio: 54°C 30 mp

- elongéacié: 72°C 30 mp

- végso elongacid: 72°C 30 perc
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3.6  PCR termékek ellendrzése agardz gélen

A monoplex PCR soran sokszorositott génszakaszokat az agar6z gélelektroforézis (Id.

2.3. fejezet) utan a GenEluteTM PCR Clean-Up Kit (Sigma-Aldrich) segitségével tisztitottuk,
az alabbi protokoll alapjan:

1.
2.

oszlopok behelyezése a gytijtdcsovekbe

0,5 ml Column Preparation Solution ramérese az oszlopokra, centrifugalas (1 perc,
12000g), ezutan a csovek aljan megjelent folyadékok elontése

20 ul PCR-termék elegyitése 100 ul Binding Solution-nal, majd a keverék felvitele az
oszlopokra (minél inkdbb a kozepére), ujabb centrifugalas (1 perc, 16000g) és a
folyadékok elontése

0,5 ml Wash Solution felvitele az oszlopokra, majd UGjabb centrifugaléssal (1 perc,
16000g) és a folyadékok elontésevel

az oszlopokat visszahelyezve a gyiijtécsovekbe Ujra lecentrifugaljuk (2 perc, 16000Q)
szaritas celjabol

az oszlopok 1j gytijtdcsovekbe vald helyezése

50 pl Elution Solution ramérése az oszlopok kozepére, majd 1 perc inkubalas
szobahomérsékleten

végezetil egy utolso centrifugalas (1 perc, 16000g), amely segitségével a csovek aljan
ott lesznek a megtisztitott PCR-termékek

A tisztitott PCR-termékeket egy ijabb agardzgél elektroforézissel visszaellendriztiik

(Id. 3.3. fejezet), majd tovabbi felhasznalasig 4°C-on taroltuk.
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3.7 PCR termékek szekvendlasa

A szekvenalas soran a PCR-termékek bazis sorrendjét (adenin, guanin, citozin, timin)
lehet megvizsgalni. Maig is az egyik legelterjedtebb szekvenalasi modszer a Sanger-modszer.
Ennek alapja, hogy a reakcidhoz adott, négy kiilonbozd fluoreszcens festékkel jeldlt didezoxi
(3'-OH csoporttal nem rendelkezd) nukleotidok beépiilnek a lancba, a szintézis leall mivel nincs
olyan hidroxilcsoport, amihez tudna kapcsolddni a kdvetkezd bazis. Az igy lezajlo szekvenalasi
reakcioban eltérd hosszusdgi lancok jonnek Iétre, melyek fluoreszcens jelolésti véggel
rendelkeznek, amik eltéré hullamhosszusdgon fognak fluoreszkalni, ezeket a gép képes
leolvasni. A kapott eredményekbdl meg Iehet hatarozni, hogy milyen bazisra végzddik a lanc,
¢s mivel méretben novekedd lancok keletkeznek, igy a DNS-lancok végén 1évé fluoreszcens
bazis leolvasasa megadja a DNS-Ianc bazis sorrendjét.

A sokszorositott SRY és Amelogenin génszakaszok szekvendlast a mdrahalmi
SeqOmics Biotechnoldgiai Kft. végezte. A szekvenalas utan kapott adatokat a Sequencher™
4.1.2 (Gene Codes Corp) szoftver hasznélataval kiértékeltik, majd a GenBank-ban térolt
szekvenciakkal valo 0sszehasonlitas alapjan ellendriztiik (National Center for Biotechnology
Information, (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), hogy valoban a megfeleld génszakaszok

amplifikalodtak.

3.8 Duplex PCR optimalizalasa

A tovébbiakban elkezdtiink duplex (azaz ket primerpart tartalmazo) PCR-el tesztelni,
mivel egy(tt szeretnénk alkalmazni a két markert a vizsgaldo modszer soran, ezzel id6t, munkat
és anyagot megtakaritva.

A reakciéhoz 6sszemértlink 4,5 ul ultra tiszta vizet, 2 ul Master Mixet, 1 ul BSA-t, 1,5
pl 10 uM-o0s SRY és 10 uM-os Amelogenin primermixet (1:2 aranyban) valamint 1 pul DNS-t,
igy 6sszesen 10 pl végtérfogatot kapva. Az 6sszemérések soran itt is alkalmaztunk reagens
kontrollt. A két kimutatni kivant marker egyuttes sokszorositdsahoz két PCR beéllitast
teszteltiink. Az els6 program 32 ciklusszammal 50°C-on ment végbe, a masik programot touch-
down modon allitottuk be, hogy 20 ciklus alatt 54°C-r6l fokozatosan vigye le a hdmérsékletet
52°C-ra és még tovabbi 12 ciklus erejéig folytatodjon ezen a héfokon az amplifikalas. A PCR
programok tobbi beallitasa megegyezett a 1.1. fejezetben leirtakkal.

Miutén lejart a program agardzgél elektroforézissel ellendriztiik az eredményt (Id. 3.3.

fejezet), hogy minden kivant marker megfelelden latszik-e.
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3.9 Kapillaris elektroforézis

A kapilléris elektroforézissel olyan PCR-termékek mutathatok ki, melyeket
fluoreszcens festékkel jelolt primerrel lettek sokszorositva. A jeldlt DNS darabok detektalasa
mar alacsonyabb koncentracioban és akar 1 bazispar méretkiilonbséggel rendelkez6 PCR
termékek elkilonitésére esetén is kivaloan hasznalhato.

Mindket marker forward primerjét 6-FAM fluoreszcens jel6léssel lattuk el, majd a jel6lt
primerekkel végzett duplex PCR eredményeként Ilétrejott fragmensek méret szerinti
elvalasztasadhoz és detektalasahoz kapillaris elektroforézist alkalmaztunk. Az elektroforetikus
elvalasztds ABI  Prism3130XL  GeneticAnalyzer keszuléken (AppliedBiosystems),
GeneScan™-500 L1Z™ méret standarddal (AppliedBiosystems) és a GeneScanAnalysis v3.1
software (AppliedBiosystems) segitsegével tortént (Biomi Kft, G6d6116).

3.10 Esettanulmany

Vizsgalat: A vadasztarsasag hiitéhazaban tarolt szarvastetembdl kivagassal biztositott

hasmintakbol (7. kép) DNS-t tisztitottunk majd agardz gélen kvantaltuk (Id. 3.2. és 3.3. fejezet).

7. kép: lgazsagiigyi szakért6 altal rogzitett szovetmintak (Sajat fénykep)

A mintéban keét eltérd, ivarspecifikus genetikai markert (SRY és Amelogenin) vizsgaltunk a
3.8. és 3.9. fejezetekben leirt modon. A kérdéses mintat ismert ivara (szarvasbika, illetve

szarvastehén) kontrollmintakkal hasonlitottuk 6ssze.
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4  Eredmeények

4.1 DNS kinyerése

A vizsgalatok soran vadaszok segitségevel dsszesen 29 db izomszovet és/vagy szOros

bérmintat gylijtottiink mindharom agancsos faj ismert ivara kildtt egyedeibdl és a mintakbol
DNS-t izolaltunk. A vizsgalt mintdk mindegyikébol sikeriilt megfelelé mennyiségii és
min6ségii DNS-t tisztitani (8. kep).

8. kép: Alléllétra illetve 10 szdvetmintabol izolalt DNS (és egy reagens kontroll) agar6zgél

elektroforézis képe

4.2 Monoplex PCR

A primerek laboratoriumi tesztelését ismert néstény, illetve himivara 6z, gim- €s
damszarvas mintakon végeztiik monoplex reakcioval. Az SRY marker amplifikalasaval a him
eredeti mintak esetén a vartnak megfelelden egy terméket kaptunk, mig a néstény mintakban
nem jelent meg PCR-termék. Az Amelogenin marker sokszorositdsaval a ndstény mintak esetén
kizarolag az Amelogenin X genszakasz volt kimutathatd, him mintakbol pedig mindkét (X és
Y) allél (9. kép).

e ww e

G @ F @ F K Q& Q@ F @ & K

9. kép: PCR eredmények agar6z gélen az SRY és Amelogenin X/Y marker monoplex

sokszorositasa utan
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4.3 Szekvencia analizis

A monoplex reakcidval kapott specifikus PCR termékek bazissorrendjét szekvenalassal
igazoltuk, melyek 100%-os homologiat mutattak a megfelelé fajhoz és ivarhoz tartozod
GenBank-ban talalhato szekvenciakkal (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ Blast.cgi) (10. kép).

3 Download v GenBank Graphics

Capreolus capreolus SRY gene, exon 1 and partial cds
Sequence ID: EU402964.1 Length: 573 Number of Matches: 1

Range 1: 176 to 288 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
209 bits(113) 2e-50 113/113(100%) 0/113(0%) Plus/Plus
Query 1 TCAGCAAGCAGCTGGGGTATGAGTGGAARAGGCTTACAGATGCTGARAAGCGCCCATTCT €0

CEEEETEErr e e et e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 176 TCAGCAAGCAGCTGGGGTATGAGTGGARAAGGCTTACAGATGCTGARAAGCGCCCATTCT 235

Query 61 TTGAGGAGGCACAGAGACTACTAGCCATACACAGAGACARATACCCGGGCTAT 113

CEEEETEE e e et e e e e e et e e e e e ey
Sbjct 236 TTGAGGAGGCACAGAGACTACTAGCCATACACAGAGACABRATACCCGGGCTAT 288

10. kép: SRY génszakasz ellenérzése az NCBI BLAST honlapjéan, teljes homologia az

europai 6zzel
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4.4 Duplex PCR optimalizalasa

Miutan stabilan és megbizhatéan miikodott a monoplex PCR protokoll, kiilonb6zé PCR
programokat teszteltiink annak érdekében, hogy mind a két markert eredményesen tudjuk egy
reakcioban sokszorositani (duplex PCR). A touch-down program megfelelébbnek bizonyult
erre a célra, mint az egyféle anellacios hdmérsékleten végzett beallitas, mivel az utobbi esetben
vagy nem latszddott mindegyik vizsgalt marker. A kapott PCR termékeket gélelektroforézis
segitségével vizsgaltuk, ahol jol latszott, hogy az SRY és az Amelogenin X/Y markerek mar
egyutt szerepelnek a gélen és egyiitt is jol miitkodtek a duplex PCR-el. Emellett az is latszik az
agar6zgélrol késziilt foton, hogy a touch-down beallitasok erdteljesebb és szebb képet adnak a

vizsgalt DNS szakaszokrol, illetve egyik marker sem hianyzik (11. kép).

11. kép: Duplex PCR eredmények — agar6zgél elektroforézis
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45 Kapillaris elektroforézis

A duplex reakcidval sokszorositott és kapillaris elektroforézissel elvélasztott PCR
allélek méret-, faj- és ivar szerinti eloszlasa szintén alatamasztjak a kapott eredményeinket és a
maodszer megbizhat6sagat a genetikai ivarmeghatarozasban (12. kép). Az abran jol latszik az
Amelogenin X/Y hosszpolimorfizmusa — az Amelogenin Y esetében tortént delécid miatt
kisebb az allél hosszUsaga (gim-, damszarvas: 149 bp, 6z: 140 bp), mint az Amelogenin X-nek
(gim-, damszarvas, 6z: 194 bp) —, illetve az SRY marker (gim-, damszarvas, 6z: 113 bp)
megléte, melyek csak a him egyedek esetén figyelhetéek meg, ezzel egyértelmiivé téve, hogy

melyik minta szarmazik him és melyik nstény allattol.
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12. kép: Dupléx PCR eredmények - kapillaris elektroforézis vizsgalat
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4.6 Esettanulmany
Egy hiitdhazban lefoglalt kérdéses ivaru szarvastetembdl szdrmazo mintan a megfeleld

kontrollok hasznalataval is elvégezve a kifejlesztett eljarast, az igazsaglgyi genetika teriiletén

is alkalmas modszernek bizonyult az ivar egyértelmti meghatarozasara (13. kép).

SRY Amelogenin Y Amelogenin X

Szarvasbika kontroll l

Amelogenin X

Szarvastehén kontroll l
l 1/2. sz. izom minta 1

13. keép: Kapillaris elektroforézis vizsgalat a kérdeses ivard tetem meghatarozasara

-25-



5 Kovetkeztetések

A vad védelme egy kiemelten fontos kérdés, amint ez a kordbban felsorolt értékek
alapjan is vilagossa valik, igy az emberiség szamara igen lényeges a megbrzésiik. Az illegalisan
folytatott vadaszatot vissza kell szoritani, mert karos hatassal van a vadallatok populacidira,
vagyoni- és eszmei értékekre, élelmiszerbiztonsagi szempontbol is veszélyes és a
vadgazdalkodast rendkivili médon megneheziti (Makai, 2019). Az engedély nélkili vadaszat
mértékét pontosan nem tudjuk felmérni, mivel ezen tevékenységeket akkor és oly mddon
folytatjak, amikor alig lehet tetten érni az elkdvetOket, azonban becslések alapjan — a
hibahatarokat is figyelembe véve — még igy is rendkiviil nagy szamot valoszintsithetiink
(Zenke eés mtsai, 2017). Jelenleg ezek az akar biinszévetkezeti formaban elkovetett visszaélések
és illegalis tevékenységek jovedelmezdségiik, viszonylag Kis bintetési vonzatuk és a
bizonyitoeré hianya miatt nehezen visszaszorithatdak még akkor is, ha komoly eréfeszitéseket
tesznek az illetéekes hatosagok.

A hivatasos vadaszok, és az orvvadaszat esetében eljaré rendfenntarté hatdsadg nagy
hasznéat vehetné az altalunk kifejlesztett genetikai mdodszernek, mellyel kénnyen és pontosan
meghatarozhaté az allat ivara akkor is, ha a test mar morfologiailag nem azonosithato, illetve
ha csak sz6r, izomszovet vagy verminta all rendelkezésre. Eddig ezzel nem, vagy kevéssé
foglalkoztak, igy nem is kozismert a magyarorszagi agancsos vadfajok DNS alapd
ivarmeghatarozasnak lehetésége vadasz berkeken beldl.

Hosszutavra tekintve a vadaszat ,fehéritése” Magyarorszagon és a Vvildg mas
orszagaiban is egy fontos feladat, mely Kiterjed a preventiv védekezésre is azéltal, hogy egy
megbizhatd ¢és egyértelmii eredményt képes szolgaltatni az igazsagligyi Aallatgenetika
segitségével, mely az ezzel kapcsolatos jogi eljarasok soran bizonyitékként szolgalhat. Sokan
azért élnek illegalis mddszerekkel, mert a jelenlegi szabalyozés nydujtotta kiskapukat kdnnyen
ki tudjak hasznalni, azonban ezzel a mddszerrel ezen kiskapuk egy jo reszét fel lehetne
szamolni.

Az altalunk kifejlesztett mddszer nagy pontossaggal képes megallapitani az allat ivarat
ugyelve arra, hogy kisziirje az esetleges fals eredményeket készonhetéen annak, hogy két
marker gént vizsgalunk, melyb6l az Amelogenin X allél alkalmas kontrollként szolgalni. Sajat
tervezésti primereink egységesen alkalmazhatoak a Magyarorszagon eléfordulé aganccsal
rendelkez6 vadfajokra (gim-, damszarvas, eurdpai 6z), valamint a duplex PCR hasznalataval a
két markerre egyszerre es gyorsan lefuttathato a vizsgalat. Tovabbi elénye ennek a modszernek
az is, hogy mivel 200 bazispar alatti markereket vizsgalunk, akar a nagyon kis mennyiségi,
vagy degradalt DNS mintékbol is nagy valoszintiséggel kimutathatd az allat ivara. Bar az atfogd
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validalasi vizsgalatok, mellyel szeretnénk felmérni a mddszer alkalmazhatésaganak korlatait
még elottiink allnak, de ezek elvégzésével alkalmassa tehetjik a mddszert az igazsagugyi
vizsgélatokra.

Ez a modszer alkalmas a populaciok ivararanyanak meghatarozasan feltal — ami
rendkiviil fontos az allatadllomanyok kezelésének megfeleld megtervezéséhez — a Kis
mennyiségli mintak kriminalisztikai célu vizsgalatara is (Takahashi és mtsai, 1998; Yamauchi
és mtsai, 2000; Han és mtsai, 2007; Qiao és mtsai, 2007; Yamazaki és mtsai, 2011). Ugyan a
kriminalisztikdban alkalmazott ivarmeghatarozasi modszerek fejlesztésével is foglalkoztak
mar, azonban a populacié genetikai kutatdsokhoz viszonyitva ezek szdma elenyészo, igy a mi
kutatasunk soran olyan terlletre koncentraltunk, mely még sok téren kiaknazatlan, ellenben
lenne ré kereslet az igazsagligyi allatgenetikéra valé igények ndvekedésével (Pfeiffer és Brenig,
2005). Jelenleg is sok olyan eset van hazankban, ahol nagy értékii vadhus, illetve trofea
eltulajdonitdsanak iigyében nyomoznak, de nem &ll rendelkezésiikre megfeleld bizonyiték,
hogy az ugyet lezarhassak. Néhany esetben mar segitségul hivtak a genetikai vizsgalatokat,
amikkel bizonyito erejii eredményeket tudtak felmutatni az elkdvetékkel szemben (Zenke és
mtsai, 2017).

A madszer a szabalytalan vadaszaton kivil més potencialis teruleteken is alkalmazhat6
lehet, mint példaul a genetikai rendellenességgel sziiletett egyedek vizsgalata (hermafroditak),
ahol a szubjektiv kiils6 vizsgalatok alapjan nem lehet biztos dontést hozni (Pajares €s mtsai,
2009; Kropatsch és mtsai, 2013). igéretes eredményeket produkalhat még az élelmiszeriparban
is, a husfeldolgozok és a husfelvasarlok (hentesek, éttermek, kereskedések) szintjén. Minden
hasnak és hasterméknek megvannak az idealis paraméterei, amik alapjan osztalyozasra
kerllnek, ez megszabja a hds és a belble késziilt hdstermék kivanatossagat és arat. Ezen
paraméterek egyike az allat ivara, mivel a hus mindségét befolyasoljak a hormonalis hatasok,
az allat életében torténd hasznositasa és tartdsa. Példanak okaért egy ivartalanitott szarvasmarha
bika husa kivanatosabb, mint egy tehéné, amit az alloméany novelésre hasznélnak és legtobb
esetben csak a termelési mutatok romlasa utan vagnak le, amikor az izomrostok hossza €s
rigiditdsa megnd, a kollagén szintje magasabb, mindezek keményebb, ragdsabb ¢&s igy kevésbé
értékes hust eredményeznek (Gokulakrishnan és mtsai, 2015). A vadhuUs esetében ez forditva
van, ugyanis a természetben elejtett és utana feldolgozasra keriilé szarvas- és 6zfélék esetében
a bikdk és bakok husa kevésbé kelendd. Mivel ezen allatok nem voltak ivartalanitva, a
hormonalis hatasok olyan kellemetlenségeket okozhatnak a vadhis mindségében, amire nem
lesz nagy a kereslet, ellenben a tehenek, Ginék és sutak huséara igen.

Végeredményben sikeriilt Kkidolgoznunk egy olyan modszert, mely alkalmas a

gimszarvas, a damszarvas és az curdpai Oz ivarmeghatarozasara egyseges eljarassal.
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Maodszerfejlesztéstink hitelesen jarulhat hozza az esetleges orvvadaszattal kapcsolatos jogvitak
felmerulésének csokkentéséhez, illetve azok megoldasahoz. Mivel tovabbi, az igazsagugyi
standardoknak megfelelé validalasi folyamatok sziikségesek, igy tervezziik a modszer
érzékenységének és megbizhatésaganak tesztelését nagyobb szamu mintan, fajonként és
ivaronként. Az alkalmazott primerek fajspecifikussaganak tesztelését tovabbi kérédzd fajokon
szeretnénk elvégezni.

A Magyarorszagon eddig elért forenzikus genetikai eredményeket figyelembe véve gy
gondolom sziikséges ezen terlilet tovabbi kutatasa, fejlesztése, valamint a vadaszat mindennapi
rendjébe iktatasa, hogy csokkentsiik az illegalis vadaszati tevékenységeket.
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6 Osszefoglalas
A hazai agancsos vadfajok (6z, gim- és damszarvas) vadaszata soran el6fordulnak olyan

visszaélések, amikor a leadott, zsigerelt, morfoldgiailag mar nem azonosithatd tetem ivara nem
egyezik meg az adott idészakban legalisan vadaszhato ivarral.

A konzervéciobioldgia mar régota hasznal genetikai markereket a trofeas vadfajoknal is
az ivar meghatarozasara, ezek a modszerek azonban nem alkalmazhatok univerzélisan a
Magyarorszagon eléforduld agancsos fajokra és nem felelnek meg a torvényszéki genetikai
alkalmazés kritériumainak. Kutatdsunk célja ezért egy olyan modszertani fejlesztés volt,
mellyel pontosan és megbizhatéan kimutathatd mindharom allatfaj ivara akkor is, ha a tetem
vagy maradvany, mint vér, szor, zsigerek, vagy csonkolt testrészek, morfoldgiailag mar nem
azonosithatd.

A vizsgalatok soran vadaszok segitsegével izomszovet és/vagy szOros bormintat
gylijtottiink mindharom agancsos faj ismert ivart kil6tt egyedeibdl és a mintakbol DNS-t
izolaltunk. Rovid, 200 bazispar alatti, az X- (Amelogenin X) és Y-kromoszomas markergének
(SRY és Amelogenin Y) konzervalt szakaszaira terveztink primereket. A primerek
laboratoriumi tesztelését ismert nostény-, illetve himivara 6z, gim- és damszarvas mintakon
végeztilk monoplex reakcioval, majd a specifikus termékek bézissorrendjét szekvenalassal
igazoltuk. Ezutan optimalizaltuk a PCR beallitasokat és egy un. ,touch-down” programot
hoztunk létre, mellyel az X- és Y-markereket egyuttesen tudtuk vizsgalni. A fluoreszcens
jelolésti primerekkel sokszorositott fragmenseket agar6zgél- és nagy pontossagu kapillaris
elektroforézissel ellenériztiik.

A kidolgozott protokollal a him eredetli mintak esetén a vartnak megfeleléen mind a két
Y-kromoszomas (SRY és Amelogenin Y), mig néstény mintak esetén kizarolag az Amelogenin
X génszakasz volt kimutathatd. Egy eseti mintan — hiitéhazban lefoglalt kérdéses ivara
szarvastetem — , a megfeleld kontrollok hasznélataval is elvégezve a kifejlesztett eljarast, az
igazsagugyi genetika terlletén is alkalmas modszernek bizonyult az ivar egyértelmi
meghatarozasara.

Végeredményben sikeriilt kidolgoznunk egy olyan mddszert, mely alkalmas a
gimszarvas, a damszarvas ¢s az eurdpai 6z ivarmeghatarozasara kis mennyiségii mintabol is,
bar az igazsagiigyi standardoknak megfeleld validalasi folyamatok még folyamatban vannak.
Modszerfejlesztésunk hitelesen jarulhat hozzé az esetleges orvvadéaszattal kapcsolatos jogvitak
felmeriulésének csokkentéséhez, illetve azok megoldasahoz.
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7 Summary
There is a considerable amount of misusage related to hunting game with antler (roe

deer, red deer and fallow deer). Cases, such as when the carcass is not from the timeframe it
should be or does not match with the individual showed on the documentation. Verifying the
sex of the eviscerated, morphologically unidentifiable carcasses using traditional methods can
only happen in an uncertain manner and provide questionable results.

Conservation biology has been using genetic markers for sexing in various species including
trophy game for a long time. However, these studies while they provide a good foundation, do
not meet the criterion set by forensic science, and cannot be universally applied to all three of
the target species. Exactly for this reason we aim to create an efficient, fast and widely useable
sexing method for roe deer, red deer and fallow deer, that can be used even if the carcass or
remnants, such as blood, fur, guts, or cut down body parts, morphologically cannot be identified
anymore.

In our research, with the help of hunters, muscle and hide samples were optained from
the forementioned game species with known sex. We designed primers for the conserved parts
of the Amelogenin X, the SRY and the Amelogenin Y markers, which produce less than 200
basepair PCR fragments. The laboratory-testing of these primers were done in a monoplex
reaction on roe deer, red deer and fallow deer samples, then the nucleotide sequences of the
specific products were confirmed by sequencing. After this we put the markers together into a
duplex PCR, to be able to examine the X and Y markers simultanously and tested several
methods then optimalized the duplex PCR with “touch-down” technique providing us with the
best results. The fragments amplified using fluorescently labelled primers were detected by
agarose gel electrophoresis and then by a high precision capillary electrophoresis.

After the duplex PCR optimization process, as expected, both Y-chromosomal (SRY
and the Amelogenin Y) and X-chromosomal (Amelogenin X) segments were detected in male
samples, while only the Amelogenin X gene segment was detected in female samples. The
developed genetic test was successfully used on a case related sample — red deer carcass with a
questionable sex from the refrigeratory — , which also shows the putative applicability in the
field of forensic genetics.

To summarize, we were able to create a genetic method to determine the sex of red deer,
fallow deer and roe deer with the same primer set, however, the validation process to reach the
forensics standards is still in progress. Hopefully, our developed method could contribute
credibly to the resolution of potential poaching disputes and reduce the number of illegal

hunting activities.
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