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1 Roviditések jegyzéke

AmelX: Amelogenin X

AmelY: Amelogenin Y

bp: bazispar

BSA: szarvasmarha szérum albumin (bovine serum albumin)

Btk: Blintet6 Torvénykdnyv

Cc: Capreolus capreolus

Ce: Cervus elaphus

CBD: Biologiai Sokféleség Egyezmény (Convention on Biological Diversity)

CITES: Egyezmény a Veszélyeztetett Vadon EI& Allat- és Névényfajok Nemzetkozi
Kereskedelmérél (Convention on International Trade in Endangered Species of Wild Fauna
and Flora)

COl: citokrom C oxidazt |. alegység

CWD: kronikus sorvadasos betegség (chronic wasting disease)
CytB: citokrém B

Dd: Dama dama

D-loop: kontroll régid

Fst: fixaciés index

Gst: géndifferencialodasi egyutthato

Hd: haplotipus diverzitas

He: vart heterozigozitas (expected heterozygosity)

Ho: medfigyelt heterozigozitas (observed heterozygosity)

k: haplotipusok szama

LAMP: hurokkdzvetitett izotermikus amplifikacio (loop mediated isothermal amplification)
MAVOSZ: Magyar Vadaszok Orszagos Szdvetsége

mp: masodperc

mtDNS: mitokondrialis DNS

mtKR: mitokondrialis kontroll régid

n: mintaelemszam

Na: allélszam (number of alleles)

NDNS: nuklearis DNS

Ne: effektiv allélszam (number of effective alleles)



P(ip): identitas valdszinliség érték (probability of identity)

p: valészinliségi érték (probability)

PCR: polimeraz lancreakcio (polymerase chain reaction)

PIC: polimorf informaciétartalom (polymorphic information content)

11: nukleotid diverzitas

PRNP: prion protein

RFU: relativ fluoreszcencia egység (relative fluorescence unit)

RMP: egyezési valdszinliség (random match probability)

S: polimorf pozicidk szama

SNP: egypontos nukleotid polimorfizmus (single nucleotide polymorphisms)

SRY: Y-kromoszomalis nemmeghatarozo fehérjét kodold gén (sex-determining region Y
protein gene)

STR: roévid tandem ismétlédés (short tandem repeat)
UV: ultiraviola

ZFX: X-kromoszéman lévé cink-ujj fehérjét kédold gén (zinc finger X-chromosomal protein
gene)

ZFY: Y-kromoszoman |évé cink-ujj fehérjét kddold gén (zinc finger Y-chromosomal protein
gene)



2 Osszefoglalas

A Magyarorszagon él6 trofeas fajok mind kulturalis mind pénzben mérhet6 értéke jelentés.
Kdzulik is kiemelend&ek a nagy testi trofeas fajok, mint az eurépai 6z (Capreolus capreolus),
europai muflon (Ovis aries musimon), gimszarvas (Cervus elaphus), illetve damszarvas
(Dama dama), amelyek hazankban biralt trofeai vilagviszonylatban is kimagasloak. A tréfeak,
valamint a vadhus értéke miatt azonban az orvvadaszat és egyéb illegalis tevékenységek
célpontjaiva valtak. Az ilyen jellegl torvényszegések bizonyitdsa azonban sok esetben
rendkivil nehéz, mivel nem csak az elkdvetd személye, de maga a blincselekmény ténye is
sokszor kérdéses. Olyan helyzeteknél, ahol morfologiailag mar nem felismerhet6 forrasu
nyomok (darabolt hus, vérfolt, szérszal stb.) alapjan lehetséges csak példaul 6sszekotni a

gyanusitottat a helyszinnel, ott nagy segitséget jelenthetnek a genetikai vizsgalatok.

A vizsgalati kérdéstél flggbéen mas-mas genetikai markerek alkalmasak azok
megvalaszolasara. Bizonyos esetekben elegendd az ivarazonositas, mig mas esetekben faj-,
illetve egyedazonositasra lehet szikség. A kutatasom célja olyan moédszerek fejlesztése volt,
amelyek az igazsagugyi nyomozasok elémozditasaban segithetnek a négy, mar emlitett hazai
trofeas faj esetében. Ivar-, és fajazonositasi modszereket dolgoztam ki a harom agancsos
fajra, mig a mitokondrialis kontroll régiot és kuldonb6zd nuklearis mikroszatellitakat teszteltem
mind a négy faj esetében. Az adott fajok genetikai 6sszetétele tikrdzi a jelenlegi populacidikat
kialakitdé tényez6k, mint a jégkorszak és az azt kdvetd térhoditas, valamint az ember altal

torténd betelepitések és tulvadaszat hatasai.

Az ivarazonositasra AmelogeninX és 'Y, illetve SRY markereket, mig fajazonositasra a citokrom
B markert hasznaltam sikeresen. A kontroll régié populaciés szintli azonositasra nem volt
alkalmas, de eurépai 6znél, gim-, illetve damszarvasnal megfeleléek lehetnek kizarason
alapulo vizsgalatokra még annak ellenére is, hogy a damszarvas mas populaciokhoz
hasonléan hazankban is alacsony haplotipus diverzitdssal rendelkezik. A DeerPlex és STRoe
deer panelek alkalmasnak bizonyultak a hazai gimszarvas és 6z populacidk egyedi
azonositasara, a damszarvasra pedig 99 tetramer mikroszatellitdbél sikerilt 14 polimorf
markert kivalasztanom hasonl6 célra. Az eurdpai muflon volt az egyedlili faj, ahol egyetlen
haplotipus fordult el6 a kontroll régié vizsgalata soran és minddssze harom, alacsony
heterozigozitast mutatd polimorf mikroszatellitat sikerult talalnom. Ennél a fajnal kiterjedtebb

mintavételre és tovabbi markerek bevonasara lesz szikség.

Osszességében a kitiz6tt célok négybél harom fajnal teljesiltek, az eredmények pedig a
jovében segitséget nyujthatnak a hazai vadallomanyt érintd igazsagugyi esetek

megoldasaban.



3 Summary

The trophy animals living in Hungary hold significant cultural and economic value. Among
them, large species such as the European roe deer (Capreolus capreolus), European mouflon
(Ovis aries musimon), red deer (Cervus elaphus), and fallow deer (Dama dama) are
particularly noteworthy, as the trophies judged in Hungary from these species are regarded as
outstanding worldwide. However, due to the high value of both trophies and game meat, these
animals have become prime targets for poaching and other illegal activities. Proving such
violations, however, is often extremely difficult, since not only the identity of the perpetrator but
even the occurrence of the crime itself may be questioned. In cases where suspects can only
be linked to the scene through morphologically unrecognizable traces (such as cut meat, blood

stains, or hair), genetic testing can provide valuable support.

Depending on the research question, different genetic markers are required. In some
instances, sex determination is sufficient, while in others, species or even individual
identification is necessary. The aim of my research was to develop methods that advance
forensic investigations for the four local trophy species mentioned above. Sex and species
identification techniques were developed for the three antlered species, and both the
mitochondrial control region and a range of nuclear microsatellites were tested across all four
species. The genetic composition of each species reflects the historical factors shaping their
populations, including the ice age and subsequent expansion, as well as human-mediated

recolonisation and overhunting.

AmelogeninX/Y and SRY markers proved effective for sex determination, while the cytochrome
B marker was successfully applied for species identification. The mitochondrial control region
did not prove suitable for population-level identification, but it may still be valuable for
exclusion-based studies in European roe deer, red deer, and fallow deer, even though, like
other populations, fallow deer in Hungary display low haplotype diversity. For individual
identification, the DeerPlex and STRoe deer panels were effective in local red deer and roe
deer populations. and in fallow deer, 14 polymorphic markers were selected from 99 tetramer
microsatellites by the end of testing. In contrast, the European mouflon showed only a single
control region haplotype and three polymorphic microsatellites with low heterozygosity. For this

species, more extensive sampling and additional markers will be necessary.

Overall, the research goals were achieved for three out of four species, and the results will

support future judicial investigations including wildlife cases in Hungary.



4 Bevezetés

A vadvilag védelme egyre nagyobb figyelmet kap mind hazai, mind nemzetkdzi szinten, mivel
a kulonféle emberi hatasok a vilag valamennyi részén veszélyeztetik az 6shonos allatfajokat
és Okoszisztémat. llyen hatasok példaul az emberiség névekedésével és terjeszkedésével jaro
eléhely beszilkilés, a kuldnféle allatfajok betelepitésébdl vagy behurcolasabdl fakado
Oshonos allatok kiszorulasa, vagy a veszélyeztetett allatokat kulondsen érint6 illegalis
kereskedelem és orrvadaszat [1-4]. A vadvilaggal kapcsolatos illegalis cselekedetek
nemzetkozi jelentéségét és volumenét jol mutatja, hogy anyagi kdvetkezményeit tekintve az
elsé tiz legnagyobb forgalmat lebonyolité blinagazat k6zé sorolhaté a vilagon [5]. A vadon €16
allatokat érintd illegalis tevékenységek visszaszoritasa, megel6zése és a karok mérseéklése
nemzetkozi szinten is kihivas [6]. Az ilyen iranyu torekvéseket kdvetd tényleges intézkedések
azonban szinte mindig az adott orszagra harulnak, még a nemzetkdézi egyezmeények
betartatdsa esetén is. Ebbdl kifolydlag az egyes orszagok a vadaszat tisztasaganak

megbrzése érdekében tobbnyire sajat modszereket dolgoznak ki [7—12].

A magyarorszagi vadaszterlleteket nem csak hazai vadaszok latogatjak el6szeretettel, hanem
kilféldi vadaszok is nagy szamban érkeznek, féleg szervezett vadaszatok résztvevéiként. Ezt
j6l mutatja, hogy a tavalyi évben az altalam vizsgalt négy tréfeas faj atlagosan 30 szazalékat
kulféldi vadaszok teritették le [13]. A vadaszatra épul6 tevékenységek mara jelentds iparagga
fejlédtek, komoly bevételt hozva ezzel mind a helyi vadasztarsasagoknak, mind az allamnak.
A hazankban honos vadonél6 fajok kdzul az aganccsal rendelkez6 allatok kuldndsen kedvelt
célpontjai a vadaszatnak. Az innen kikerul6 trofedk vilagviszonylatban is kiemelkedbek. Az
elmult tiz évben a biralatra kerll6 trofedk atlagosan 94%-at tették ki egylttesen az 6z, gim-,
illetve damszarvas agancsok, valamint a muflon csigak [13]. Mindemellett a tréfeakon tul az

allatok bére és husa is komoly értéket képvisel.

Azonban pont az értékik miatt ezek a fajok gyakori célpontjai az orvvadaszatnak és egyéb
ilegalis tevékenységeknek. A magyar vadaszat nemzetkdzi hirl, ezért a vadaszat
tisztasaganak meg6rzése nem csak etikai kérdés. A szabalyoktdl vald eltérések altalaban
jogkovetkezményekkel is jarnak. A természetes kornyezet és a biodiverzitdas megdvasa
mellett, vagy éppen azok ellenére felmerll6 gazdasagi szempontok — mint a vadorzas,
agancsgyujtés vagy illegalis élelmiszerkereskedelem — szintén buntet6- és polgarjogi
eljarasokat indukalnak. A Blntet6 Torvénykdnyv (Btk.) szerint orvvadaszatnak mindsul, ha
valaki nem rendelkezik megfelelé engedélyekkel (fegyverhasznalati- és vadaszati engedély),
ha nem vadaszati idényben (azaz tilalmi id6ben), illetve nem engedélyezett napszakban folytat
vadaszatot, valamint, ha tiltott eszk6zOket vagy modszereket alkalmaz a vad elejtése soran

[14]. Ezen felll a vadaszati idény az egyes fajok, illetve azok kilénb6zé életkoru és ivaru

10



egyedeire is eltér. Szamos ilyen jogosulatlan vadasztevékenységrél adnak hirt évente,
melyekben vadaszijjal, illetve illegalisan szerzett és tartott 16fegyverrel jutnak vadhushoz az
elkdveték (www.police.hu). Ezen cselekedetek tetemes pénzbirsaggal, a felszerelés

elkobzasaval vagy akar harom évig terjedd szabadsagvesztéssel is blintethetdek.

A jogi eljarasok soran a genetikai bizonyitékok szerepe hozzaférhetéségik és
megbizhatésaguk miatt napjainkra nagymértékben felértékel6dott, igy a megfelel
igazsagugyi eszkoztar kifejlesztése és megalapozasa ezen a teruleten is egyre nagyobb
mértéket oOlt [15]. Az igazsaglgyi genetika egy alkalmazott tudomanyag, amely a bioldgiai
anyagmaradvanyokat molekularis genetikai technikak alkalmazasaval vizsgalja. Ezaltal egy
olyan eszkdz, melynek segitségével a kriminalisztikai hipotézisek megerdsitheték, vagy
elvethetdk, igazolva adott esetben a blincselekménnyel fennallé kapcsolatot. A nagyfoku
segitséget jelentd, modern igazsagugyi genetikai mddszerek alkalmazasa, valamint az
adekvat genetikai informaciok megbizhaté és szakszerl adatbazisba torténd szervezése a
human DNS vizsgalatokhoz hasonldéan rendkivil kiszélesiti azon esetek korét, melyek

tisztazasa eddig csak részlegesen vagy egyaltalan nem valdsulhatott meg [16].

5 Irodalmi attekintés

A konzervaciobioldgiai vizsgalatok soran mar tobb tréfeas vadonéld faj esetében alkalmaztak
ivarazonositasra [17-22], vagy egyedi, esetleg populaciés szintli hatarozasra alkalmas
sejtmagi [23-25] vagy mitokondridlis [26—29] genetikai markereket. Azonban, habar a
konzervacibébioldgia a vadon €16 allatok genetikai vizsgalataban komoly szerepet vallal, a
jelenleg alkalmazott médszerek és markerek tébbsége a jogalkalmazadi elvarasok feltételeinek
nem, vagy csak részben felelnek meg. A hatésagi felhasznalas kdvetelményeit a
jogszabalyokon kivil nemzetkdzi standardok és szakmai ajanlasok hatarozzak meg [30-34].
igy mindamellett, hogy a vadon éI6 allatok genetikai vizsgalata Magyarorszagon is
megkezdddott, az igazsagugyi célu, a hazai és nemzetkdzi jogvitdk rendezésére szolgalo
vizsgalomodszerek csak részben allnak a hatdsagok, illetve a jogi- vagy természetes
személyek rendelkezésére [12, 25, 35]. A hazai vadallomannyal kapcsolatos adatokkal kiilfoldi
forrasok nemigen rendelkeznek, az igazsagugyi szempontrendszernek megfelel6 genetikai

markerek pedig szamos Magyarorszagon él6 fajra nézve kidolgozatlanok.

Mindezen el6zmények megalapozzak a szikségességét olyan genetikai markerkészletek
kifejlesztésének, amelyek megbizhatéan és kdénnyen alkalmazhatok, és igazsagugyi

vizsgalatokra is alkalmasak a haza tréfeas vadfajok esetében.
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5.1 A vizsgalt fajok altalanos bemutatasa

Vizsgalatom alanyaul a magyar faunaban honos négy trofeas kér6dzét, az eurdpai muflont
(Ovis aries musimon), és a szarvasfélék (Cervidea) csaladjaba tartozé eurdpai 6zet
(Capreolus capreolus), a gimszarvast (Cervus elaphus), illetve a damszarvast (Dama dama)
valasztottam (1. abra). A vaddisznét leszamitva ez a négy faj kerul legtébbszor teritékre a
hazai nagyvadak kozil [13]. A tréfea, valamint a vadhus értéke miatt mind a négy faj kiemelt
célpontja az orvvadaszatnak és egyéb illegalis tevékenységeknek. Mindemellett a vizsgalat
megkezdésekor még egyik fajra sem allt rendelkezésre DNS alapu, igazsagugyi
felhasznalasra alkalmas ivari-, egyedi-, vagy anyai leszarmazas megallapitasara alkalmas
modszer, a hozza tartozo megfelel6 elemszamu genetikai adatbazissal. Gimszarvas esetében
Szabolcsi és mtsai. kordbban mar osszeallitottak egy egyedi szint(i azonositasra alkalmas
genetikai markerszettet, ez azonban akkoriban csak két hazai populaciora lett tesztelve [25].
Damszarvasoknal és europai 6znél szintén megkezd6dott a sejtmagi- illetve mitokondrialis
genom alapu diverzitas felmérése egyes régiokban, ugyanakkor orszagosan Kkiterjedt

vizsgalatok itt sem térténtek [36—38].

84

RN o oaoo
1 o T

1. abra A négy vizsgalt faj: gimszarvas bika (bal fels6), damszarvas bika (jobb fels8), 6zbak (bal alsd),
és muflon kos (jobb also).
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A fajok hazai és nemzetkdzi jelentésége, a bel6lik szarmazo tréfea, vadhus és bér értéke, az
ezekbdl kifolydan jelen 1évé orvvadaszat és egyéb visszaélések kockazata, valamint a
nemzetkozi igazsaglgyi standardoknak is megfelel6 genetikai médszerek hianya indokolta a
kivalasztott fajok vizsgalatat célz6 moddszerek fejlesztését. Az altalam kivalasztott fajok
mindegyikének elterjedését és genetikai allomanyat kilénb6zé tényezék alakitottak a

torténelem folyaman, amit figyelembe kellett vennem a kutatas soran (2. abra).

Damszarvas

Gimszarvas

1 pont = 10 egyed . 1 pont = 3 egyed

2. dbra A négy vizsgalt faj hazai allomanya 2024 tavaszan [13].
5.1.1 Damszarvas

5.1.1.1 A faj eredete és elterjedése

A damszarvas a vilag majdnem minden kontinensén jelen van, ezdltal kozmopolita
elterjedéslinek mondhatd, azonban jelenlegi elterjedési tertletét f6leg szamos emberi
transzlokacionak kdszonheti [39-41]. Korabban a mezopotamiai damvaddal (Dama
mesopotamica) egyutt alfajként tartottak szamon, de a genetikai vizsgalatok altal
bizonyossagot nyert a kett6 faji elkilonilése [39, 42, 43]. Nevével ellentétben a faj eredetileg
eurazsiai elterjedési volt, azonban a Pleisztocén jégkorszakok alatt szinte teljes egészében
Kipusztult Eurépabdl, ami akkor a f6 elterjedési teriletét képezte [40, 44, 45]. A kedvezbtlen
id6szakokat a mai kutatasok szerint minddssze a déli terlleteken, név szerint a Balkanon és
Anatéliaban vészelte at [43, 46]. Oshonos populacié csak Tordkorszagban maradt fent, amit

toébb genetikai vizsgalat is igazol [46]. Mas szarvasfélékkel ellentétben az utolsé jégkorszakot
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kovetéen a refugiumokbdl nem ment végbe a kontinens visszahdditasa, amely mdgott
vélhetéen az allomany olyan mértékl genetikai beszikuilése allhat, amely miatt elvesztette az

alkalmazkodé képességét [41].

A faj mesterséges betelepitésének elsé hullama mar a Neolitikumban megkezd6détt, melynek
folyaman azt elséként az Egei-tenger egyes szigeteire, mint Kréta és Rodosz vitték magukkal
az akkor élt emberek, majd késébb a Bronzkorban a mediterran terileteken nyugat felé
haladva is betelepitették [40, 46, 47]. Az egyik legnagyobb hatast a faj meghonositasara
azonban a Romai Birodalom gyakorolta, mivel terjeszkedésik soran a ddmszarvast Nyugat-,
Eszak- és K6zép-Eurdpa szamos régidjaba is magukkal vitték [38]. Ennek eredményeképpen
a faj elterjedési terlletének nyugati hatdra egészen a mai Portugalidig és a spanyol
szigetvilagig kitolddott, de olyan teruletekre is a rémaiak juttattak el az damvadat, mint
Britannia [48-50]. Ezt kdvetéen a kézépkorban ujabb betelepitési hullamok mentek végbe
Eszak-Eurépaban és a Brit-szigeteken, ahonnan a faj a Rémai Birodalom bukasa utan
kipusztult, ami nagyban hozzajarulhatott a faj jelenlegi ottani allomanyanak kialakitasahoz [38,
46]. A késObbiekben a 18. és 20. szazad kozoétt tovabbi nagyobb transzlokaciok torténtek,
melynek eredményeképpen a faj Azsiat — a Kis-Azsiai populacio kivételével — és az Antarktiszt
leszamitva ma mar minden kontinensen jelen van [51, 52]. Ebbe beletartoznak olyan eredeti
elterjedési teriiletétd| tavoli helyek is, mint Uj-Zéland, az Ausztral szigetvilag vagy a Karib-

tenger térsége [51, 52].

Magyarorszagi betelepitésének pontos ideje és korulményei vitatottak. Mint Eurdpa legtdbb
térségeérdl, igy hazankbdl is kipusztult a faj a Pleisztocén soran. Legkorabbi emlitése V. Béla
idejébdl szarmazik, majd egy 1504-es kiralyi rendeletben is felbukkan, valamint Matyas kiraly
vadaskertjében is tartottdk [53, 54]. Azonban szamottevé allomanyrol ekkor még nem
beszélhetlnk. A fajt valoszinlileg a 17. szazadban hoztak be Gyulaj kérnyékére. Nagyobb
szabadon él§ populaciordl el8szér csak ezt kdvetben tesznek emlitést. A mai populacidk
kialakulasahoz a 20. szazadban végbemend orszagon bellli betelepitések is nagy mértékben
hozzjarultak [37, 55].

5.1.1.2 A faj dllomanya és vadaszata

A vadaszok altal igencsak kedvelt, kildénleges formaju, egyedi agancsan kivil az allat bérét és
hasat is hasznositjak. Vadaszatara tdbb orszagban is komoly ipar épil. Ezt igazolja, hogy
Eurdpaban az allomany 1984 és 2020 kozott 6tszordsére duzzadt, mig ugyanebben az
id6szakban a faj vadaszatanak mértéke hatszorosara emelkedett [56]. Magyarorszagon
jelenleg tébb, mint 40 ezer egyedet szamlalé allomany talalhatd, melynek mérete
tendenciézusan névekszik [13]. Ennek minden évben korulbelul 40%-a teritékre kerdl [13]. A

kedvelt vadaszteriletei a fajnak az orszag tébb kilénbdzé térségében elszértan talalhatok
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[13]. A hazankbdl kikertild tréfeai értékesek, a C.1.C (International Council for Game & Wildlife
Conservation) ranglista elsé 50 trofeajanak 60%-at hazank adja [57]. Egy tavaly 6sszel
Veszprémvarsany hataraban elejtett egyed tréfeaja pedig 242,7 ponttal a vilagranglista élére
emelkedett [58]. Az elejtett egyedek biralatra kerll6 tréfeai kdzil az utébbi tiz évben atlagosan
34 szazalék lett érmes [13]. Csak a legutobbi, 2024-es vadaszati idényben 2241 darab érmes

trofea szlletett, amib8l 975 arany, 643 eziist és 623 bronz volt [13].

5.1.2 Gimszarvas

5.1.2.1 A faj eredete és elterjedése

A gimszarvas (Cervus elaphus) eredetileg Kirgizisztan és Eszak-India teriiletérdl szarmazik
[59], azonban a kés6 Pleisztocéntdl szamitva Eurdpa szerte mar az egyik leggyakoribb
nagyméreti emlés az archeoldgiai leletek kozott [60, 61]. Osi csontmaradvanyok
radiokarbonos kormeghatarozasa alapjan ez idé alatt az elterjedési terllete dinamikusan
valtozott a kontinenst boritd jégtakard kiterjedésének flggvényében, a faj visszaszorulasat
majd ujra elterjedését eredményezve [60, 61]. A hidegebb, glacialis idészakokat harom & dél-
eurdpai refugiumban vészelte at, az Ibériai-félszigeten és az ezzel kapcsolatban 1évd
Délnyugat-Franciaorszagban, a mai Balkan-félsziget és Gorbgorszag teruletén, valamint az
olasz félszigeten [62—64]. Bar egyes kutatasok arra engednek kdvetkeztetni, hogy a korabban
feltételezettnél északabbra fekvd refugiumokban is megmaradt a faj [60, 65]. Az utolso
jégkorszak végét kovetben ezekbdl tortént Eurdpa rekolonizacioja [62—64]. A mai populaciok
genetikai képe is jol tukrozi a térhoditas utvonalat és kiterjedését [62—64]. A gimvad jelenleg
egesz Europaban elterjedt, bar olyan helyekre, mint példaul a Brit-szigetek, ember altal lett
visszatelepitve, tovabba vérfrissités gyanant tobbszor telepitettek at egyedeket egyik
populaciobdl a masikba, vagy rekolonizaltak olyan tertleteket, ahonnan a faj korabban mar
eltint [27, 66-71]. Az alfajok szama és azok elkuldnitése hosszu ideje vita targyat képezik.
Hazankban jelenleg egy alfajt ismernek el (Cervus elaphus hippelaphus) [59].

Eurépa szerte kilonbdzé tényezdk veszélyeztetik a faj génkészletét és igy hosszu tavu
fennmaradasat. A beltenyésztés [72—-74], a szikaszarvassal valo hibridizacié [75—78], vagy az
adott populacié alacsony genetikai variabilitasa [27, 79] mellett az emberi behatasok, mint a
nem megfeleld vadgazdalkodas [80, 81], az élettér visszaszorulasa vagy fragmentacidja [82—

84] jelentik napjainkban a legnagyobb kihivast.

5.1.2.2 A faj dllomanya és vadaszata

A gimszarvas, mind Eurépa szinten, mind hazankban az egyik legnemesebb vadként ismert.
A legtdbb eurdpai orszagban az allomanya és az elejtett egyedek szama is ndvekedést
mutatott az utdbbi évtizedekben [13, 85]. Az orszagunkban el6éfordulé szarvasfélék kozil a

legnagyobb termetd, igy husa és trofedja is igen jelentds. A 2023/2024. vadaszati évben a faj
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teritéke tovabb ndévekedett, igy minden eddiginél nagyobb mértéket meghaladva a legalis
kilbvések szama elérte a 88 501 darabot [13]. Ugyanebben a vadaszati évben dsszesen 21
124 db trofea kerdlt biralatra, amelybél 6 776 db (32%) volt érmes, 870 arany-, 2 454 ezUst-

és 3 452 bronzérmes tréfeaval [13].

5.1.3 Eurépai 6z

5.1.3.1 A faj eredete és elterjedése

Az eurdpai 6z (Capreolus capreolus) a kontinens egyik legelterjedtebb nagyvadja.
Németorszagban feltart fosszilis maradvanyok alapjan el6alakja, a Procapreolus sp. mar a
késé miocénben megtelepedett Nyugat-Eurépaban [86]. A jégkorszakok folyaman sok mas
eurdpai emlésfajnoz hasonldéan az 6zek is a déli refugiumokba szorultak vissza, majd az
éghaijlat kedvezébbre fordulasaval onnan kiterjedve népesitették be ismét a kontinenst [87].
Ezen leszarmazasi vonalak alapjan harom nagy kladot kuldnitenek el: a keleti kladot (Balkan-
félsziget, Kelet-Eurépa és Gorégorszag), a nyugati kladot (Ibériai-félsziget, Kézép-, és Kelet-
Eurépa), illetve centralis kladot (Eszak-, Kozép-, és Kelet-Eurdpa, Ibériat is érintve) [87, 88].
Ezen felll a filogenetikajat még egy tovabbi tényez§ is alakitotta: az eurdpai 6z és rokonfaja,
a szibériai 6z (Capreolus pygargus) k6zott mind recens [89], mind multbeli [28, 88, 90]
hibridizacié végbement. Ez utébbinak nyomai még mindig jelen vannak egyes egyedek
mitokondriumaban az elterjedési terlletek &si talalkozasi vonalan, mint példaul Lengyelorszag
vagy Magyarorszag, annak ellenére, hogy az atfedési zéna azoéta joval keletebbre tolodott [28,
88, 90].

Az eredetileg erd6s sztyeppes teruletekhez kotddd fajt az erddirtas az 6si él6helyének
elhagyasara és a nyiltabb terlletek meghoditasara késztette [91]. Jelenleg mindenatt
megtalalhaté olyan elszigetelt terlletek kivételével, mint Szardinia, Korzika, Ciprus, irorszég
és a kisebb szigetek [92]. Elterjedési terlletének ilyen foku kiterjedése nagyban kdszénhetd a
rendkivuli alkalmazkodo képességének, amely lehetdvé tette, hogy attérjen a mez6gazdasagi

kdrnyezetre [93].

A masodik vilaghaborut kovet6 alfoldi fasitasi program jelentésen megvaltoztatta az addigi
tajképet a parcellas gazdalkodassal, amely a faj szamara Uj életteret jelentett [94]. A létrehozott
ugynevezett mezévédd erdésavok és erdéfoltok Uj buvohelyként szolgaltak az 6zek szamara,
kicsalogatva azokat az erd8ségekbél a taplalékban bévelkedd és nyugodt nagytablas
mezbgazdasagi terlletekre [93]. Erre az id6ére tehetd a faj Duna-Tisza kozi és tiszantuli
térhoditasa [94]. Az 6z emellett jol toleralja az Uj mezbgazdasagi fejlesztéseket is, mint a
gépesités vagy a ndvényvéddszerek hasznalata, tovabb erfsitve ezzel pozicidjat mas,

kevésbé alkalmazkoddképes fajokkal szemben [93].
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Mindezek ellenére nem elhanyagolhaté tovabbra sem az emberi tevékenységek hatasa az
6zre. llyen hatas példaul a populacidk esetleges fragmentacidja és izolaciéja az uj,
mesterséges akadalyok (pl. utak, gatak, vasut, keritések) épitése altal [95-98]. Az autdpalyak
okozta hatast toébb helyen prébaljak a vadak szamara létesitett alul és fellljarokkal enyhiteni
[99], azonban ezek az 6zek szamara tovabbra is egyfajta akadalyt képeznek és nem képesek
teljes mértékben kompenzalni az ut elszigeteld szerepét [100]. Emellett az olyan terileteken,
mint Svédorszag, ahonnan a faj majdnem teljesen kipusztult a tulvadaszat miatt, és a
rekolonizacié par maradvany populaciébdl ment vegbe [101], az alacsony genetikai diverzitas

is problémat jelenthet [102].

5.1.3.2 A faj dllomanya és vadaszata

Az europai 6z a legutdbbi jégkorszak ota igen jelentés allomannyal rendelkezik. Egy
Eurépaban végzett felmérés [92] szerint az egyedszam 1986 és a 2000-es évek kozott 6,2
milliérol 9,5 milliéra, mig a teritékre kerult egyedek szama 1,7 milliorol 2,7 milliora emelkedett,
azonban lehetséges, hogy ez a szam akar ennek a masfélszeresét is eléri. Frissebb jelentések
az allomanyt koralbelul 15 milli6 egyedre becsulik [92, 93]. Bar a kulonféle emberi hatasok,
mint a szinte korlatok nélkili vadaszat, kildndsen a két vilaghaboru alatt, er6sen megtizedelte
szamos orszag 6zallomanyat, a XX. szazad végére a populacié egyedszama tobbé kevésbé
helyreallt [103, 104]. Jelenleg a legnagyobb egyedslriségl terlletek Kozép-Eurdopaban
helyezkednek el [92].

Eurdpa legkisebb vadaszhaté agancsos fajaként az 6z méltan valt hazankban ugy ismertte,
mint ,mindenki nagyvadja”. Két okotipusat kuldnitik el a magyar vadaszati szakirodalomban,
az erdei és a mezei tipust [93]. Ezek taplalkozasukban, viselkedésikben és
agancsminéségukben is eltérnek egymastdl [105]. Gazdasagi jelentésegét a trofedjan kivil
hdsanak kivalé minésége és a sportvadaszok korében o6rvend6é népszeriisége adja [106].
Habar agancsmérete és tomege nem vetekedhet a gim- és damszarvasokéval, a fél
kilogrammot meghaladé trofedk igy is komoly értékkel birnak [107]. A tréfeajan kivul olykor az

allat bére és csdkevényes szemfoga is hasznositasra kerul, ami gyongyfogként is ismert [108].

Az elsd ismert teritékadat 1879-bdl szarmazik és 1950 példanyt emlit [93]. A 19-20. szazad
forduldjara az allomany visszaesett az ellendrizetlen vadaszat eredményeképpen [94]. Mint
sok helyen Eurépaban, a vilaghaboruk alatt a lakossag élelmezésére hasznalt, a haborat
kovetéen pedig fegyveresen hazatéré katonak orvvadaszata nyoman ritkitott vadallomany
egyedszama erésen lecsokkent [109]. igy 1946-ra minddssze 10 ezer példanyra becsiilték a
hazai létszamot [94]. Jelenleg elmondhatd, hogy még az 1984-ben feljegyzett 219 ezer
példanyhoz képest is jelentds, tobb, mint 369 ezres allomannyal rendelkezik orszagunk [13].

A ndvekedés annak ellenére sem allt meg, hogy a nyolcvanas-kilencvenes évekhez
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viszonyitva ma haromszor annyi 6z keril kilévésre [13]. A hazankban biralt trofeak mintegy
kétharmada 6zektél szarmazik, amelyekbél csak a tavalyi évben 567 arany, 1283 ezlist és
2038 bronz trofea kerdlt ki [13].

5.1.4 Eurépai muflon

5.1.4.1 A faj eredete és elterjedése

Az eurépai muflon eredetét illetéen a mai napig tébb bizonytalansag van, azonban a tudomany
jelenlegi allasa szerint a hazi juh (Ovis aries) egy visszavadult alfaja (Ovis aries musimon)
[110-113], de egyes kutatasok kulonallé fajként, Ovis musimon néven hivatkoznak ra [49,
114—-116]. A juhok 6sét kortlbelll 11 ezer évvel ezelbtt haziasitottak az azsiai muflonbdl (Ovis
orientalis) [112, 117, 118]. Ezt kdvetben haszonallatként az ember tobb térségbe is magaval
vitte, igy Szardiniara és Korzikara is [111, 119]. A domesztikacio ezen elsé hullama az
ugynevezett sz6rds juhokat eredmeényezte, azonban amikor a masodik hullammal megjelentek
a gyapjas juhok, azok jobb tulajdonsagai miatt nagy mértékben kiszoritottak a korabbi tipust
[120]. Feltehetéen ekkor, kb. 5-6 ezer évvel ezel6tt lett az eurdpai muflon elédje magara
hagyva, a megmaradt egyedek pedig visszatértek vad gydkereikhez [119, 120].

Az eurdpai muflon kialakulasanak tovabba része lehetett egy mara mar kihalt, eddig ismeretlen
juh fajjal valé hibridizacio, ami a recens Ovis rendbe tartozé fajok kozott genetikai rokonsag,
és esetleges multban tortént introgresszid vizsgalata soran mertilt fel [110]. Az egyes fajok
vagy éppen alfajok k6zétti hibridizacioval ma is szamolni kell, melyet az eurépai muflon és hazi
juh esetében mar tébb kutatas is kimutatott [120, 121], és ami tovabb neheziti a muflon
eredetének vizsgalatat.

Ami bizonyos viszont, hogy az eurépai muflon hosszu ideig nem volt jelen a kontinensen. Nagy
valdszinlséggel a neolitikum soran a Foldkozi-tenger partvidékének szamos pontjara eljutott
az emberekkel, de Korzikaval és Szardiniaval ellentétben innen késébb kihalt, és egészen a
18. szazadig nem is kerUlt vissza. Az elsb betelepitésekre csak az 1700-as években kerilt sor,
és ezek sem a szabad természetbe, hanem vadasparkokba térténtek [122]. A faj
meghonositasanak uttéréje egy magyar grof, Forgach Karoly volt, aki el6szér Németorszaghal
hozatott be muflonokat vadaskertjébe, majd azok kézil 100 példanyt 1868-69-ben szabadon
bocsatott a mai Szlovakiaban taldlhaté Ghymesi birtokan [123]. Az orszag mai terlletén
elészoér 1901-ben, Fuzérradvanyban kerilt sor telepitésre Nagyapponyrdl, valamint a mar
emlitett Ghymesrdl szarmazé egyedeket hasznalva [124, 125]. Egészen 1942-ig a tovabbi
telepitésre hasznalt muflonok is mind ez utdbbi allomanybdl kerlltek ki [126]. Ennek
eredményeként olyan vadaskertekbe jutott el a faj, mint Bakonynana, Bardibikk,
Gyarmatpuszta, Fehérvarcsurgd, Kaposméré és Matraszele [127], kbvetkezésképpen az

allomany az 1940-es évek elejére elérte a 2000 koruli szamot [124].
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A masodik vilaghaboru azonban komoly hatast gyakorolt a hazai vadallomanyra, amely aldl a
muflon sem volt kivétel. A korabbi sikerekhez képest a példanyszam ekkorra a becslések
szerint 100 korllire esett vissza [124, 126]. A helyzet javitasat célozva a Magyar Vadaszok
Orszagos Szovetsége (MAVOSZ) egészen a '80-as évekig jelentds léptékl betelepitéssel
valaszolt, ennek hatasara pedig a '70-es években a muflon allomany komoly névekedésnek
indult [124]. Az intenziv telepitési program az ezt kdveté évtizedben azonban leallt, mivel a
hatésagok nem adtak ki tovabbi engedélyeket.

Napjainkban az orszag valamennyi kdzép-hegységében eléfordul a faj [13, 123]. A populaciok
azonban szigetszer(ien vannak jelen [123], ami okot ad az aggodalomra a beltenyésztéses
leromlas és a vérfrissités hianya miatt. Eqy franciaorszagi vizsgalat soran azt talaltak, hogy
mind a mufloncsigak mérete, mind az egyedek testtbmege csoOkkenést mutatott az
évtizedekkel korabbi allapotokhoz viszonyitva, és ennek okaként a nem szakszeri

vadgazdalkodast, és ezaltal a j6 genetikai allomanyu allatok kiesését jeldltek meg [121].

5.1.4.2 A faj dllomanya és vadaszata

Bar a muflonvadaszatra valé kereslet folyamatosan né, ennek ellenére még az azt tarté
vadaskertekben sem haladja meg annak aranya az 1-2%-ot [13]. Csak ugy, mint a tébbi
kér6dz6 nagyvadnak, a tréfea mellett a hisa és a bére is hasznositasra kerul. Azonban a
legnagyobb értéket az allat jellegzetes csiga alaku visszahajlé szarva képezi, az ugynevezett
mufloncsiga [128, 129]. Ezek a 2023/2024-as vadaszati idényben biralt trofeak kozil
minddssze a 1,9 szazalékot tettek ki, ami az el6z6 évekhez viszonyitva viszont ndvekedést
jelentett [13]. A biralatra kertl6 1 370 db mufloncsiga koézul tébb, mint 48% érmes volt,
O0sszesen 155 arany-, 205 ezust- és 304 bronzérmes szuletett [13]. Annak ellenére, hogy 1997
ota az allomany nem noévekedett drasztikusan — 10 ezer kordli példanyszamrol 11-13 ezer
példanyra emelkedett — a kertben tarott muflonok aranya erételjes névekedést mutatott az
elmult 27 évben, 11%-rél 28%-ra emelkedve [13]. A vadaskerti elejtések aranya ugyszintén

ndvekedett, 5 szazalékrol 12 szazalékra, amely tdbb, mint kétszerese a korabbinak [13].

5.2 Vadorzas és egyéb illegalis tevékenységek

Vadaszati tevékenységet csak és kizardlag az arra jogosult személy, a térvény altal vadaszati
célra engedélyezett eszkdzzel, és a meghatarozott vadaszati idényben végezhet. Hazankban
a vad védelmérdl, a szakszer(i vadgazdalkodasrol, és magarél a vadaszatrél az 1996. évi LV.
térvény (Id. 1996. évi LV. térvény 37/A. §, 37/B. §), mig az orvvadaszatrdl és annak blintet6jogi
kdvetkezményeir6l a Btk. 245. paragrafusa (Btk. 245. §) rendelkezik [14, 130]. Ezekben
meghatarozasra kerlinek a jelenleg engedélyezett vadaszati formak, a vadaszatra jogosult
személyek kore és a kotelezettségeik, ezen kivil a vadaszati jog haszonbérlésének modjat is

megadjak.
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Magyarorszagon a vad az allam tulajdonat képezi, igy a vadaszterileten elfogott, elejtett vagy
begylijtott vad, beleérte ebbe az allat kilonb6zé részeit is (Ugymint a tréfea, hullott agancs
vagy elhullasbol szarmazo tetem), a terlileten vadaszatra jogosult személy tulajdonat képezik
[130]. Amennyiben a vad elejtése vagy befogasa nem vadaszterileten torténik, ugy
tulajdonilag vagy az éléhelyének megfelel6 vadaszterilethez tartozé vadaszatra jogosult
személyhez tartozik, vagy amennyiben ilyen nem igazolhat6, ugy a tulajdonjog a begydjtés
helyéhez legkozelebbi vadaszatszeriletre szall [130]. Amennyiben ezen feltételek barmelyike
is sérll, abban az esetben illegalis tevékenységrdl van szé. Az orrvadaszat ezek kozil olyan
vadelejtéseket foglal magaba, amelyeknél az elkovetd illegalis modszerekkel vagy
eszkozokkel, fegyverhasznalati engedély nélkal, az el6irt vadaszati idények Kkivdl,
vadaszvizsga hianyaban, vagy az adott vadaszterileten jogosulatlanul tértént [130].
Hazankban az illegalis vadaszat gydkerei a 12-13. szazadra nyulnak vissza, amikor a hlibérur
rendszer elsd alkalommal korlatozta a vadaszatot, ezzel nehezitve az egyre ndvekvd
népesség élelmezését, akik az éhezés nyomasara orvvadaszathoz folyamodtak [131].
Jelenleg azonban a vadorzas és egyeéb, ebbe a kdrbe tartozé illegalis tevékenységek dontd
tobbsége gazdasagi indittatasu, és nem megélhetési célu.

Az ilyen jellegli elejtések soran sokszor felmerll az allatkinzas problémaja is, mivel az
orvvadaszok altal hasznalt eszkdzdk vagy moddszerek gyakran okoznak az allat szamara
szUkségtelen szenvedést annak sulyosbitasaval vagy megnyujtasaval [132, 133]. llyenek
példaul a kuldénféle hurkold-, vagy labfogd csapdak, esetleg mérgek, valamint olyan illegalis
eszk6zok, mint a h6kameras taves6 vagy az éjjellatd, melyek a segitségével az orvvadasz az
allatot annak bioritmusanak nem éber szakaszaban veszi célba, amikor az nem szamit
tamadasra [134].

Az orvvadaszat éppen ezért hatalmas karokat okozhat a populaciéra nézve, amelynek mind
vagyoni, mind élelmiszerbiztonsagi vonzata jelentds. Az anyagi kar forrasai tobbek kozott a
kiesd vadaszati turizmus, valamint az értékes vadhus és tréfeak eltulajdonitasa, ami akar tébb
szaz millios koltségvetési kiesést is jelenthet, mig az élelmiszerbiztonsagi kockazatot a
bevizsgalatlan vadhus legtdébbszér fekete piaci értékesitése okozza [135-137]. Az elmult
évtized soran tébb kutatas hivta fel a figyelmet a vadorzas névekvd tendenciajara az orszag
terliletén, de pontos szamadatokat a blincselekmény jellege miatt nehéz megallapitani [25,
138].

Bar az orvvadaszat, mint fogalom, pontosan meghatarozhaté, a blincselekmény valé életben
torténé megallapitasa mar sokkal nagyobb kihivas. Az emberi blncselekményekkel
ellentétben, ahol altalaban az elkovet vagy elkovetdk kiléte a kérdés, az illegalis vadaszat
lehet6ségének felmerllésekor az elsd kérdés, hogy egyaltalan tortént-e blincselekmény. Még
ha az elejtett vad teteme hianytalanul meg is van, azt nehéz megmondani, hogy a legalis

vadaszat feltételei kozll legalabb az egyik nem teljesilt. A legtdbb esetben azonban az allat
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feldolgozasa mar megkezd6dott (zsigerelt, nyuzott tetem, hiitészekrényben darabolt hus), a
vadorzas tényének megallapitasahoz szilkséges morfolégiai bélyegek nem allnak
rendelkezésre (pl. nincs meg a tetem), és csupan biolégiai maradvanyok (vér, agancs, szér
stb.) képezik egy-egy vizsgalat kiindulasi alapjat [133, 139].

A tréfeas nagyvadak kiléndsen kedvelt célpontjai az orvvadaszatnak, hiszen egyetlen
kilovésbdl jelentés mennyiségli hus, értékes trofea és vadaszati élmény nyerhetd. Az orszag
tertletérdl kikertlé damszarvas trofeak kozul tdbb vilagranglistas [57], hasonldképpen a hazai
6zh0Oz és a gimszarvashoz, melyek a vadaszati turizmus f6 célfajai, mig a muflon szintén egy

elészeretettel keresett kiilénlegességnek mondhato [13].

A torvényszéki vizsgalatokat nagyban segithetik olyan genetikai moédszerek, amelyek
alkalmasak ivarazonositasra, egyedazonositasra, populacidszintl elkulonitésre, esetleg
kizarasos vizsgalatokra az adott lUigy kérdéskore és a bizonyitékok altal nyujtott lehetéségek
szerint. llyen médszerek azonban a kérdéses fajra sokszor nem allnak rendelkezésre, vagy
még nem lettek tesztelve az adott populacidra. Az utdbbi azért jelenthet problémat, mert a mas
orszagokban talalhaté populaciéra optimalizalt genetikai markerek nem feltétlentl hatékonyak
a hazai allomany vizsgalatara, igy egy el6zetes tesztelés a gyakorlati alkalmazas el6tt

mindenképp szikseéges.

5.3 Ilgazsagiigyi genetikai vizsgalatok

Az igazsagugyi genetika legfébb célja a biologiai maradvanyok vizsgalata és elemzése a
kilonféle blincselekményekkel kapcsolatos nyomozasok megoldasa érdekében. Bar ez a
tudomanytertlet els6dlegesen a human blinesetek megoldasara iranyulva alakult ki, és az
emberi DNS-t felhasznalva mind a blnugyi nyomozasok, mind a polgari peres Ugyek
megoldasat kivanta lehetévé tenni, napjainkban a kilénb6z8, nem-human DNS-re iranyulé
vizsgalatok is egyre elterjedtebbek, igy az allati eredetli mintaké is [11]. Az ilyen jellegl
bizonyitékok felhasznalasa sokrétl, emberek vagy allatok ellen elkdvetett, de akar kéz- vagy
magantulajdon karositdsaval kapcsolatos blinesetek felderitésében is bizonyitékul
szolgalhatnak, és akar donté erejliek is lehetnek az itélet meghozatalaban (pl. gyanusitott és
gyilkossag helyszinének dsszekapcsolasa macskaszér alapjan) [140].

Az éllatokkal kapcsolatos bilincselekményeket tébbféle modon feloszthatjuk, példaul allatok
ellen elkdvetett cselekmények, mint allatkinzas (pl. kilétt fehér golya [35]; éheztetett 10,
allatviadalok [141]), orvvadaszat [12, 142], vagy természetkarositds (mérgezett ragadozo
madarak [143, 144]) kategodriakba. Az allat azonban lehet elkdvetd is allattamadasok esetén
(pl. kutyatamadas, kozuti baleset okozasa [83]), vagy passziv résztvevd, ha mondjuk illegalis
kereskedelemrdl (pl. egzotikus allatok, tréfeak csempészése, azsiai medicina) [145, 146] vagy

élelmiszerhamisitasrdl, (pl. hus és tejkészitmények hamisitasa [147—-149]) van szé.
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Az elklldnités masik lehetséges mddja a haszon- (pl. szarvasmarha, 16, sertés, baromfi), és
kedvtelésbdl tartott allatokat (pl. kutya, macska) érinté esetek, illetve a vadonélé allatokkal
(farkas, medve, gimszarvas stb.) kapcsolatos esetek szerinti felosztas. A haziallatok
vonatkozasaban leggyakrabban egyedi azonositasra vagy leszarmazasvizsgalatra van
sziikség [150-152], mig a vadonélé allatok kapcsan az illegalis kereskedelem és az
orvvadaszat a leggyakrabban elkdvetett blincselekmény [153], de nem ritka a hustermékek
hamisitasa (a feltintetett Gsszetételtél vald eltérés) [21, 154], tovabba eléfordulnak
vadgazolasos esetek is [155].

A vadoneéld allatokat célzé illegalis tevékenységek visszaszoritasa, illetve felszamolasa
érdekében mind helyi, mind nemzetkozi szinten torténtek kezdeményezések. Az elsé ilyen a
vadvilag védelme érdekében az 1973-ban létrehozott Washingtoni Egyezmény (CITES) volt,
amely az él6lényeket kategodriakba sorolva szabalyozza a vellk és részeikkel valé nemzetkdzi
kereskedelmet. Ezt az egyezményt tovabbiak kovették, mint a Biologiai Sokféleség
Egyezmény (CBD, 1992) vagy a Ramszari egyezmény (1975).

A megdfelel6 rendelkezéseken és torvényeken tul ezek hatékony betartatdsahoz azonban
szlikség van egy atfogd rendszer kiépitésére, tovabba technoldgiai fejlesztésekre. Erre a célra
alakult meg a nemzetkdzi , The Society for Wildlife Forensic Science” szervezet (2009), amely
kilonféle, a vadvilag védelme érdekében alkalmazott igazsaglgyi tudomanyteriletekkel
foglalkozik. Ujabb mérfoldké volt az elsd vadvilagi és halaszati esetekkel foglalkozé forenzikus
laboratérium megalapitasa az Egyesiilt Allamokban (National Fish and Wildlife Forensics
Laboratory, 1989).

A nemzetk6zi alkalmazason tul az igazsagugyi genetikai modszereit mar tobb hazai esetben
sikeresen alkalmaztak blncselekmények felderitésére és a megalapozott itélethozatalra [11,
12, 25, 141]. Az adott eset fuggvényében tdbb vizsgalati tipust vagy ezek kombinaciét
alkalmazzak. Hentesaru husosszetételének vizsgalatanal példaul fajazonositasra van
leggyakrabban szlkség [156]. Egy kozlekedési balesetet okozd allatnal, amely a helyszint
elhagyta, és maradvanyait csak késébb talaltdk meg, vagy ahol a gazolé eltulajdonitotta a
tetemet [157], ezzel blncselekményt kdvetve el, fajazonositédsra és egyedazonositasra is
szukség lehet. Ugyanez igaz olyan esetekben is, amikor a feltételezett orvvadasztdl elkobzott,
fajazonositasra alkalmas morfolégiai bélyegekkel mar nem rendelkez8, feldolgozott vagy
feldolgozas alatt 1évé allati maradvanyokrdl kell megallapitani azt, hogy nem haziallatoktol
szarmazo legdlisan birtokolt husrél van sz (fajazonositas) [158], illetve, hogy hany egyedtdl
szarmaznak a lefoglalt bizonyitékok (egyedazonositas). A kildonbdzé ivari egyedek eltérd
vadaszati idényei miatt emellett szikség lehet ivarazonositasra is hitéhazba leadott zsigerelt
testek esetében, maskor pedig az anyai mitokondrialis vonalak hasznalok kizarasos
vizsgalatra. Ez kuldndsen olyan Ugyeknél igaz, ahol a bizonyitékokat képezd bioldgiai

maradvanyokban talalhaté DNS degradaltsaga (a DNS szal téredezettsége UV, para, h6, vagy
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kilonféle kemikaliak hatasa) miatt nuklearis markerek alkalmazasa, és igy az egyedi
azonositas mar nem lehetséges. Ezen kivil még a kulonb6zé fajok, alfajok keresztezédését
kimutatd hibridazonositas [77], és a foldrajzi eredetet vizsgald populacioé szintli azonositas
[159-165] is szlikséges lehet. Az ezredforduld 6ta tébb mddszer kerilt kidolgozasra
fajazonositasi [21, 154, 166—168], ivarazonositasi [7, 17, 19, 169, 170] és egyedi szintl
azonositas céljabdl [25, 170-175].

5.3.1 Ivarazonositas

Az aganccsal rendelkez6 vadonéld fajokra nézve mar a 90-es évektdl kezdve megindult a
kllénb6z4 ivarazonositasi modszerek kidolgozasa, hogy lehetéveé tegye az ivar megismerését
olyan esetekben is, amikor az allat morfologiai alapu ivarmeghatarozasa nehézkes, vagy nem
megbizhato. llyen példaul, amikor a kilsé szbrzet takarja az ivarszervet, az egyed az éves
életciklusanak azon szakaszaban jar, amikor nem visel agancsot, esetleg elfut, vagy a vizualis
vizsgalata nem lehetséges, példaul amikor az allat nincs jelen, és csak egyéb hatrahagyott
biolégiai maradvanyok (szér, csont, veér, Urtlék) képezik az ivarazonositas alapjat [18, 19, 176,
177]. Aritka, de mar tébb izben kimutatott rendellenességek (pl. hermafroditizmus) is tovabb
nehezitik az ivar megallapitasat [178], mivel a vadaszok sokszor nem minden esetben objektiv
tényezOk alapjan hatarozzak meg az ivart, ugymint a testméret, az agancs megléte vagy
hianya, vagy a kullsé ivarszervek milyensége. Ezek a jellegek azonban itt keverednek, igy
biztos eredménnyel csak a genetikai ivarhatarozas tud szolgalni [179, 180].

Egyes populacidéknal azok jelentds tulszaporodasa és az azzal jar6 gazdasagi és kornyezeti
karokozasa szorgalmazta az ivar azonositasat [17, 20, 176, 177], mig mas teruleteken vagy
fajoknal pont ellenkezbleg, az allomany vészes fogyasa indokolta azt [22, 181]. Mindkét
esetben igaz, hogy az ivararany ismerete segithet az allomanydinamika jobb megértéséhez,
és igy nagyban megkdnnyitheti a megfelelé vadgazdalkodasi vagy konzervacié bioldgiai terv
kialakitasat [17, 20, 176, 177, 182].

Az igazsagugyi szempontbdl legjelentésebb probléma az orvvadaszat és az egyéb
toérvényszegéssel jaré tevékenységek. llyen példaul az olyan ivaru allat elejtése, amelyre
tilalmi id6szak van, és annak az ellenkezd, éppen idényben 1évé ivaruként vald regisztralasa.
Mivel a morfolégiai bélyegek (fej, bels6 szervek és ivarszervek) eltavolitasra kertinek, a gyanu
felmertilése esetében az ivar igazolasanak szinte egyetlen médja a genetikai ivarhatarozas. A
genetikai modszerek ezen tul sokszor gyorsabbak és megbizhatdébbak is, mint a csupan
morfoldgiai alapon térténd ivarhatarozas [183, 184]. Szarvas- és 6zfélékre nézve a PhD
kutatdsom kezdetekor az addig publikdlt moddszerek vagy nem voltak teljeskorien
megbizhatéak [19], vagy csak célzottan egy fajra lettek fejlesztve [174].

A genetikai ivarazonositas tobbféle modon lehetséges, de szinte minden esetben szikséges

hozz& a cél DNS amplifikalasa. Ez térténhet példaul hagyomanyos polimeraz lancreakcidéban
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(PCR) [170, 174], un. ,nested” PCR (két egymast kdveté PCR reakcio egy elegyben két
primerpar alkalmazasaval) alkalmazasaval [176, 185], estleg hurokkozvetitett izotermikus
amplifikacié (LAMP) médszerrel [186—189]. Ezek kdzll a hagyomanyos PCR a legelterjedtebb
[170], de mindegyikre igaz, hogy egy reakcién belll akar tobb ivarspecifikus marker vizsgalata
is lehetséges, megndvelve ezzel az eredmények megbizhatésagat [18, 22, 182].

Az emldsallatokban a genetikai ivarhatarozas alapja legtébbszor a him ivarban megtalalhato
valamely Y kromoszémahoz kétédd gén. igy példaul az Amelogenin Y (AmelY), az Y-
kromoszémas ivarmeghatarozo fehérjét kodold gén (SRY), valamint az Y-kromoszéman lévd
cink-ujj fehérjét kddold gén (ZFY) [22, 190]), melyeket alkalmazhatnak 6nmagaban, illetve egy
ivarra nem specifikus, X kromoszémahoz kotédé kontrol génnel, mint az Amelogenin X
(AmelX), az X-kromoszéman 1évd cink-ujj fehérjét kodold gén (ZFX) [190], vagy egybekotve
mikroszatellitak illetve egy nukleotidos polimorfizmusok (SNP) vizsgalataval [191]. Az
Amelogenin gén fontos tulajdonsaga, hogy jelen van mindkét ivari kromoszéman (altalaban
eltéré hosszusagban), igy mig az Y marker csak himek esetében amplifikalodik, az X marker
egyfajta kontrollként mindig ad terméket. Azonban eléfordulhat, hogy a primerkétd régidban
mutacio torténik, ezzel akadalyozva a termékképzddést, és igy a him egyedek kimutatasat
[192, 193]. A két Y kromoszomas markert alkalmazoé diplex ivarhatarozasi modszerek
megbizhatdésaga ezért nagyobb, mivel példaul allélkiesés esetén is az egyik marker meg jo
eredményt ad, lecsokkentve ezzel a fals negativ eredmények gyakorisagat [22]. Ebbél
kdvetkezbleg az AmelX/Y markerek és egy masik Y kromoszomahoz kotétt marker egyidejl
alkalmazasa két fronton is biztositja az eredmények pontossagat és megbizhatdsagat.
Kutatdsom kezdetekor a szarvasfélékre nézve a hazai és nemzetkozi irodalomban egyarant
csupan egy Y-kromoszomas markert alkalmaztak. A legtdébb esetben ez az SRY vagy az AmelY
volt egybekdtve egy autoszomalis vagy mitokondrialis kontroll szakasszal, kivétel a
pézsmaszarvasnal (Moschus moschiferus), ahol a ZFY Y-kromoszémas markert hasznaltak
[18, 19, 174, 181, 194]. Egyedll a mocsari szarvas esetében alkalmaztak két Y kromoszémas
geént (AmelY és SRY) egyittesen [22].

5.3.2 Fajazonositas és haplotipus diverzitas

Egy minta eredetfajanak meghatarozasakor a genetikai fajazonositas sokszor a leggyorsabb,
legmegbizhatdbb, vagy bizonyos esetekben az egyetlen alkalmazhaté mddszer. Alapja egy
vagy tébb olyan genetikai marker, amely a célfaj és legkdzelebbi rokonfajai k6zoétt elegendd
kilénbséget mutat ahhoz, hogy az alapjan a fajok elkildnithetd8k legyenek, de megfeleléen
alacsony fajon bellli valtozatossaggal rendelkezik barmely, a taxonhoz tartozé egyednek a
célfajba sorolasahoz [195]. Erre tdbb kilonbdz6 markertipus létezik jelenleg, kdztlk a sejtmagi
SNP-k [196] és mikroszatellitak [197], valamint a mitokondrialis markerek (SNP-k és

inzercids/delécids polimorfizmusok), melyek a mai napig szélesebb kdrben alkalmazottak.
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A mitokondrialis DNS (mtDNS) szamos elénnyel rendelkezik mind forenzikus, mind egyéb célu
vizsgalatok szempontjabdl. A kevésbé hatékony hibajavité mechanizmusok miatt a nuklearis
DNS-nél (nDNS) altalaban magasabb mutaciés rataval rendelkezik [198]. A magas mutacios
ratan tal uniparentalis (anyai) 6roklédést mutat [199], és nem megy végbe rekombinacio a
sejtosztddas soran [200]. Ezen tulajdonsagai miatt alkalmas az anyai vonalak elkilonitésére,
kizarasos vizsgalatokra, és olyan populacidknal, ahol egyes haplotipusok fixalédtak, akar
populaciok elkilonitésére [201, 202], vagy foldrajzi eredet meghatarozasara is [38].

A mtDNS tovabbi el6nye, hogy rendkivul ellenallé az nDNS-hez viszonyitva. Ez egyfel6l azért
van, mert a sejtmaggal ellentétben, amibél sejtenként csak egy kopia van, mitokondriumok a
sejt citoplazmajaban nagy szamban vannak jelen, emellett pedig az egyes mitokondriumokon
belll is a DNS t6bb kdpiaszamban fordul el [203]. Ezen felll a genom cirkularis szerkezete
is védelmet jelenthet [204]. A mtDNS vizsgalata killénésen akkor fontos, amikor kdrnyezeti
hatasok, példaul a baktériumok okozta bomlas [205], nedvesség [206], hd vagy kulonféle
kemikalidk miatt a genetikai anyag er6sen degradalédott. Mindezek ugyanis ellehetetlenithetik
a PCR technika soran végbemend célzott DNS-szakaszok felszaporitasat a DNS
fragmentacioja miatt [207].

Kilonféle vizsgalatokra kulonb6zé mtDNS szakaszokat hasznalnak. Fajazonositasra
leggyakrabban a citokrom B-t (CytB) [114, 208, 209] és a citokréom C oxidazt (COI) [210, 211]
alkalmazzak [195], mig fajon beldli elkllonitésre, mint alfaji elkilonités, populacids vagy
foldrajzi eredet meghatarozas a kontroll régio (D-loop vagy KR) a legalkalmasabb [212—-215].
Ez utébbi az mtDNS nem kddol6 szakasza, amely két periféridsan elhelyezkedd hipervariabilis
régiobol, és egy kozeéjuk ékel6dd konzervativ szakaszbdl all [216, 217]. TObb kutatas is ugy
talalta, hogy ez a marker hatékonyan képes kimutatni inter- és intraspecifikus kulénbségeket
egyarant [200, 218-220].

Nuklearis és mitokondridlis markereket 6sszehasonlitva azt talaltak, hogy az utébbiak
altalaban hatékonyabbak fajazonositasra [221]. A nuklearis markereknek leginkabb akkor van
szerepe, amikor recens [222, 223], vagy egy multbéli hibridizacio [90, 224, 225] miatt a faj
egyes egyedei a rokonfaj mitokondriumat hordozzak. Tovabba probléma lehet, amikor két
kozeli rokon faj egyedeit mitokondridlis markerek alapjan egy fajba sorolnank a genetikai
variabilitds hianya miatt, vagy pont ellenkezéleg, egy adott faj egyes egyedeit nem tudnank a

fajhoz rendelni, mert azok mitokondrialis genomja jelentésen kilénbdzik egymastél [226].

llyen esetekben a mar emlitett nuklearis SNP és mikroszatellita markereket alkalmazzak, mivel
diploid 6rokl6désuk miatt az utodban megjelennek mind a két szul6tdl 6rokaolt allélok, igy a
recens vagy multbéli hibridizacié kimutathatova valik. A markernek ebben az esetben is elég
homogénnek kell lennie fajon bellk, hogy az azonos faj vagy populacié egymastdl genetikailag

tavol allé egyedeit is megbizhatéan egybe sorolja, azonban elég valtozatossaggal kell
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rendelkezni, hogy a kdzeli rokon fajokat vagy populacidkat szétvalassza. Mind az SNP, mind
a mikroszatellita markerek egy hosszu szelekcios folyamaton esnek at a kutatas soran,

amelynek a végén a kritériumoknak megfelelé markerek kivalogatasra kertlnek [25, 170, 174].

5.3.3 Egyedazonositas

El6fordul, hogy a kilénb6z6 vadonéld allatokat érinté blincselekmények megoldasahoz nem
elegendd az ivari vagy faji szintli azonositas, hanem egyedi szintli azonositasra van sziikség
[25, 171-174]. Erre jelenleg a legelterjedtebb mddszer a mikroszatellitak alkalmazasa,
melyeket STR-eknek (révid tandem ismétlédés, short tandem repeat) is neveznek. Ezek olyan
DNS szakaszok, amelyek 1-10 bazispar hosszusagu egységekbdl (pl. ATG-ATG) allo, egymas
utan tébbszor ismétlédd szekvencidkat tartalmaznak [227]. A mikroszatellitdk magas mutacios
rataval rendelkeznek, igy altalaban nagy mértéki polimorfizmust mutatnak, és nagy szamban
fordulnak el6 a genomban [228]. Ez a polimorfizmus a bazismotivum ismétliédésének

szamaban, tehat hosszpolimorfizmus formajaban mutatkozik meg [171].

Egy adott STR I6kuszon minden eltéré szamu ismétlédést mutatd varians egy-egy allélt jelent.
belil maximum két kulonb6zd allél lehetséges, egy anyai és egy apai [229]. Mivel a
komplexebb élélények genomjaban nagy szamu STR talalhaté, melyek egyenként is sok
alléllal rendelkezhetnek populaciés szinten, igy tobb marker kombinalasaval egyedi szinti
genetikai ,mintazatot”, ugynevezett genotipust kapunk [230], amely kimutatasa fontos része a
forenzikus célu vizsgalatoknak [171]. A mikroszatellitdkat mindemellett alkalmazzak példaul

populacio struktura [27, 90, 231] és genetikai diverzitas vizsgalatahoz is [24, 232, 233].

Az alapjan, hogy hany bazisparbdl all az ismétlédé motivum, megkulénbdztetliink mono-, di-,
tri-, tetra-, penta-, és hexanukleotid mikroszatellitakat [234]. Ezek amplifikacios
megbizhatdsaga, variabilitasa és szama a genomban eltér egymastdl. Forenzikus
vizsgalatokhoz a mikroszatellitakon belll is a tetramer szerkezetliek alkalmazasa javasolt,
vagyis azon markereké, amelyek négy bazisparbdl allé ismétlddé motivummal rendelkeznek
(pl. TACA-TACA) [25, 170-174]. Az ennél hosszabb penta- és hexamer mikroszatellitak
ugyanis kevésbé gyakoriak az él6lények genomjaban, valamint altalaban kevesebb alléllal
rendelkeznek rovidebb motivumu valtozataiknal, ami sokszor alkalmatlanna teszi ezeket
egyedi azonositashoz [171]. A rovidebb di- és trimer mikroszatellitdknal ezzel szemben a
probléma forrasa a PCR soran gyakran eléforduld, a valés terméknél kevesebb vagy tobb
ismétlédést tartalmazé mitermék képzddése, az un. ,dadogas” [25, 171], ami nagy mértékben
megneheziti és bizonytalanna teszi a kevert mintakbdl az allélhosszak leolvasasat, és ezzel
az egyedek azonositasat [235]. A dadogas (angolul stutter) abbdl adédik, hogy a DNS szal a

PCR soran felhurkolddik (,hairpin” képz6dés), ami miatt megszakad az 0j DNS szalat
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szintetizald enzim, a DNS polimeraz mikddése [236, 237]. A szintetizalas Ujra indulasakor a
hurkolédott rész vagy kimarad, tehat rovidebb lesz a termék, vagy tébbszor szintetizalodik és
hosszabb termék képzédik. Ez a szintetizalasi hiba jelen van in vitro és in vivo DNS masolasnal
egyarant [237]. Mivel az igazsagugyi vizsgalatoknal kiemelten fontos az eredeti mikroszatellita
ismétlédés szamanak megallapitasa, kiuléndsen példaul tébb egyedet tartalmazé, kevert
mintak esetében, igy ezen markerek alkalmazasat lehetéség szerint a kriminalisztikaban
kerulik. Ezzel szemben a tetramer markerek altalaban még eléggé polimorfak, és kevésbé

vagy egyaltalan nem dadognak , idealissa téve ezeket a forenzikus felhasznalashoz [238].

A mikroszatellitakkal valéo hatékony munka része a markerek multiplex PCR-ben valo
sokszorositasa is [174, 230, 239], ahogy az valamennyi validalt markerszett esetében elvart
[25, 170, 174, 175]. A multiplex PCR Iényege, hogy tébb marker parhuzamosan amplifikalodik
egy reakcio elegyben, egy id6ben, az atfed6 allélhosszisagu markerek kulonbozé szini
jelolésének biztositasaval az azonosithatésag érdekében [171]. Ez a Kkoltség- és
id6hatékonysag szempontjabdél fontos médszer azonban nem mindig lehetséges, mivel egyes
esetekben olyan dolgok akadalyozzak a markerek egy reakcidéban valé alkalmazasat, mint
példaul a primer-dimerizacié [240], vagy a primer klaszter képz6&dés [241], ami gatolja a PCR

reakcié soran a termékképzdédest [172].

A PCR amplifikacié soran sokszorositott, markertdl és alléltol fliggben kildnbdzé méretli DNS
fragmentek hosszat a reakciot kovetéen azt valamilyen médon leolvashatova kell tenni. Erre
a legszélesebb kérben alkalmazott mdédszer a kapillaris elektroforézis, amely egy bazispar
kilénbség kimutatasat is lehetévé tevé preciz technika [242]. Ehhez a PCR soran a keletkez6
terméket fluoreszcens jeldléssel kell ellatni [243], hogy az amplifikaciét kdvetéen azok a
fluorofor segitségével detektalhatéva valjanak a lézeres gerjesztés soran. A jeldlésre
leggyakrabban alkalmazott mdédszer a forward primerek 5 végének fluoroférral torténd

jelélése, ami altal a PCR soran keletkez6 termékek is jeldlédnek [244].

A forward primereket fluoreszcens jeldléssel ellatni azonban jelent6s koltségeket jelent a
kutatas soran, kildondsen nagy mennyiségl primer tesztelése esetén. Ezzel szemben az
univerzalis primereket alkalmazé ,farkazasos” (masnéven tailing) technika maximum négy
univerzalis primer fluoroférral valé jeldlését kdveteli meg, nagyban csdkkentve ezzel a
koltségeket. Az univerzalis primer, masnéven farok szekvencia tartalmazza a fluoreszcens
jelélést, a forward primerhez pedig az 5’ végén ugyanezzel a szekvenciaval van kiegészitve,
mig a reverz primer valtozatlan marad. Ennek segitségével a PCR els6 ciklusaiban a farok
szekvenciaval megtoldott forward primer kapcsolédik a DNS-hez, és végbemegy a

polimerizacié (3. abra). Ezt kdvetéen az uj szalhoz a reverz primer a kévetkezd ciklusban egy
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komplementert készit, amin rajta lesz a farok szekvencia komplementere is. Ehhez tud majd

a jeldlt univerzalis primer kapcsolédni, létrehozva ezzel a floureszcensen jeldlt terméket [245].
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3. abra Univerzalis primerekkel torténd jeldlési technika miikodése (a szerzd sajat abraja).

Az adott genetikai vizsgalathoz megfelel6 mikroszatellitdk tobb forrasbdl szarmazhatnak. A
markerszelekcio torténhet a teljes genom szekvencia vizsgalataval [171, 172, 174, 175], a
fajpan korabban publikalt markerek felhasznalasaval [38], vagy mas fajra leirt markerek
teszteléseével [8, 25, 173], amennyiben a primerkoté régio konzervalt a genetikailag kozelallo
fajok kozott [246]. A markerkivalasztas médja mindig az adott fajra korabban végzek kutatasok,
és a rendelkezésre allé informaciok fluggvényében torténik. Ezekre alapozva kidolgozasra
kerultek mar olyan genetikai modszerek, amelyek potencialisan alkalmasak barmilyen
szbvetbdl torténd tesztelésre, koztlik orrvadaszoktol lefoglalt maradvanyok, hus és
huskészitmények, valamint tréfeak vizsgdlatara, esetleg egy tetem sorsanak nyomon
kovetesére [166]. A mikroszatellitakat, mint genetikai ,ujjlenyomat” [229], mar sok hasonlé
esetben, mind a kontinensen kivll, mind azon belil sikeresen alkalmaztak blinesetek
felderitésére [9, 247-249].
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5.4 Eddigi genetikai kutatasok a célfajokra

5.4.1 Damszarvas

A damszarvas a szarvasfélék kozll az egyik legszéleskdrben betelepitett faj, mind Eurépaban,
mind a vilagon, igy mara mar kozmopolita elterjedésiinek tekinthet6 [39, 250]. Ebbél kifolydlag
tdbb orszag kutatdi is érdekeltek a populacié genetikai vizsgalataban (pl. frorszag [251],
Ausztralia [252], Horvatorszag [253], Magyarorszag [37]). Szamos terlleten végeznek
kutatasokat, koztlk evoluciébiolégia [219], populacié struktira [38], egészségugy [254],
diverzitas [37], vagy éppen igazsagugyi [255] felhasznalast célozva. Valamennyi
damszarvassal kapcsolatos kutatas a faj alacsony genetikai diverzitasat mutatta ki [37, 38,
201, 251, 252, 254, 256-258], a tobbféle, egymastdl nagyban eltér6 marker hasznalata

ellenére is.

Tobb vérbdl és egyéb szovetbdl szarmazé protein és enzim is monomorfnak bizonyult a
tesztelések soran, egyedul a katalaz enzim [201, 257], és a peroxidaz enzim [201] mutattak
némi polimorfizmust két-két alléllal, de mas fajokhoz képest ez is alacsony variabilitasnak
tekintheté. A proteinek és enzimek vizsgalatat késdbb felvaltotta a genetikai markerek
tesztelése. A nuklearis markerek kozil a prion protein gén (PRNP gén) azonban hasonléan
monomorfnak bizonyult [254]. Ennek a génnek az egyes alléljai a kronikus sorvadasos
betegség (CWD) megjelenési esélyéhez kéthetéek, ami szorgalmazta a gén spanyol populacié
egyedein valo felmérését, de variabilitds nem mutatkozott, mivel minden vizsgalt allat ugyanazt
az allélt mutatta. Ezzel egyetértésben, a mikroszatellitak sem mutattak jelentésebb
polimorfizmust a fajon bellil annak ellenére, hogy az STR markerek altalaban magas
variabilitassal rendelkeznek, és tobb mint 40 dinukleotid mikroszatellita kerilt tesztelésre ir,
illetve tasman populaciokban [251, 252]. Bar a maximalis allélszam 6t volt, a legtébb marker
minddssze csak két-harom alléllel rendelkezett [252], amig a rokon fajokban ugyanezek a
markerek magas polimorfizmust mutattak [259]. Hasonlé eredményeket kaptak, amikor
ugyanazzal a 12 STR markerrel vizsgaltak németorszagi 6zeket, gim-, és damszarvasokat,

ahol szintén a damok rendelkeztek a legalacsonyabb allélszammal [255].

A mitokondrialis markerek vizsgalata is hasonlé eredményeket mutatott. Egy 2017-es kutatas
soran [38], melynél kilenc mikroszatellita markerrel egyutt a mitokondrialis kontroll régiot is
vizsgaltak tiz europai orszagra, valamint Kanadara nézve, lokalisan alacsony diverzitast
mutattak ki. A kulonb6zd populaciok kozott azonban esetenként nagy volt az eltérés. A vizsgalt
orszagok korében Magyarorszag is szerepelt 14 mintaval két dél-magyarorszagi teruletrdl.
Emellett még egy 2018-as kutatas [37] vizsgalta a hazai allomanyt a kontroll régiéra, 41
mintabdl az orszag észak-keleti részén. A két kutatasban harom, illetve 6t haplotipust talaltak

a hazai dam populacidkban, utdbbinal az egyiket mindéssze egy egyedbél mutatték ki. Ez
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alapjan a hazai damszarvasok polimorfabbnak mutatkoztak a kilféldi tarsaiknal, azonban mas

agancsos fajokhoz képest a genetikai valtozatossaguk tovabbra is alacsony.

A populaciokon beluli alacsony, de kozottuk 1év6é magas diverzitds mogott az egyik ok az
atvandorlas, tehat a génaramlas hianya feltételezhetd [38]. Ezen felll a pleisztocénben tortént
széleskori kihalas révén kialakult palacknyak hatas lehet az oka a mar kezdeti populaciékban
jelen lévé alacsony genetikai valtozatossagnak [38, 45]. Ezt kdvetben az emberek altali kis
egyedszammal térténd transzlokaciok szintén tovabb ronthattdk a helyzetet [260],
ervenyesitve az alapité hatast, valamint a kis kezdeti populaciok miatt egyes allélek eltlinését
a genetikai sodrodas réven [38, 251, 252]. Ezen felll tébb kutatas is populacion beldli

beltenyészettséget allapitott meg [37, 41, 251].

A helyzetet tovabb arnyalja a szarvasfélékre, igy tehat a damra is jellemzd parzasi rendszer,
a poliginia. A dominans himek a kevésbé dominans himeket hattérbe szoritva tébb nésténnyel
is parosodnak, ezzel csdkkentve az effektiv populacidméretet, amelynek kdvetkezménye a
nem dominans himekben |évé ritka allélek kiesése a populaciobdl [251]. Mindezek miatt a

hazai populaciok és a faj egészének az alacsony genetikai diverzitasa kontextusba helyezédik.

5.4.2 Gimszarvas

A gimszarvas, mint Eurdpa legikonikusabb agancsos faja, mind kulturalis, mind vadaszati
jelentésége miatt kiemelt alanya a genetikai kutatdsoknak. A populaciogenetikai kutatasok
féleg az egyes teruleteken él6 allomany genetikai diverzitasat [23, 64, 74, 202, 261-269], a
populaciok kdzétti génaramlast, vagy annak hianyat, valamint a mas populacioktol valé
izolacié mértékét [262, 270—274] prébaljak feltarni. Tobb nuklearis SNP-t [82, 268, 269, 275]
és STR-t [23, 262, 263, 268, 271, 276—-279], valamint mitokondrialis markert, mint a citokrom
B [64, 202, 280] vagy a kontroll régio [64, 271, 276, 279, 281] alkalmaztak mar a cél
fuggvényében. A filogenetikai vizsgalatok a tdbbi, Cervidae csaladba tartozé fajjal valo
rokonsagan tul [160, 282, 283] a kuldonbdz8 jégkorszaki refugiumok elhelyezkedésével [61, 62,
64, 283], és a belbluk leszarmazo vonalak rekolonizacios hataraival, illetve keveredésével,
valamint az alfajok kdzo6tti rokoni kapcsolatok [64, 283—286] feltarasaval is foglalkoznak.

A genetikai strukturaltsag mogott rejlé okokat kutatva a faj viselkedésdkologigjat, példaul a két
ivar migracios hajlandésagat [270, 274, 287], és egyedi viselkedés jegyeit [287-289] is
vizsgaltak. Ezen felll a gimszarvas kutatasok tobb markert is talaltak, amelyek kapcsolatba
hozhatdak olyan tulajdonsagokkal, mint példaul az agancsfejl6dés [290-292], vagy a szuletési
suly [293]. Tortént moédszerfejlesztés ezen kivil a populacié egyedszamanak nem invaziv
maodon gy(ijtétt mintakbdl vald becslésére is [294].

Mas vizsgalatok az idegenhonos egyedek illegalis betelepitésérdl, és szarvasteleprdl

szarmazo tetemek vadaszati kvota teljesitéséhez valé felhaszndlasardl [295], vagy az

30



idegenhonos szikaszarvassal (Cervus nippon) valé hibridizaciojarol [75-77, 224, 281, 296,
297] szamoltak be. A tervezett, kontrollalt telepitésekkel ellentétben [67] az engedély nélkdli
telepitések Uj patogéneket hozhatnak egy arra nézve ,naiv’ populaciéba [298], a kisebb,
rosszabb agancsmindséggel rendelkezd fajjal valé hibridizacié pedig az allomany leromlasaval
jarhat [75]. Egyes kis létszamu vagy genetikailag korabban drasztikusan beszlkilt
populacioknal probléma lehet emellett a beltenyésztés is [74]. Ezekkel az eredményekkel a faj
jelen allapotban valé megbrzéséhez elengedhetetlen informacidkat nyert a tudomany.

A hosszutavu veszélyek mellett a rovidtavu veszélyeztetd tényezékkel is szamolni kell
azonban. Tobb genetikai vizsgalat [166, 255, 299] keresett megfelel6 markereket példaul
igazsagugyi alkalmazasra, kozulik kiemelendé a hazai gimszarvas allomanyra tesztelt és
validalt DeerPlex marker szett [25], amely az igazsaglgyi standardoknak megfeleld

megbizhatosaggal képes az egyedi szintl azonositasra.

5.4.3 Eurépai 6z

Az eurdpai 6z széleskori elterjedésének és nagy egyedszamanak készénhetben tébb eurdpai
orszagban is a genetikai kutatdsok kedvelt alanya. Az alkalmazott markerek kozott
mitokondridlis és nuklearis markerek egyarant vannak, sok esetben kombinalva. Mitokondrialis
markereket alkalmaztak tobbek kézott filogenetikai vizsgalatokhoz [300, 301], a pleisztocén
refugiumok és azokbal kiindulod leszarmazasi vonalak feltérképezéséhez [36, 87, 90, 302-305],
a populacioé struktura és genetikai diverzitas felméréséhez [36, 87, 302, 305-307], valamint a
szibériai 6zzel valé multbeli [90, 300, 308] introgressziot felmérd vizsgalatokhoz.

Sikeresen hasznaltak mikroszatellitakat recens hibridizacio felméréséhez [89], filogeografiai
vizsgalatokhoz [87, 307], genetikai diverzitas feltérképezéséhez [87, 97, 309-311], populaciok
eredetének és kapcsolatainak felderitéséhez [101, 312], allélgyakorisag valtozasok idébeni
kdvetéséhez [310], valamint, hogy felmérjék egyes markerek igazsagugyi felhasznalhatésagat
[166, 174, 255]. Ez utdbbiak kozul kiemelendd egy 2021-es svajci kutatas [174], amelyben

egy, az igazsagugyi standardoknak is megfelel6 markerszettet fejlesztettek 6zekre.

5.4.4 Eurépai muflon

A muflont, féleg az eredeti el6fordulasi tertletein konzervacié bioldgiai célbdl, de olykor, mint
trofeas vadat allomanymegdérzés céljabdl is mar szamos vizsgalatnak alavetették. A kezdeti
tesztelések soran vércsoportantigéneket és fehérjéket alkalmaztak [313-317], ezeket viszont
mar az ezredforduld el6tt felvaltottak a DNS alapu vizsgalatok [318]. A muflonokban tértént
eddigi genetikai tesztek nagyrészt Eurdpaban [21, 110, 119, 319-325], azon belll is
Franciaorszagban [318, 326-337], Szardinian [121, 332, 338, 339] és Cipruson [8, 331, 340,
341] koncentralodtak. Ezen tul még egy sarkkori szigeten [342—344] és Azsiaban [110, 120,
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324, 325, 345-347] végeztek a muflon genetikajanak megismerését célzé kutatasokat mind

mitokondrialis, mind pedig nuklearis markerek segitségével.

Valamennyi eddigi kutatas a muflonpopulacidk alacsony genetikai diverzitasat allapitotta meg.
Kivételt képez ez aldl a szubantarktikus Kerguelen szigetcsoport Haute-szigetére telepitett
muflonpopulacié, ahol a két alapitdé egyed (egy kos és egy jerke) ellenére a sajatos populacié
dinamikanak kdszénhetéen fennmaradt a vizsgalt mikroszatellitak heterozigozitasa [342, 344].
A helyi populaciok genetikai dsszetételének ismerete lényeges informacidkkal szolgal az
allomanyok multjaval, jelenlegi dinamikajaval, fennmaradasaval és tulélésével kapcsolatban.
Segitségével a populaciok fenntartasahoz, és az emberi tevékenységek negativ hatasainak
felméréséhez és azok minimalizalasahoz szukséges tervek dolgozhatok ki. Az alacsony
genetikai diverzitds magaval vonhatja egyes betegségek megjelenését és a populacidok
szaporodasbioldgiai mutatoinak romlasat, példaul a jerkék és anyajuhok termékenységének
csOkkenésével. Az igazsagugyi célu vizsgalatok kiemelkedé fontossaguak lehetnek a
muflonokkal kapcsolatos orvvadaszat és élelmiszerhamisitasi esetek felderitésében, a
muflonok és juhok kdzotti dsszehasonlitd genetikai vizsgalatok pedig hozzajarulnak a
genetikai hasonlosagok és kulonbségek feltarasahoz, igy az alfajok/fajtak kialakulasanak

megértéséhez, valamint a hibridizacié felméréséhez.

Kiemelendd két esettanulmany [8, 339], ahol annak megallapitasara volt szlkség, hogy a
lefoglalt tetem legalisan ledlt hazi juhtdl vagy a helyi védettséget élvezé, illegalisan elejtett
muflontél szarmazik-e, utdbbi esetben bizonyitva az orvvadaszat tényét. Mindkét esetben a
hazi juhtdl szarmazo dinukleotid mikroszatellitakat és egy mitokondrialis markert alkalmaztak

fajazonositas céljabdl.
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6 Ceélkitliizések

6.1 Ivarazonositas

Az ivarazonositas esetében a célom egy olyan DNS alapu, magyarorszagi agancsos fajokra
(gimszarvas, damszarvas, illetve 6z) alkalmazhaté moddszer fejlesztése volt, amely két Y
kromoszémas markert (SRY, AmelX/Y) tartalmaz, ezzel ndvelve annak megbizhatosagat.
Ezek kozul az egyik marker (AmelX) egyben X kromoszémas kontroll funkciot is betolt, tovabbi

biztositékot nyujtva a fals eredmények ellen.

6.2 Fajazonositas

A fajazonositas esetében a célom egy, a forenzikus célu vizsgalatoknak is megfeleld,
mindharom Magyarorszagon el6fordulé agancsos fajra (gimszarvas, damszarvas, illetve 6z)
egyarant alkalmazhaté DNS alapu fajazonositd modszer fejlesztése volt a CytB marker

felhasznalasaval.

6.3 Populaciégenetikai vizsgalatok
Az elvégzendé vizsgalatokhoz a mintagydjtést olyan hazai tertletekrél terveztem, ahonnan

még nem allt rendelkezésre genetikai informacid.

6.3.1 A mitokondrialis kontroll régié (mtKR) vizsgalata
A harom hazai agancsos fajnal és muflonnal a mtKR igazsagugyi célu vizsgalatokban torténd

alkalmazasanak felmérése volt a célom. Ehhez az alabbi Iépések elvégzését terveztem:

- Mintak gyUjtése olyan hazai tertletekrdl, ahonnan még nem all rendelkezésre genetikai
informacio.

- Haplotipus diverzitas, az anyai vonalak alapjan valo kizaras, valamint a populaciékhoz
valoé hozzarendelés lehetségének felmérése.

- A GenBank adatbazisban talalhaté hazai és kulfoldi kontroll régié szekvenciakkal valo

Osszevetés a hazai allomany kontextusba helyezéséhez.

6.3.2 Egyedi szintli azonositas
Damszarvasnal és eurdépai muflonnal olyan tetramer mikroszatellita markerkészlet
kivalogatéasa volt a célom, amely alkalmas az igazsagugyi standardoknak is megfeleld egyedi

szintl azonositasara. Ehhez az alabbi Iépéseket terveztem:

- Mintak gyujtése olyan hazai tertletekrdl, ahonnan még nem all rendelkezésre genetikai

informacio.
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Valamennyi jelenleg hozzaférhetd, a dam esetében szarvasfélék (Cervidae), a muflon
esetében juhfélék (Ovidae) genetikai vizsgalatara korabban hasznalt tetranukleotid
marker 6sszegyljtése publikaciokbdl, valamint a GenBank adatbazisabdl.
Koltséghatékonysag céljabdl a kivalasztott mikroszatellitak PCR sokszorositasahoz
alkalmazott primerek fluoreszcens jeldlése az ugynevezett ,farkazasos” (tailing)
modszerrel.

A markerek monoplex tesztelése korabban leirt protokollok, illetve szikség esetén
modositott vagy Uj protokollok alapjan.

A megfelel6 min6ségl és mennyiségli PCR-terméket produkalé markerek vizsgalata
kapillaris elektroforézissel; az allélhosszak megallapitasa.

Polimorf markerek kivalogatasa és statisztikai elemzése.

Gimszarvas esetén szintén rendelkezésre allt egy validalt tetramer markerszett (DeerPlex | és

DeerPlexll), amellyel a hazai allomanyok nagy részének felmérése mar megtértént, igy az

eddig nem vizsgalt populaciok vizsgalatat tiztem ki célul. Ehhez az alabbi |épések voltak

szlkségesek:

Mintagy(jtés két hazai, eddig nem vizsgalt teruletrdl.

DeerPlex | és Il multiplexek tesztelése; az eredeti PCR protokollal, vagy sziikség
szerint annak maédositott valtozataval.

A PCR-termékek kapillaris elektroforézissel valé vizsgalata; az allélek leolvasasa.

Az eredmények statisztikai elemzése.

Eurdpai 6znél célom egy, az igazsagugyi sztenderdeknek megfeleléen kidolgozott tetramer

mikroszatellita markerkészlet (STRoe deer) tesztelése volt a magyar allomanyra. Ehhez az

alabbi lépéseket terveztem:

Mintak gyUjtése olyan hazai teruletekrél. amelyekr6l még nem all rendelkezésre
genetikai informacid.

Koltséghatékonysag céljabdl a mikroszatellitdk PCR sokszorositasahoz alkalmazott
primerek fluoreszcens jeldlése az ugynevezett farkazasos” (tailing) médszerrel.

A STRoe deer multiplex tesztelése az eredeti, illetve szikség esetén moédositott PCR
protokollal.

A multiplex rendszerben sokszorositott PCR-termékek kapillaris elektroforézissel valo
elvélasztasa és az allélhosszak leolvasasa.

Az eredmények statisztikai elemzése.
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7 Modszertan

7.1 Mintavétel

Az Osszes rendelkezésemre allé minta 2019 és 2023 kozotti, vadaszok altal végzett legalis
kilovésekbdl szarmazo izom vagy sz6rosbér szovetdarab volt. A kulonb6z6 vizsgalatokra
eltéré szamu mintat hasznaltam az adott vizsgalat mintaigénye, illetve a rendelkezésemre allé
mintak fuggvényében. Ez az ivar- és fajazonosité vizsgalat esetében 30 gimszarvast, 47
damszarvast és 38 eurdpai 6zet, a mitokondrialis kontroll régio tesztelésénél 27 gimszarvast,
138 damszarvast, 43 eurdpai 6zet és tiz darab muflont, mig a mikroszatellitakat felhasznalo
kutatasoknal 16 gimszarvast, 20 damszarvast, 43 eurdpai 6zet és tiz darab muflont jelentett.
Mivel a kulénb6zé vizsgalatok nem egy idében torténtek, valamint a mintak
hozzaférhetéségének és a faj sajatossagaira vald tekintettel olykor eltéré terileti felosztast
tekintettem célszerlinek, ezért a mintavételi tertletek elnevezése és kiterjedése nem mindig
azonos, ahogy a hozzajuk tartozé mintak sem. A forraspopulaciékra vonatkozé adatokat az 1.
tablazatban tlintettem fel, mig azok elhelyezkedését a 4. abra mutatja be.

1. tablazat A kilonb6zé vizsgalatok mintavételi helyei és mintaszamai. Mas publikaciobol szarmazé

mintak forraspublikacioi fels6indexszel jeldlve a kovetkezdk szerint: 1: [37], 2: [38], 3: GenBank-i
azonositd: EU436765-EU436840, 4: [348], 5: [349], 6: [88].

Faj Mintavételi hely Sajat Faj Mintavételi hely Sajat Mas Osszesen
lvar- és fajazonositas db Kontroll régios vizsgalatok db db db
Dam  Budai-hegység 23 Dam  Eszaknyugat-Mo. 34 34
Godollsi-dombvidék 17 Eszakkelet-Mo. 41" 41
Mez6fold 6 Eszakkozép-Mo. 42 42
Dunantuli-dombsag 1 Délkézép-Mo. 31 31
Gim Budai-hegység 19 Délkelet-Mo. 1 62 7
Hortobagy 1 Délnyugat-Mo. 30 72 37
Bakony 6 Gim Budai-hegység 15 15
Zalai-dombsag 2 Gemenc 9034 90
Dunantuli-dombsag 2 Bukk-hegység 333 33
6z Budai-hegység 36 Dunantuli-dombsag 12 12
Hortobagy 1 Zemplén-hegység 414 41
Maros-Kérés kdze 1 6z Kozép-Dunantul 215 21
Egyedi szintii azonositas db Budai-hegység 27 27
Dam  Budai-hegység 8 Kiskunsag 12 16 13
GodéllGi-dombvidék 6 Maros-Kéros kdze 3 16 4
Vértes-hegység 3 Hortobagy 1 88 9
Kiskunsag 2 Nyirség és kdrnyéke 126 12
Gemenc 1 Zemplén koérnyéke 136 13
Gim  Budai-hegység 14 Biikk-hegység 98 9
Kiskunsag 10 Zalai-dombsag 108 10
6z Budai-hegység 15  Muflon Budai-hegység 10 10
Dunantuli-dombsag 13
Kiskunsag 15
Muflon Budai-hegység 10
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Szlovakia

Ausztria

SRY, AmelX/Y, CytB: ® [ ] [ ]
mtKR: O O Lo
STR: + + +
Minden markerre*: (%)
Pontosan ismert
{" mintavételi hely: O pl VEH
} Nem pontosan e
ismert mintavételi | pl. KDT
hely: =
Dam mtKR
vizsgalatok: ol RKa
z z : 0 20 40km
Horvatorszag Szerbia —_—

4. abra A vizsgalt populaciok elhelyezkedése a térképen a mintavételi helyek feltiintetésével, kivétel a
Kozép-Dunantuli régid, ahol a forras nem jelolte meg a pontos mintavételi helyet csak a régiét. *: mind
a négy vizsgalt fajbol (a muflont is beleértve) szarmazott minta minden markertipusvizsgalatahoz a
Budai-hegység régiobol. BAK: Bakony, BUH: Budai-hegység, BUH: Biikk-hegység, DKe: Délkelet-
Magyarorszag, DKo6: Délkézép-Magyarorszag, DNy: Délnyugat-Magyarorszag, DTD: Dunantuli-
dombsag, EKe: Eszakkelet-Magyarorszag, EK®: Eszakkdzép-Magyarorszag, ENy: Eszaknyugat-
Magyarorszag, GEM: Gemenc, GOD: Gédélléi-dombvidék, HOR: Hortobagy, KIK: Kiskunsag, MEF:
Mez6fold, MKK: Maros-Kéros kdze, NYK: Nyirség és kérnyéke, VEH: Vértes-hegység, ZAD: Zalai-
dombsag, ZEH: Zemplén-hegység, ZEK: Zemplén kornyéke.

7.2 DNS preparalas

A DNS kinyerését a FavorPrep™ Tissue Genomic DNA Extraction Mini Kit (Favorgen Biotech
Corp, Ping-Tung, Taiwan) felhasznalasaval a gyarté altal megadott protokoll szerint végeztem.
A DNS tisztitasat kdvetéen annak minéségét 150 Volton 40 perces agarézgél elektroforézissel
ellendriztem, a gélhez 1% GelSafe (Danagen, Barcelona, Spanyolorszag) gélfestéket adtam
a DNS lathatéva tételének érdekében. A DNS mennyisségi ellendrzését Qubit 2.0 Fluorometer
(Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA) készulékkel végeztem. A sikeresen

kinyert DNS mintakat ezutan -20°C fokon taroltam.

7.3 Alkalmazott moédszerek
7.3.1 lvar- és fajazonositas

7.3.1.1 Primertervezés

A harom fajnal az SRY, AmelX és Y, valamint a CytB szekvenciait az NCBI GenBank
adatbazisbdl elérve (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/, 2021. november 28-an) téltéttem
le. A kivalasztott homoldg szekvenciakat ezutan a MEGA szoftver (Molecular Evolutionary
Genetics Analysis across computing platforms) [350] segitségével illesztettem. Az ivari

markereknél a célom az volt, hogy azonositani tudjam a konzervativ régidkat. A mindharom
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fajra nézve egyezd régiokat felhasznalva univerzialis primereket terveztem a Primer Designer
4 software (http://www.scied.com, hozzaférés 2021 november 18-an) segitségével. A
kivalasztott primerek hossza 18 és 20 bazispar k6zoétt volt, és nem mutattak az amplifikaciot
akadalyozo strukturalis problémakat, mint a primerek kdzotti vagy primereken beldli (hairpin)
komplementer képzés (2. tablazat).

2. tablazat A markerek, a hozzajuk tartozé primerszekvenciak (F: forward primer, R: reverz primer, R-
univ: univerzalis reverz primer) a megfeleld fluoreszcens jeldléssel, a primer koncentraciokkal, fajonként
értend6 termékhosszabbak (Ce: Cervus elaphus, Dd: Dama dama, Cc: Capreolus capreolus), valamint

GenBank-i azonositd szamokkal. A primerszekvenciakban kis betilivel jelzett részek a lehetséges
polimorf poziciok.

Marker Primerszekvencia 5’-3’ Konc. Me'ret (I’ap) GenBar}k'-l
(nM) (fajonként) azonosité
MW876193-
F: 6-FAM_CAACACCACCAGCCAAAC X: 194 (Ce,Dd, Cc) ol oo
AmelX/Y 1 Y- 140 (Go) MW876196
R: AATATCGGAGGCAGAGGT 149 (D4, C0) MW876197-
' MW876198
F: 6-FAM_TCAGCAAGCAGCTGGGGTAT MW876187-
SRY R: ATAGCCCGGGTATTTGTCTC 0.4 113 (Ce, Dd, Cc) MW876189
F: GGgGCATCAATatTTTTCATCTGLCTgTTHA 0,5
: 176 (Ce) MW876190
Cyth F: CTTTATCTGCCTATTCATCCATGTT 0,5 162 (04) MWE76191

F: GACGTcAACTATGGITGAATTATCCGATAIATACAT 0,5

R-univ: 6-FAM_GTTGCTCCTCAaAATGATATTTGTCC 1.5 218 (Ce) MW876192

A fajazonositasnal ezzel szemben a célom az volt, hogy fajspecifikus SNP-ket keressek, majd
ezek azonositasa és 0sszevetése utan az adott fajra specifikus forward primereket tervezzek.
A reverz primerhez ezzel szemben, az ivari markerekhez hasonléan, egy mindharom fajra
egyezl8, konzervalt régiét valasztottam. A primertervezés az ivarazonosité primerekével
megegyezben zajlott annyi eltéréssel, hogy a kivalasztott primerek hossza itt 25 és 36 bazispar
kozoétt volt (2. tablazat). A primereket ezen felll ugy terveztem, hogy azok rdvid (<220
bazispar) terméket adjanak, igy degradalt mintak esetében is alkalmazhatéak legyenek,
valamint ugy, hogy az adott multiplexben egyutt alkalmazott markerek eltér6 hosszusagu
terméket produkaljanak, ezzel lehetévé téve az agardz és kapillaris gélelektroforézissel (5.3.3

Egyedazonositas alfejezetben bévebben) torténd elkuldnitésiket és egyuttes detektalasukat.

Annak érdekében, hogy felmérjem a modszer korlatait vagy lehetséges tovabbi felhasznalasi
teruleteit, a primerkotd régiok szekvenciait 6sszehasonlitottam mas, a szarvasfélék csaladjaba
tartozé fajok szekvencidival, amiket szintén a NCBI GenBank adatbazisbdl toltéttem le és
MEGA szoftver segitségével illesztettem. Ezen kivul minden marker esetében vizsgaltam a

populacion bellli valtozatossagot a primerkdtd régidra nézve.

7.3.1.2 Monoplex tesztelés
Elsd kérben a markereket monoplex PCR formajaban teszteltem a harom fajbdl szarmazé

DNS mintakon, hogy meggy6zédjek azok mikodéképességérdl. A 25 pl dssztérfogatu PCR
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elegyeket a kovetkezbk szerint allitottam 6ssze: 12,5 yl DreamTaq™ Green PCR Master Mix
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA), 1 pl szarvasmarha szérum albumin (BSA) (10
mg/ml, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 0,5 pmol jel6letlen forward és 0,5 umol jeléletlen
reverz primer, 5 ng DNS és PCR min&ségl H.O a megfeleld térfogatra valé kiegészitéshez. A
reakciot az AppliedBiosystems 2720 Thermal Cycler készllékkel végeztem az alabbi protokoll
szerint: 95°C-on 30 mp kezdeti hémérséklet, majd 36 ciklus 94°C-on 25 mp denaturacio, a
markernek megfelel6 hémérsékleten (a kovetkezd szekcidban részletezve) 25 mp anellacio és
72°C-on 25 mp elongacio, majd 72°C-on torténd 20 perces végsé elongacio. A keletkezett
termékeket 2,5%-0s agardz gélen valasztottam el, majd a kivalasztott terméksavokat kivagtam
a gélbdl és a Gel Advanced™ Gel Extraction System kit (Viogene, Sunnyvale, CA, USA)
segitségével tisztitottam. A reamplifikaciot a korabban leirt protokoll paraméterei szerint
hajtottam végre, azonban az eredeti 36 ciklus helyett 26 ciklust hasznalva. Ezt kdvetben a
PCR terméket GenElute™ PCR Clean-Up Kittel (Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, USA)
tisztitottam. A szekvenalas a BigDye® Terminator v.1.1 Cycle Sequencing Kittel (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) tértént a gyarté altal megadott protokoll szerint. A szekvenciak
detektalasa az ABI Prism 3130XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA)
készllékkel tortént, kdvetve a gyartd utasitasait. A szekvenciakat a Sequencing Analysis 5.1
szoftver (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA) segitségével analizaltam, és Sequencher™
4.1.2 szoftverrel (Gene Codes Corp, Ann Arbor, Ml USA) illesztettem. Ezt kdvetéen a GenBank
adatbazisban BLAST® (Basic Local Alignment Search Tool) segitségével kerestem homolog

szekvenciakat.

7.3.1.3 Multiplex tesztelés

A két ivarhatarozé6 markert egy diplexben (DeerSex-plex), mig a harom fajspecifikus cytB
forward primert és az univerzalis reverz primert egy triplexben (DeerSpec-plex) egyesitettem.
A PCR protokollt a harom faj him- és néivard egyedeinek DNS mintain optimalizaltam.
Kezdetben a primereket egyenlé aranyban adtam az elegyekhez, majd a termékintenzitas
alapjan modositottam ezt az aranyt a kiegyenlitett termékképzédés érdekében. Negativ
(templat DNS nélkili) kontrollokat hasznaltam minden egyes |épésnél az esetleges

kontaminacid kiszlirésére.

Az amplifikaciét 10 ul reakcié térfogatban végeztem, és az elegy az alabbiakat tartalmazta: 5
pl DreamTaq™ Green PCR Master Mix, 0,5 pyl BSA (10 mg/ml), 1,5 pl primer mix, 2 ng DNS
és PCR tisztasagu H-O a megfeleld térfogatra valo kiegészitéshez. A DeerSex-plex esetében
touch-down PCR-t alkalmaztam az Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler eszkozzel a
kovetkez6k szerint: 95°C-on 30 mp kezdeti hémérséklet, majd 20 cikluson keresztil 94°C-on
20 mp denaturacio, 54°C kezdeti hémérséklettel 20 mp anellacio, ami ciklusonként 0,2°C fokot

csokkent, majd 72°C-on 20 mp elongacio, ezt kévetéen pedig 14 cikluson keresztul 95°C fokon
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20 mp denaturacio, 50°C fokon 20 mp anellacio és 72°C fokon 20 mp elongacié, végll pedig
72°C-on 20 perc végs6 elongacio. A DeerSpec-plex esetében a protokoll a kévetkezd volt:
95°C-on 30 mp kezdeti hémérséklet, majd 34 ciklus 25 mp 94°C-on denaturacio, 25 mp 64°C-

on anellacio és 25 mp 72°C-on elongacio, majd 72°C-on 20 perc végsé elongacio.

A PCR termékeket 2%-0s agardz gélen valasztottam el egymastdl és vizualizaltam a mar 7.2
DNS preparalas alfejezetben leirt médon. Ezt kdvetéen a DNS fragmenseket kapillaris
elektroforézissel detektaltam a 5.3.3 Egyedazonositas alfejezetben leirt modszerrel. A
detekcios kuszobértéket 150 RFU (relative fluorescence unit) értékre allitottam az
elemzésekhez, melyeket a GeneMapper® ID-X version 1.4 szoftverrel (Life
Technologies/Thermo Fisher Scientific) végeztem. Az alkalmazott savszélesség 1 bp volt,
amelyet minden egyes vizsgalt marker alléljeldlésére a szekvenalassal ellenérzétt allélok

alléimérete alapjan allitottam be.

7.3.1.4 Validalas

A vizsgalat megbizhatésaganak és korlatainak becslésére a nemzetkdzi ajanlasoknak [34,
351] megfeleléen az alap modszerfejlesztési validalas Iépéseit hajtottam végre. A multiplex
(DeerSex-plex és DeerSpec-plex) lehetséges kereszt amplifikacidjat rokon fajokbdl, példaul
szarvasmarhabdl (Bos taurus), takinbol (Budorcas taxicolor), bolénybdl (Bison bison),
muflonbdl (Ovis aries musimon) és juhbdl (Ovis aries), valamint forenzikus relevanciaval biré
fajokbdl, példaul emberbél, sertésbdl (Sus scrofa), kutyabdl (Canis lupus familiaris) és
macskabdl (Felis catus) szarmazd himivari és nbivaru mintakon teszteltem 2 ng DNS
bevitelével. A fajon bellli amplifikacid sikerességét toébb hazai populaciobdl szarmazo
O0sszesen 115 mintan — gimszarvas (n = 30), damszarvas (n = 47) és 6z (n = 38) — teszteltem.

Az érzékenységet 1,0, 0,5, 0,25, 0,125 és 0,062 ng DNS-templat felhasznalasaval mértem fel.

Annak érdekében, hogy a DeerSex-plex esetében megbecstljem a him specifikus markerek
érzékenységét, 5 ng ndivaru 6z, gim- és damszarvas DNS-t kevertem 6ssze 1, 0,5 és 0,33 ng
himivaru 6z, gim- és damszarvas DNS-sel, kiilén-kiilén csdvekben. A DeerSpec-plex esetében
egy mintakontaminacio tesztelést is végrehajtottam, ahol a vizsgalati keverék elkészitéséhez
azonos mennyiségl gim- és damszarvas DNS-t (1-1 ng) hasznaltam. Ezenkivil 5 ng human
DNS-t kevertem 0,5, 0,25 és 0,125 ng 6z, gim- és damszarvas DNS-sel kiilén csévekben. A

DNS-amplifikacio a 7.3.1.3. Multiplex tesztelés alfejezetben leirt mddon tortént.

7.3.2 A kontroll régié vizsgalata

A mitokondridlis kontroll régio polimorfizmusanak felméréséhez a vizsgalatok menete a harom
hazai agancsos fajnal és a muflonnal nagy mértékben megegyezett. A harom agancsos fajnal
sajat tervezésl primerekkel kiséreltem meg a kontroll régiét a teljes hosszaban

felsokszorositani, melyeket a Primer Designer 4 szoftver [http://www.scied.com] segitségével
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terveztem. A tervezésnél felhasznalt mitogenomok GenBank-i azonositéit és a tervezett
primereket a 3. tablazatban tintettem fel. A primerek tervezésekor a primer elnevezési
konvenciét alkalmaztam, ahol a primer neve az 5’ bazis poziciéjat jelzi. Ett6l a muflonnal volt
eltérés, ahol Uj primerek tervezése helyett egy korabbi, juhokban leirt primerpart alkalmaztam
[352, 353].

3. tablazat A négy fajban hasznalt primerek nevei (F: forward, R: revez), szekvenciaja, valamint a

mitogenom szekvenciak GenBank-i azonositdé szama, amelyeket a tervezéshez felhasznaltam (a muflon
kivételével, ahol az eredeti cikkben hasznalt szekvencia szerepel).

Faj Primernév  Primer szekvenciaja GenBank-i Azonosité
Damszarvas F15,386 5:-ACCCCACTATCAACACCC-3’ ’ NC_020700

Dama dama R16,330 5-TATGCATAATTAGAGAAAAATTGG-3

Gimszarvas F15.386 5:-GCCCCACTATCAACACCC-3” KT290948

Cervus elaphus R19 5-TTCAGTGCCTTGCTTTGC-3

Eurépai 62 F15,430 5-TGCGTTATTAATATAGTTCCAAAAA-3’ MN485773
Capreolus capreolus R16,240 5-AAAATGGCGCTTAAATACTTACC-3

Eurépai muflon F15,400 5-ACACCCAAAGCTGAAGTTCTAC-3 AF010406

Ovis aries musimon  R592 5-AGAAGGGTATAAAGCACCGCC-3’

Az amplifikacioét 25 ul reakciotérfogatban végeztem, amely a 7.3.1.2. Monoplex tesztelés
alfejezetben leirtakhoz hasonléan 12,5 yl DreamTaq™ Green DNS polimerazt, 1 pl BSA-t (10
mg/ml), 0,5 uymol forward primert, 0,5 pmol reverz primert, és PCR minéségli H>O-t
tartalmazott annyi kilénbséggel, hogy a DNS templat 1-10 ng kéz6étti koncentracioju volt. A
PCR-t a mar korabban leirt készilékkel végeztem a kovetkez8 beallitdsokkal az agancsos
fajok esetében: kezdeti denaturalas 10 mp 94°C-on, 36 ciklus 40 mp 94°C-on, 40 mp 56°C-on
(damszarvas/6z) vagy 54°C-on (gimszarvas), 60 (dam/gim) vagy 80 (6z) mp 72°C-on, és egy
végsd elongacié 2 percig 60°C-on. A muflon esetében a forraspublikacidban leirt protokollt
hasznaltam [352, 353].

Ezt kdvetéen a PCR termékek tisztitasa, illetve a fragmentek szekvenaldasa a 7.3.1.2.
Monoplex tesztelés alfejezetben leirtak szerint zajlott. A kapott szekvencidkat a megfelelé
referencia szekvencidakhoz (megegyeznek az 3. tablazatban szereplé szekvenciakkal)
illesztettem a Sequencher™ 5.4.6 szoftverrel (Gene Codes Corp) az egyedi haplotipusok

azonositasa érdekében.

Az eredményeimet az dsszehasonlitas végett az agancsos fajok esetében kiegészitettem az
NCBI adatbazisbdl letoltott mas szekvenciakkal, amelyeket az 1. tablazatban tlintettem fel. A
muflon esetében nem alltak rendelkezésre hazai szekvenciak. A letoltoétt és a sajat
szekvenciakat MEGA11 szoftverrel illesztettem a ClustalW alapértelmezett bedllitasaival [354].
Ha lehetséges volt, a statisztikai teszteket az 6sszes szekvencia egyuttes vizsgalataval

végeztem. Amennyiben az eltérd szekvencia hosszak ezt nem tették lehetdévé, ugy a
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statisztikai vizsgalatot kilon elvégeztem a kevesebb szekvenciat tartalmazé hosszabb, és a
tobb szekvenciat tartalmazé rovidebb szakaszokon egyarant, majd kivalasztottam az
informativabb verziét. A szekvenciakat populacidkra kilén is elemeztem, ahol a populaciok
kozotti hatarokat féként természetes akadalyok, példaul folydk és tavak, vagy ezek hianyaban

az egymastél valo fizikai tavolsag alapjan allapitottam meg.

A Wright-féle F-statisztikat és a populaciok paronkénti Fst értékeit az Arlequin 3.5.2.2
szoftverrel [355], mig a Gst értékeit a DNA Sequence Polymorphism (DnaSP) szoftverrel
szamitottam ki [356]. Ezenkivil meghataroztam a szekvenciakban talalhaté polimorf poziciok
és haplotipusok szamat mintavételi helyenként, valamint a haplotipus diverzitas (H) és a

nukleotid diverzitas (1) értékeket is.

Az egyes fajoknal a magyar populacion belul véletlenszerien kivalasztott haplotipus egyezési
valoszinliségének (vagy véletlen egyezési valdszinliségét, RMP) becsléséhez az RMP=} pi?
képletet hasznaltam, ahol p a medfigyelt haplotipus gyakorisaga. Az RMP-t vagy az egyezés
valészinliségét (PM) ugy definialjak, mint annak valosziniségét, hogy véletlenszer(i egyezést
figyelink meg két nem rokon egyed kozétt [357]. Ez megmutatja a statisztikai egyezés

szignifikanciajat a referencia és az eseti szekvenciak kozott kriminalisztikai esetekben.

7.3.3 Egyedi szintl azonositas

A gimszarvas és eurdpai 6z esetében mar rendelkezésre allt a fajra specifikus tetramer
mikroszatellitakat tartalmazé validalt markerszett, igy esetlikben a (szélesebb kor(i) hazai
populaciokon valo tesztelést végeztem el (a 7.1 Mintavétel alfejezetben leirt egyedszamokon).
A gimszarvasnal a Szabolcsi és munkatarsai 2014-es cikkében leirt két DeerPlex
markerszettet [25], mig az 6znél a Morf és munkatarsai altal 2021-ben publikalt STRoe deer
markerszettet [174] teszteltem. Az STRoe deer markereknél egy koéltséghatékony modszer
tesztelése végett az ugynevezett ,farkazasos” médszert alkalmaztam (errél bévebben az 5.3.3
Egyedazonositas és a 7.3.3.1 Markerszelekci6 és primertervezés alfejezetekben).
Damszarvas és eurdpai muflon esetében nem allt rendelkezésre ilyen tetramer markerkészlet,

szUkségessé téve ezzel Uj mikroszatellitak keresését és azok teszteléseét.

7.3.3.1 Markerszelekcio és primertervezés

Mivel a damszarvas esetében a kutatds soran még nem allt rendelkezésre nuklearis
genomszekvencia, ezért a Cervidae csaladba tartozé tetramer egységekkel rendelkezé STR
markereket kerestem korabbi publikacidkbdl és az NCBI GenBank adatbazisabdl
(https://www.ncbi.nlm. nih.gov/genbank/, elérve 2023. februar 14-én) az elézetes in silico
vizsgalatokhoz. Muflon esetében a damszarvasra megfeleld minéségl és mennyiségi
terméket produkaléd markereket teszteltem, mivel a kdzelebbi rokon fajokbdl sem alltak

rendelkezésre tetramer markerek.
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Ezt kovetéen az  adatbazisbdl elérheté  markerszekvencidkat a  BLAST®
(https://www.blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi, elérve 2023. februar 14-én) segitségével
ellendriztem, hogy elkerlljem toébbszori tesztelését ugyanannak a lokusznak, amely kilénb6z6
neveken jelenhet meg az eltéré publikaciokban. Ezeknél a duplikatumoknal, amennyiben
eltér6 primerszekvenciak alltak rendelkezésre, a lokuszokat az Osszes leirt primerparral
teszteltem, majd az optimalisan mikodét valasztottam ki tovabbi vizsgalatokra. Harom
szempontot vettem figyelembe: ne legyen melléktermék képzddés, megfelel6 mennyiségi

terméket adjon és a keletkezé amplikon minél révidebb legyen.

Az NCBI GenBank adatbazisbdl szarmazé markerszekvenciak alapjan a primereket a Primer
Designer 4 szoftver segitségével terveztem olyan markerekhez, amelyeknél nem alltak
rendelkezésre publikalt primerszekvenciak. Az amplikon méretét, a primer GC-tartalmat és az
onkomplementaritas (hajtlk vagy hairpin), vagy a masik primerparral (t6bb mint négy bazispar

a 3' végén) valé komplementaritas hianyat vettem figyelembe a tervezése soran.

Ateszteléshez hasznalt 6sszes forward primert a négy univerzalis adapter egyikével rendeltem
meg, amelyek lehetévé tették a PCR soran keletkezd termékek fluoreszcens jeldlését a
késbbbi elemzésekhez (4. tablazat) [245]. A megfelel6 adapterek kivalasztasakor figyelembe

vettem tdbb marker késébbi parhuzamos detektalasanak lehetéségét is.

4. tablazat A négy univerzalis primer adatai. Tm: olvadasi hémérséklet Celsius fokban. Ref: referencia.

Univerzalis

. . ' o Fluoreszcens Hossz
primerek Szekvencia (5'-3") jeldlés (bazispar) (Tm) Ref
A GCCTCCCTCGCGCCA 6-FAM 15 63°C [358]
B GCCTTGCCAGCCCGC VIC 15 57°C
CAGGACCAGGCTACCGTG NED 18 59°C [245]
D CGGAGAGCCGAGAGGTG PET 17 59°C

7.3.3.2 Monoplex PCR amplifikacio, optimalizacié és primer ujratervezés

A kivalasztott markereket két-két damszarvas mintan amplifikaltam monoplex reakcioban a
funkcionalitas meghatarozasara. Az amplifikacios reakciot 10 ul térfogatban végeztem, amely
2 yl DreamTag™ Green PCR Master Mixet, 0,1 yl BSA-t (10 mg/ml), 0,25 pmol markernek
megfeleld univerzalis primert, 0,25 ymol forward és 0,5 umol jeldletlen reverz primert, 1 ng
DNS templatot, valamint PCR min8ségli H O-t tartalmazott a végtérfogatra torténd
kiegészitéshez. Az eredeti forrasfajokra publikalt PCR protokollokat hasznaltam, amennyiben
azok rendelkezésre alltak. Ezek hianyaban a markereket tobb kulénb6zé PCR beallitassal
teszteltem. Az amplikonok mindségi ellenérzése a 7.3.1.2. Monoplex tesztelés alfejezetben

leirt médon tortént.
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A damszarvas mintakon kapott eredmények alapjan ezutan két-két muflon mintan is teszteltem
a damokra mikoédé markereket a korabban megallapitott protokollokat hasznalva, sziikség
esetén azok moddositasaval. A PCR elegy Osszeallitasa és az amplikonok ellenérzése a

damszarvasnal leirtak szerint tortént.

Amennyiben az eredeti PCR-beallitasok nem megfelel6 amplikonokat eredményeztek, akkor
a PCR beadllitasok megvaltoztatasaval optimalizaltam a protokollokat a Mastercycler Nexus
GX2 (Eppendorf) gradiens PCR készilék segitségével. llyen eset példaul, amikor
melléktermék képzddott, szamottevé eltérés volt a vart mérettdl, a termék nem volt megfelel
mennyiségd, illetve nem képzddott amplikon. A modositott beallitasokkal kapott 6sszes PCR-

terméket 2%-os agar6zgélen vizualizaltam.

Ha a PCR-beallitasok modositasa nem vezetett megfeleléd eredményre damszarvasnal, a
primereket a Primer Designer 4 szoftverrel a 7.3.1.1 Primertervezés alfejezetben leirt
szempontok figyelembevételével ujra terveztem, és monoplex PCR segitségével a jelen

alfejezetben leirtakat kovetve teszteltem.

7.3.3.3 A funkcionalis markerek polimorfizmus szintjének becslése

Tovabbi analizishez a megfelel6 amplikonokat eredményezé markereket teszteltem, hogy
megbecsuljem a polimorfizmusuk szintjét. A funkcionalis mikroszatellit markereket 20 db
damszarvas és 10 db muflon mintan amplifikaltam monoplex reakcidkban a 7.3.3.2 Monoplex

PCR amplifikacio, optimalizacioé és primer Ujratervezés alfejezetben leirtak szerint.

7.3.3.4 Kapillaris elektroforézis

Kapillaris elektroforézissel 4-8 kulonb6z8 méretli vagy eltéré fluoreszcens jeldlésii PCR
termék parhuzamos detektaldasa volt lehetséges. Az amplikonok keverési aranyat a
szemikvantitativ agar6z gélen detektalt hozamuk alapjan hataroztam meg. Az amplifikalt
fragmenskeverékekbdl az allélek detektalasa kapillaris elektroforézissel tortént. A minimalis
kimutatasi kiuszobot 150 RFU-ra allitottam be az OSIRIS szoftver 2.16-os verzidjaval
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/osiris/, elérve 2023. februar 2-an) végzett fragmentanalizis

soran.

7.3.3.5 Allélszekvenalas a polimorf mikroszatellitaknal

A Sanger-szekvenalast alkalmaztam annak ellen6rzésére, hogy a polimorf markereknél
valoban a célzott mikroszatellita I6kuszt sikerult-e amplifikalni damszarvas mintakban. Polimorf
I6kuszonként egy homozig6ta allélt sokszorositottam fluoreszcens jeldlés nélkali
l6kuszspecifikus primerekkel. Az amplifikacié a 7.3.1.2 Monoplex tesztelés alfejezetben leirtak
szerint zajlott, és mindegyik reprezentativ allélt egymastdl fuggetlenul amplifikdltam monoplex

PCR soran. A termékek visszaellen6rzését, tisztitasat, szekvenalasat, a szekvenciak
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illesztését és korrekcidjat, valamint az ismétlédé szekvenciamotivum ellenérzését szintén a

mar 7.3.1.2 Monoplex tesztelés alfejezetben leirt moédon végeztem.

7.3.3.6 Multiplex tesztelés

A gimszarvas, valamint az eurépai 6z esetében a mar korabban hivatkozott publikaciok alapjan
teszteltem a multiplexeket, elsé kérben az ott leirt PCR beallitasokat és primer keverési
aranyokat alkalmazva, amin szikség esetén modositottam. A PCR elegy dsszesen 15 pl volt,
ami 3 pl DreamTag™ Green PCR Master Mixet, 0,3 ul BSA-t (10 mg/ml), 5 ul primer mixet, 1-
5 ng DNS templatot, valamint PCR min6ségi H>O-t tartalmazott térfogatra toltéshez. A sikeres
reakciét ezutan agaréz gélelektroforézissel teszteltem a 7.2 DNS preparalas alfejezetbe leirt
modon. A kapillaris elektroforézis és a fragmentek leolvasasa a 5.3.3 Egyedazonositas

alfejezetben bemutatott mdédszer szerint tértént.

7.3.3.7 Statisztikai analizis

Az allélgyakorisagokat, a polimorf informaciétartalmat (PIC), a varhaté és medfigyelt
heterozigozitast (He, Ho) minden fajnal és I6kusznal a GenAlEx v6.5 szoftverrel hataroztam
meg [359, 360]. Az egyedi azonositasahoz szikséges statisztikai megbizhatésag elérését az
identitas valdszinliség érték (P(ip): probability of identity) kiszamitasaval ellenériztem, amely
annak valoszinliségét adja meg, hogy egy populaciobadl véletlenszerlien kivalasztott két egyed
a vizsgalt I6kuszokra ugyanazzal a genotipussal rendelkezik [361, 362]. Az elméleti varhatd
P(i0)-t minden, legalabb két alléllal rendelkezé I6kuszra kiszamitottam a populacidés mintabdl

szarmazo allélgyakorisagok és a kdvetkezd egyenlet felhasznalasaval:

P(o) = 2 x [Y(pi?)3] - 3 (pi)*, ahol pi az i-edik allél gyakorisaga.
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8 Eredmények
A DNS kivonas sikeres volt az 6sszes 7.1 Mintavétel alfejezetben feltuntetett mintabdl.

8.1 Ivar- és fajazonositas

8.1.1 Markerszelekcio és primertervezés

Az SRY, AmelX és AmelY Iokuszokat valasztottam az ivar meghatarozasara, ehhez pedig
0sszesen négy primert terveztem a két génrégio amplifikalasahoz, melyek mindharom célfaj
esetében alkalmasnak bizonyultak. A hozzaférhet6 GenBank-i szekvenciak vizsgalata soran
csak egy SNP poziciét figyeltem meg az AmelX/Y reverz primer kdtéhelyén eurdpai 6z

szekvenciakban.

Egyik fajnal sem figyeltem meg mutaciét a 3' végen a tervezett primerszekvenciakon belll.
Mivel a GenBankban a fajok széles valasztékabodl elérhetbek szekvencidk, a szarvasfajok
kozotti hasonlésagokat a MEGA szoftverrel végzett in silico elemzések soran is vizsgaltam
(M1-M3. abra). Az eredményeim azt mutatjak, hogy az ivarmeghatarozasra tervezett primerek
tébb mas szarvasfajban is hasznalhatok az SRY és az Amelogenin X/Y gének esetében (M1.

és M2. abra), mig a fajspecifikus forward primerek kétéhelyei a célfajokra egyediek (M3. abra).

A fajazonositasra harom fajspecifikus forward és egy univerzalis reverz primert terveztem az
6z, valamin a gim- és a damszarvas CytB génjének SNP mintazata alapjan. A fajokon belli
és a fajok kozotti specifitast a GenBankbdl elérheté szekvenciak felhasznalasaval mértem fel
in silico elemzések segitségével (5. tablazat). Itt egy SNP poziciéban talaltam eltérést a reverz
primer koétéhelyén damszarvasban, még két pozicidban gimszarvas és 6z szekvenciak
esetében. A forward primer kétéhelyén 6znél harom SNP poziciét talaltam 135 letoltott
szekvencia alapjan, mig gimszarvasnal 435 szekvenciabdl kilenc SNP poziciét mutattam ki,
melyek kézll 6tnek 1% alatti volt a gyakorisaga. Egy primerszekvencian belll a leggyakoribb

SNP szam kettd volt az 6z és a gim mintakban.
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adatbazisbdl letoltétt szekvenciak felhasznalasaval. Ce: gimszarvas, Dd: damszarvas, Cc: eurépai 6z.
am: GenBank-i azonositészamok és a hozzajuk tartozé informacio.

(losetés hossz ~ AMEHOR - Polimortporiciok L UUECL
bazisparban) szekvenciak szama szama szekvencian beliili
Ce Dd Cc Ce Dd Cc Ce Dd Cc
AmelX/Y F (18) 32 20 2¢ 0 0 0 0 0 0
AmelX/Y R (18) 6¢ 20 2¢ 0 0 1 0 0 1
SRY F (20) 22 A1f 59 0 0 0 0 0 0
SRY R (20) 22 Af 59 0 0 0 0 0 0
Cytb Ce F (31) 4350 - - 9 - - 4 - -
Cytb Dd F (25) - 4i - - 0 - - 0 -
Cytb Cc F (36) - - 1351 - - 3 - - 3
Cytb R (26) 266« 5! 1351 2 1 2 2 1 2

a: FJ946989, KJ542362, KJ542367; b: KJ542361, KJ542366; °: KJ542360, KJ542365; 4. AY453391,
FJ946989, FJ946990, KJ542362, KJ542367, XM043895580; ° DQ888682-96, EF062527-28,
EF100133-35, EF693906-07; : DQ888701; 9: DQ888700, HG326979, KJ558344-46; h: hozzaférhet6
Cervus elaphus szekvencia (taxid:9860, hozzaférve: 20.12.2021.), ami tartalmaz Cytb Ce F primerk&té
régiot; i AJO00022, JN632629, NC020700, MN746794; i;, KJ558288-333, KJ681491, KT964391,
KT964393-94, KT964396-402, KT964404-09, KT964411-12, KT964414, KT964419-27, KT964431-42,
KU845311, MT297579-624, Y14951; k. 6sszes hozzaférhetd Cervus elaphus szekvencia (taxid:9860,
hozzaférve: 20.12.2021.), ami tartalmaz Cytb Ce R primerkoté régiot; = AJ000022, JN632629,
KM224369, NC020700, MN746794.

8.1.2 Monoplex PCR és szekvenalas

Az egyes markerek PCR-termékeit szekvenalassal ellendriztem, amelyek homoldgiat mutattak
mas 6z, gim-, valamint ddmszarvas Amelogenin X és 'Y, SRY és Cytb génjeivel. A szekvenciak
a GenBank adatbazisaban MW876187-MW876198 azonosité szamon érhetdk el. A primer
szekvenciakon bellli lehetséges SNP pozicidk az eredmény specificitdsat nem befolyasoltak,

mivel a primerek k6zépsd szakaszan a teljes illeszkedés nem sziikségszeri (2. tablazat).

8.1.3 PCR alapu multiplex tervezés és detektalas

Az eredeti célom az volt, hogy az dsszes ivar és faj kimutatasara kivalasztott markert egy
multiplex reakciéban lehessen amplifikalni. Az optimalis anellacios hémérsékletek kozotti
jelentés kuldnbség miatt azonban, amelyek allél/l6kusz kiesést és mitermékcsucsokat
okoztak, ez nem valésult meg. Ennek megfeleléen az ivar- és fajdetektald markereket két
kalénallé multiplexbe rendeztem és optimalizaltam. Az ismert ivaru és faju kontroll mintakbal
sokszorositott PCR termékeket agaréz gélen detektaltam, és amint az varhato volt, a him ivaru
mintakbdl mind az X és Y-kromoszdmas (AmelX, SRY és AmelY) szegmenseket detektaltam,

mig a néivard mintakbdl csak az AmelX-et mutattam ki (5. abra). Bar néhany aspecifikus
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fragmens is keletkezett, a mitermékek nem befolyasoltak az ivar meghatarozasat, mivel

méretlk jelentésen nagyobb volt, mint a specifikus Amelogenin X allél.

Eurépai 6z Gimszarvas Damszarvas

Lfm m m f f|]lm m m f f|lm m m f f

DeerSex-plex
500 bp L
300 bp

200 bp <«— AmelogeninX

<«— AmelogeninY

«— SRY
100 bp

DeerSpec-plex

500 bp

300 bp

«— Cytb eurépai 6z
200 bp e ® AR — <«— Cytb gimszarvas
e +— Cytb damszarvas

100 bp

5. abra Multiplex PCR amplifikacié a harom agancsos fajra. A DeerSex-plex panel Amelogenin (194
bp X és 140/149 bp Y allél esetén) és SRY (113 bp) markereket tartalmaz, a himivari mintdk harom, a
ndivara mintak pedig egyetlen specifikus savot mutatnak az agaréz gélen. A DeerSpec-plex panel a
fajspecifikus citokrom B markert tartalmazza 6zre (218 bp), gim- (176 bp) valamint damszarvasra (162
bp), és egyetlen fajspecifikus savot mutat az agaréz gélen. L: létra, m: himivard minta, f: n6éivaru
minta.

A DeerSpec-plex mindharom fajspecifikus primerje csak a célzott faj cytB régidjat amplifikalta
az optimalizalt multiplex PCR-profil segitségével (5. abra), amely amplikonok mérete alapjan
egyértelmiien meghatarozhaté a minta faji eredete. A cross-species és a nem specifikus
amplifikacio elkeriilése érdekében a tesztelés soran az anellacios hémérsékletnek el kellett

érnie a 64°C-ot.

A DeerSex-plex és DeerSpec-plex panelekben sokszorositott amplikonok kilonb6zd
hosszanak kdszdnhetéen megvaldsitottam a két vizsgalatbdl szarmazé egyes PCR-termékek
kapillaris elektroforézissel torténé parhuzamos detektalasat, 6-FAM fluoreszcens festékkel
jelolt primerek segitségével (2. tablazat, 6. abra).
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6. abra A DeerSex-plex és DeerSpec-plex vizsgéalatokkal kapott PCR-termékek parhuzamos
detektalasa kapillaris elektroforézisessel a harom szarvasfaj esetében. AmelY Ce: gimszarvasra
specifikus Amelogenin Y marker, AmelY Cc Dd: 6zre és damszarvasra specifikus Amelogenin Y

marker, Cytb Dd: damszarvasra specifikus citokrém b marker (Dama dama), Cytb Ce: gimszarvasra

specifikus citokréom b marker (Cervus elaphus), Cytb Cc: eurdpai 6zre specifikus citokrom b marker

(Capreolus capreolus).

Ehhez a keverési mennyiségeket a szemikvantitativ agaréz gélen megjelend amplikonsavok
erssége alapjan allapitottam meg, ami koérllbelll 1:1 keverési aranyt jelentett. A himivaru
allatok két Y-kromoszémas csucsot (SRY, AmelY) és az AmelX-et mutattak, valamint egy
fajspecifikus csucsot (Cytb); a néivaru egyedek egyetlen ivari kromoszémas csucsot (AmelX)
mutattak, valamint egy fajspecifikus csucsot (Cytb). Néhany mitermékcsucsot itt is
kimutattam, azonban ezek

nem Dbefolyasoltdk az eredmények kiértékelésének

megbizhatdsagat a méretikbdl kifolydlag.

Ahogy az varhato volt, a DNS templat nélkuli reakciokontroll mintak mindegyik reakcioban
negativak voltak gélelektroforézissel és kapillaris elektroforézissel egyarant.
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8.1.4 Fajspecificitas

A DeerSex-plex panellel a fajspecifitast kiillon teszteltem him- és néivard mintakon, hogy
megvizsgaljam azt, hogy a kimutatott specifikus vagy aspecifikus PCR-termékek
Osszefliggésben vannak-e az ivarral. Muflon és juh esetében harom amplikont detektaltam az
SRY, AmelY és AmelX alléltartomanyban a himivard mintakon, egy amplikont pedig az AmelX
alléltartomanyban a néivard mintakon. Nem figyeltem meg specifikus AmelX allélt mas
fajokbdl, sem him-, sem néivard mintakon. Himivari szarvasmarha mintabdl SRY és AmelY
markerek PCR termékeit mutattam ki a megfelel6 alléltartomanyban. Bélény, kutya és macska
mintakbdl az SRY PCR-terméke fejez6dott ki a himivard egyedeknél, azonban néivaru
mintakbol mas, AmelY alléltartomanyon bellli vagy tartomanyon kivali amplikonokat is
megfigyeltem. Ember, sertés és 16 esetében csak egy amplikon jelent meg az AmelY
alléltartomanyban vagy ahhoz nagyon kdzel, né- és himivard mintaknal egyarant. A kapillaris
elektroferogramon a megadott alléltartomanyon belil nem figyeltem meg amplikonokat takin

DNS hasznalataval, sem him-, sem a ndivaru egyedekbdl szarmazé mintakon (7. abra).

©
- ©
- O
¢ 8 O c E‘mﬁ%
c 2 £ £ = 9 > 0 £
EENZ2S x5 8%
9@ g w £ 22 8 2 x E o
& 2 = B = =
---JQGQGUWUOJ
3.
3
<
Q
-
300 bp
200 bp
100 bp — . -
=]
=
<
Q
]
300 bp
200 bp

100 bp

7a. abra Fajspecificitas vizsgalata him- és ndivaru mintdkon DeerSex-plex multiplexszel, agar6z
gélen.
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7b. abra Fajspecificitas vizsgalata him- és ndivaru mintakon DeerSex-plex multiplexszel kapillaris
elektroforézissel.

A DeerSpec-plex panel fajspecifikussagat kildénb6zé faju néivard mintakon vizsgaltam (8.

abra). A citokrom b génszegmensekre tervezett primerek korlatozott fajspecificitast mutattak,

mivel két termékcsucs megjelenését tapasztaltam nagyon kdzel a marker-specifikus

mérettartomanyhoz muflon és juh esetében, és egy amplikont kaptam boélény DNS-t

hasznalataval (8. abra). Ember, macska-, 16-, sertés-, takin-, szarvasmarha- vagy kutya DNS

mintakbol azonban nem mutattam ki PCR-terméket. Az 6sszegyd(jtott populaciés mintak

elemzésén alapuld fajon bellli specificitasi vizsgalatnal azt mutattam ki, hogy a DeerSpec-

plex-szel amplifikalt 6sszes vizsgalt minta tiszta PCR terméket adott agar6z gélen (M4. abra).

A DeerSex-plex multiplex hasznalataval egy kivételével minden minta ivarat egyértelmien

meg tudtam hatarozni agar6zgél elektroforézis segitségével (M5. abra).
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8. abra Fajspecificitas vizsgalata néivaru mintakon DeerSpec-plex multiplexszel, agaréz gélen és
kapillaris elektroforézissel.

A multiplexek érzékenységét DNS koncentracioval teszteltem 1 és 0,06 ng higitasi
intervallumba es6é mintdk felhasznalasaval. Jol lathaté specifikus savokat figyeltem meg

mindharom fajban 0,125 ng-os higitasig a DeerSpec-plex multiplexnél és 0,5 ng-os higitasig

a DeerSex-plex alkalmazasakor. Ez alatt a DNS-mennyiség alatt az AmelX/Y vagy az SRY

I6kusz kiesését figyeltem meg (9. és M6. abra).

himivar

P

noivar

.
.

Eurépai 6z

Gimszarvas

Damszarvas

b)) B

—
)
———
—
——
-
S—

DNS (ng) 1

0,5 0,25 0,125 0,06

05 025 0,125 0,06 1

DeerSex-plex

<«— Amelogenin X
<«— AmelogeninY
<«— SRY

<«— Amelogenin X

DeerSpec-plex

«— Cytb eurdpai 6z
<«— Cytb gimszarvas
<+— Cytb damszarvas

05 025 0,125 0,06

9. abra Erzékenységvizsgalat him- és néivari mintakon DeerSex-plex és DeerSpec-plex multiplexszel
agardz gélen végzett vizsgalatokkal.

Eurdpai 6z, gim-, illetve damszarvas DNS-keverékeinek felhasznalasaval mindharom faj

kimutathaté volt 0,06 ng-os higitasig a fajazonosité teszt segitségével. A him specifikus
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markerek kimutathatésaga elég érzékenynek bizonyult ahhoz, hogy 5 ng néivaru és 0,33 ng
himivard gim- és damszarvas DNS felhasznalasaval agar6z gélen lathaté kilonbségeket
figyeliek meg. Az 6z esetében 5 ng néivaru és 0,5 ng himivard DNS keveréknél tapasztaltam
értékelhetd eredményt a DeerSex-plex alkalmazasanal vart allélok mindegyikérdl (10. abra).

NGivarDNS(ng) 56 5 5 5 5 5 5 5 5
Himivar DNS(ng) 1 05033 1 05 033 1 05 0,33

10. abra Kevert mintak vizsgalata: gimszarvas (Ce), eurdpai 6z (Cc) és damszarvas (Dd) néivaru
mintak, melyeket valtozé6 mennyiségl himivarit DNS-sel amplifikaltam a DeerSex-plex multiplexszel.
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8.2 A kontroll régio vizsgalata

8.2.1 Damszarvas

Korabbi hazai és nemzetkdzi kutatasok és a GenBank adatbazisbdl letdltott szekvenciak
alapjan meghataroztam a kontroll régié eddig vizsgalt szakaszait és azokon belll a polimorf
poziciok gyakorisagat a kuldénb6zé orszagokba betelepitett damszarvasokon. Az eredeti
6shonos vagy 6si populaciokbol, példaul Torokorszagbdl vagy Rodoszrol szarmazo
szekvenciakat eltavolitottam az elemzésbdl, mivel sokkal tébb polimorf pozicié volt talalhato
bennik, mint a tébbi tertletrél szarmazé szekvenciakban.

A 11. dbra a mitokondrialis kontroll régi6 teljes hosszan, valamint az azt kdvet§ szakaszon
elhelyezked6 SNP-k elhelyezkedését mutatja, amelyek a kulonb6z6 haplotipusokat
hatarozzak meg (M1. és M2. tablazat). Ezen informaciok alapjan a teljes kontroll régiot
tartalmazé 945 bp hosszusagu szakaszt amplifikdltam a tervezett primerparral, amely
szekvenalasaval kb. 900 bazispar hosszusagu szakaszt taldltam megbizhatéan
kiértékelhetdnek. Az 6t mintavételi helyrél vett 6sszesen 138 damszarvas mintanal négy
haplotipust detektaltam, amelyek kdzil harmat korabbi kutatasok mar leirtak [37, 38]. Uj
haplotipus szekvenciat mutattam ki az Eszakkdzép-Magyarorszag (EKS) régiobdl (11. és 12.
abra), amelyet feltoltéttem a GenBank adatbazisaba (azonosito: PP558272). A
szekvenciaillesztések alapjan standardizaltam a haplotipusok elnevezését a jelenlegi és
korabbi magyar damszarvasbdl nyert eredmények alapjan (11. abra), és a tovabbiakban

ezeket az elnevezéseket hasznaltam.
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11. abra A mitokondrialis kontroll régié (KR) polimorf pozicidinak 6sszehasonlitasa a referenciaszekvenciaval (NC_020700) a vizsgalt szegmens hossza
alapjan a betelepitett damszarvas allomanyokban. Referenciak: korabbi tanulmanyok és szekvenciak a GenBank adatbazisbdl (GB) letdltve. Szinkddok:
ﬂ@ polimorfpoziciék szama 10 bazisparonként; N: szekvenciak szdma, O: orszdgok szama, ahonnan a mintak szarmaztak, S: polimorfpoziciék szama, k:
haplotipusok szama, Ref': [40]; Ref?: [363]; Ref3: [38]; Ref*: [37], GB': MK473448-50; GB2: ON321840-41; GB3: 0Q535577-79; GB*: OR220344-89; GB?:
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Elemeztem a megfigyelt haplotipusokat és azok gyakorisagat, kiegészitve azokat korabbi
kutatasokbdl szarmazo hazai damszarvas szekvenciakkal (n = 54) [37, 38]. A 12. abra a hat
vizsgalt populaciét mutatja be, amelyek mindegyikén bellil harom haplotipust detektaltam,

kivéve az északnyugati (ENy) régiot, ahol csak két haplotipus fordult el6.
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12. abra A Magyarorszagon eddig vizsgalt damszarvas populaciok Hun1-Hun6 haplotipusainak
megoszlasa a hat régidé kdzott. n: mintaelem szam, *: hét, illetve hat szekvencia az DNy és DKe
populacidkbdl egy kordbbi vizsgalatbdl szarmazik [38], **: 41 szekvencia egy korabbi kutatasbél [37].

A Magyarorszagon eddig 0sszesen vizsgalt 192 egyed alapjan hat haplotipus fordul el hat
polimorf pozicié kombinaciéjaként (M7. abra). Mindegyik SNP szubsztitucié eredménye volt,
inzercidkat és deléciokat nem figyeltem meg. A haplotipusok gyakorisagara vonatkozolag 66
egyednek volt Hun1 (34%, korabban H1 vagy Hap17 [37, 38]), és 108 egyednek Hun2 (56%,
korabban H2 [37]) haplotipusa. Egy-egy egyednek volt Hun3 (korabbi nevén H3 [37]) illetve
Hun4 haplotipusa (egyenként 0,5%). Kilenc egyednél talaltam Hun5 (4,7%, korabban Hap5
[38]), és hét egyednél Hun6 (3,6%, korabban Hap9 [38]) haplotipust az eddig vizsgalt 192
magyar dammintaban (12. abra).

A molekularis diverzitas indexeit a 6. tablazatban tlintettem fel. A populacié parokra szamolt
Fst értékek alapjan csak két déli régid (DKo és DKe) mutatott jelentés vagy nagyon jelentés
genetikai kildénbséget (Fst értékek 0,176-0,517) az 6sszes tdbbi magyarorszagi mintavételi
helyhez képest. A populacioméreteket is figyelembe vevd Gst érték alapjdn azonban
minddssze négy populacioparnal mutattam ki jelentés (DKe-ENy, DKe-EKe, ill. DK6-DNy) vagy
nagyon jelentds (DKe-DK&) genetikai eltérést. Nem figyeltem meg jelentés kildnbséget sem
az Fst, sem a Gst alapjan a tdébbi mintavételi helyparra kapott értékek vizsgalatakor, és a
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negativ érték (valdjaban: nulla), amit EKd és EKe kozoétt kaptam, azt jelezte, hogy nincs
észlelhetd genetikai elkilonilés ezen populacidk kozoétt.

6. tablazat Az elemzett hat mintavételi helyhez tartozé damszarvas szekvenciak paraméterei. ENy:
Eszak-Nyugat, EK®: Eszak-Kézép, EKe: Eszak-Kelet, DNy: Dél-Nyugat, DK&: Dél-Kézép, DKe: Dél-
Kelet, n: mintaelemszam, S: polimorf pozicidk szama, k: haplotipusok szama, Hd: haplotipus diverzitas,
: nukleotid diverzitas, RMP: véletlen egyezés valdszinlisége, Fst: fixacids index (szlrke hattérszinnel),
Gst: géndifferencialédasi egyitthatd (kék hattérszinnel), p: valdszinlségi érték. Kékkel szedve a
jelentds genetikai eltérést (0,15-0,24), pirossal szedve a nagyon jelentds genetikai eltérést (0,25<)
mutato Fst és Gst értékek.

Regid ENy EKo EKe [37] DNy DKo DKe Osszesitett
n 34 42 41 37 31 7 192

S 1 2 2 3 2 4 6

k 2 3 3 3 3 3 6

Hd 0,428 0,529 0,526 0,611 0,333 0,667 0,565

™ 0,00095 0,00123 0,00123 0,00221 0,00076 0,00423 0,00162
RMP 0,585 0,484 0,487 0,617 0,677 0,429 0,547

ENy 0,024 0,016 0,082* 0,176* 0,517**

EKo 0,010 -0,022 0,028 0,290**  0,514**  Fst

EKe 0,006 -0,012 0,029 0,278**  0,511* 0<0,05 = *
DNy 0,072 0,015 0,019 0,281**  0,310*  p<0,001 = **
DKo 0,050 0,111 0,104 0,189 0,510**

DKe 0,211 0,148 0,151 0,100 0,265 Gst

A jelen és korabbi tanulmanyok 6sszesitett haplotipus gyakorisagai alapjan a véletlenszer
egyezési valészinliség értékre a hat terileten 0,429 (DKe) és 0,677 (DKO) kdzotti értékeket

kaptam.
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8.2.2 Gimszarvas

Osszesen 191 egyed szekvenciait elemeztem a hazai vizsgalat soran (27 db sajat, 68 db
GenBank adatbazisbdl letoltétt és 96 db Frank és mtsai. 2017-es kdzleményébdl [348] vett
szekvencia). Mivel korabban hazankban 39 haplotipus mar meghatarozasra kerilt, ezért
ennek szamozasat kdvetve, de az elkllonités megkdnnyitése végett ,H” helyett ,Hun” elétagot
alkalmazva neveztem el/at a hazankban eléfordulé haplotipusokat. igy dsszesen 73 magyar
haplotipust sikertlt elkilénitenem a vizsgalt 921 bp hosszu szekvenciak illesztése alapjan,
melyeket az M3. tablazatban tlintettem fel. Az ezen a szakaszon eléforduld 84 polimorf
pozicidbdl 74 szubsztitucio, tiz pedig indel tipusu (inzercid/delécid) polimorfizmus volt. A sajat
mintakbodl 6sszesen harom Uj, eddig még ki nem mutatott haplotipust kaptam.Ezt kdvetéen a
haplotipusok kozoétti kapcsolatot vizsgalva a NETWORK szoftver (http://www.fluxus-
engineering.com) segitségével, a neighbor joining modellt alkalmazva egy grafot hoztam létre
(M8. abra). A felhasznalt publikacio és a sajat adatok alapjan itt az egyes haplotipusokhoz
tartozé egyedszamokat is médomban allt a graf gdécpontok méretével megjeleniteni. A
haplotipusok egyes tertletek kdzotti megoszlasat a 13. abran tintettem fel, ahol a kilénb6zé
szinek egy-egy haplotipust jeldlnek (mutatva ezzel, hogy egyes haplotipusok tobb
populaciodban is el6fordulnak). Az egyes populacidokhoz tartozé haplotipusok megoszlasat az

MA4. tablazat tartalmazza.
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13. abra A Magyarorszagon eddig vizsgalt gimszarvas populaciok Hun1-Hun73 haplotipusainak
megoszlasa az 6t régio kdzott. n: mintaelem szam. A vizsgalt szekvenciak egy része egy korabbi
vizsgalatbdl szarmazott: 1: [348]; 2: EU436765-EU436840. A mintak forrasanak pontos megoszlasat
az 1. tablazat tartalmazza.

A populaciokat ezt kdvetben kuldon-kuldn, egymassal Osszevetve, és egy populacioként

kezelve is analizaltam. A populaciok mindegyike magas, 0,7 és 0,95 kdozotti haplotipus
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diverzitast mutatott (7. tablazat). A polimorf poziciok szama, a haplotipus szam és a nukleotid
diverzitas esetében szintén magas értékeket kaptam az dsszes populacié esetében (7.
tablazat). A populacioparok Fst értékeinek dsszevetésénél a Gemenc/Blkk-hegység és
Dunantuli-dombsag/Zemplén-hegység paroknal kaptam jelentds genetikai eltérést (0,15-0,24),
a Gemenc/Budai-hegység, Gemenc/Zemplén-hegység, Bulkk-hegység/Budai-hegység és
Budai-hegység/Zemplén-hegység paroknal pedig nagyon jelentés genetikai értékeket (0,25<)
figyeltem meg. A mintaelemszamok populaciok kozotti nagy mértékli eltérése miatt
kiszamitottam a Gst értéket is, amelynél mar egyik populacié parra sem kaptam jelentés
genetikai eltérést.

7. tablazat Az elemzett 6t mintavételi helyrél szarmazé gimszarvas kontroll régié szekvenciak
paraméterei. GEM: Gemenc, BUH: Biikk-hegység, BUH: Budai-hegység, DTD: Dunantuli-dombsag,
ZEH: Zemplén-hegység, n: mintaelemszam, S: polimorf poziciok szama, k: haplotipusok szama, Hd:
haplotipus diverzitas, 1: nukleotid diverzitas, RMP: egyezési valészinliség, Fst: fixacios index (szirke
hattérszinnel), Gst: géndifferencialédasi egyutthatd (kék hattérszinnel), p: valoszinlségi érték. Kékkel

szedve a jelentés genetikai eltérést (0,15-0,24), pirossal szedve a nagyon jelentds genetikai eltérést
(0,25<) mutatd Fst és Gst értékek.

Régi6 GEM BUH BUH DTD ZEH Osszesitett

n 90 33 15 12 41 191
s 56 46 17 38 61 84

k 35 18 5 7 23 73

Hd 0910 0919 0,705 0,894 0,952 0,966

™ 0,00849 0,01404 0,00274 0,00923 0,01928 0,01352
RMP 0,100 0,109 0,342 0,181 0,071 0,040
GEM 0,206* 0,392 0,120% 0,287 pg

BUH 0,034 0,204* 0,046  0,119**

BUH 0,056 0,090 0,133*  0,355** p<0,05="*
DTD 0032 0029 0,021 0,201 P<0,001="
ZEH 0029 0029 0075 0,034 Gst

Annak érdekében, hogy az eredményeimet nemzetkdzi viszonylatban is értelmezni lehessen,
a hazai szekvenciakat 6sszevetettem a GenBank adatbazisbdl letltott kulfoldi szekvenciakkal.
Mivel a kllonb6z4 kutatasok eltérd hosszusagu kontroll régiot vizsgaltak, ezért az elemzéseket
itt egy atfedd, rovidebb szakaszon tudtam végrehajtani. Osszesen 315 db szekvenciat
illesztettem 591 bp hosszon, ennek eredményeképpen pedig 219 db haplotipust talaltam.

Az M5. tablazatban a hazai szekvenciak ezen a szakaszon vizsgalt egyezéseit tlintettem fel
mind a kuilfoldi szekvencidkkal, mind pedig egymassal (amennyiben a vizsgalt szakasz
révidilésével polimorf pozicidkat vesztettek és igy a korabban elklilonild haplotipusok egy
haplotipusba kertiltek). A Magyarorszagrol kimutatott haplotipusok kézul igy egyezést kaptam
spanyol (H16), skot (hap4, hap64), cseh (HT01, J378E, J309E, JOE, J320E), dan (H4), lengyel
(H26, H28, H29, H32, H33), német (HTO1, HT03), olasz (H21, H34, AF291886), és gorog

(CP8, CP12) haplotipusokkal is. Hasonléan a hazai mintakhoz, az eurdpai gimszarvas
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szekvenciak Osszevetésénél is a NETWORK szoftver segitségével készitett graf abraval
vizualizaltam az eredményeket (14. abra). J6l lathatdé a harom leszarmazasi vonal
elkilénilése, melyekbdl kettd (A és C) megtalalhaté Magyarorszagon is. Egyes haplotipusok
tobb orszagban is eléfordulnak, ilyenkor az adott kdrcikk tdbb, a mintaelem szammal — pontos

egyedszam adatok hianyaban — nem aranyos, az orszagoknak megfelelé szinre oszlik.
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14. abra Gimszarvas haplotipusok eléforduldsa Eurépaban a mitokondrialis kontroll régié 591 bp
hosszu illesztése alapjan. A gécpontok egy-egy haplotipust abrazolnak. A kiilénb6z8 orszagokbdl
szarmazd haplotipusokat kildnb6zé szinekkel jeldltem. A gocpontok koz6tti agak a genetikai
rokonsagot, az aghosszak pedig az adott haplotipusok kdzétti genetikai tavolsagot mutatjak. A
vonalak az egyes elkllonilé leszarmazasi vonalakat jelolik.
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8.2.3 Eurépai 6z

A 41 db hazai 6zb6l szarmazo 887 bp hosszu kontroll régié szekvenciat vizsgalva ésszesen
31 haplotipust talaltam (M6. tablazat). Egy tovabbi haplotipust is elkilénitettem, amit csak egy
révidebb, 611 bp hosszu szakaszon sikerilt sokszorositanom, azonban ezen rdvidebb
szakasz alapjan is jol elkulonilt a tébbi haplotipustdl. Az igy egylttesen 32 haplotipust adé
szekvenciakon 6sszesen 63 polimorf poziciét talaltam, amelybél 49 szubsztitlicio volt, 14 pedig

indel tipusu (inzercié/delécio) polimorfizmus.

Az A&ltalam vizsgalt 6z szekvenciakat ezutan a GenBank adatbazisbdl letoltétt mas
publikaciokbdl szarmazé magyar szekvenciakkal kiegészitve, 6sszesen 118 egyed adatait
elemeztem. A gimszarvas szekvenciakkal ellentétben, ahol a sajat szekvenciakbdl térténd
haplotipusok kimutatasai és az 6sszes hazai haplotipus kimutatasa egy I1épésben kivitelezhetd
volt a szekvenciak hosszabdl eredden, eurdpai 6znél ugyanez nem volt lehetséges az
informaciovesztés miatt. Ennek eredményeképpen a 611 bp hosszu illesztett szakaszon
O0sszesen 39 haplotipust mutattam ki, ahol tébb, korabban kilén haplotipusba tartozé
szekvencia egy haplotipusba kerllt ezen a révidebb vizsgalt szakaszon. Az altalam kimutatott
haplotipusok kézil a legtébbet korabban mar mas publikaciok is leirtak magyarorszagi vagy
kulféldi populacidkbol, amely egyezéseket az M7. tablazatban tuntettem fel. Osszesen 13
olyan haplotipust talaltam, amely hazai populaciébdl még nem lett kimutatva, ebbél tiz olyat,
melyeket mas populaciokbdl sem mutattak még ki. A tiz Uj haplotipus 24 polimorf poziciéjat az

M8. tablazatban tiintettem fel.

A hazai 6z szekvenciak NETWORK szoftverrel torténd elemzése soran a haplotipusok harom
egymastal jol elklldénulé csoportot alkottak a graffal torténd megjelenitésnél. Az egyik csoport
ezek kozul jelentbs genetikai eltérést mutatott a masik két csoporthoz viszonyitva, és a benne
Iévdé két haplotipus szibériai 6z haplotipusokkal mutat egyezést. A masik két csoport
haplotipusai a keleti, illetve a centralis kladhoz tartoznak (M9. abra). A haplotipusok egyes
terlletek kdzotti megoszlasat a 15. abran tintettem fel, ahol a kilonbdz6 szinek egy-egy
haplotipust jel6lnek mutatva ezzel, ha egyes haplotipusok tébb populacioban is eléfordulnak.

Az egyes populacidokhoz tartoz6 haplotipusok megoszlasat az M9. tablazat tartalmazza.
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15. abra A Magyarorszagon eddig vizsgalteurdépai 6z populaciok Hap1-Hap39 haplotipusainak
megoszlasa a kilenc régio kézott. n: mintaelem szam. A vizsgalt szekvenciak egy része egy korabbi
vizsgalatbdl szarmazott: 1: [88]; 2: [349]. A mintak forrasanak pontos megoszlasat az 1. tablazat
tartalmazza.

Egy korabbi publikacié mar kimutatta a két szibériai haplotipust harom, az orszag keleti részén
elhelyezkedd régiobol [88]: Zemplén kdrnyéke, Nyirség és kornyéke, valamint Hortobagy.
Zemplén kornyékérdl az dsszes egyed, mig az utdbbi kettébél csak az egyedek egy része
mutatott szibériai 6z haplotipust. Az eurdpai 6zh6z tartozé centralis és keleti klad haplotipusai
esetében ezzel szemben nem talaltam geografiai elkllonulést, vagyis egy adott haplotipus

toébb populaciéban is megjelent (M9 és 15. abra, M9. tablazat).

Ahhoz, hogy felmériem a populacidk kozotti genetikai tavolsagot, kiszamoltam a
populacioparok kdzotti Fst, valamint Gst értékeket (8. tablazat). Itt a 0,15 feletti értékek
jelentés genetikai kilonbséget, mig a 0,25 folotti értékek nagyon jelentés genetikai
kildnbséget jelentettek. Az Fst érték esetében jelentés genetikai kildnbséget kaptam a
Kdzép-Dunantul és Hortobagy, valamint a Budai-hegység és Hortobagy régiok kdzott. Ezen
kival nagyon jelentds genetikai kiilénbséget figyeltem meg a Nyirség és kérnyéke és Zemplén
kornyéke régiok mas régiokkal valo Osszevetésénél, ami aldl az egyetlen kivétel a
Hortobagy/Nyirség és kdérnyéke régiok parosa volt, ahol az érték nem mutatott jelentds
genetikai kuldnbséget. Az eltéré mintaelemszamra torténd korrekcio utan (Gst érték) csak a
Zemplén kornyéke régioval képzett populacié parok mutattak szamottevé eltérést a tobbi
populaciohoz képest. Itt az 0sszes szamitott érték tovabbra is nagyon jelentds genetikai
kulonbséget vagy azt megkozelit6 értéket mutatott. Az ehhez a régidhoz tartozé 6sszes egyed

ugyanazt a haplotipust mutatta, ami csak két masik régiéban fordult el (M9. tablazat).
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8. tablazat A kilenc mintavételi helyrdl szarmazé gimszarvas kontroll régié szekvenciak paraméterei.
Forraspopulaciok roviditései: KDT: Kdzép-Dunantul, BUH: Budai-hegység, KIK: Kiskunsag, MKK:
Maros-Kérés kdze, HOR: Hortobagy, NYK: Nyirség és kérnyéke, ZEK: Zemplén kdrnyéke, BUH: Bikk-
hegység, ZAD: Zalai-dombsag. n: mintaelemszam, S: polimorf poziciék szama, k: haplotipusok szama,
Hd: haplotipus diverzitas, m: nukleotid diverzitdas, RMP: egyezési valoszinliség, Fst: fixacids index
(szlrrke hattérszinnel), Gst: géndifferencialédasi egyiitthatd (kék hattérszinnel), p: valészinliségi érték.
Kékkel szedve a jelentds genetikai eltérést (0,15-0,24), pirossal szedve a nagyon jelentds genetikai
eltérést (0,25<) mutato Fst és Gst értékek.

Régi6 KDT BUH KIK MKK HOR NYK ZEK BUH ZAD Osszesitett
n 21 27 13 4 9 12 13 9 10 118

S 19 22 16 12 40 35 0 14 17 55

k 10 12 8 3 6 4 1 7 9 39

Hd 0,871 0,892 0,897 0,833 0,917 0,742 0,000 0,944 0,978 0,945

™ 0,00982 0,00896 0,01131 0,01011 0,0265  0,02577 0,00000 0,00883 0,01224 0,01993
RMP 0,170 0,141 0,172 0,375 0,185 0,319 1,000 0,160 0,120 0,063

KDT 0,006 0,022 0,016 0,170**  0,508**  0,849** 0,087 -0,028

BUH 0,022 0,069 0,023 0,196*  0,538**  0,844* 0,062 0,056

KIK 0,055 0,049 -0,081 0,132* 0,456**  0,858** 0,074 0,006

MKK 0,074 0,069 0,030 0,049 0,410*  0,947**  -0,025 0,024 Fst

HOR 0,033 0,047 0,040 0,068 0,114 0,602**  0,118* 0,088 E:ggg:: -
NYK 0,100 0,088 0,099 0,111 0,025 0,373**  0,476™  0,414*

ZEK 0,332 0,289 0,381 0,522 0,292 0,229 0,907** 0,866

BUH 0,034 0,041 0,033 0,026 0,017 0,086 0,398 0,091

ZAD 0,018 0,027 0,033 0,054 0,022 0,076 0,372 0,014 Gst

A 8. tablazat ezen kivil a populaciok statisztikai adatait foglalja 6ssze. A Hortobagy, valamint
a Nyirség és kornyéke régiokbdl szarmazé szekvenciak rendelkeztek a legtdbb polimorf
pozicioval (35, illetve 40), mig a Maros-Kéros kdze régidhoz tartozé négy egyed minddssze
hét polimorf poziciét mutatott. A Zemplén kdérnyéke régidban ez a mérészam nulla volt, azaz
minden mintazott egyed ugyanazt a haplotipust hordozta. A legmagasabb haplotipus szamot
a Budai-hegység (k = 12), illetve a Kézép-Dunantul (k = 10) populaciok mutattak, azonban a
haplotipus diverzitas nem ezen régidkban volt a legmagasabb. A vizsgalt mintdk alapjan a
Zalai-dombsag populacié mutatkozott a legdiverzebbnek, ahol tiz egyedbdl kilenc haplotipust
sikerilt kimutatni. Emellett magas értéket mutattak a Bikk-hegység és a Hortobagy régiok is.
A Zemplén kornyéke populacion kivul a tébbi populaciondl a haplotipus diverzitas értéke
mindenhol magas volt (Hd: 0,742-0,978). A nukleotid diverzitast tekintve Hortobagy, valamint
a Nyirség és kornyéke régiok mutattak a legmagasabb értékeket. Az egyezési valoszinliség

értéke — a Zemplén kornyéke régio kivételével — 0,120 és 0,375 kdzott volt.

A kilféldi haplotipusokkal valé 6sszehasonlitas soran olasz, lengyel, szerb, gérég, roman és
svéd populaciokbdl szarmazd haplotipusokkal talaltam egyezést (16. abra), azonban egyes

esetekben a forras populaciérél nem volt informacio, igy az egyedszamokat nem allt
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moédomban feltintetni [88]. Az abran latszik, hogy a magyar 6zek a keleti és centralis kladhoz,

valamint a szibériai 6zh6z tartozo haplotipusokat mutattak.
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16. abra Sajat és mas magyar eurdpai 6z haplotipusok 6sszevetése eurdpai, illetve szibériai 6zhoz
tartozé haplotipusokkal egy 622 bp hosszu kontroll régié szakaszon. A gécpontok egy-egy haplotipust
abrazolnak. A killdnb6z6 orszagokbdl szarmazé haplotipusokat kildnb6zé szinekkel jeldltem. A
gocpontok kdzotti agak a genetikai rokonsagot, az aghosszak pedig az adott haplotipusok ko6zotti
genetikai tavolsagot mutatjak. A vonalak az egyes elkilonilé leszarmazasi vonalakat jeldlik. Azokat a
szibériai 6zh6z sorolddd haplotipusokat, amelyekkel csak eurdpai 6zek rendelkeztek kékkel,
amelyekkel szibériai és eurdpai 6zek is egyarant mutattak pirossal jeloltem.
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8.2.4 Eurépai muflon
A kontroll régié esetében mind a tiz egyedbdl ugyanazt a haplotipust mutattam ki, amely a
GenBank adatbazisaba feltoltve PP782052 koédszammal talalhatd meg. A GenBankban
elérhet6 szekvenciakkal vald 6sszehasonlitas soran a leghosszabb lehetséges, 1067 bp
illesztés alapjan harom 100%-0s egyezést talaltam, amelyek kozul kettd (AY091487 és
HM236185) németorszagi eurépai muflonokbdl, mig a harmadik (KF938360) egy kazahsztani
azsiai muflonbdl lett kimutatva.
A mas eurdpai muflon szekvenciakkal valé 6sszehasonlitas csak egy révidebb, 318 bp hosszu
illesztésen volt lehetséges, mivel a legtdbb feltdltott szekvencia féleg a hipervariabilis régio |-
re (HVI) szoritkozott. A Magyarorszagrél kimutatott haplotipus itt német, szlovén, horvat és
cseh eurdpai muflon haplotipusokkal mutatott egyezését (17. abra).

magyar .
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cseh
szardiniai
korzikai @
Giglio-szigeti
Elba-szigeti O O
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O O
O © @
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O
] » @
® @
Haplotipusok szama: 20
@ O lllesztési hossz: 318 bp
(9 Mintaelemszam: 118

17. abra Sajat eurépai muflon haplotipus 6sszevetése mas eurdpai muflon haplotipusokkal egy 318
bp hosszu kontroll régié szakaszon. A gécpontok egy-egy haplotipust abrazolnak. A kilénb6z8
orszagokbdl szarmazd haplotipusokat kilonbdz6 szinekkel jeldltem. A gocpontok kézotti agak a
genetikai rokonsagot, az aghosszak pedig az adott haplotipusok k6z6tti genetikai tavolsagot jeldlik. *:
a pakisztani mintak mind fogsagban tartott, behozott eurépai muflonokbdl szarmaztak.
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8.3 Egyedi szintl azonositas

8.3.1 Damszarvas egyedi szintli azonositasa

Osszesen 110, korabban tetramer mikroszatellitaként leirt markert valasztottam ki, amelybél
100 korabbi publikaciokbdl, tovabbi 10 marker pedig az NCBI adatbazisbél szarmazott (9.
tablazat).

9. tablazat A 110 in silico tesztelésre kivalasztott marker adatai harom tovabbi cross-species

tetranukleotid mikroszatellita markerrel egyutt. A késébbiekben eliminalt duplikatumok szirke hattérrel
vannak jeldlve.

Faj Tetramer mikroszatellitak Referenciak
Oszvérszarvas OheA, OheB, OheC, OheD, OheE, OheF, OheG, OheH, Ohel, OheJ,
(Odocoileus OheK, OheL, OheM, OheN, OheO, OheP, OheQ, OheR, OheS, OheT, [171]
hemionus) OheV
Vapit C217, T26, T268, T530 [172]
(Cervus canadensis) o2, c32, €36, C105, C143, C180, C273, C276, T40, T107, T115, T267 [173]
Sitka szarvas
(Odocoileus SBTDO1, SBTD02, SBTD03, SBTD04, SBTD05, SBTD06, SBTDO07 [364]
hemionus sitkensis)
Gimszarvas CO1, C229, T108, T123, T156, T172, T193, T501, T507 [25]

(Cervus elaphus)
Guazauvira-szarvas

(Mazama Mgoua16, Mgoua19, Mgoua20, Mgoua21 [365]
gouazoupira)

. WY37, WY62, WY68, WY69, WY82 [233]
Szikaszarvas NGA371535
Cervus nippon -22,

( ippon) $DO03, SD04, SD05, SD0B, SDO7, SDO8, SDO9, SD10, SD11,8D12 2l > o
ApoV17, ApoV19, ApoV43, ApoV47, ApoV49, ApoV53, ApoV54,
Disznészarvas ApoV56, ApoV61, ApoV75, ApoV79, ApoV81, ApoV85, ApoV9o4, [175]
(Axis porcinus) ApoV101, ApoV118, ApoV127, ApoV133, ApoV135, ApoV144, ApoV145,
ApoV146
Euroépai 6z Capcap1, Capcap2, Capcap3.1, Capcap5, Capcap10, Capcap15,
(Capreolus Capcap17, Capcap25, Capcap29, Capcap31, Capcap35, Capcap36, [174]
capreolus) Capcap37
Lapi szarvas
(Blastocerus Bdi4, Bdi6, Bdi58 [366]
dichotomus)

A nukleotid-adatbazisban elérhet6 markerek azonositdé szamainak szisztematikus szirése
soran tobbnél észleltem, hogy ugyanazon markerek tébbféle néven jelentek meg kulénb6zé
publikaciokban, duplikatumokat eredményezve (OheA = C01, OheF = C143, Ohel = C180,
OheK = C217, OheL = C229, OheM = C273) (10. tablazat). A I6kuszok szekvencia illesztése
soran harom tovabbi duplikdtumot azonositottam a BLAST® segitségével (OheT = OheP,
Capcap36 =T107, C02 = C36 és T268 = T530). A duplikatumok kézil a PCR vizsgalatok soran
optimalisan funkcionalé markert és annak primerszekvenciait valasztottam ki a tovabbi
kutatashoz: CO1, OheF, Ohel, C229, OheK, OheM, OheP, T107, C02 és T268. Tovabba
észrevettem, hogy a Hill és mtsai. (2021) publikacidjabdl két marker esetén (ApoV144 és
ApoV146) ugyanaz a primerpar szerepel komplementer formaban, ezért csak az egyik markert

(ApoV146) hasznaltam a tovabbi kutatas soran.
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10. tablazat Ugyanazok a markerek kildnbdz6 név alatt publikalva a kilénb6z8 publikacidkban.

Eza Jongs és Jongs és MereFJith és Brinkman és Hamlin és

kutatas mtsai. 2000 mtsai. 2002 mtsai. 2005 mtsai. 2010 mtsai. 2021
[171] [172] [173] [364] [170]

Cco1 A Co1

OheB B OheC10-B

OheC C OheC50-C

OheD D C89 OheC89-D

OheE E

OheF F C143 OheC143-F

OheG G

OheH H OheC165-H

Ohel | C180

OheJ J OheC186-J

OheK K C217 C217 OheC217-K

C229 L C229 OheC229a-L

OheM M C273 C273 OheC273-M

OheN N T27 OheT27r-N

OheO O T159S8 OheT159-O0

OheP P T7 OheT7-P

OheQ Q T32 OheT32-Q

OheR R C106

OheS S

OheT T

OheV \% OheT256-V

A duplikatumok kizarasa utan 99 egyedi mikroszatellita marker maradt, ezek kdzul 21-hez volt
szlkséges primert terveznem a nem elérhetd primerszekvenciak miatt (11. tablazat). Néhany
,Ohe” marker esetében azért volt erre sziukség, mivel a markerszelekcids folyamat lezarult,

mielbtt a jelenleg elérhetd primerszekvenciat kdzzé tevé publikacié megjelent volna.
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11. tablazat A 21 darab publikalt primerszekvenciaval nem rendelkezé markerre tervezett primerparok.
F: forward primer, R: reverz primer.

Marker Primerszekvencia (5'-3') Marker Primerszekvencia (5'-3')
OheB F: GTCTGCTCATCCACCATCTA SDO03 F: GAGCCTGGCCAACATGGTA

R: CTCTGTCTGCCTTCTCAAGT R: CTGCCACCACAACCAGCTAA
OheC F: TTCCATCCACTCATCATTCT SD04 F: TTCTCCACCACTCCTTCT

R: ACATATTGGAGGCATGTAGG R: AGTAATAGATGTGCGGTCTC
OheE F: AGACAGGGTTCCAATGAGAC SD05 F: GGTGACAGTGCAAGACTC

R: CAGCCTTCCTGGACTAGAGA R: CGTTTTCCAGCACTATTC
OheG F: AGAGTTAAGTGCAGCCTAAG SD06 F: TCCTGGTGTGAGCCACAGT

R: CTGTGTTCATGGACCACACT R: CTGAGACATGCCACTGCACT
OheH F: CTTGCTGCCATTGCCAGATA SDO7 F: GGCAACATAGCGAGAACT

R: TCCCAGAGGGCAGATGTCTAT R: CCATGGAGGTAAGACTCTTC
Ohel F: ATCACAGTTGCCAAGACGAC SD08 F: CACCGCCCCTGGCCTTTT

R: CGGATGGATGAGTAGGTTGA R: GAGGTTGCAGTCAGCCGAGATTG
OheS F: AACCTGGCAAGTTACAGTCC SD09 F: GCTGCTCAAGAAAGTTACC

R: TCAGGCATGTGGAGCAACAA R: GTAATTGTAGGGCCAGTT
OheV F: TCAGGCAGGTAGTAAGTGTC SD10 F: GTGGCCTCTGGCTTCATT

R: GAGCACAGGACCTGATACTT R: GCCTGGCAACATAACAAGAC
SBTDO1 F: TCACTCACCCACTCATCT SD11 F: GTTCAACAGAGGAAGCTGTA

R: TGGATGGTTGGATATGTAG R: TCTAGGCAACAGAGTGAGAC
SBTDO02 F: CTCTGCTGACCTGTTATCTC SD12 F: GCCAAGCTCTTCTTCATCCT

R: ATGGAAGAAAGGATGTCTG R: GCTGCGGTGGAGCTATTAT
SBTDO3 F: GCCACCTCTTCTTAATATC

R: ATGGTAGGGACCTAACAG

Az el6zetes PCR vizsgalat soran 33 marker esetében nem kaptam megfelel6 amplikont az
eredeti vagy tervezett primerekkel, a gradiens-PCR-rel térténd optimalizalas utan sem.
Osszesen 26 esetben nem keletkezett PCR-termék (OheD, OheF, Ohel; T26; SBTD: 01, 03,
05; SD: 03-12; ApoV: 81, 85, 101, 133; Capcap: 1, 3,1, 5, 17, 35). Harom markernél nagyon
gyenge savokat kaptam az agar6z gélen (ApoV: 53, 54, 75), mig négy markernél melléktermék
képzbdést tapasztaltam (OheS, SBTD04, SBTDO7 és Bdi58). Ahol rendelkezésre alltak
GenBank-i marker szekvenciak, ott megkiséreltem a primerek ujratervezését. Az ApoV133
marker szekvenciaja nem volt elérheté az NCBI adatbazisban, igy ebben az esetben a primert
nem allt mdédomban Ujratervezni. Annak érdekében, hogy maximalizalam a PCR
termékképzédés sikerének valdszinliségét, az ujratervezett primerek és ez eredeti vagy elsé
korben tervezett primerek forward és reverz primereinek kiilénbdzé kombinaciéit teszteltem. A

sikeresnek itélt kombinacidkat a 12. tablazat tartalmazza.
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12. tablazat Ujratervezett primerparok. A nem Ujratervezett forward vagy reverz primerek délt betiivel,
szurkén vannak szedve.

Marker Primerszekvencia (5'-3") Marker Primerszekvencia (5'-3')
SD03 F: TAGGTCGGGAGTTCGAGACG Capcap1l F: GGACAGGACCTTCTGAACTA
R: TGCCACCACAACCAGCTAAT R: CCTCTCGCTTCTTCCTACTA
SD04 F: CACCACTCCTTCTCCCCTGA Capcap3.1 F: TCCTTGTCTATCTCTCTGTCTGTC
R: GAGACCGCACATCTATTACTCTT R: GAACCAGCAGATAGGCAGAT
SD05 F: CCAGGTGACAGTGCAAGACT Capcap5 F: CCAGCTCTCATACAACAC
R: TCGTTTTCCAGCACTATTCTTTC
SD06 F: ACAGTGCCCAGCCTTATTCC Capcap17 F: GGTTGGTACACGGAGAGT
R: TGAGCTGAGACATGCCACTG R: CTAGAGGCTCTGTGTATG
SDO7 F: CCTGGGCAACATAGCGAGAA Capcap35 F: CCAAACACCCTGAATCCTCT
R: TCTTGAATCAGGGAATGGAGACT
SD08 F: ACAGGTATGAGCCACCGC OheD
R: TGGGGACAGAGCGAGATTCA R: GTCTGACACCTGGGGTTCTG
SD09 OheF F: CAGGCGATCAAGAAATGTGG
R: GCCAGTTCTGGGACCTTTCT R: GTGGCTTCTGGATGGAGAAC
SD10 F: TCTATGTTTGTGGCCTCTGG Ohel F: ACATGGTGGGCATTCAGTAG
R: TGGCAACATAACAAGACATTTTCT R: CATCAGGGTTCTCTGAAGAC
SD11 F: TACAGCCCGCCAAACTTCTT OheS
R: GGCAACAGAGTGAGACCCTT R: CCACATGCCTGACACTTCTA
SD12 F: AGGGCTGCTAGGGAGTTAGG Bdi58 F: TCTTCATGGGGGGTATGT
R: GGCTGCGGTGGAGCTATTAT R: TGGTGGCAGTGAAACTTG
SBTDO1 F: TCCAACCACCCACATATGCA ApoV53 F: ACATGTGACGAGCAGCTTCA
R: TGGATGGTTGGATATGTAGGCA
SBTD03 F: TCTTGCCACCTCTTCTTAATATCT ApoV54 F: AGGGCAGCTGATACCCATTT
R: AGGGCAGAAATGGTAGGGAC R: ACACACCTAAGTCCCAAGCA
SBTD04 F: CTGCCTGCTCCCTCTAACTC ApoV75
R: GGCCTTGTCCCTGAGATTGG R: TACTGAGATGCCGACTCCCA
SBTD05 F: CATGACATGTACTAAGGGGCA ApoVa1 F: CGCACACACACACATACACG
R: GGAGATCCAAGTACACACATGT R: AACACGATGGAAGCCTCTGG
SBTD07 F: TCCAGAACTGTGTGTGAGCC ApoV85
R: ACTTGTATCAGTCTGGGTTCGT R: TCTTCCTGCCTGACTCTGGA
T26 F: CCACCCATGCAGATGCTACT ApoV101
R: GCTGTCAAGGCAACATTCTC R: GAGTCACAATCCTCCTGAAGGTCTC

Tizenhat STR-t sikeresen amplifikaltam az eredeti protokolljaik alkalmazasaval, 64 markert
pedig a modositott PCR protokollok segitségével (M10. tablazat). Az optimalizaciés folyamat
végén az eredetileg kivalasztott 99 Ilokuszbdl 80 mikroszatellitanal taldltam kimutathato és
latszolag specifikus PCR termékeket az agarézgél alapjan. Az ezekhez tartozé protokollokat
az M10. tablazat, a kapillaris elektroforézis soran hasznalt markerkeverékek Osszetételét az

M11. tablazat, a markerek adatait pedig a 13. tablazat jeleniti meg.
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13. tablazat A 20 damszarvas mintan tesztelt 99 tetramer mikroszatellita marker adatai. Ref: az eredeti
publikacié hivatkozasa, Prim: hasznalt primerek (zold hattér: eredeti primerek, mod: Ujratervezett
primerek, Uj: tervezett primerek). PCR — zo6ld hattér: eredeti PCR protokoll, mod: moédositott PCR
protokoll, szlirke hattér: nem amplifikalédott. Na: allélszam, ahol a polimorf markerek neve és alléljaik
szama pirossal vannak feltlintetve. Felhasznalt irodalom: 1: [171]; 2: [172]; 3: [173]; 4: [364]; 5: [25]; 6:
[365]; 7: GenBank-i azonositd szamok JN643715-JN643722, JN563734-JN563735; 8: [233]; 9: [175];
10: [174]; 11: [366].

Faj Ref STR Prim PCR Na Faj Ref STR Prim PCR Na
OheB Uj mod SDO03 Uj
OheC Uj mod SD04 Uj
OheD mod SDO05 Uj
OheE Uj mod SD06 Uj
OheF mod mod 2 7 SDO7 Uj
OheG Uj mod " SD08 Uj mod
OhH Uj mod SD09 Uj
Ohel mod mod Szikaszarvas SD10 Uj
Oszvérszarvas 1. OheJ 4 e SD11 U
OheK mod SD12 Uj
OheM mod WY37 mod
OheN mod WY62 mod 2
OheO mod 8. WY68 mod
OheP mod WY69 mod
OheQ mod 2 WY82 mod
OheR mod ApoV17 mod
OheS Uj mod ApoV19 mod
OheV Uj mod ApoV43 mod
2 T26 mod ApoV47 mod 2
" T268 mod 3 ApoV49 mod 2
C02 mod ApoV53 mod mod
C32 mod 2* ApoV54 mod mod
Vapiti C105 mod ApoV56 mod
3 C276 mod 2** ApoV61 mod
" T40 mod ApoV75 mod mod 2
T107 mod 5 Disznészarvas 9. ApoV79 mod
T115 mod ApoV81 mod
T267 mod ApoV85 mod
SBTDO1 V] mod ApoV94 mod
SBTDO02 Uj mod ApoV101 mod
SBTDO03 Uj ApoV118 mod
Szitka szarvas 4. SBTD04 mod mod ApoV127 mod
SBTDO5 mod ApoV133
SBTD06 mod ApoV135 mod
SBTDO7 mod mod ApoV145 mod
Cco1 ApoV146 mod 2
C229 2 Capcap1 mod
T108 Capcap2
T123 Capcap3.1 mod mod
Gimszarvas 5. T156 2 Capcapb mod mod
T172 Capcap10
T193 e Capcap15
T501 Eurépai 6z 10. Capcap17 mod mod
T507 Capcap25
Mgoua16 mod Capcap29 2
Guazauvira- 6 Mgoua19 mod Capcap31
szarvas " Mgoua20 mod 2 Capcap35 mod mod
Mgoua21 mod Capcap37
Bdi4 mod
Lapi szarvas 11. Bdi6 mod
Bdi58 mod

* 19 mintabdl szarmaztatott adatok, ** 18 mintabdl szarmaztatott adatok.
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A 80 mikddd markert 20 damszarvas mintan teszteltem kapillaris elektroforézissel, ahol az
eredmények azt mutattdk, hogy egyes markerek nem minden mintaban amplifikalédtak
sikeresen, ismételt vizsgalatok utan sem. Hat marker (OheS, C32, C105, WY68, WY82, SD08)
nem eredményezett PCR-terméket egy mintaban, a C276 marker két mintaban és a Capcap37
marker 6t mintaban (M12. tablazat).

Az elektroferogramok mintazata alapjan 6t markert kizartam a tovabbi elemzésbél (M10. abra).
Az SBTDO7 marker ,létraszer(” mintazatot mutatott két bazisparos lépésekkel, mig a Capcap2
marker tébbnyire ,létraszer(i” mintazatot mutatott egy bazisparos lépésekkel, néhany minta
pedig jelentésen rovidebb (kordlbelll 30 bp) terméket eredményezett. A WY82 markernél
tesztelt mintak tobbségében két, megkdzelitéen azonos magassagu csucsot detektaltam, ami
nem adott megbizhaté eredményt az ismételt tesztelések soran. Az ApoV43 marker esetében
harom azonos magassagu csucsot detektaltam minden mintdban. AWY62 markernél a dimer
egységekkel rendelkezé mikroszatellitara jellemzd mintazatot figyeltem meg. Bar az ApoV49
és ApoV75 mikroszatellitak erbs stutter-esedést (,dadogast’) mutattak a legmagasabb
csucsaik korul, a tovabbi statisztikai elemzésekbe ezeket tovabbra is bevontam (18. abra). A
tobbi 73 marker esetében egyértelmlen leolvashaté csucsokat figyeltem meg. A 80 marker
kézdl 15 mutatta a polimorf mikroszatellitak jellemzéit, melyekbdl 14 valdban tetramernek

mutatkozott, igy a tovabbi elemzéseket ezeken folytattam (14. tablazat, 18. abra).
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18. dbra A tovabbi statisztikai elemzésekbe bevont 14 polimorf marker elektroferogramja
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14. tablazat A 14 kivalasztott polimorf damszarvas-specifikus tetramer mikroszatellita marker PCR sokszorositas jellemzdi. Jel.: fluoreszcens jeldl6 ,farok”, bp:
méret bazisparban; PCR protokoll: ciklusszam x (denaturaciés, anellacios és elongaciéos hémérsékletek és idd) + végsé elongacios hémérséklet és id6; mp:
masodperc; p: perc.

Marker Jel. bp  Forward primer Reverz primer PCR Protokoll
OheF B 199-211 CAGGCGATCAAGAAATGTGG GTGGCTTCTGGATGGAGAAC
32 x (94°C 30 mp, 56°C 30 mp, 72°C 30 mp) + 72°C 20 p
OheQ D 248-264 AATGTGTCAGTGAAGGTCTTC ATCCAGGCAACCATCTAG
C229 A 117-125 TTATTCATCCACCCATCCATCACCA  GGCACATGCTCATAAGTGAAGGGA 29 x (94°C 40 mp, 61°C 40 mp, 72°C 60 mp) + 60°C 60 p
T156 C 135-148 CCTGGCCTGTGTCTTGAATTGAAC  GGCGATGAATACCCAGTCTTGTCT 29 x (94°C 40 mp, 63°C 40 mp, 72°C 60 mp) + 60°C 60 p
5 % (94°C 30 mp, 62°C 90 mp, 72°C 90 mp)
5 x (94°C 30 mp, 58°C 90 mp, 72°C 90 mp)
Capcap29 C 199-203 AAGCCCATGACCTGAAACCAA GCTTCCAGCAGGAGGGTATAT
5 x (94°C 30 mp, 55°C 90 mp, 72°C 90 mp)
20 x (94°C 30 mp, 50°C 90 mp, 72°C 90 mp) + 72°C 10 p
ApoV47 A 329-333 TGCTCATTCTAGGGTCAGGC AGGTCTTCTGCATTGTAGGC 32 x (94°C 30 mp, 64°C 30 mp, 72°C 60 mp) + 60°C 30 p
ApoV49 B 408-412 ACTATGGGATGTGACCGTGG ACAGGAATCTTGTTGACTCTGC 32 x (94°C 30 mp, 56°C 30 mp, 72°C 60 mp) + 60°C 30 p
ApoV146 D 143-148 GGGCCCTCAATTCTCTTCC GGAGACATCACATTCCCTGAC 32 x (94°C 30 mp, 58°C 30 mp, 72°C 60 mp) + 60°C 30 p
Mgoua20 B 193-197 ACAACTGGAGAAAACCCTTGTG AGCCTTTAGAGATGTTCTGTTTGG
15 x (94°C 30 mp, 55°C 60 mp, 72°C 40 mp)
T107 D 283-308 ACATCCGTTCAGGTGTGA CCAGAGGTAAGATAAATGGTGA
20 x (94°C 30 mp, 50°C 60 mp, 72°C 40 mp) + 72°C 20 p
T268 B 224-240 ATTCCCTTCTCCAGTGTATG GATGATAACAGCTCAACAGATC
15 x (94°C 30 mp, 60°C 60 mp, 72°C 40 mp)
C32 A 285-289 ACAACTGTGTGAGCCAATAC AGCAAGTGAAGAAGAATGTTC
20 x (94°C 30 mp, 55°C 60 mp, 72°C 40 mp) + 72°C 20 p
C276 A 376-380 AAACAGAACATTCACCAGAAAC TCCCAGACACACAGAACAA
32 x (94°C 30 mp, 63.3°C 60 mp, 72°C 40 mp) + 72°C 20 p
ApoV75 A 328-336 TCGTTTTACATTCCTATCAGCAACG GTTTCTTTACTGAGATGCCGACTCCCA
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Polimorf markerenként egy homozigéta allélt szekvenaltam az STR-strukturak ellenérzésére,
amelyeket feltoltottem a GenBank adatbazisaba (azonosité szamok: OQ981365-0Q981367,
0Q981369-0Q981380) (M13. tablazat). Osszesen 14 marker esetében igazoltan ismétlédé
tetranukleotid motivumokat talaltam, a forrasfajtol eltéréen azonban a WY62 mikroszatellita
esetében dinukleotid ismétlédést mutattam ki. A szekvenciak alapjan tovabba sikertlt
megallapitanom, hogy az ApoV49 és ApoV75 markerekben megfigyelt egybazisparos
létraszer(i mintazatok a szekvenciakon bellli 10, illetve 14 bp hosszusagu mononukleotid

ismétlédések eredményei.

A 20 db vizsgalt damszarvas minta statisztikai értékeit a 15. tablazatban tintettem fel. Az
allélszamok ketté és Ot kodzott alakultak, a legtdébb marker azonban csak két alléllal
rendelkezett. Az effektiv allélszam 1,16 és 3,45 kdzott voltak (atlag 1,6). A polimorf informacios
erték (PIC) 0,13 és 0,67 kdze esett, a megfigyelt-, valamint varhaté heterozigozitas pedig 0,1
€s 0,8, illetve 0,14 és 0,73 kdzott valtozott. A Hardy-Weinberg egyensulytdl (HWE) egy esetben
volt szignifikans (T156), egy esetben pedig er6sen szignifikdns (C32) eltérés. A leggyakoribb
allél gyakorisaga 0,425 és 0,925 kozott alakult (M14. tablazat).
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15. tablazat A hazai damszarvason (n = 20) vizsgalt 14 tetramer mikroszatellita marker statisztikai
értékei: allélszam (Na), effektiv allélszam (Ne), polimorfizmus informaciés érték (PIC), megfigyelt
heterozigozitas (Ho), varhato heterozigozitas (He), valamint a Hardy-Weinberg egyensulytol (HWE) valé
eltérés szignifikancidja: ns = nem szignifikans, * P<0,05, *** P<0,001.

Marker Na Ne PIC Ho He HWE
OheF 2 116 0,13 0,45 0,140,717 ns
OheQ 2 116 0,13 0,45 0,140,717 ns
C229 2 166 032 035 0,40 (0,585 ns
T156 2 122 0,16 0,10 0,190,047 *
Capcap29 |2 1,22 0,16 0,20 0,190,619 ns
T107 5 345 067 0,80 0,730,588 ns
ApoV47 2 1,47 027 030 0,330,780 ns
T268 3 129 021 0,25 0,230,939 ns
C276 2 1,73 0,33 0,50 0,42 (0,450 ns
ApoV49 2 1,47 0,27 030 0,320,780 ns
Mgoua20 (2 1,88 0,36 0,45 0,470,858 ns
ApoVv146 |2 1,88 0,36 0,45 0,47 |0,858 ns
C32 2 123 0,17 0,00 0,19 | 0,000 o
ApoV75 2 154 0,29 035 0,35(0,987 ns
minimum | 2 1,16 0,13 0,10 0,14

maximum | 5 3,45 0,67 0,80 0,73

atlagéerték | 2,3 1,60 0,27 0,31 0,32

sz0ras 0,2 0,16 0,14 0,05 0,04

median 2 1,47 027 030 0,32
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8.3.2 Gimszarvas egyedi szintli azonositasa

A Szabolcsi és mtsai (2014) altal gimszarvasra korabban ésszeallitott, 6t-6t markert tartalmazoé
két multiplexnél (DeerPlex!, DeerPlexll) mind a tiz marker esetében megfeleld minéségl és
mennyiségl terméket kaptam. A genotipusok dsszehasonlitasanal ugy talaltam, hogy azok
maximum harom markeren egyeztek a tizbél, a leggyakoribb allél gyakorisaga pedig 0,146 és
0,688 kozott alakult (M15. tablazat). A markerek egész allomanyra vonatkozo statisztikai
adatait, mind az allélszam, effektiv allélszam, polimorf informacié tartalom, valamint megfigyelt
és varhato heterozigozitas a 16. tablazatban tlintettem fel.

16. tablazat A hazai gimszarvasokban (n = 24) vizsgalt tiz tetramer mikroszatellita marker statisztikai
értékei: allélszam (Na), effektiv allélszam (Ne), polimorfizmus informaciés érték (PIC), megfigyelt

heterozigozitas (Ho), varhato heterozigozitas (He), valamint a Hardy-Weinberg egyensulytol (HWE) valé
eltérés szignifikanciaja: ns = nem szignifikans, * P<0,05, *** P<0,001.

Marker Na Ne PIC Ho He HWE
C229 5 1,96 045 0,58 0,49 (0,992 ns
T108 8 562 080 0,63 0,82] 1,412 ns
T26 10 6,55 0,83 0,71 0,850,870 ns
T123 7 538 080 0,79 0,810,672 ns
T193 14 11,01 0,90 0,88 0,910,283 ns
T172 12 784 086 1,00 0,87 |0,713 ns
co1 8 554 080 0,83 0,820,841 ns
T501 9 480 0,77 0,79 0,790,806 ns
T156 9 588 0,81 0,83 0,830,154 ns
T507 10 6,70 0,83 0,88 0,85]|0,478 ns
Minimum |5 1,96 045 0,58 0,49

Maximum | 14 11,01 0,90 1,00 0,91

Atlagérték [ 92 6,13 0,78 0,79 0,80

Széras 0,8 0,73 0,0 0,04 0,04

Median 9,0 575 0,80 0,81 0,83

A markerek alpopulacidkra lebontott adatait a 17. tablazatban foglaltam 6ssze. Mind az
allélszamnal (Budai-hegység: 3-10; Kiskunsag: 5-10), mind az effektiv allélszamnal (Budai-
hegység: 1,56-8,17; Kiskunsag: 2,70-7,41) alacsonyabb alsé értéket kaptam a Budai-hegységi

populacidban, de ugyanitt a fels§ érték is magasabb volt. A megdfigyelt és varhato
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heterozigozitas 0,58 és 1,00, valamint 0,49 és 0,91 k6zo6tt mozgott a vizsgalt allomanyban,
amitél a Budai-hegységi (0,36-1,00, illetve 0,36-0,88) és a Kiskunsag (0,50-1,00, illetve 0,63-

0,87) alpopulacidkat kiilén vizsgalva sem tapasztaltam jelentds eltérést.

17. tablazat A két alpopulaciéra lebontva szamitott allélszam (Na), effektiv allélszam (Ne),
polimorfizmus informaciés érték (PIC), medfigyelt (Ho) és varhatd heterozigozitas (He).

Na Ne PIC Ho He

Populacio | Budai-hegység

Minimum | 3,00 1,56 0,33 0,36 0,36
Maximum | 10,0 8,17 0,87 1,00 0,87
Atlag 7,80 5,30 0,75 0,80 0,77
Szoras 0,71 0,59 0,15 0,09 0,05
Median 8,00 5,33 0,79 0,82 0,81
Populacio | Kiskunsag

Minimum | 5,00 2,70 0,59 0,50 0,63
Maximum | 10,00 7,41 0,85 1,00 0,86
Atlag 6,90 4,82 0,75 0,78 0,78
Szoras 0,43 0,41 0,05 0,04 0,02
Median 7,00 4,88 0,77 0,80 0,80

A két populacié kozott 0,04 Fst (fixacids index) és 5,949 Nm (number of migrants, a virtualis
vandorl6 egyedek szama) értéket kaptam, ami kerekitve generacionként atlagosan hat
atvandorlé egyedet jelent. A szamitott P(p) 1,245x10'3 volt az 6sszes egyedre, 1,555x10'2 a
Budai-hegységi és 5,709x10'2 a Kiskunsag populaciéra nézve. A Hardy-Weinberg-

egyensulytdl sehol nem tapasztaltam eltérést (16. tablazat).
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8.3.3 Eurédpai 6z egyedi szintii azonositasa

A Morf és mtsai (2021) altal leirt 12 marker kozll 6sszesen tiznél sikertlt a forraspublikaciéban
szerepld protokoll felhasznalasaval megfelelé mennyiségli és mindségli terméket kapnom a
monoplex tesztelés soran, a Capcap2 markert pedig sikeresen sokszorositottam a médositott
PCR programmal (18. tablazat). A Capcap3.1 markert a PCR beallitasok valtoztatasaval sem
sikerllt minden vizsgalt mintaban melléktermékek képz&dése nélkil robosztusan
felszaporitanom, ezzel megbizhatatlanna téve annak alkalmazasat. Ebbdl kifolyélag az adatok
elemzésekor csak a tébbi 11 marker eredményeit vettem figyelembe.

18. tablazat A 11 marker PCR sokszorositasanak protokollja. A markernevek mellett szereplé azonos

szimbolumok a diplexben egyutt amplifikalt parokat jeldlik. A ciklusszam (Cik.) az adott sorra vonatkozik.
mp: masodperc.

PCR | Marker Kezde’tl ‘o Cik. | Denaturacié  Anellacié6  Elongacio Vegsp_ .
denaturacioé elongacio
o o 90 mp 90 mp o
1. Capcap2 1 perc 94°C 35 30 mp 94°C 67°C 79°C 20 perc 72°C
o 90 mp 90 mp
2, Capcap1 ¢ 5 30 mp 94°C 62°C 79°C
o 90 mp 90 mp
Capcap5 o 5 30 mp 94°C 58°C 79°C
1 perc 94°C % % 20 perc 72°C
o mp mp
Capcap10 ¢ 5 30 mp 94°C 55°C 79°C
o 90 mp 90 mp
Capcap15 ¢ 20 | 30 mp94°C 50°C 72°C
Capcap17 e
Capcap25
Capcap29 ¢
Capcap31 o
Capcap35 e
Capcap36

Annak ellenére, hogy tiz marker mikodott az eredeti protokoll alkalmazasaval, az ugynevezett
Jfarkazasos” technika, mint fluoreszcens jel6l6 moddszer hasznalata miatt a primer
koncentraciok igazitasaval sem tudtam a kilonbdz6 markereket egyutt amplifikalni. A
tesztelések soran a tiz azonos beallitason mikddé marker kozul kettdé markert csak monoplex
formaban tudtam sokszorositani, a maradék nyolc markert pedig négy diplexbe rendezve
sikerult amplifikdlnom (18. tablazat). A Capcap1/Capcap29 diplex reakcié primereit 1:1,5
keverési aranyban, mig a tobbi diplex primereit 1:1 keverési aranyban mértem 6ssze. Tovabbi

Odsszevonasokra nem talaltam maodot a tesztelési folyamat soran.

A mintak esetében a 11 markerbdl létrehozott genetikai profilok egymassal maximum hat
markeren mutattak egyezést, a leggyakoribb allél gyakorisaga pedig 0,256 és 0,686 kozott

mozgott (M16. tablazat). Allélszamok tekintetében 6t és nyolc kozotti allélt talaltam a

77



markereknél, mig az effektiv allélszam 1,99 (Capcap25) és 5,67 (Capcap10) kdzott valtozott,

igy minden vizsgalt marker polimorfnak bizonyult a vizsgalt mintakat illetéen (19. tablazat).

A medfigyelt heterozigozitast 0,4 (Capcap25) és 0,84 (Capcap2) kozétt talaltam, a varhaté
heterozigozitas pedig 0,5 (Capcap25) és 0,82 (Capcap10) kdzott valtozott. A Hardy-Weinberg
egyensulytol két esetben talaltam szignifikans (p<0,05, Capcap2 és Capcap5), és két esetben
erésen szignifikans (p<0,001, Capcap25 és Capcap29) eltérést. Ezen kivil kiszamoltam a PIC
értéket is a markerekre, amit a tébbi adattal egyutt a 19. tablazatban tlintettem fel.

19. tablazat A hazai europai 6zeken (n = 43) vizsgalt 11 tetramer mikroszatellita marker statisztikai
értékei: allélszam (Na), effektiv allélszam (Ne), polimorfizmus informaciés érték (PIC), megfigyelt

heterozigozitas (Ho), varhaté heterozigozitds (He), valamint a Hardy-Weinberg egyensulytdl (HWE) valé
eltérés szignifikanciaja: ns = nem szignifikans, * P<0,05, *** P<0,001.

Marker Na Ne PIC Ho He HWE

Capcap1 5 3,80 0,70 0,53 0,740,085 ns
Capcap2 |6 476 0,76 0,84 0,790,016 *

Capcap5 |8 2,88 0,62 0,56 0,650,022 *

Capcap10 | 8 5,67 0,80 0,74 0,820,853 ns
Capcap15 | 5 3,92 0,70 0,77 0,740,831 ns
Capcap17 | 6 2,57 0,54 0,51 0,610,536 ns
Capcap25 | 5 1,99 0,47 0,40 0,500,000 ox
Capcap29 |7 3,90 0,70 0,70 0,740,000 ox
Capcap31 |5 433 0,73 0,77 0,77 | 0,964 ns
Capcap35 | 8 366 0,69 0,70 0,730,180 ns

Capcap36 | 7 3,64 068 0,65 0,720,462 ns

Minimum |5 1,99 0,47 0,40 0,50
Maximum | 8 5,67 0,80 0,84 0,82
Atlagérték | 6,36 3,74 0,67 0,65 0,71
Széras 0,39 0,31 0,10 0,04 0,03

Median 6 3,80 0,70 0,70 0,74
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Annak érdekében, hogy meghatarozzam a populaciok genetikai diverzitasat, ezeket a
statisztikai értékeket kiszamoltam az egyes alpopulacidékra lebontva kulon-kilon is (20.
tablazat), azonban nem tapasztaltam jelentés eltéréseket a harom alpopulacié kozott.

20. tablazat A harom alpopulaciora lebontva szamitott allélszam (Na), effektiv allélszam (Ne),
polimorfizmus informaciés érték (PIC), medfigyelt (Ho) és varhatd heterozigozitas (He).

Na Ne PIC Ho He
Populacio | Budai-hegység
Minimum | 4,00 1,97 0,33 0,40 0,49
Maximum | 7,00 4,13 0,71 0,87 0,76
Atlag 5,27 3,34 0,58 0,59 0,69
Széras 0,24 0,20 0,12 0,05 0,02
Median 5,00 3,60 0,61 0,53 0,72
Populacio | Kiskunsag
Minimum | 4,00 1,53 0,50 0,13 0,34
Maximum | 8,00 5,63 0,74 0,93 0,82
Atlag 5,55 3,59 0,66 0,64 0,68
Széras 0,39 0,36 0,07 0,07 0,04
Median 5,00 3,60 0,67 0,67 0,72
Populacié | Dunantuli-dombsag
Minimum | 3,00 1,53 0,35 0,54 0,41
Maximum | 7,00 5,63 0,77 0,85 0,80
Atlag 3,36 3,59 0,65 0,73 0,70
Széras 0,41 0,28 0,13 0,03 0,03
Median 5,00 3,80 0,69 0,77 0,74

A populaciok kozotti genaramlas vizsgalatara kiszamitottam az egyes populacioparok kozotti
Fst (fixacios index), és Nm értéket is. Az Fst érték a Budai-hegység és a Kiskunsag kdzott
0,02, a Kiskunsag és Dunamtuli-dombsag koézoétt 0,02, a Budai-hegység és Dunantuli-
dombsag kozott pedig 0,03 volt. A vandorld egyedek szamat mutatdé Nm érték ugyanezt a

sorrendet kovetve 11,5-nek, 12,6-nak, valamint 7,9-nek adddott.

A P(p) megallapitasakor a telies mintaelemszam (n = 43) vizsgalatanal 5,9x10"", a Budai-
hegység (n = 15) esetében 3,7x107°, a Kiskunsag (n = 15) esetében 2x10-'°, a Dunantli-

dombség (n = 13) populacié esetében pedig 1,5x10° értéket szamoltam.
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8.3.4 Eurépai muflon egyedi szintii azonositasa

A mikroszatellitak tesztelése soran a 80 darab markerbél 20 eredményezett megfelel
min&ségl és mennyiségl terméket az optimalizalt PCR beallitasokat kdvetéen (21. tablazat).
Tobb marker egylttes, kapillaris elektroforézissel torténé kimutatasahoz 6sszeallitott szetteket
az M11. tablazat jeleniti meg. A detektalassal az egyik marker (ApoV43) harom termékcsucsot
eredményezett, amelyet a PCR beallitasok valtoztatasaval sem tudtam kikliszobdlni, igy ezt a
I6kuszt kivettem az elemzésekbdl.

21. tablazat A muflonokban mkodé 20 kereszt-specifikus marker adatai. A markerek fluoreszcens

jeldlése Blacket és mtsai. publikacidja [245] alapjan tortént, T: anellaciés hémérséklet, Ref: a markereket
el6szor leird cikkek referenciai és a szarmazasi faj.

Marker Jelolés  Anell. T Eredeti faj Ref.
C229 A 63°C

T108 C 63°C

T156 c 63°C Cervus elaphus [25]
T507 D 63°C

Mgou19 A 58°C .

Mgou21 c 58°C Mazama gouazoupira [365]
OheH B 58°C

Ohel A 58°C Odocoileus hemionus [171]
OheK D 58°C

C105 C 58°C .

T115 A 63°C Cervus canadensis [173]
Capcap15 C 63°C Capreolus capreolus [174]
SBTDO04 A 58°C Odocoileus hemionus [364]
SBTDO06 B 58°C sitkensis

ApoV43 A 58°C

ApoV47 B 63°C

ApoV53 D 63°C . .

ApoV94 D 58°C Axia porcinus [175]
ApoV135 B 58°C

ApoV145 D 58°C

A megmaradt 19 markerbél harom bizonyult polimorfnak két-két alléllal (22. tablazat), a tobbi
nem mutatott valtozatossagot. A tiz egyedbdl ezek alapjan két-két genetikai profil egyezett, hat
egyed profilja egyedi volt, a leggyakoribb allél gyakorisaga pedig 0.55 és 0,90 kozétt alakult
(M17. tablazat). A varhaté heterozigozitds 0,18 és 0,49 kozo6tt, mig a medfigyelt
heterozigozitas 0,2 és 0,5 kozott valtozott. A Hardy-Weinberg egyensulytdl egyik marker

esetben sem volt szignifikans eltérés. A szamitott P(p)érték 0,11 volt a tiz mintara.
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22, tablazat A hazai eurdpai muflonokon (n = 10) vizsgalt harom tetramer mikroszatellita marker
statisztikai értékei: allélszam (Na), effektiv allélszam (Ne), polimorfizmus informacios érték (PIC),
medgfigyelt heterozigozitas (Ho), varhatd heterozigozitas (He), valamint a Hardy-Weinberg egyensulytol
(HWE) val6 eltérés szignifikanciaja: ns = nem szignifikans, * P<0,05, *** P<0,001.

Marker Na Ne PIC Ho He HWE
C299 2 1,22 0,16 0,20 0,180,725 ns
Ohel 2 1,98 0,37 0,50 0,500,975 ns
ApoV94 2 1,72 0,33 0,20 0,420,098 ns
Minimum | 2 1,22 0,16 0,20 0,18

Maximum | 2 1,98 0,37 0,50 0,50

Atlagérték [ 2,0 1,64 0,29 0,30 0,37

Szoéras 0,0 0,22 0,11 0,0 0,10

Median 2 1,72 0,33 0,20 0,42

81




9 Megbeszélés

Az orvvadaszat olyan blincselekmény, amelyet a vadon él6 allatok begyl(ijtését szabalyozé
torvények szigoruan meghataroznak. A szakirodalomban szamos tanulmany foglalkozik az
orvvadaszat kérdésével vilagszerte, mivel a vadon €16 allatok illegalis elejtése évszazadok 6ta
tarsadalmi problémat jelent [367]. A jogszabalyi valtozasokkal parhuzamosan uj, nagy
megbizhatdésagu molekularis technikakra és markerekre is szukség van az ivar, faj, eredet és
egyedi azonositashoz. Az SWGDAM (Scientific Working Group on DNA Analysis Methods
[34]), az SWFS (Society for Wildlife Forensic Science [368]) és az ISFG (International Society
for Forensic Genetics [351]) ajanlasaival, szabvanyaival és iranyelveivel 6sszhangban az
allatok kriminalisztikai vizsgalatara szolgalé modszerek csak szisztematikus validalasi lépések

végrehajtasat kovetéen alkalmazhatok a kriminalisztikai gyakorlatban.

9.1 Ivar- és fajazonositas

Két genetikai vizsgalat kifejlesztésében és validalasaban vettem részt az ivar- és a
fajazonositas érdekében 6z, gim- és damszarvas fajokra. A validalasi folyamat — amely az
érzékenységre, fajspecificitasra, keveredés vizsgalatara és az ismételhetéségre terjedt ki —
megfelelt a kriminalisztikai szabvanyoknak. Ennek eredményeként a vizsgalatok egységesen

alkalmazhatok a harom szarvasféle ivar- és fajazonositasara.

és az Amelogenin Y gént, valamint egy X-kromoszomalis lokuszt (AmelX), amely bels6
kontrollként szolgal, a DeerSex-plex multiplexben. A két Y-kromoszémas |6kusz tesztelése
noveli a pontossagot, ezaltal csokkenti a hamis pozitiv €s hamis negativ eredmények esélyét.
Mivel a vizsgalt fajoknal az Amelogenin gén mind az X-, mind az Y-kromoszéman
megtalalhatd, az Y-kromoszéman egy deléciés régiéval, a him- és néivaru egyedek eltérd
hosszusagu DNS-fragmentumokkal rendelkeznek. A gimszarvas esetében kimutathaté egy
kilenc bazispar hosszusagu delécié az amplifikalt AmelY régién belll a masik két vizsgalt
fajhoz képest (2. tablazat, 6. abra), igy az ivarazonositasi vizsgalat eredménye énmagaban
is utalhat a minta faji eredetére. A GenBank-i szekvencidk alapjan azonban ez a delécio a
szikaszarvasban (Cervus nippon) is jelen van. A vizsgalt szarvasfajokon kivil a taxondmiailag
legkdzelebbi rokon fajok (muflon és juh) esetében is detektaltam specifikus amplikonokat
egyes markereknél, de az AmelY marker esetében a jelintenzitas meglehetdésen alacsony volt.
A primerkotd régiok in silico vizsgalata alapjan szekvenciaegyezést talaltam az SRY marker
esetében gimszarvas alfajoknal (C. e. yarkandensis, C. e. maral), vapitinél (C. canadensis),
fehérajku szavasnal (C. albirostris), szambarszarvasnal (C. unicolor), szikaszarvasnal (C.
nippon), a liraszarvas két alfajanal (Rucervus eldii thamin, Rucervus eldii siamensis),

fehérfarku szarvasnal (Odocoileus virginianus), rénszarvasnal (Rangifer tarandus), kinai
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muntyakszarvasnal (Muntiacus reevesi), kontyos muntyakszarvasnal (Muntiacus crinifrons),
szibériai 6znél (Capreolus pygargus), vizi6znél (Hydropotes inermis), diszndészarvasnal (Axis
porcinus), és david-szarvasnal (Elaphorus davidianus) (M1. és M2. abra). Az AmelX esetében
a primerkotéhelyben egyezés volt vapitinél, muntyakszarvasnal, javorszarvasnal (Alces alces),
japan szérénal (Capricornis crispus), takinnal (Budorcas taxicolor), vizi bivalynal (Bubalis
bubalis), zebunal (Bos indicus) és juhnal (Ovis aries) (M1. és M2. abra). Figyelembe véve,
hogy a primerkoté région bellli poziciétél fliggbden egy-két bazispar eltérés ellenére is
létrejohet a primerkotddeés, illetve, hogy tdébb faj esetében az amelogenin X/Y szekvencia nem
all rendelkezésre, a felsorolt fajokon tul mas rokonfajoknal is alkalmazhaté lehet a médszer

ezen génszakaszok erés konzervaltsaga miatt.

A rovid, kialénbdz8d hosszusagu mitokondridlis DNS-regidk fajspecifikus primerekkel térténé
amplifikalasa — a forward primer 3’ kdtéhelyén lévé kildnb6zd pontmutaciok felhasznalasaval
— hatékony moddszer a kilonbdzd emlbsfajok egyideji kimutatasara [369]. Fajspecifikus
primerek tervezhet6k a fajok k6zotti SNP-k alapjan, feltéve, hogy ezek a pontmutaciok a fajon
belll stabilak, vagy minimalis valtozatossagot mutatnak [370]. Ez kihasznalva terveztem az
NCBI adatbazisabdl hozzaférhetd citokrém B szekvenciak alapjan a primereket a harom célfaj
azonositasara, amelyeket a DeerSpec-plex multiplexben egyesitettem. Ebben a vizsgalatban
mind a négy ivarazonosité primert (AmelX/Y forward és reverz, SRY forward és reverz),
valamint a Cytb Dama dama forward primert olyan, a fajon belll erésen konzervalt régidkra
terveztem, amelyek a GenBankban fellelhet§ szekvenciak alapjan — bar ezek csak korlatozott
szamban alltak rendelkezésre — nem mutattak szubsztituciot vagy indel tipusu polimorfizmust
(2. és 5. tablazat). Bar a gimszarvas és eurdpai 6z esetében a cytB primerek kotdéhelyein beldl
egy-négy SNP el6fordult a GenBank-i szekvenvenciak vizsgalatakor, a mintak tesztelése
soran nem tapasztaltam specifikus fragmentumok kiesését (M4. abra). Amennyiben egy
kriminalisztikai vizsgalat soran felmerll annak lehetésége, hogy az adott bioldgiai minta a
harom szarvasféle valamelyikétdl szarmazik, az SNP-ket célzé primerek alkalmazasa
koltséghatékony és gyors alternativat jelenthet a hagyomanyos szekvenalassal szemben. Az
ezt kdvetd agardz- és/vagy kapillaris elektroforézis alapu elemzés megbizhaté azonositast

eredményez [16] akar tobb faji eredeti, kevert bioldgiai minta esetén is.

Ebbdl kifolydlag kifejlesztettek hasonld alapon mikoéddé multiplex teszteket mar egyes
szarvasfajok kimutatasara is mint a vapiti, szikaszarvas, kasmirszarvas, rénszarvas,
szambarszarvas, eurdpai 6z, gimszarvas, viziéz és damszarvas [167, 371-374]. Azonban
mivel egyes, a validalas soran nem tesztelt fajok hasonldé hosszusagu, de a cél taxonnal nem
homolég jelet produkalhatnak, ezek a tesztek altalaban elézetes detektalasi modszerként
értelmezheték, nem pedig konfirmald azonositasként [375]. Mindazonaltal ezek a technikak

hasznos el6detektalasi lehetéséget biztositanak akar nagy szamu mintak szekvenalas el6tti
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szlrésére eés kategorizalasara. Kulonosen hatékonyak olyan helyzetekben, ahol a
szekvenalas eredménytelen lehet a kulonbozé faji eredetli mintak keveredése esetén (pl.
élelmiszerekben vagy allati eredet( tradicionalis gyogyhatasu készitményekben) [233, 376,
377]. Az ilyen vizsgalatok kilénésen akkor elénydsek, ha varhatéan korlatozott szamu faj
jelenléte feltételezhet6, azonban az eredmények telies megbizhatésaga érdekében

szekvenalas utjan térténé azonositas sziikséges [375].

A DeerSex-plex és DeerSpec-plex tesztelések soran a kiilénbdz6 méretli fragmensek agaroz
gélelektroforézissel egyértelmien elkilonitheték voltak, lehetévé téve a két ivar és a harom
célfaj azonositasat (5. abra). A két teszteld rendszer eredményeinek érzékenyebb és akar
egylttes kimutatasa érdekében kapillaris gélelektroforézis adaptaciot is végrehajtottam, amely
soran a PCR-termékeket fluoreszcens festékekkel jeldltem (6. abra). A két panel egyetlen
kapillaris elektroforézis-folyamatban torténd kombinalasa gyors és megbizhaté eredményt
biztosit (kUlénos figyelmet igényel a két reakcid6 megfeleld keverési aranya), ezaltal

hatékonyabba téve a mintaazonositast.

Ezek a modszerek megkonnyitik a blnugyi helyszinekrdl szarmazo, eltéré minéségl mintak
gyors szlrését, és jelentésen csokkentik az id6- és koltségraforditast a hagyomanyos
szekvenalasi vagy restrikciés fragmenthossz-polimorfizmuson alapuld technikakhoz képest.
Az ilyen molekularis megkozelitések kulondsen elénydsek, ha nagyszamu mintat kell szdrni
annak megallapitasa érdekében, hogy egy adott minta a relevans fajhoz vagy ivarhoz tartozik-

e.

Vizsgalataim soran nem tapasztaltam téves besorolast a harom vizsgalt agancsos faj ivar-
vagy fajazonositasaban, amely technikak kulénb6z6 mintatipusokbdl is megfeleléen
makodtek, reprodukalhaté és megbizhatdo adatokat eredményeztek. Az allatok ivar- és
fajazonositasanak egyszer(i és pontos moddszerei kulcsfontossaguak az allattenyésztés, a
vadvédelem és a kriminalisztika teruletén. A kutatas ezen része harom, Eurépaban egyutt €l
agancsos faj azonositasara iranyult igazsagugyi célbdl, kuldénds tekintettel az orvvadaszat
kérdéskaorere. A torvényszéki elbirasoknak megfeleléen hitelesitett moédszereim tudomanyos
alapot biztosithatnak az orvvadaszattal kapcsolatos jogi vitak rendezéséhez, valamint
hozzajarulhatnak a gimszarvassal, 6zzel és damszarvassal kapcsolatos illegalis

tevékenységek visszaszoritasahoz.

9.2 Haplotipus diverzitas és egyedi szintli azonositas

A vadon él6 allatok gazdasagi és okoldgiai jelent6sége orszagonként eltéré lehet.
Magyarorszagon a trofeas vadak, mint a harom hazai szarvasfélénk, valamint az eurdpai
muflon kilondsen értékesek a kivalod trofeamindséguk miatt, ami sajnos az orvvadaszat egyik

célpontjava is teszi ezeket a fajokat. A torvényszéki vizsgalatok soran az egyedi szinti
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azonositas, a kizarasos vizsgalatok, esetleg a szarmazasi terilet megallapitasa segitheti a
nyomozast és a kérdéses esetek megoldasat. Annak érdekében, hogy ilyen, az igazsagulgyi
sztenderdeknek is megfelel6 genetikai médszerek rendelkezésre alljanak a négy célfajnal,
vizsgalatokat folytattam a mitokondridlis kontroll régiéval és nuklearis tetramer

mikroszatellitakkal.

9.2.1 Damszarvas

A Kkuldnb6z6 orszagokbdl szarmazd damszarvasok mitokondrialis kontroll régidjanak
szekvenciaelemzése soran eltéréseket figyeltem meg a polimorf pozicidk elhelyezkedésében.
Ez az alapitdé hatas kovetkezménye lehet, amely miatt az egyes betelepitett populaciok
alacsony genetikai diverzitast mutatnak. A variaciék szama és eloszlasa nagymértékben fligg
az adott populacié foldrajzi eredetétél. Ez azt jelenti, hogy mig egyes orszagokban mutacids
forr6 pontok figyelhet6k meg egy adott szekvencia régidéban, mas fdldrajzi tertleteken
ugyanezen szekvencia szakaszok alig mutatnak valtozatossagot (11. abra). Ugyanakkor a
mutacios mintazatok bizonyos hasonlésagot is mutatnak a kiilénbdz6 populaciok kézott. Ezért
a vizsgalt genetikai szakasz hosszat és helyzetét az adott orszag populacios sajatossagai

alapjan kell meghatarozni.

A mitokondrialis kontroll régié vizsgalatara épul6é adatbazisok rendkivul hasznosak lehetnek a
minimalis mennyiségli vagy degradalddott mintak (példaul szér, bélsar, feldolgozott husaru)
vizsgalatakor. llyen adatbazisokat mar szamos faj esetében létrehoztak térvényszéki célokra
[378-382]. A vizsgalatom célja tehat egy olyan orszagos lefedettségli adatbazis létrehozasa
volt damszarvasokra, amely segitséget nyujthat a mitokondridlis anyai vonalak
elkulonitésében, valamint tampontot adhat az adott haplotipus el6fordulasi valdszinlségét

illet6en.

A GenBank adatbazisbdl letdltétt 127 damszarvas szekvencia elemzésével megallapitottam,
hogy a mutaciék feldusulasa a kontroll régio teljes hosszan eléfordulhat (11. abra). A magyar
populacio vizsgalata azonban azt mutatta, hogy ezek a mutacidk egy rovidebb szakaszra
koncentralédnak, igy a hat kimutatott SNP pozici6 mind megtalalhaté a Magyarorszagon
korabban vizsgalt rovidebb (450 bp) szekvenciakban is [37]. Mas orszagok allomanyaiban

azonban eltéré mintazatok alakulhatnak ki, amely a helyi populaciok vizsgalatat indokolja.

A damszarvas genetikai diverzitasa — az 8shonos térokorszagi és 6si rodoszi populaciok
kivételével — rendkivil alacsony [37, 38, 40, 363]. Ezért minden lehetséges polimorf poziciot
figyelembe kell venni az eltérések kimutatasa érdekében. Az altalam vizsgalt szekvencia
polimorfizmusokat 6sszehasonlitottam a kordbban kodzzétett genetikai adatokkal annak
megallapitasara, hogy az adatbazisom mennyire reprezentativ mas orszagok populaciéira

nézve. A haplotipus diverzitas (Hd) annak valésziniségét mutatja, hogy két véletlenszeriien
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kivalasztott egyed haplotipusa eltér egymastol, mig a nukleotid diverzitas (1) a szekvenciak
kozotti atlagos nukleotid kilénbségeket jellemzi bazispozicionként [383]. Vizsgalatom alapjan
a magyar damszarvas populaciok alacsony haplotipus diverzitast (Hd = 0,565) és nukleotid
diverzitast (1 = 0,002) mutatnak. Osszehasonlitva mas orszagokban végzett kutatasi
eredményekkel elmondhatd, hogy a magyarorszagi populacié a haplotipus diverzitas és
nukleotid diverzitas alapjan kdzepes értékekkel rendelkezik (23. tablazat).

23. tablazat A jelen kutatas eredményeinek 6sszehasonlitasa mas publikacidk adataival. Hd: haplotipus
diverzitas, m: nukleotid diverzitas, n: mintaelemszam.

Hd m n Referencia

Jelen kutatas 0,565 0,0020 192

Spanyolorszag 0,456  0,0007 19 [38]
Portugalia 0,647 0,0051 17 [38]
Olaszorszag 0,731 0,0103 30 [38]
Anglia 0,902 0,0031 57 [38]
irorszég 0,442 0,0007 16 [38]
Torokorszag 0,100 0,0003 20 [38]
Bulgaria 0,000 0,0000 11 [38]
Magyarorszag 0,513  0,0008 13 [38]
Németorszag 0,277 0,0950 288 [363]
Horvatorszag 0,485 0,0012 22 [253]
Magyarorszag 0,678 0,0034 41 [37]

E mogott tobb tényez6 is allhat. llyen példaul a kilonb6zd kutatasokban alkalmazott eltérd
mintaelemszam, aminek hatasa jol latszik a hazai mintdk ingadozasain is. A nukleotid
diverzitast emellett — a haplotipus diverzitassal ellentétben, ami a haplotipusok szamatol és
azok gyakorisagatél fligg — az egyes haplotipusok genetikai tavolsaga nagyban befolyasolja,
igy kevés, de eltér6 forrasokbdl szarmazd haplotipus eredményezhet magasabb nukleotid
diverzitast alacsony haplotipus diverzitas mellett. A magyar allomany hasonlé értékeket mutat
a féldrajzilag kozel elhelyezkedé allomanyokhoz, viszont alacsonyabbakat Angliahoz és egyes
mediterran orszagokhoz viszonyitva. Ennek hatterében a betelepitések eltérd ideje és forrasa
allhat. A jelenlegi angliai populacio alapitdé egyedei mar a kdzépkor folyaman betelepitésre
keriltek, tébb id6t adva ezzel az allomany valtozatossaganak természetes ndvekedéséhez,
mig a mediterran orszagokban a két ési vonal leszarmazottjai is fellelhetéek a mitokondrialis
kontroll régio alapjan [46]. A magyar damszarvas ehhez képest valoszinilleg joval kés6bb ért
el szamottevd létszamot és az allomany mai elterjedését féleg a 20. szazadban alakitottak ki
attelepitésekkel [55],valamint a hazai egyedekbdl eddig csak az anatdliai refugiumhoz tartozé

haplotipusokat mutattak ki [46].
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Mig korabbi tanulmanyok ritkan vizsgaltak orszagonként hatvannal tdbb egyedet [37, 38], jelen
kutatas soran nagyszamu mintat vizsgaltam Magyarorszagon belul olyan régidkbol, ahonnan
eddig nem volt informacié, hogy felmériem a hazai allomanyt, és esetlegesen tovabbi
valtozatossagot tarjak fel. Vizsgalatom soran egy Uj haplotipust azonositottam, igy
Magyarorszagon 192 mintabdl 6sszesen hat haplotipust sikertlt kimutatni. Hasonlé mértéki
polimorfizmust figyeltek meg Németorszagban, ahol 365 minta vizsgalataval 10 haplotipust
azonositottak [363]. Mas eurdpai orszagokban a haplotipusok szama harom és 15 kozott

mozgott, néhany tucat minta alapjan.

populacio méretétdl és az észlelt haplotipus diverzitastol fugg. Egy populacio mintavétele
akkor tekinthet6 telitettnek, ha tovabbi egyedek bevonasa mar nem nodveli a medfigyelt
haplotipusok szamat [384]. Altalanosan megfigyelhetd, hogy a haplotipusok szama a
mintaszam novekedésével nd, mig a ritka haplotipusok relativ aranya csdkken [385].
Eredményeim alatamasztjak ezt a tendenciat, és azt mutatjak, hogy a kizarasi valészinliség a
mintaszam novekedésével nem valtozik jelentésen [386]. A vizsgalat egyik régiojaban (DNy, n
= 7) csak korlatozott szamu minta allt rendelkezésre, ami tulbecsiilte a haplotipusok
gyakorisagat és csokkentette az mtDNS egyezés bizonyitd erejét. Az alulmintavételezés

ugyanakkor évatosabb hiba, mivel nem ndveli a hamis pozitiv azonositasok kockazatat [387].

A vadon él6 allatok torvényszéki DNS-elemzése soran fontos figyelembe venni a genetikai
szerkezetet és a beltenyésztés hatasait, kiléndésen a damszarvas esetében. A féldrajzi és
genetikai diverzitast tikr6z6 DNS-adatbazisok kulcsszerepet jatszanak az allélgyakorisagok
és az mtDNS haplotipusok gyakorisaganak pontos meghatarozasaban, amelyek
elengedhetetlenek a kizarasi valoszinliség szamitasahoz [388]. Vizsgalatom soran elemeztem
a mitokondridlis DNS kontroll régiojanak foldrajzi elkilonlilését, amely segithet jogi
vonatkozasu esetek megoldasaban is. Abioldgiai nyom és a feltételezett donor haplotipusanak
egyezéseét megbizhat6 populacids adatok alapjan kell értékelni. Hazankban a Hun3 és Hun4
haplotipusok eddig csak egy-egy egyedben fordultak el az északkeleti (EKe) és észak-kdzép
(EK®) régiokban, mig a Hun5 és Hun6 kizarélag Dél-Magyarorszagon, kilenc, illetve hét
egyednél volt jelen. A két leggyakoribb haplotipus (Hun1 és Hun2) az orszag teljes teriletén
elterjedt, a mintak 90,6%-aban el6fordult. Bar az eurépai damszarvas genetikai kutatasai
jelentés nuklearis és mitokondrialis diverzitast mutattak ki, az egyes orszagokon belul csak kis
eltérések figyelheték meg a lokalis allélvariansok rogzilése miatt [37, 38, 201, 219, 251, 252,
254, 256-258, 389]. A populaciok szegmentaltsagat az Fst (fixaciés index) és a Gst értékek
mutatjak, amelyek jelzik, hogy a haplotipusok aranya mennyiben csokken a metapopulacio ket
vagy tobb, eltérd haplotipus gyakorisagu alpopulacidra valé osztdédasa miatt. Minél magasabb

az Fst érték, annal alkalmasabb a genetikai marker a populaciok elkilénitésére. Az Fst 2 0,15
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erték mar jelentés genetikai kildnbséget jelez az alpopulaciok kézétt [390]. Eredményeim azt
mutatjak, hogy bar a magyarorszagi damszarvas mtDNS diverzitasa alacsony, a régiok kozotti

genetikai eltérések jelen vannak, ami igazsagugyi szakértdi szempontbdl is relevans lehet.

Az mtDNS-t vizsgalo tesztek esetenként gyorsabbak és egyszeriibben kivitelezheték, mint a
nuklearis markerekkel térténd vizsgalatok. Raadasul, ha egy nuklearis DNS-vizsgalat
sikertelen, az extranuklearis genom — példaul az mtDNS — eltérései alapjan az anyai vonalak
elkulonitése vagy fajazonositas révén a kizaras eszkdzeként alkalmazhat6. Ugyanakkor ezek
a technikdk megfeleld referenciaadatok nélkil félrevezetd kdvetkeztetésekhez vezethetnek,
ezert elengedhetetlen egy atfogd hazai genetikai adatbazis létrehozasa. Az ilyen adatbazisok
nemcsak a mintak szarmazasi forrasanak (populacié, faj, féldrajzi régid) meghatarozasat
segithetik, hanem a csempészet, orvvadaszat vagy illegalis birtoklas eseteinek felderitésében

és az elkdvetbk azonositasaban is fontos szerepet jatszhatnak [391].

A hazai damszarvasokra szamitott véletlen egyezési valdszinliség értéke (RMP = 0,547) arra
utal, hogy az egyezések valdszinliisége magas. Ennek ismerete segit a torvényszéki igyekben
szerepld genetikai bizonyitékok helyes interpretalasaban, mivel a genetikai bizonyitékok ereje
kozvetlenil 6sszefligg a rendelkezésre allé helyi haplotipus gyakorisagok altal meghatarozott
kizarasi hatékonysaggal [384]. A torvényszéki alkalmazasokon tul az mtDNS-adatok
elengedhetetlen szerepet jatszanak a populaci6 menedzsmentben és a fajmegérzésben is.
Segitségukkel betekintést nyerhetliink a genetikai valtozatossag mértékébe, a populacios
strukturaba, a filogeografiai kapcsolatokba és a leszarmazasi vonalak alakulasaba. Az ilyen
tipusu genetikai elemzések hozzajarulhatnak az egészséges, genetikailag valtozatos
populaciok kialakitasahoz és fenntartasahoz, ezzel javitva a faj hosszu tavi fennmaradasanak

esélyeit.

mutathatnak, ezért elengedhetetlen a helyi populacidk vizsgalata a leginformativabb genetikai
szakaszok azonositasa érdekében. Bar a mintaszam ndvelésével Uj haplotipusok felfedezése
lehetséges, a kizaras valdszinlisége dsszességében nem valtozik jelentésen. A haplotipus-
gyakorisagok egyenlétlen eloszlasa alapjan a vizsgalt allomanyok kozoétt részleges foldrajzi
elkilénilés figyelhetd meg, ugyanakkor a populacion bellli véletlenszerli egyezési
valoszinlség Magyarorszagon tovabbra is magas. Emiatt szikség lehet tovabbi polimorf
poziciok keresésére mas mitokondridlis génszakaszokon, vagy akar a damszarvas teljes

mitogenomjanak szekvenalasara.

Bar a mitokondrialis markerek felhasznalasa sokréti, az egyedi szintli azonositasra kizarolag
a nuklearis markerek alkalmasak a mendeli oroklédésuk miatt. Tobb igazsagugyi esetben

szlikséges a genetikai egyedazonositas, azonban a damszarvas széles kori elterjedése és a
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mintak hozzaférhetésége ellenére a fajon végzett genetikai vizsgalatok meglehetésen
korlatozottak [392], és szinte kizarélag dinukleotid mikroszatellitakat alkalmaznak a
kutatasokban [38, 251, 252, 255], amelyek legtdbb esetben nem felelnek meg az igazsagugyi

sztenderdeknek.

A kutatasom soran 99 egyedi tetramer mikroszatellita markert teszteltem damszarvas
mintakon a polimorf markerek azonositasanak céljabdl. Ezeket a markereket korabban mar
kuldnb6z6 szarvasfajokban leirtak, és tobbséguk ott tébb alléllal rendelkezett. A tetramer
mikroszatellitak el6nyei k6zé tartozik a megbizhatobb alléldetektalas és a jobb laboratériumok
kozotti dsszehasonlithatosag a dimer és trimer tarsaikhoz képest [172, 393]. Vizsgalatom
soran azonban arra lettem figyelmes, hogy bizonyos, eredetileg a forrasfajpan tetramer
markerek a damszarvasban dimernek bizonyultak (példaul WY62). A melléktermékek
képzbdésével jar6 dadogas ezeknél megnehezitheti a pontos genotipizalast, és
megkérddjelezhetbvé teheti az eredmények megbizhatdsagat, kiléndsen kevert mintak vagy
kontaminacié esetén [351]. Ebbdl kifolydlag a tetramer markerek értékesek lehetnek a
fajmegdrzésben, a szarmazasvizsgalatokban és a térvényszéki elemzésekben, ahol a helyes
genetikai profil meghatarozasa kulcsfontossagu, kilondsen valtozé minéségi és mennyiségi
mintak gyakorisaga miatt. Fontos megjegyezni, hogy a tetramer mikroszatellitak altalaban
kevésbé polimorfak, mint a trimer vagy dimer tarsaik [25, 171], valamint kisebb szamban

fordulnak elé a genomban [172].

A kivalasztott 99 markerbél 19 nem specifikus vagy nem megfelel§ PCR-terméket produkalt,
ami tébb tényezdnek is tulajdonithatd. Egyrészt a célfajban bekdvetkezett mutaciok gatolhatjak
a primer megfelel6 kotédését, ami egy jol ismert akadalya a mas fajokra fejlesztett markerek
alkalmazasanak [394, 395]. Masrészt a forward primerek fluoroférokkal torténd jeldlésére
hasznalt adapterszekvencia — amely koltséghatékony médszert biztosit nagyszamu I6kusz
tesztelésére — jelentésen befolyasolhatja az amplifikacié hatékonysagat. Luttman és mtsai.
[240] korabban kiemelték a primer dimerizacio lehetséges hatasait, amelyeket az univerzalis
primer szekvencia hozzaadasa okozhat. Kutatasom soran mas, a primer dimerekkel nem
Osszefigg® problémakat is azonositottam. Annak ellenére, hogy tudomasom volt az
univerzalis primerek sajat optimum hémérsékletérdl és figyelembe vettem azt, eléfordult, hogy
az univerzalis primert tartalmazé primermixek olyan anellacios hémérséklet optimummal
rendelkeztek, amely sem az eredeti primerparra leirt, sem az univerzalis primerével nem
egyezett meg. Ezen felul a fluoreszcens jeldléssel ellatott univerzalis primer szekvenciat
tartalmazo és jelOletlen primer elegyek sokszor mas anellacios optimummal rendelkeztek.
llyen esetekben altalaban egyaltalan nem tapasztaltam termékképzédést, annak ellenére,
hogy az adapterrel rendelkezd forward primerek tovabbra is jelen voltak, igy a reakciénak, ami

korabban sikeresen végbement, elméletileg nem volt akadalya. Ezen felll eléfordult, hogy a
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primerek oly médon tlintek el a reakcié soran, hogy az agaréz gélelektroforézis soran sem
voltak detektalhaték. Ennek egyik magyarazata lehet a ,primer klaszter’ képz6dés, ami a
dimerizacioval ellentétben a gélen nem lathatd [241]. Osszességében, bar az Ggynevezett
.farkazasos” technika koltséghatékony lehetéséget biztositott nagyszamu I6kusz vizsgalatara,
kihivasokat is jelentett szamomra a multiplex panelek optimalizalasa soran, igy rutinszer(

hasznalatuk megfontolando.

A vizsgalatomban tesztelt 80 funkcionalis STR kdzul 20 damszarvas mintan 15 marker (19%)
bizonyult polimorfnak. Poetsch és mtsai. (2001) tizenkét dimer STR markert teszteltek
gimszarvason, 6z6n és damszarvason, és azt talaltak, hogy mig az elébbi két faj esetében tiz,
illetve kilenc l6kusz volt polimorf, a damszarvasnal ez az érték minddssze hét volt [255]. A
disznészarvason veégzett tesztek soran 142 keresztspecifikus di-, tri- és tetranukleotid marker
kézal 18 STR mutatott bizonyos szintl polimorfizmust [175]. Az altalam vizsgalt
allélvaltozatossag tekintetében polimorf markereknél altalaban két allélt sikerdlt kimutatnom,
kiveve a T268 és T107 lokuszoknal, amelyek harom, illetve ot alléllal rendelkeztek.
Vizsgalatomban a tizennégy tetramer I6kusz atlagos allélszama 2,29 volt, ami kozel all a
damszarvasnal kilonb6zé dimer mikroszatellitakat alkalmazé panelek értékeihez (2,29-3,65)
(24. tablazat).

24. tablazat Az altalam fejlesztett markerkészlet és a korabbi publikaciokban szereplé dimer
markerkészletek statisztikai adatainak 6sszehasonlitasa. Ref': [252]; Ref2: [251]; Ref3: [255]; Ref*: [258];
Ref%: csak magyar [38]. STR: mikroszatellita markerek szama, n: mintaelemszam, Na: allélszam, Ho:
megfigyelt heterozigozitas, He: vart heterozigozitds. Az 6sszehasonlitasban a legjobb értékek zdlddel,
a legrosszabbak pirossal vannak jelélve.

ez a kutatas STR=14 n=20 Ref' STR=10 n=52 Ref? STR=20 n=262
Na Ho He Na Ho He Na Ho He
Atlag 2,29 0,31 0,33 2,40 0,45 0,44 3,65 0,42 0,44
Median 2,00 0,30 0,33 2,00 0,49 0,45 4,00 0,41 0,44

Minimum 2,00 0,00 0,14 2,00 0,21 0,23 2,00 0,16 0,20
Maximum | 5,00 0,80 0,73 4,00 0,56 0,58 7,00 0,81 0,73

Ref’ STR=7 n=22 Ref* STR=9 n=111 Ref’ STR=10 n=14
Na Ho He Na Ho He Na Ho He
Atlag 2,29 0,36 3,56 0,37 0,41 2,67 0,40 0,40
Median 2,00 0,41 3,00 0,38 0,38 2,00 0,38 0,46
Minimum | 2,00 0,09 2,00 0,06 0,06 2,00 0,07 0,07
Maximum | 3,00 0,64 5,00 0,68 0,67 4,00 0,79 0,69

Az atlagos heterozigozitasi értékeket (Ho = 0,31 és He = 0,33) dsszehasonlitva a korabbi,
damszarvassal kapcsolatos publikaciokban szereplé értékekkel, az altalam kapott értékek
valamivel alacsonyabbaknak bizonyultak (Ho = 0,36-0,45 és He = 0,40-0,44). A 24. tablazat
azt is mutatja, hogy a magasabb allélszam nem mindig eredményezett nagyobb
heterozigozitast, ami arra utal, hogy még az alacsonyabb allélszamu markerek is hasznosak

lehetnek. Ugyanakkor a polimorf informaciétartalom (PIC) tartomanya (0,13-0,67) jobb volt a
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tetramer mikroszatellitak esetében, mint a dimer mikroszatellitaknal (0,06-0,59). Azonban az
atlagos PIC érték a dimer panel esetében (0,36) magasabb volt, mint a tetramer markereknél
kapott érték (0,28) [396]. Osszességében a statisztikai mérészamok azt mutatjak, hogy a
dimer markerek bizonyos szempontbdl hatékonyabbak, mint tetramer tarsaik. A kivalasztott
tetramer markereim 6sszehasonlitasa ugyanazon mikroszatellitak kiilénb6z6 szarvasfajokban
kapott értékeivel arra utal, hogy a markerek teljesitményét nagymértékben befolyasoljak a
vizsgalt populacié jellemz6i (M18. tablazat). Ennek megfeleléen a populacidogenetikai
mutatokat szamos tényezé befolyasolhatja, példaul a mintaelemszam, a him-, illetve néivar
aranya, a markerek szama, valamint a hasznalt markerkészletek eltérései, amelyek
csokkenthetik a vizsgalatok O6sszehasonlithatésagat [397]. Fst és Nm értéket itt nem allt
modomban szamolni, mivel a damszarvas alacsony genetikai diverzitasanak ismeretében, és
az elbtesztelések eredményei alapjan itt a populacidk lehetséges dsszehasonlitasaval
szemben prioritast élvezett, hogy minél tébb populaciobdl legyenek egyedek a 20 tesztelt
mintaban, igy ndvelve az esélyét a polimorf markerek kimutatdsanak. Emiatt azonban a

populaciok mintaszama tul csekeély volt az 6sszevetéshez.

A szamitott kombinalt P(p) értéke, amely megadja, hogy egy adott populaciobasl
véletlenszerlien kivalasztott két egyed milyen eséllyel mutat teljes genetikai egyezést a
vizsgalt markerek alapjan [361], 5,2 x 107° volt, ami azt jelenti, hogy 100 000 egyedbdl 5,2
azonos genotipussal rendelkezhet a kivalasztott 14 tetramer STR vizsgalata alapjan.
Figyelembe véve a magyarorszagi damszarvas-populaciot, amely korilbelll 40 000 egyedbdl
all, ez azt jelenti, hogy a teljes hazai populaciobdl korulbelul két egyed mutathat azonos
genetikai profilt. Ezt az eredményt alatamasztja az altalam vizsgalt 20 damszarvas genotipusa
is, melyek mind egyediek, azaz egymastol kulonb6zdk voltak. A Hardy—Weinberg egyensulytdl
eltérd két marker (C32, T156) esetében a kis mintaszam lehet a f6 ok, ami miatt a ritkabb
allélok aranytalanul magas aranyban keriltek el6 homozigéta formaban, torzitva ezzel az
eloszlast. Két markercsoportot — Jones és mtsai. (2000) [171] és Szabolcsi és mtsai. (2014)
[25] — egy késObbi, jelen munkaban nem részletezett vizsgalat soran 27 tovabbi damszarvas
mintan is teszteltem, amelyek kdzul az OheQ marker ott egy (j allélt is mutatott. Ez arra utal,
hogy a mintaelemszam novelésével az allélszam nagy valésziniséggel mas markereknél is

novekedne.

Genetikai tesztjeim dsszesitett eredménye a magyar damszarvas-populacié alacsony
genetikai  polimorfizmusara utal, amely 06sszhangban &Il a korabbi, kulénb6zé
markertipusokkal végzett vizsgalatokkal [37, 38, 201, 251, 252, 254-258, 396]. Ezek a
kutatasok altalaban alacsony genetikai diverzitast mutattak ki populacidkon belul [37], sét,
azok kozott is, amit a természetes és antropogén folyamatok kombinacidja magyarazhat [38].

A genetikai diverzitas jelenlegi hianya mdgott a faj pleisztocén kori kihalasa [45], az ezt kovetd
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ember altal kozvetitett Ujratelepités, valamint a torténelem soran mar a rémai kor elétt kezd6d6
attelepitések [38, 40, 46-50, 52], tovabba a poligin parzasi rendszer [201, 251] allhat.

A jelenleg vizsgalt markerkészlet tovabbfejlesztésére tobb lehetéség van, példaul az U
generaciés szekvenalas révén Ujabb tetramer I6kuszok azonositasaval és tesztelésével, vagy
olyan trimer és dimer mikroszatellita markerek bevonasaval, amelyek kevésbé vagy egyaltalan
nem hajlamosak a mitermék képzédésére. Ennek ellenére a jelenlegi markerkészlet alapként
valéo hasznossaga vitathatatlan. Amint rendelkezésre all egy kibévitett, statisztikailag
megbizhatd markerkészlet, tervezem a validalasi folyamat folytatasat. Fontos figyelembe
venni, hogy kulénbdz6 populacidk eltéré markerekben mutathatnak polimorfizmust, amint azt
Baker és mtsai. (2017) is megallapitottak [38]. Ezért érdemes lehet Ujra megvizsgalni azokat
a markereket, amelyek a jelenlegi mintakban monomorfnak bizonyultak mas populaciékon

végzett tesztelésekkel.

Bar a tetramer mikroszatellitdk kisebb szamban vannak jelen a genomban, és altalaban
alacsonyabb polimorfizmust mutatnak, mint a dimer vagy trimer ismétlédések, ezek tovabbra
is hasznosak lehetnek a genetikai vizsgalatokban, kulondsen akkor, ha a pontos és
megbizhatd genotipizalas elengedhetetlen. Az ebben a vizsgalatban damszarvason tesztelt
14 polimorf tetranukleotid 16kuszbdl allé készlet teljesitménye kdzel hasonlé volt a mas

publikaciékban dimer Iokuszokkal dolgozé panelek eredményeihez.

9.2.2 Gimszarvas

A gimszarvas, amely kontinensiink valamennyi orszagaban megtalalhatd, a jégkorszakot
kovetben az éghajlat melegedésével a déli terlleteken elhelyezkedd refugiumokbdl
megkezdte a korabbi elterjedési terlletének visszahdditasat. Ennek nyomai a mai napig
fellelhetéek az egyedek mitokondridlis genomjaban [64, 283-286]. A harom leszarmazasi
vonal koézul (A, B és C) Magyarorszagon kettd, az A és a C leszarmazasi vonalak talalkoznak,
magas haplotipus diverzitast biztositva ezzel a térségnek, amit mutat az altalam vizsgalt
egyedekre kapott haplotipus diverzitas értéke (0,966) is. A hazai allomanyra kapott érték a
tobbi orszaghoz viszonyitva (0,00-0,91 [64, 272, 274, 281, 283]), valamint a korabbi
Magyarorszagi mintakat (0,806-0,954 [348], 0,23 [64]) vizsgald kutatasokkal dsszehasonlitva
is magasnak mondhaté. Ettél az alpopulaciokra szamolt haplotipus diverzitas értékek sem
tértek el drasztikusan a legtobb esetben (median 0,910). A legalacsonyabb értékeket a
Dunantuli-dombsag (0,894), valamint a Budai-hegység (0,705) régidkban kaptam, ahol a
legkevesebb minta allt rendelkezésre. Ez lehet a kis mintaelemszambdl eredd torzitas
eredménye, de ennek alatamasztasa csak egy nagyobb mintaszam vizsgalata utan

lehetséges. A hazai haplotipusok a spanyol, skét, cseh, dan, lengyel, német, olasz és gorog
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gimszarvas allomanybdl kimutatott haplotipusokkal mutattak egyezést, amely ésszhangban

van az A és C leszarmazasi vonalak rekolonizaciés utvonalaval.

Osszesen 73 haplotipust siker(lt kimutatni 191 egyedbél a hosszabb (921 bp) illesztés alapjan
a magyar mintakbdl, ebbdl harom Uj haplotipust a sajat mintak vizsgalata alapjan. A mas
orszagokbodl szarmazo, GenBank adatbazisbdl letoltdtt szekvenciakkal egy révidebb (591 bp)
illesztésen 315 darab szekvenciabdl 219 haplotipus kerllt elé. Itt a magyar dsszevetéssel
ellentétben viszont az egyedszamokrél nem volt biztos informacié, mivel nem minden
publikacio kozdlte ezeket az egyes haplotipusokra lebontva, igy haplotipus diverzitast nem
volt médomban szamolni. A hosszabb szakaszon elkulonulé haplotipusok egy része itt az
azokat elvalaszto polimorf pozicio levagasa miatt mar nem valtak el egymastol. Skog és mtsai.
2009-es publikaciojukban minddéssze harom haplotipust és alacsony haplotipus diverzitast
(0,23) mutattak ki a Bakony-hegyseégbdl szarmazoé 32 mintabdl [64]. Ennek egyik oka lehet,
hogy a teruleten él6 allomanyra nézve valdban alacsonyak ezek az értékek, de az is lehet a
kilénbség oka, hogy a magyar populacidban a haplotipusokat egymastdl elkilonité polimorf
poziciok egy jelentds része — 44 db az Osszesen 84 pozicidobol — azon a kontroll régié
szakaszon van, amit Skog és mtsai. nem vizsgaltak. Ez alapjan, amennyiben ez lehetséges,
mindenképp érdemesnek tartom a kontroll régié egy hosszabb szakaszanak vizsgalatat,

klléndsen, ha térvényszeéki esetrdl van sz6.

A Gst értékek alapjan nem talaltam az alpopulaciok kdzoétt elkiléndlést, igy a foldrajzi eredet
meghatarozasanak alapjai nem adottak az eredményeim alapjan. A véletlen egyezési
valosziniség (RMP) 0,07 és 0,34 kozotti értékeket mutatott alpopulacionként, az egész
allomanyra pedig 0,04 volt. Az egyezési valészinliséget eddig féleg emberi populaciok [398—
400], és hazi macskak vizsgalatara [384] hasznaltak forenzikus célu kutatasok. Ennek ellenére
ez a mérészam egy olyan plusz informaciéval szolgalhat egy igazsagugyi nyomozas soran,
amely kontextusba helyezi a kizaras lehet8ségét célzé vizsgalatnal kapott eredményt,
kiilondsen, ha két mintabdl ugyanaz a haplotipus keriil el8. igy, bar az altalam kapott egyezési
valoszinlségi erték azt mutatja, hogy annak az esélye tovabbra is magas, hogy két, random
modon kivalasztott egyednek ugyanaz a haplotipusa, ennek a mér6szamnak az ismerete

mégis informativ.

A mikroszatellitakkal kapcsolatos eredeti célom egy orszagos szintl felmérés készitése volt
gimszarvasnal, azonban miel6tt nagy szamu minta feldolgozasa megtdrténhetett volna,
megjelent egy publikacié a témaban, amely Magyarorszag legtébb régiojabdl vizsgalt mintakat
[401]. Ezért ugy dontéttem, hogy csak két olyan teruletrdl szarmaz6 mintdkat érdemes

feldolgozni, melyekrdl ebben a publikacioban nem volt adat.
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Hogy képet kapjak az altalam vizsgalt mintak egylttes és alpopulacidkra lebontott
polimorfizmusanak mértékérél, dsszevetettem a masik két publikacidoban [25, 401] kapott
eredményeket a sajat eredményeimmel (25. tablazat). Mivel Szabolcsi és mtsai. (2014)
publikaciojukban csak az alpopulacionként kilén kézolték a polimorf informaciotartalom (PIC),
valamint a varhaté és megfigyelt heterozigozitas értékeit, igy a két alpopulacié atlagaval
szamoltam. Bar a két masik kutatasban magasabb allélszamokat kaptak a sajat kutatasomhoz
viszonyitva, ez az alkalmazott nagyobb mintaelemszammal magyarazhaté. A heterozigozitasi,
illetve a polimorf informaciotartalom értékeknél mar nincs szamottevé kuldnbség, ami azt
mutatja, hogy — a kis szamu minta ellenére is — az altalam vizsgalt allomany genetikai
diverzitasa magas. Ez 6sszhangban van mind a nuklearis mikroszatellitakkal [25, 401], mind
a mitokondrialis markerekkel [202, 348] a magyarorszagi gimszarvas populaciéra kapott eddigi
eredményekkel. A harom kutatasban ugyanakkor k&zdés volt, hogy a legalacsonyabb
mérdészamokkal a C229 marker rendelkezett.

25. tablazat Az ebben a kutatasban a tiz mikroszatellita vizsgalatakor gimszarvasra kapott eredmények
Osszehasonlitasa két masik hazai populaciot vizsgald publikacidé eredményeivel [25, 401]. n:

mintaelemszam, Na: allélszam, Ho: megfigyelt heterozigozitas tartomanya, He: vart heterozigozitas
tartomanya, PIC: polimorf informaciétartalom tartomanya.

Publikacio n Na Ho He PIC
Jelen kutatas ‘ 24 5-14 0,58-1,00 0,49-0,91 0,45-0,90
Szabolcsi és mtsai. 2014 ‘ 100 5-23 0,49-0,87 0,50-0,92 0,45-0,90

Frank és mtsai. 2022 ‘ 303 7-27 0,41-0,91 0,42-0,91 0,42-0,91

A harom kutatas kozul egyik sem mutatott ki szamottevé eltérést a vizsgalt alpopulacidk kdzott
az Fst és Gst értékek alapjan, viszont Frank és mtsai (2022) megjegyezték, hogy valamilyen
szinth strukturdltsag jelen van a nullatdl eltéré Fst értékek szignifikancia szintje alapjan. A
szarvasféléknél jellemzd poligin parzasi rendszer és a himivaru egyedek nagyobb vandorlasi
hajlandésaga miatt ez az eredmény nem varatlan, mas kutatasok azonban jelentdés genetikai
kildnbségeket talaltak a vizsgalt populaciok kézott, ahol viszont a populaciok kdzotti tavolsag
is jelentésebb volt [263, 402, 403].

A kalkulalt P(ip) érték 1,245x10™ volt, amely azt jelenti, hogy 1 billid6 gimszarvasbol 12
egyednek lehet egyezd genetikai profilja az alkalmazott tiz mikroszatellita vizsgalata alapjan.
Bar a magyarorszagi allomany stabil ndvekedést mutatott az utébbi tiz évben, a gimszarvasok
becsult szama sosem haladta meg a 130 ezer példanyt [13], igy a hazai populaciora béven
teliesul az egyedszintli azonositasra vonatkoz6 igazsagugyi sztenderd. A magyar gimszarvas
allomany a kontroll régid és a tiz vizsgalt STR alapjan is magas genetikai diverzitassal
rendelkezik, és mindkét tesztelt médszer hatékonyan alkalmazhaté lehet kiilénféle gimszarvas

eredetl mintat érint6 térvényszéki nyomozas soran.
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9.2.3 Eurépai 6z

Az eurdpai 6zek mai genetikai Osszetételét a jégkorszakok alatti reflUgiumokba valé
visszahuzodas, és azt kovetd ismételt elterjedés [87], valamint a kdzeli rokon fajaval, a
szibériai 6zzel vald hibridizacié alakitotta ki [90]. Ez utdbbi introgresszié nyoma tovabbra is
jelen van a populaciok 6si atfedési tertiletén, annak ellenére, hogy a hibridzéna mara mar
jelent8sen keletebbre tolodott [36, 87, 89]. A faj a mitokondrialis markerek alapjan harom
csoportba sorolhaté: a keleti, a centralis és a nyugati kladba, illetve tévesen a szibériai
6zekhez, a tobb tizezer évvel ezel6tti hibridizaciébdl szarmazo kontroll régidval rendelkezd
egyedek esetében [36, 87]. Magyarorszagon, a Kozép- és Kelet-Eurépa kdzott atmenetet
képezé elhelyezkedésének megfeleléen a centralis és a keleti klad van jelen. Mig a két eurdpai
6z klad eléforduldasa nem szoritkozott az orszag egyes régidira, ugyanakkor szibériai 6z
haplotipusok eddig csak hazank keleti tertletérél kerlltek eld, kdzelebb a rokonfaj mai
elterjedési hatarahoz. Plis és mtsai. 2022-es munkajukban [36] ennek okat a ma kizardlag

Azsia teriiletén honos faj korabbi nyugat felé iranyuld kolonizacisjaval indokolta.

A sajat vizsgalatokkal kapott eurépai 6z szekvenciainkat elsd kdrben egy hosszabb, 877 bp
hosszu szakaszon illesztettem annak érdekében, hogy az 6sszes polimorf pozicidt vizsgalni
tudjam. Ez alapjan 31 haplotipust sikerilt kimutathom 41 szekvenciabdl, ami kibévilt egy
tovabbi, 32-dik haplotipussal, ami tul révid volt a hosszabb illesztéshez, de a rdvidebb
szakaszon is j0l lathatéan elkllondlt a tébbi haplotipustdl. Mivel a korabbi kutatasok, amelyek
eredményeivel szerettem volna 6sszehasonlitast végezni csak egy jelentésen rovidebb
szakaszon vizsgaltak a kontroll régioit, igy masodik 1épésben ezen a révidebb 611 bp hosszu
szakaszon illesztettem a sajat, illetve GenBank-i szekvenciakat. igy 6sszesen 118 mintan 39
haplotipust és 55 polimorf poziciét talaltam. A 32 sajat szekvenalasbdl szarmazé haplotipus
helyett igy mar csak 21 volt elkilonithet6, amibél 13 ujnak bizonyult hazankra nézve, tiz pedig

el6tte még nem kertlt leirasra mashol sem.

A korabbi eredményekkel egybevagdéan én is a centralis és keleti kladokba tartozo
haplotipusokat talaltam, a NETWORK szoftver segitségével készitett graf (M9. abra), és a
megoszlasi térkép (15. abra) alapjan pedig elmondhatd, hogy az egyes haplotipusok
rendszerint tébb, akar egymastdl tavol esd populaciobdl is elbkeriltek, nem mutatva
szignifikans foldrajzi elkilonilést. Ez aldl kivételt képez a Zemplén kdrnyéke régiod, ami még a
Gst értékkel torténd korrekcid utan is jelentds, vagy nagyon jelent6s genetikai kilénbséget
mutatott a tobbi populaciéval dsszevetve (8. tablazat). Ennek feltételezett oka az, hogy a
populaciobdl kizarélag egy, a szibériai 8zre jellemzd haplotipus kerilt el, ami minddssze két
masik Kelet-magyarorszagi populaciéban fordult el6 (ott mas haplotipusokkal egyitt). Az
eredmények az mutatjak, hogy a szibériai 6z haplotipusok el6fordulasi valésziniisége keleti

irAnyban novekszik.
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Az altalanosan elmondhat6 alacsony kulonbségek hatterében az 6zek rendkivili adaptacios
képessége allhat, ami elbsegiti terjeszkedésiket, még az esetleges foldrajzi akadalyok
ellenére is [404]. A hazai eurdpai 6zek haplotipus diverzitasa 0,945-nek adddott, ami
O0sszehasonlitva mas kutatasok eredményeivel (0,714-0,844 Lengyelorszag [90]; 0,404-0,935
Olaszorszag [405]; 0,280-0,970 Eurdpa [87]) magasnak mondhato.

Az egyezési valdszinliség (RMP) értéke — a Zemplén kornyéke régid kivételével — 0,120 és
0,375 kozott valtozott, az egész populaciéra nézve pedig 0,063 volt. Ez azt mutatja, hogy —
bar a haplotipus diverzitas magas — annak az esélye még igy is szamottevd, hogy két
véletlenszerlien kivalasztott egyed haplotipusa egyezik. Mindezzel egyltt az eredményeim
alapjan a kontroll régio alkalmas lehet a kizaras lehet6ségét célzé vizsgalatokra igazsagugyi
esetekben, kiléndsképpen akkor, ha a nuklearis DNS degradaltsaga miatt az mar nem, vagy
csak korlatozott mértékben alkalmas genetikai alapu vizsgalatokra. A kutatas kiterjesztése az
orszag tébb régiéjara nagyobb mintaelemszam feldolgozasaval mar folyamatban van, amely
alapjan remélem, hogy az itt levont konkluziém tovabbi megerésitést nyer. A Zemplén
kornyéke régidéban indokoltnak tartom az ujabb mintavételezést, és lehet6ség szerint a
nuklearis markerekkel val6 vizsgalatot, hogy képet kapjunk arrél, hogy csak az anyai vonalak
alapjan mutat ez a populacié ilyen alacsony genetikai diverzitast, vagy hasonlé eredményeket
kapnank példaul egy mikroszatellita panellal torténd vizsgalat soran is. Erre kivaldéan alkalmas

lehet az altalam tesztelt STRoe deer tetramer mikroszatellita markerkészlet.

Mivel az STRoe deer markerszettet alkalmazoé vizsgalat id6ben a kontroll régios vizsgalat utan
tortént, igy itt mar rendelkezésemre alltak mintak olyan uj régiokbdl, melyek indokoltta tették
ezeknek a preferencialis vizsgalatat. Ebbél kifolydlag az 6zeken végzett mitokondridlis és
nuklearis marker-vizsgalataimban a tesztelt mintdk nincsenek teljes atfedésben. A
koltséghatékonysag érdekében emellett a hagyomanyosan hasznalt fluoreszcens jeldléssel
szemben, ahol a szinjeldlés kozvetlenul a forward primerre kerll, itt az ugynevezett
Jfarkazasos” technikat alkalmaztam, amelynél a jel6lés a négy univerzalis primer 5’ végéhez
kapcsolédik. igy a 12 marker helyett csak a négy univerzélis primert kellett a koltséges
jeloléssel ellatni, és ezeket megfelel6 kombinacidban a 12 specifikus primerre kdtni. Azonban
az eltér§ technoldgia alkalmazdsa miatt kilonbdz6 problémak merlltek fel. Az eredeti
protokollban szereplé multiplex PCR bedllitas nem volt mikddéképes. A Capcap2 marker
esetében az eredeti hémérsékleti tartomanyon belul nem képzddott szamottevé termék, igy
annak anellaciés optimumat gradiens PCR segitségével allapitottam meg, ami 67°C foknak
adodott. Ez magasabb volt, mind az eredeti protokollban szereplé legmagasabb anellaciés
hémérsékletnél (62°C) [174], mind a szakirodalomban szerepld univerzalis ,A tail’-hez tartozé
anellaciés optimumnal (63°C) [358]. Mas, ezt a technikat alkalmazd szakirodalmi forrasok nem

tettek emlitést korabban az univerzalis primerek ilyen jellegl primeroptimum valtoztatasarol
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[245, 406, 407], azonban a damszarvasokon végzett kutatas soran mar tapasztaltam ezt a

jelenséget.

Tovabbi probléma volt, hogy a Capcap3.1 markernél még gradiens PCR segitségével sem
sikerilt olyan optimalis hémérsékletet talalnom, amely megfelelé mennyiségl és minéségi
terméket eredményezett. A melléktermékcsucsok megjelenése, valamint a fétermék csucs
gyenge amplifikacidja ugyanis folyamatosan problémat jelentett. Ennek hatterében két okot
feltételeztem. Egyfeldl a kilonféle primer kdlcsdnhatasok, mint példaul a primerdimerizacio,
gatolhatjak a fétermék képzédést egy specifikus melléktermék képzddése koézben [408],
valamint a ,primer kluszter” képz&dés, ami a primerek dsszetapadasaval ellehetetleniti azok
bekotédését, azonban azzal ellentétben ez az agar6z gélelektroforézis soran nem detektalhato
[241]. llletve probléma lehetett a nem-specifikus primer bekdtédés a templat DNS szalon,
melyek mitermékeket eredményezhetnek, akadalyozva ezzel a késébbiekben a valds
termékcsucs leolvasasat [409]. Ezen kivul a tiz tovabbi marker sem volt képes egy multiplex
reakcioban mikddni, amely mogoétt szintén a fentebb emlitett okok, fbleg a
primerkdlcsénhatasok sejtheték.

Emellett az univerzalis primerek tobb marker parhuzamos jeldlésére valé alkalmassaga is
problémat okozhat, mivel az ugyanazzal a jel6léssel rendelkezd primerek egy reakciéban
egymassal kompeticidba kerllhetnek, elvonva egymas eldl a limitalt mennyiségben jelenlévé
univerzalis primert, amennyiben az egyik fragmens termel6dése gyorsabb vagy annak
affinitasa nagyobb (un. preferencialis amplifikacié). Ezt a tipusu kompeticiét mar egy korabbi
publikacidban is emlitik, ahol viszont ezt hagyomanyos fluoreszcens jeldléssel rendelkezb
I6kuszok esetében figyelték meg [410]. Azonban, mivel az eredeti markerszettnél, ahol
hagyomanyos jel6lést alkalmaztak, ez a probléma nem merdlt fel, igy ezt a ,farkazasos”
technika korlataival magyaraztam. Mindezen oknal fogva a markereket minddssze csak
monoplex vagy diplex formaban tudtam sokszorositani, ami névelte az id6t és anyagkdltséget.
Az Osszes felmerilé nehézségre vald tekintettel a technika alkalmazasat kizardlag nagy
szamu marker kis mintan torténd el6tesztelésére javasolnam, mivel a koltségeket ebben az
esetben ténylegesen csokkenti, de szamolni kell egyes markerek kiesésével. A mintaszam

novelése el6tt az elbtesztelés alapjan kivalasztott markerek hagyomanyos jelélése javasolt.

A megmaradt 11 tetramer mikroszatellita alapjan a magyarorszagi 6zallomany polimorfnak
bizonyult. Lokuszonként 5-8 allélt sikertlt kimutatnom, ami kevesebb, mint a Svajcban
kimutatott 4-12 allél, de a két vizsgalat mintaelemszama kozott nagysagrendi kilénbség van
(n=43 Magyarorszag; n=513 Svajc [174]). A mintaelemszam ndvelésével a populaciéban
jelenlévé allélek kimutatasi valészinlisége is nd, ez alapjan nagyobb mintaelemszamon

varhatdan tovabbi alléleket fogok tudni kimutatni a hazai allomanybdl is.
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Az eurdpai 6z magas genetikai diverzitasat korabban mar tébb mikroszatellita markereket
alkalmazé kutatas [90, 97, 201, 255, 411] is kimutatta a jelen kutatdshoz hasonlo
mintaelemszamon. A német populacioban viszont a tetramer markerek helyett 12 dimer
markert alkalmazé vizsgalat mindéssze 1-6 allélt talalt markerenként [255]. Az alacsonyabb
érték ellenére a markerszettet a szerzék egyedi azonositasra alkalmasnak itélték. A faj még
olyan, foldrajzi szempontbdl izolalt populacidokban is magas allélszamot és polimorfizmust

mutatott, mint a Brit-szigetek [411].

Az effektiv allélszam és a PIC érték tekintetében a legkevésbé informativ markerek a Capcap5,
Capcap17 és Capcap25 voltak, azonban még ezek az értékek sem maradnak el az eredeti
markerszett értékeihez viszonyitva [174], bizonyitva ezzel a markerszett magyarorszagi
populaciéra valé alkalmazhatdosagat. Kiszamitottam ezek mellett az atlagos varhaté
heterozigozitas (0,68-0,70) és az atlagos megfigyelt heterozigozitas (0,69-0,73) értékeket is,
amelyek a korabbi eurépai kutatasok eredményeivel 6sszevetve magasabbnak [90, 97], vagy

hasonlé mértékiinek mutatkoztak [411].

A populaciok egymastdl vald izolacidjanak vizsgalata sordan megallapitottam az Fst és Mn
ertékeket, melyek alapjan a vizsgalt populaciok koézétt nincs szamottevd elkilénilés az
allélszekvenciabol, valamint privat allélokbdl adéddan, az atvandorld egyedek szama pedig
relativan magas. Bar a vizsgalat el6kutatas jellege miatt alacsony mintaelemszammal
dolgoztam, mas, a térségben végzett kutatasok soran is hasonlé eredményeket kaptak.
Lengyelorszagban példaul tébb, mint 200 km-es féldrajzi tavolsag volt szikséges ahhoz, hogy
az Fst értékek enyhén emelkedjenek két populacio kézott [90]. Mind a mikroszatellitakkal, mind
a kontroll régioval végzett kutatasok azt mutatjdk, hogy sem a mesterséges, sem a

természetes akadalyok, mint folydk, autépalyak, vagy keritések nem okozzak az egyes

Ahhoz, hogy értékeljem a markerszett igazsagugyi alkalmazhatésagat a részpopulaciokra és
a teljes mintaelemszamra is, kiszamitottam a P(p) értéket. Az alpopulaciokra szamolt P(p)
értékek azonos nagysagrendliek voltak (Budai-hegység: 3,7x107°, Kiskunsag: 2x107°,
Dunantuli-dombsag: 1,5%x107'%), mig a teljes populaciora egy nagységrenddel kisebb értéket
kaptam (5,9x10"). Az utdbbi érték szemléletesen az jelenti, hogy 100 milliard egyed
vizsgalatanal atlagosan hat egyednek lehet ugyanaz a genotipusa. Tekintettel arra, hogy
Eurédpa teljes 6zallomanyat jelenleg 15 milliéra becslilik, a magyarorszagi allomany pedig 361
000-369 000 korul van, annak az esélye, hogy két hazai minta ugyanazzal a genotipussal
rendelkezik rendkivil csekély. A szakirodalom alapjan 0,001 alatt kelléen alacsony az érték a

természetes populaciokra nézve [361].
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Osszességében a tesztelt 11 marker megfeleléen magas polimorfizmust mutatott a teljes
mintaelemszamon és az alpopulacidkon vizsgalva egyarant. Ezen el8vizsgalat eredményei
alapjan érdemes a telijes markerszettet hagyomanyos jeldléssel ellatni, és a vizsgalatba
tovabbi populacidkat bevonni. Az eddigi értékek alapjan a markerszett alkalmas a hazai 6zek

egyedi azonositasara akar igazsagugyi esetek kapcsan is.

9.2.4 Eurépai muflon

A kutatas keretein belil olyan rendelkezésre all6, rokon kérédzéfajokban mikodéd
mitokondrialis és nuklearis markereket teszteltem, amelyek potencialisan alkalmasak lehetnek
a muflon populacidok diverzitdsanak felmérésére, monitorozasara, illetve az egyedi

azonositasra és anyai leszarmazasi vonalak megallapitasara.

A mitokondrialis kontroll régioé esetében minddssze egy haplotipust talaltam mind a tiz vizsgalt
egyednél. Alacsony haplotipus diverzitas értékeket kaptak mas orszagokban végzett hasonld
jellegl kutatasok is [121, 320]. Mivel a kontroll régio, mint mitokondrialis marker, anyai
oroklédésd, igy a ndivaru egyedek migracidés képessége jelenti az egyetlen atmozgasi
lehetbséget (a genetikai szakasz szempontjabdl) a populacidk kdzott [326, 333]. A legtdbb
kérédzére jellemzden féként a kosok vandorolnak, igy az eltérd anyai vonalak keveredése
egymashoz kozeli populacidk kozott sem feltétlenil megy végbe [326, 334]. A valtozatossagot
igy féként a beltenyésztés mértéke és az alapitd egyedek kezdeti valtozatossaga alakitja ki,

amelyek kdzll egyikrél sem allt rendelkezésre informacid.

A kimutatott hazai haplotipus német eurdpai muflon haplotipusokkal mutatott egyezést, és
német, cseh, szlovén és horvat haplotipusokkal mutatott kozeli rokonsagot (17. abra). Az elsé
hazankba betelepitett muflonok Németorszagbdl szarmaztak [123], és a késdbbi betelepitések
is valoszinlleg a szomszados orszagok €s a hazai allomany kozott torténtek, igy ez az
eredmény nem meglepb. Az viszont érdekes, hogy a jelenlegi korzikai és szardiniai
populaciobaol kimutatott haplotipusokkal a betelepitett allomanyok haplotipusai nem mutattak
nagy atfedést. Ennek oka lehet a nem elég kiterjedt mintavétel, de akar az is, hogy ezek a
haplotipusok az eredeti forraspopulaciobol mar id6é kézben eltlintek. Az eredeti él6helyen valo
kritikus beltenyésztéses leromlas esetén ennek az informacionak akar gyakorlati haszna is

lehet telepitési tervek kidolgozasara.

Bar muflon esetében mar elérhetd a teljes genomszekvencia, mas szempontokat is figyelembe
vettem a nuklearis STR markerek kivalasztasa soran. A szarvasfélék tesztelésére korabban
sokszor alkalmaztak szarvasmarhabdl és hazi juhbdl szarmazé markereket sikeresen [231,
412-417]. Mivel a muflonhoz kdzelebb all6 rokonfajokbdl nem alltak rendelkezésre tetramer
mikroszatellitak, és mivel a telies genomszekvenciabdl térténé marker valogatas

meglehetésen idd-, és koltségigényes, igy ugy dontdttem, hogy itt is a damszarvas
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markertesztelés soran megfelelé minéségi és mennyiségl terméket produkalé markereket

tesztelem.

A 80 vizsgalt nuklearis mikroszatellitabol mindéssze 20 adott megfeleld PCR-terméket az
optimalizacié utan, amely a markerek forrasfaja és a muflon kozétti nagyobb genetikai
eltérésnek tudhaté be. Ezen mutaciok a primerkét6 régid szekvenciajanak megvaltozasat és
ezaltal a primer DNS-hez valé kétédésének optimum valtozasat okozhatjak [394, 395]. A 20
markerbdél egy harom konzekvensen harom csucsot mutatott a kapillaris elektroforézisen, ezért
ezt kizartam a tovabbi vizsgalatbdl. A tiz egyeden 19 markerbél kapott polimorfizmusadatok
alapan a vizsgalt muflonok csekély genetikai diverzitassal rendelkeztek. Ennek az oka a nem
megfeleld markerben, vagy a ténylegesen alacsony genetikai diverzitasban keresendd. A
hosszabb repeticids (pl. tetra-, penta-, hexamer) egységekbél allé6 mikroszatellitak altalaban
kisebb mértéki polimorfizmussal rendelkeznek a di-, illetve trimer szerkezeti tarsaiknal [171].
A viszonylag nagyobb tavolsag a muflonok és a szarvasfélék kozott — amelyekbdl a tesztelt
markerek szarmaztak — szintén magyarazhatja, hogy a szarvasokban valtozatossagot mutaté
I6kuszok muflonban limitalt polimorfizmust, illetve monomorf (egy allélos) tulajdonsagot
mutatnak. Ezt a lehet6séget tamasztja ala, hogy az izolalt Haute-szigetre telepitett, mindéssze
két alapitdo egyedbdl kiinduld populacio dimer markerekkel vizsgalva tovabbra is viszonylag
magas heterozigozitast mutatott [342, 344], annak ellenére, hogy a magyarorszagi
populacidhoz hasonléan itt is egy korabban telepitett populaciébdl szarmazé egyedek
képezték az alapitd populaciét. Emellett mas, dinukleotid mikroszatellitdkat alkalmazé
vizsgalatok [318, 330, 333, 345] is az altalam kapott értéknél magasabb genetikai diverzitasrol
szamoltak be a fajnal, bar mas fajokkal vagy juh fajtakkal 6sszehasonlitva ezek is alacsonynak
szamitottak. Mindebbdl kifolydlag a kilénbdz6 tipusu markerek eltéré alkalmassaga tinik a
kapott alacsony diverzitas egyik f6 okanak. Ezt erésiti meg az is, hogy Buzan és mtsai. 2024-
es publikaciéjaban [319], ahol az MHC DRB exon 2 markert vizsgaltak, szintén alacsony

megfigyelt heterozigozitast kaptak.

A muflonnal nemzetkézi szinten tapasztalt csekély genetikai valtozatossag mogott tébb egyéb
tényez6 egyuttes hatasa is allhat. llyen példaul a faj viszonylag nagy terulethlsége [326, 334,
418-422]. Bar a kosok nagyobb migraciés hajlandésagot mutatnak a ndivaru egyedeknél,
ennek mértéke mégis alacsony mas fajokhoz viszonyitva [419, 421, 422]. Az eurdpai muflon
mas populacidiban tébb kutatas is azt mutatta ki, hogy a néivard egyedek azon a terlleten
maradnak, ahol nevelkedtek, mig a kosok a szaporodasi id6szak alatt kis mértékben ugyan,
de atvandorolhatnak egyik tertletr6l a masikra a parzasi kényszer miatt [121, 326, 334]. Abban
azonban eltérés lehet, hogy egyes populacidk kosai mekkora tavolsagot hajlandéak atmozogni
két el6fordulasi terllet kozott. Magyarorszagon az allomany altalaban szigetszer( elterjedést

mutat [123], amely a kulonféle betelepitések soran alakult ki [124—-126, 423]. Bar a szamara
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kedvez6 éléhelyeken a szabadjara engedett egyedek képesek fennmaradni és gyarapodni, a

tapasztalat azt mutatja, hogy Uj tertiletek meghdéditasara kevéssé képesek [124].

A masik ok az alapité egyedek kis szama lehet, amely telepitésenként legtdbbszér csak par
tucat egyedet jelentett [126], és azok is sokszor hasonldan kis kezdeti szambdl felgyarapitott
forraspopulaciékbodl szarmaztak [424], ezzel tovabb csokkentve a génallomany
valtozatossagat. A ma Eurdépaban megtalalhatdé muflonok szinte kizarélag Szardiniarol és
Korzikarél szarmaznak [425]. A korabbi Habsburg birodalomhoz tartozé legtébb terlletre
Németorszagbdl vitték be a fajt [126], igy ennek az alapitd populaciénak a szilikos készleteibdl
meritett a magyar és feltételezhetéen a tébbi kornyékbeli populacié is [124, 126], raadasul az
eredetinek szamité szardiniai és korzikai populaciok genetikai valtozatossaga is alacsony
jelenleg [121, 426]. Ugyanakkor a napjainkban fellelhet6 valtozatossag nem feltétlen arulkodik
a telepitési hullamok soran meglévé génkészletrdl. Az eredeti éléhelyén védelmet élvezf faj
tobb konzervaciét célzé kutatas alanya [121, 336, 339, 426], és ezek alapjan mindkét szigeten
a tulvadaszat és terlletvesztés kdvetkeztében egy vagy tdbb genetikai beszikilésen (un.

palacknyak-hatas) ment at a populacié, amelyek pontos idejét nehéz megallapitani.

A muflon ezen faktorok és kombinacidik eredményeképpen a nemzetkdzi vizsgalatok alapjan
kisebb genetikai diverzitdst mutat mas vadaszhat6é fajokhoz képest [25, 171, 174]. Ez
megneheziti a megfeleld, polimorf markerek szelekcidjat, de nem teszi lehetetlenné, és
semmiképp nem indokolatlanna. Eppen a faj besziikiilt genetikai valtozatossaga szorgalmazza
meég inkabb a széleskorli vizsgalatara és monitorozasara alkalmas markerkészlet
kifejlesztését, amely segitségével Ujabb telepitési tervek is kidolgozhatéak a jovében. Az
eddigi 19 miUkodd markert érdemes ezért mas populacidkban is tovabb vizsgalni, mivel az
alacsony atjaras miatt az egyes populaciékban monomorf |6kuszok polimorfak lehetnek a
terlletenként eltéré allélfixacid miatt. Emellett mar megkezdtem koézelebbi rokon fajokbdl
szarmazo tetramer szerkezetl mikroszatellitak tesztelését, amik eddig biztatdé eredményeket

mutattak.

9.3 Zaro6 kovetkeztetés és kitekintés

(")sszegzésként, a tesztelt médszerek az eurdpai muflon kivételével sikeresen miikddtek a
célfajokra, és az eurdépai muflon esetében is egy jo kiindulasi alapot adtak a tovabbi
kutatasokhoz. A DeerSex-plex és DeerSpec-plex alkalmasak a két ivar és a harom faj
megbizhatd azonositasara mindharom agancsos fajnal, az elébbi pedig akar mas, kézel rokon
fajokra is potencidlisan alkalmazhatd. A mitokondrialis kontroll régié vizsgalata az eurdpai
6znél, valamint a gim-, és damszarvasnal képet adott a fajok hazai allomanyainak haplotipus

diverzitasardl, és a damszarvas esetében az egész orszagra kiterjedé adatokkal szolgalt.
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A mikroszatellitak esetében gimszarvasnal az addig nem vizsgalt két populacional is
kimutattam a magyar allomanyra jellemzé magas genetikai diverzitast, tovabb igazolva ezzel
a DeerPlexl és DeerPlexll markerszettek megbizhatésagat. Eurdpai 6z esetében teszteltem a
Svajcban kifejlesztett és az ottani allomanyban tesztelt STRoe deer markerszettet, amely a
hazai populacié egyedi azonositasara is alkalmasnak bizonyult. A damszarvas igényelte a
legkérilményesebb fejlesztési folyamatot, ahol a faj alacsony genetikai diverzitasa és a
korabban tesztelt tetramer mikroszatellitdak hianya komoly kihivast jelentett. Ennek ellenére a
99 tesztelt markerbdl sikerilt 14 polimorf tetramer STR-t kimutatni, amelyek mar j6 alapot
képeznek a faj egyedazonositasahoz, amelynek kiegészitéseként az Uj markerek bevonasa
és tesztelése mar folyamatban van, melyet a multiplex fejlesztése és validalasi folyamat fog

kovetni.

Egyedll az eurdpai muflon volt az, ahol a korlatozott szamu és csak egy populaciobdl
rendelkezésre allé mintak, annak alacsony genetikai diverzitasa, valamint a fajra és kézelebbi
rokonfajokra publikalt tetramer mikroszatellitdk hianya miatt felmerGlé problémakat nem
tudtam a disszertacio beadasaig eredményesen athidalni. A harom polimorf STR mellé tobb
polimorf markerre lesz még sziikség egy hatékony egyedazonosité mddszer fejlesztéséhez,
amihez mar uj, potencialis markerek tesztelés alatt vannak, és igéretes eredményeket

mutatnak.

A jelen dolgozatban tesztelt mddszerek és fejlesztések mind igazsagugyi vizsgalatok, mind
mas kutatasok eszkdzell szolgalhatnak, mint példaul a populacios struktura megallapitasa, a
beltenyészettség kimutatasa, vagy a genetikai diverzitas felmérése. A kutatas targyat képez6
négy tréfeas faj gazdasagi és kulturalis szempontbdl is értékes, igy mélyre hatd ismeretik és
a védelmuk kiemelten fontos, amelyhez a fent ismertetett molekularis biolégiai moédszerek is

nagyban hozzajarulhatnak.
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10 Uj tudomanyos eredmények

» A Kkifejlesztett DeerSex-plex alkalmasnak bizonyult hazai eurdpai 6z, gim-, illetve
damszarvas ivarazonositasara, és az in silico vizsgalatok alapjan potencialisan alkalmas
mas populaciokban is erre a célra. Ezen fellil a plex potencialisan alkalmas lehet
rokonfajoknal torténd ivarazonositasra is.

» A Kkifejlesztett DeerSpec-plex alkalmasnak bizonyult hazai eurdpai 6z, gim-, illetve
damszarvas fajazonositasara, és az in silico vizsgalatok alapjan potencialisan alkalmas
mas populaciokban is erre a célra.

» Felmértem a teljes damszarvas kontroll régiét mutacios hotspotok keresésének céljabdl,
ahol azt taladltam, hogy a kilénb6zd populaciékban a kontroll régié eltérd szakaszain
helyezkednek el ezek, igy orszagonként valtozo, hogy melyik szakaszt érdemes vizsgalni.

» Damszarvas esetében orszagos szinten vizsgaltam a haplotipusokat és azok eloszlasat,
ahol sikeresen el6kerllt egy Uj, eddig még nem kimutatott hatodik haplotipus. Ezen kivil
az egyezesi valoszinliség kiszamitasaval egy tampontot kaptam a jovébeli kizarasos
vizsgalatok értékeléséhez.

» A gimszarvas és europai 6z esetében a mitokondrialis kontroll régié alapjan populacio
genetikai vizsgalatokat végeztem a hazai allomany valtozatossaganak és genetikai
strukturaltsaganak felmérésére. Nem mutattam ki jelentds eltéréseket az alpopulaciok
kozott a szibériai 6z haplotipust mutatd eurdpai 6zek kivételével, amik csak az orszag keleti
részén fordultak el6. Megallapitottam ezen kivil, hogy mas kutatasokban a révidebb
kontroll régié szakaszok vizsgalata legtobbszor jelentés informacidvesztéssel jar, igy
mindenképp érdemes — féleg igazsagugyi eseteknél — a kontroll régiot a teljes hosszaban,
vagy legaldbb mind a hipervariabilis régi6 1. és Il. szakaszt amplifikalni kizarasos
vizsgalatoknal.

» A 99 vizsgalt tetramer mikroszatellitdbdl 14 olyan polimorf markert talaltam, amelyek

egyuttesen alkalmasnak bizonyultak a damszarvas egyedi szintl azonositasara.

103



10.

1.

12.

13.

14.
15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

11 Irodalomjegyzék

Van Uhm DP (2016) The illegal wildlife trade: Inside the world of poachers, smugglers and traders. Springer Charm

Gurevitch J, Padilla DK (2004) Are invasive species a major cause of extinctions? Trends Ecol Evol 19:470-474.
https://doi.org/10.1016/j.tree.2004.07.005

Pejchar L, Mooney HA (2009) Invasive species, ecosystem services and human well-being. Trends Ecol Evol 24:497-504.
https://doi.org/10.1016/j.tree.2009.03.016

Huxel GR (1999) Rapid displacement of native species by invasive species: effects of hybridization. Biol Conserv 89:143—152.
https://doi.org/10.1016/S0006-3207(98)00153-0

Mavrellis C (2017) The Business of Transnational Crime. In: Global Financial Integrity. https://gfintegrity.org/business-
transnational-crime/

Sand PH (2013) Enforcing CITES: the rise and fall of trade sanctions. RECIEL 22:251-263. https://doi.org/10.1111/reel.12037
An J, Lee M, Min M-S, Lee M-H, Lee H (2007) A molecular genetic approach for species identification of mammals and sex
determination of birds in a forensic case of poaching from South Korea. Forensic Sci Int 167:59-61.
https://doi.org/10.1016/j.forsciint.2005.12.031

Barbanera F, Guerrini M, Beccani C, Forcina G, Anayiotos P, Panayides P (2012) Conservation of endemic and threatened wildlife:
molecular forensic DNA against poaching of the Cypriot mouflon (Ovis orientalis ophion, Bovidae). Forensic Sci Int Genet 6:671—
675. http://dx.doi.org/10.1016/j.fsigen.2011.12.001

Lorenzini R (2005) DNA forensics and the poaching of wildlife in ltaly: a case study. Forensic Sci Int 153:218-221.
https://doi.org/10.1016/j.forsciint.2005.04.032

Caniglia R, Fabbri E, Greco C, Galaverni M, Randi E (2010) Forensic DNA against wildlife poaching: identification of a serial wolf
killing in Italy. Forensic Sci Int Genet 4:334-338. https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2009.10.012

Zenke P, Egyed B, Padar Z, Kovacs G (2015) Increasing relevance of non-human genetics in Hungarian forensic practice.
Forensic Science International: Genetics Supplement Series 5:e250—e252

Zenke P, Egyed B, Padar Z (2017) Wildlife protection: demonstrability of wildlife crime with forensic DNA analysis. Casework
applications. Magy Allatorvosok Lapja 139:631-639

Csanyi S, Marton M, Bé6ti S, Schally G (2024) Vadgazdalkodasi Adattar 2023/2024. vadaszati év. MATE VTI, Orszagos
Vadgazdalkodasi Adattar

(2012) Buntetd Torvénykonyv (2012. évi C. torvény)

Padar Z, Kovacs G, Nogel M, Czebe A, Zenke P, Kozma Z, others (2019) Genetika és b\HunUlld6zés—Az igazsagligyi céli DNS-
vizsgalatok els\Ho negyedszazada Magyarorszagon |. Belligyi Szemle 67:7-34. https://doi.org/10.38146/BSZ.2019.12.1

Moore MK, Frazier K (2019) Humans are animals, too: critical commonalities and differences between human and wildlife forensic
genetics. J Forensic Sci 64:1603-1621. https://doi.org/10.1111/1556-4029.14066

Yamauchi K, Hamasaki S, Miyazaki K, Kikusui T, Takeuchi 'Y, Mori Y (2000) Sex determination based on fecal DNA analysis of the
amelogenin gene in sika deer (Cervus nippon). Journal of Veterinary Medical Science 62:669-671.
https://doi.org/10.1292/jvms.62.669

Huber S, Bruns U, Arnold W (2002) Sex determination of red deer using polymerase chain reaction of DNA from feces. Wildl Soc
Bull 208-212

Pfeiffer I, Brenig B (2005) X-and Y-chromosome specific variants of the amelogenin gene allow sex determination in sheep (Ovis
aries) and European red deer (Cervus elaphus). BMC genetics 6:1—-4. https://doi.org/10.1186/1471-2156-6-16

Han S-H, Cho I-C, Lee S-S, Tandang L, Lee H, Oh H-S, Kim BS, Oh M-Y (2007) Identification of species and sex of Korean Roe
Deer (Capreolus pygargus tianschanicus) wusing SRY and CYTB genes. Integr Biosci 11:165-168.
https://doi.org/10.1080/17386357.2007.9647331

Fajardo V, Gonzalez |, Lopez-Calleja |, Martin |, Rojas M, Garcia T, Hernandez P, Martin R (2007) PCR identification of meats
from chamois (Rupicapra rupicapra), pyrenean ibex (Capra pyrenaica), and mouflon (Ovis ammon) targeting specific sequences
from the mitochondrial D-loop region. Meat Sci 76:644—652. https://doi.org/10.1016/j.meatsci.2007.02.002

Paul S, Ghosh T, Pandav B, Mohan D, Habib B, Nigam P, Mondol S (2019) Rapid molecular assays for species and sex
identification of swamp deer and other coexisting cervids in human-dominated landscapes of the Terai region and upper Gangetic
plains, northern India: implications in understanding species distribution and population parameters. Journal of Genetics 98:1-8.
https://doi.org/10.1007/s12041-019-1094-1

Zachos FE, Frantz AC, Kuehn R, Bertouille S, Colyn M, Niedziatkowska M, Pérez-Gonzalez J, Skog A, Sprém N, Flamand M-C
(2016) Genetic structure and effective population sizes in European red deer (Cervus elaphus) at a continental scale: insights
from microsatellite DNA. J Hered 107:318-326. https://doi.org/10.1093/jhered/esw011

Lee YS, Markov N, Voloshina |, Argunov A, Bayarlkhagva D, Oh JG, Park Y-S, Min M-S, Lee H, Kim KS (2015) Genetic diversity
and genetic structure of the Siberian roe deer (Capreolus pygargus) populations from Asia. BMC Genet 16:1-15.
https://doi.org/10.1186/s12863-015-0244-6

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. Journal of Forensic Sciences 59:1090-1099.
https://doi.org/10.1111/1556-4029.12403

Hartl G, Zachos F, Nadlinger K, Ratkiewicz M, Klein F, Lang G (2005) Allozyme and mitochondrial DNA analysis of French red
deer (Cervus elaphus) populations: genetic structure and its implications for management and conservation. Mamm Biol 70:24—
34. https://doi.org/10.1078/1616-5047-00173

Haanes H, Rged KH, Mysterud A, Langvatn R, Rosef O (2010) Consequences for genetic diversity and population performance
of introducing continental red deer into the northern distribution range. Conserv. Genet 11:1653-1665.
https://doi.org/10.1007/s10592-010-0048-1

Matosiuk M, Borkowska A, Swistocka M, Mirski P, Borowski Z, Krysiuk K, Danilkin AA, Zvychaynaya EY, Saveljev AP, Ratkiewicz
M (2014) Unexpected population genetic structure of E uropean roe deer in P oland: an invasion of the mt DNA genome from S
iberian roe deer. Mol Ecol 23:2559-2572. https://doi.org/10.1111/mec.12745

Krojerova-Prokesova J, Baranéekova M, Koubek P (2015) Admixture of eastern and western European red deer lineages as a
result of postglacial recolonization of the Czech Republic (Central Europe). J Hered 106:375-385.
https://doi.org/10.1093/jhered/esv018

Skinner M, Alempijevic D, Djuric-Srejic M (2003) Guidelines for international forensic bio-archaeology monitors of mass grave
exhumations. Forensic Sci Int 134:81-92. https://doi.org/10.1016/S0379-0738(03)00124-5

104



31.

32.

33.

34.
35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.
46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

Schneider PM (2007) Scientific standards for studies in forensic genetics. Forensic Sci Int 165:238-243.
https://doi.org/10.1016/j.forsciint.2006.06.067

Butler JM (2015) US initiatives to strengthen forensic science & international standards in forensic DNA. Forensic Sci Int Genet
18:4-20. https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2015.06.008

lyengar A (2014) Forensic DNA analysis for animal protection and biodiversity conservation: a review. J Nat Conserv 22:195-205.
https://doi.org/10.1016/j.jnc.2013.12.001

Scientific Working Group on DNA Analysis Methods (2016) Validation Guidelines for DNA Analysis Methods

Zenke P, Egyed B, Kovéacs G, Padar Z (2019) Implementation of genetic based individualization of White stork (Ciconia ciconia)
in forensic casework. Forensic Science International: Genetics 40:245-e247

Plis K, Niedziatkowska M, Borowik T, Lang J, Heddergott M, Tiainen J, Bunevich AN, Sprem N, Paule L, Danilkin A, Kholodova M,
Zvychaynaya E, Kashinina N, Pokorny B, FlajSman K, Paulauskas A, Djan M, Risti¢ Z, Novak L, Kusza S, Miller C, Tsaparis D,
Stoyanov S, Shkvyria M, Suchentrunk F, Kutal M, Lavadinovi¢ V, Snjegota D, Krapal A-M, Dé&nila G, Veeroja R, Dulko E,
Jedrzejewska B (2022) Pan-European phylogeography of the European roe deer (Capreolus capreolus). Ecol Evol 11:14.
https://doi.org/10.1002/ece3.8931

Kusza S, Ashrafzadeh MR, Téth B, Javor A (2018) Maternal genetic variation in the northeastern Hungarian fallow deer (Dama
dama) population. Mamm Biol 93:21-28. https://doi.org/10.1016/j.mambio.2018.08.005

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

Chapman NG, Chapman DI (1980) The distribution of fallow deer: a worldwide review. Mammal Review 10:61-138.
https://doi.org/10.1111/j.1365-2907.1980.tb00234.x

Masseti M, Pecchioli E, Vernesi C (2008) Phylogeography of the last surviving populations of Rhodian and Anatolian fallow deer
(Dama dama dama L., 1758). Biol J Linn Soc 93:835-844. https://doi.org/10.1111/j.1095-8312.2007.00951.x

Pemberton J, Smith R (1985) Lack of biochemical polymorphism in British fallow deer. Hered 55:199-207.
https://doi.org/10.1038/hdy.1985.92

Khademi TG (2014) A review of the biological status of Persian fallow deer (Dama mesopotamica), a precious and endangered
animal species in Iran. JMEAST 638-642

Randi E, Mucci N, Claro-Hergueta F, Bonnet A, Douzery EJ (2001) A mitochondrial DNA control region phylogeny of the Cervinae:
speciation in Cervus and implications for conservation. In: Animal Conservation forum. Cambridge University Press, Cambridge,
pp 1-11

Arslangiindogdu Z, Kasparek M, Sarbagak H, Kagar MS, Yontem O, Sahin MT (2010) Development of the population of the
European Fallow Deer, Dama dama dama (Linnaeus, 1758), in Turkey: (Mammalia: Cervidae). Zool Middle East 49:3-12.
https://doi.org/10.1080/09397140.2010.10638383

Chapman D, Chapman N (1975) Fallow Deer: Their History, Distribution and Biology. Machynlleth, Lavenham

Baker KH, Miller H, Doherty S, Gray HW, Daujat J, Cakirlar C, Spassov N, Trantalidou K, Madgwick R, Lamb AL, others (2024)
The 10,000-year biocultural history of fallow deer and its implications for conservation policy. Proc Natl Acad Sci
121:€2310051121. https://doi.org/10.1073/pnas.2310051121

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

Davis S, MacKinnon M (2009) Did the Romans bring fallow deer to Portugal? Environmental Archaeology 14:15-26.
https://doi.org/10.1179/174963109X400646

Valenzuela A, Baker K, Carden RF, Evans J, Higham T, Hoelzel AR, Lamb A, Madgwick R, Miller H, Alcover JA, others (2016)
Both introduced and extinct: The fallow deer of Roman Mallorca. Journal of Archaeological Science: Reports 9:168-177
Madgwick R, Sykes N, Miller H, Symmons R, Morris J, Lamb A (2013) Fallow deer (Dama dama dama) management in Roman
south-east Britain. Archaeological and Anthropological Sciences 5:111—122. https://doi.org/10.1007/s12520-013-0120-0
Chapman N, Chapman D (2008) The distribution of fallow deer: A worldwide review. Mammal Review 10:61-138.
https://doi.org/10.1111/j.1365-2907.1980.tb00234.x

Perdikaris S, Bain A, Grouard S, Baker K, Gonzalez E, Hoelzel AR, Miller H, Persaud R, Sykes N (2018) From icon of empire to
national emblem: new evidence for the fallow deer of Barbuda. Environmental Archaeology 23:47-55.
https://doi.org/10.1080/14614103.2017.1349027

Wallendums P (2014) A jov6é nagyvadja: Damszarvas. In: Gyulaj Erdészeti és Vadaszati Zrt. “Erdé és vad harménigja.”
https://gyulajzrt.hu/hir/jovo_nagyvadja_damszarvas

Csére P (1997) Vadaskertek a régi Magyarorszagon. Mez6gazda Kiad6, Budapest

Farago S (2006). In: Magyar Vadasz Enciklopédia. Totem Kiadd, Budapest, pp 232-233

Bijl H, Csanyi S (2022) Fallow deer (Dama dama) population and harvest changes in Europe since the early 1980s. Sustainability
14:12198. https://doi.org/10.3390/su141912198

Faragé S, Koller J, Zoltan A (2009) Természeti-vadaszati 6rokségunk. A legkivalobb magyar vadasztrofeak. Nimrod Vadaszuijsag,
Budapest

MTI (2025) Vilagrekord lehet a dambika, amelyet tavaly ejtettek el itthon. In: tudas.hu. https://tudas.hu/vilagrekord-lehet-a-
dambika-amelyet-tavaly-ejtettek-el-itthon/. Accessed 10 May 2025

Ludt CJ, Schroeder W, Rottmann O, Kuehn R (2004) Mitochondrial DNA phylogeography of red deer (Cervus elaphus). Mol
Phylogenet Evol 31:1064—1083. https://doi.org/10.1016/j.ympev.2003.10.003

Sommer RS, Nadachowski A (2006) Glacial refugia of mammals in Europe: evidence from fossil records. Mamm Rev 36:251—
265. https://doi.org/10.1111/j.1365-2907.2006.00093.x

Sommer R, Zachos F, Street M, Joéris O, Skog A, Benecke N (2008) Late Quaternary distribution dynamics and phylogeography
of the red deer (Cervus elaphus) in Europe. Quat Sci Rev 27:714—733. https://doi.org/10.1016/j.quascirev.2007.11.016

Meiri M, Lister AM, Higham TF, Stewart JR, Straus LG, Obermaier H, Gonzalez Morales MR, Marin-Arroyo AB, Barnes | (2013)
Late-glacial recolonization and phylogeography of E uropean red deer (C ervus elaphus L.). Mol Ecol 22:4711-4722.
https://doi.org/10.1111/mec.12420

Sommer RS, Zachos FE (2009) Fossil evidence and phylogeography of temperate species:‘glacial refugia’and post-glacial
recolonization. J Biogeogr 36:2013—2020. https://doi.org/10.1111/j.1365-2699.2009.02187.x

Skog A, Zachos F, Rueness E, Feulner P, Mysterud A, Langvatn R, Lorenzini R, Hmwe S, Lehoczky |, Hartl G, others (2009)
Phylogeography of red deer (Cervus elaphus) in Europe. J Biogeogr 36:66—77. https://doi.org/10.1111/j.1365-2699.2008.01986.x

105



65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

95.

96.

Niedziatkowska M, Doan K, Gorny M, Sykut M, Stefaniak K, Piotrowska N, Jedrzejewska B, Ridush B, Pawetczyk S, Mackiewicz
P, others (2021) Winter temperature and forest cover have shaped red deer distribution in Europe and the Ural Mountains since
the Late Pleistocene. Journal of Biogeography 48:147-159

Valente A, Valente J, Fonseca C, Torres R (2017) The success of species reintroductions: a case study of red deer in Portugal
two decades after reintroduction. Int J Biodivers Sci Ecosyst Serv Manag 13:134-138.
https://doi.org/10.1080/21513732.2016.1277265

Riga F, Mandas L, Putzu N, Murgia A (2022) Reintroductions of the corsican red deer (Cervus elaphus corsicanus): Conservation
projects and sanitary risk. Animals 12:980. https://doi.org/10.3390/ani12080980

Gaci¢ D, Danilovic M, Mileti¢c R (2012) Reintroduction of red deer (Cervus elaphus L.) in the area of Sokolovica—status and
problems

Baumanis J, Rungis DE, Gailite A, Gaile A, Done G, Lukins M, Howlett SJ, Ozolins J (2018) Genetic Structure of Red Deer (Cervus
elaphus L.)-A Review of the Population and its Reintroduction in Latvia. Balt For 24:296-303

Frantz A, Pourtois JT, Heuertz M, Schley L, Flamand M-C, Krier A, Bertouille S, Chaumont F, Burke T (2006) Genetic structure
and assignment tests demonstrate illegal translocation of red deer (Cervus elaphus) into a continuous population. Mol Ecol
15:3191-3203. https://doi.org/10.1111/j.1365-294X.2006.03022.x

Tajchman K, Sawicka-Zugaj W, Greguta-Kania M, Drozd L, Czyzowski P (2019) Effect of Translocations on the Genetic Structure
in  Populatons of the Red Deer (Cervus elaphus) in Poland. Russ J Genet 55:1506-1513.
https://doi.org/10.1134/S102279541912010X

Walling CA, Nussey DH, Morris A, Clutton-Brock TH, Kruuk LE, Pemberton JM (2011) Inbreeding depression in red deer calves.
BMC Evol Biol 11:1-13. https://doi.org/10.1186/1471-2148-11-318

Slate J, Kruuk L, Marshall T, Pemberton J, Clutton-Brock T (2000) Inbreeding depression influences lifetime breeding success in
a wild population of red deer (Cervus elaphus). Proc R Soc Lond B Biol Sci 267:1657—-1662.
https://doi.org/10.1098/rspb.2000.1192

Zachos F, Althoff C, Steynitz Y v, Eckert |, Hartl G (2007) Genetic analysis of an isolated red deer (Cervus elaphus) population
showing signs of inbreeding depression. Eur J Wildl Res 53:61-67. https://doi.org/10.1007/s10344-006-0065-z

McFarlane SE, Pemberton JM (2021) Admixture mapping reveals loci for carcass mass in red deer x sika hybrids in Kintyre,
Scotland. G3 11:jkab274. https://doi.org/10.1093/g3journal/jkab274

Senn HV, Pemberton JM (2009) Variable extent of hybridisation between invasive sika and native red deer in a small geographical
area. Molecular Ecology 18:862-876. https://doi.org/doi: 10.1111/j.1365-294X.2008.04051.x

Biedrzycka A, Solarz W, Okarma H (2012) Hybridization between native and introduced species of deer in Eastern Europe. J
Mammal 93:1331-1341. https://doi.org/10.1644/11-MAMM-A-022.1

Stohlova Putnova L, Stohl R, Emst M, Svobodova K (2021) A microsatellite genotyping-based genetic study of interspecific
hybridization between the red and sika deer in the Western Czech Republic. Animals 11:1701.
https://doi.org/10.3390/ani11061701

Haanes H, Reed KH, Perez-Espona S, Rosef O (2011) Low genetic variation support bottlenecks in Scandinavian red deer. Eur
J Wildl Res 57:1137-1150. https://doi.org/10.1007/s10344-011-0527-9

Torres-Porras J, Carranza J, Pérez-Gonzalez J, Mateos C, Alarcos S (2014) The tragedy of the commons: unsustainable
population structure of Iberian red deer in hunting estates. Eur J Wildl Res 60:351-357. https://doi.org/10.1007/s10344-013-0793-
9

Rivrud IM, Sonkoly K, Lehoczki R, Csanyi S, Storvik GO, Mysterud A (2013) Hunter selection and long-term trend (1881-2008) of
red deer trophy sizes in H ungary. J Appl Ecol 50:168—180. https://doi.org/10.1111/1365-2664.12004

de Jong JF, van Hooft P, Megens H-J, Crooijmans RP, de Groot GA, Pemberton JM, Huisman J, Barto$ L, lacolina L, van Wieren
SE, others (2020) Fragmentation and translocation distort the genetic landscape of ungulates: red deer in the Netherlands.
Frontiers in Ecology and Evolution 8:535715

Sprem N, Frantz AC, Cubric-Curik V, Safner T, Curik | (2013) Influence of habitat fragmentation on population structure of red deer
in Croatia. Mamm Biol 78:290-295. https://doi.org/10.1016/j.mambio.2013.01.001

Westekemper K (2021) Impacts of landscape fragmentation on red deer (Cervus elaphus) and European wildcat (Felis silvestris
silvestris): a nation-wide landscape genetic analysis. Disszertacio, Georg-August-Universitat Gottingen

Burbaité L, Csanyi S (2010) Red deer population and harvest changes in Europe. Acta Zool Litu 20:179-188.
https://doi.org/10.2478/v10043-010-0038-z

Azanza B, Rossner GE, Ortiz-Jaureguizar E (2013) The early Turolian (late Miocene) Cervidae (Artiodactyla, Mammalia) from the
fossil site of Dorn-Diirkheim 1 (Germany) and implications on the origin of crown cervids. Paleobiodivers Paleoenviron 93:217—
258. https://doi.org/10.1007/s12549-013-0118-8

Randi E, Alves P, Carranza J, MiloSevi¢-Zlatanovi¢ S, Sfougaris A, Mucci N (2004) Phylogeography of roe deer (Capreolus
capreolus) populations: the effects of historical genetic subdivisions and recent nonequilibrium dynamics. Mol Ecol 13:3071-3083.
https://doi.org/10.1111/j.1365-294X.2004.02279.x

Plis K, Niedziatkowska M, Borowik T, Lang J, Heddergott M, Tiainen J, Bunevich A, éprem N, Paule L, Danilkin A, others (2022)
Pan-European phylogeography of the European roe deer (Capreolus capreolus). Ecol Evol 12:e8931.
https://doi.org/10.1002/ece3.8931

Plakhina D, Zvychaynaya EY, Kholodova M, Danilkin A (2014) Identification of European (Capreolus capreolus L.) and Siberian
(C. pygargus Pall.) roe deer hybrids by microsatelite marker analysis. Russ J Genet 50:757-762.
https://doi.org/10.1134/S1022795414070151

Olano-Marin J, Plis K, Sénnichsen L, Borowik T, Niedziatkowska M, Jedrzejewska B (2014) Weak population structure in European
roe deer (Capreolus capreolus) and evidence of introgressive hybridization with Siberian roe deer (C. pygargus) in northeastern
Poland. PloS one 9:e109147. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0109147

Hewison AJ, Vincent J, Joachim J, Angibault J, Cargnelutti B, Cibien C (2001) The effects of woodland fragmentation and human
activity on roe deer distribution in agricultural landscapes. Can J Zool 79:679-689. https://doi.org/10.1139/z01-032

Burbaiteé L, Csanyi S (2009) Roe deer population and harvest changes in Europe. Estonian J Ecol 58:169-180. https://doi.org/doi:
10.3176/ec0.2009.3.02

Farago S (2015) Vadaszati allattan. Mez6égazda Kiadd, Budapest

Berdar B (1983) Az 6z és vadaszata. Mez6gazdasagi Kiadd, Budapest

Millions DG, Swanson BJ (2007) Impact of natural and artificial barriers to dispersal on the population structure of bobcats. J Wildl
Manage 71:96—102. https://doi.org/10.2193/2005-563

Coleman R, Gauffre B, Pavlova A, Beheregaray L, Kearns J, Lyon J, Sasaki M, Leblois R, Sgro C, Sunnucks P (2018) Artificial
barriers prevent genetic recovery of small isolated populations of a low-mobility freshwater fish. Hered 120:515-532.
https://doi.org/10.1038/s41437-017-0008-3

106



97.

98.

99.

100.

101.
102.
103.
104.
105.
106.
107.
108.
109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

17.

118.

119.

120.

121.

122.
123.

124.
125.
126.
127.
128.

129.
130.
131.
132.
133.

134.
135.

Coulon A, Cosson J, Angibault J, Cargnelutti B, Galan M, Morellet N, Petit E, Aulagnier S, Hewison A (2004) Landscape
connectivity influences gene flow in a roe deer population inhabiting a fragmented landscape: an individual-based approach. Mol
Ecol 13:2841-2850. https://doi.org/10.1111/j.1365-294X.2004.02253.x

Mihalik B, Frank K, Astuti PK, Szemethy D, Szendrei L, Szemethy L, Kusza S, 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

Ng SJ, Dole JW, Sauvajot RM, Riley SP, Valone TJ (2004) Use of highway undercrossings by wildlife in southern California. Biol
Conserv 115:499-507. https://doi.org/10.1016/S0006-3207(03)00166-6

Coulon A, Guillot G, Cosson J-F, Angibault J, Aulagnier S, Cargnelutti B, Galan M, Hewison A (2006) Genetic structure is influenced
by landscape features: empirical evidence from a roe deer population. Mol Ecol 15:1669-1679. https://doi.org/10.1111/j.1365-
294X.2006.02861.x

Thulin C-G (2006) Microsatellite investigation of roe deer (Capreolus capreolus) in Scandinavia reveals genetic differentiation of
a Baltic Sea Island population. Eur J Wildl Res 52:228-235. https://doi.org/10.1007/s10344-006-0047-1

Lorenzini R, Lovari S (2006) Genetic diversity and phylogeography of the European roe deer: the refuge area theory revisited.
Biol J Linn Soc 88:85-100. https://doi.org/10.1111/j.1095-8312.2006.00606.x

Gortazar C, Herrero J, Villafuerte R, Marco J (1998) Historical examination of the status of large mammals in Aragon, Spain
Jedrzejewska B, Jedrzejewski W, Bunevich AN, Milkowski L, Krasinski ZA (1997) Factors shaping population densities and
increase rates of ungulates in Bialowieza Primeval Forest (Poland and Belarus) in the 19th and 20th centuries. Acta Theriol
42:399-451

Nagy E, Széky P (2011) Vadaszati allattan és vadegészségtan |. Vidékfejlesztési Képzési Szaktanacsadasi Intézet, Budapest
Wallendums P (2013) Mindenki nagyvadja. In: Hazi vadasz. https://hazaivadasz.hu/2013/05/15/mindenki-nagyvadja/. Accessed
28 Dec 2024

Breith S, Bozoki L, Burkhand W-S (2010) Europaischer Trophaenkatalog. Eujager. Eujager, Balatonfoldvar

Szidnai L (1978) Trofeak kikészitése és biralata. Mez6gazdasagi Kiadd, Budapest

Gyursco A, Kasza G, Ozsvari L (2023) The history of legal regulation against illegal hunting in Hungary: literature review with case
studies. Magy Allatorvosok Lapja 145:297-308. https://doi.org/10.56385/magyallorv.2023.05.297-308

Chen Z-H, Xu Y-X, Xie X-L, Wang D-F, Aguilar-Gémez D, Liu G-J, Li X, Esmailizadeh A, Rezaei V, Kantanen J, others (2021)
Whole-genome sequence analysis unveils different origins of European and Asiatic mouflon and domestication-related genes in
sheep. Commun Biol 4:1307. https://doi.org/10.1038/s42003-021-02817-4

Vigne J-D (1992) Zooarchaeology and the biogeographical history of the mammals of Corsica and Sardinia since the last ice age.
Mamm Rev 22:87-96. https://doi.org/10.1111/j.1365-2907.1992.tb00124.x

Chessa B, Pereira F, Arnaud F, Amorim A, Goyache F, Mainland |, Kao RR, Pemberton JM, Beraldi D, Stear MJ, others (2009)
Revealing the  history of sheep domestication wusing retrovirus integrations. Science  324:532-536.
https://doi.org/10.1126%2Fscience.1170587

Vigne J-D, Carrere |, Briois F, Guilaine J (2011) The early process of mammal domestication in the Near East: New evidence from
the Pre-Neolithic and Pre-Pottery Neolithic in Cyprus. Curr Anthropol 52:5S255-S271. https://doi.org/10.1086/659306

Wang D, Salehian-Dehkordi H, Suo L, Lv F (2023) Impacts of Population Size and Domestication Process on Genetic Diversity
and Genetic Load in Genus Ovis. Genes 14:1977. https://doi.org/10.3390/genes 14101977

Valenzuela-Moreno LF, Cedillo-Pelaez C, Rico-Torres CP, Hernandez-Rodriguez MA, del Carmen Carmona-Mucifio M, Farfan-
Morales JE, Correa D, Caballero-Ortega H (2020) Toxoplasma gondii infection in European mouflons (Ovis musimon) and captive
wild felines from Puebla, México. Int J Parasitol Parasites Wildl 13:1-6. https://doi.org/10.1016/j.ijppaw.2020.07.005

Nasiadka P, Wajdzik M, Skubis J, others (2021) A comprehensive over 100 years history of mouflon (Ovis musimon) in Poland:
from the promising beginning in 1902 to questionable future in 2014—a case study of wildlife management history. Appl Ecol
Environ Res 19:993-1017. http://dx.doi.org/10.15666/aeer/1902_9931017

Lv F-H, Peng W-F, Yang J, Zhao Y-X, Li W-R, Liu M-J, Ma Y-H, Zhao Q-J, Yang G-L, Wang F, others (2015) Mitogenomic meta-
analysis identifies two phases of migration in the history of eastern Eurasian sheep. Mol Biol Evol 32:2515-2533.
https://doi.org/10.1093/molbev/msv139

Zeder MA (2008) Domestication and early agriculture in the Mediterranean Basin: Origins, diffusion, and impact. Proc Natl Acad
Sci 105:11597-11604. https://doi.org/10.1073/pnas.080131710

Mereu P, Pirastru M, Morell Miranda P, Atag G, Basak Vural K, Wilkens B, Rodrigues Soares AE, Kaptan D, Zedda M, Columbano
N, others (2025) Revised phylogeny of mouflon based on expanded sampling of mitogenomes. PLoS One 20:e0323354.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0323354

Ciani E, Mastrangelo S, Da Silva A, Marroni F, Ferenéakovi¢ M, Ajmone-Marsan P, Baird H, Barbato M, Colli L, Delvento C, others
(2020) On the origin of European sheep as revealed by the diversity of the Balkan breeds and by optimizing population-genetic
analysis tools. Genet Sel Evol 52:1—-14. https://doi.org/10.1186/s12711-020-00545-7

Satta V, Mereu P, Barbato M, Pirastru M, Bassu G, Manca L, Naitana S, Leoni GG (2021) Genetic characterization and implications
for conservation of the last autochthonous Mouflon population in Europe. Sci Rep 11:14729. https://doi.org/10.1038/s41598-021-
94134-3

Adamfi T (1969) Néhany sz6 a muflonrél. Nimréd 1:6-7

Kispal L (2023) 140 éve bocsatottak szabad teriiletre az elsé muflondllomanyt a kontinensen. In: Nimréd Vadaszujsag.
https://nimrod.hu/hirek/140

Matrai G (1983) A muflon Magyarorszagon. Nimrod 103:494-495

Juriss J (1940) A muflon megtelepitése. Nimréd 28:247

Lénar G (1988) Muflon Zemplénben. Nimréd 108:589-590

Faragé S, Nahlik A (1997) A vadallomany szabalyozasa. Mez6gazda Kiadd, Budapest

Milivoje U, Milosava M, Radomir M, Pance D (2023) Basic Morphometric Characteristics of Mouflon Trophies (Ovis orientalis
Gmelin, 1774). Pakistan Journal of Zoology 55:2989

Matrai G (1980) A muflon és vadaszata. Mez6égazdasagi Kiadd, Budapest

(1996) 1996. évi LV. térvény a vad védelmérél, a vadgazdalkodasrdl, valamint a vadaszatrdl

Bakoczi A (1973) Vadorzok. Mezégazdasagi Kényvkiadd Vallalat, Budapest

Bertaldd A (2016) Az allatkinzas blincselekménye. Belligyi Szemle 64:102—-115

Sas (2021) Adrenalinvadaszokat és rapsicokat Uld6z a rendérség. In: Index. https://index.hu/belfold/2021/09/15/szarvasboges-
erdojaras-orvvadaszat-rapsicok-vadaszat-rendorseg/. Accessed 28 Dec 2024

Csanyi S, Nyarai-Horvath F, Szalai T (2000) Vadasziskola, 3rd ed. Hubertus Vadkereskedelmi Kft, Budapest

Makai K (2019) A jogosulatlan vadaszat biintet6jogi jogkdvetkezményei, kiilonds tekintettel az orvvadaszat tényallasara. Blinlgyi
szakértdi palyamunka, PTE AJK az ONSZ Biiniigyi Tagozata

107



136.

137.

138.
139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.
149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

Zsigmond C (2022) Binszervezetek a nemzetkozi illegalis allat-allatés novénykereskedelemben. M Rend 22:195.
https://doi.org/10.32577/mr.2022.1.12

Gyurcs6 A, Ozsvari L, Kasza G (2022) History and food chain safety provision of the public consumption of game meat in Hungary.
Magy Allatorvosok Lapja 144:623-639

Elek BS (2019) The criminalization of poaching in Hungary. Zb Rad 53:653. https://doi.org/10.5937/zrpfns53-20330

MTI (2023) Négradi orrvadaszok ellen indult eljaréas. In: Magyar Mezégazdasz.
https://magyarmezogazdasag.hu/2023/04/12/nogradi-orrvadaszok-ellen-indult-eljaras/. Accessed 28 Nov 2024
Menotti-Raymond MA, David VA, O’Brien SJ (1997) Pet cat hair implicates murder suspect. Nature 386:774—774.
https://doi.org/10.1038/386774a0

Padar Z, Angyal M, Egyed B, Firedi S, Woller J, Z6ldag L, Fekete S (2001) Canine microsatellite polymorphisms as the resolution
of an llegal animal death case in a Hungarian zoological gardens. Int J Leg Med 115:79-81.
https://doi.org/10.1007/s004140100222

Challender DW, MacMillan DC (2014) Poaching is more than an enforcement problem. Conserv Lett 7:484-494.
https://doi.org/10.1111/conl.12082

Sés-Koroknai V, Gal J, Marosan M, Téth T, SOS E (2020) Causes of morbidity of common buzzards (Buteo buteo) and long-eared
owls (Asio otus) at a Hungarian wildlife rescue centre between 2014 and 2016. Biharean Biol 14:25-29

Zsinka B, Pasztory-Kovacs S, Koévér S, Vili N, Horvath M (2024) Moderate evidence for the sex-dependent effect of poisoning on
adult survival in a long-lived raptor species. Ecol Evol 14:€70295. https://doi.org/10.1002/ece3.70295

Pozio E (2015) Trichinella spp. imported with live animals and meat. Vet Parasitol 213:46-55.
https://doi.org/10.1016/j.vetpar.2015.02.017

Van Song N (2008) Wildlife trading in Vietnam: situation, causes, and solutions. J Environ Dev 17:145-165.
https://doi.org/10.1177/107049650831622

Sandakova S, Motina N (2021) Diagnostics of counterfeit food products. In: IOP Conference Series: Earth and Environmental
Science. IOP Publishing, p 022105

Popescu GG (2023) Food fraud in the European Union. IJLSO 3:348-360. https://doi.org/10.55516/ijlso.v3i1.146

Jurica K, Bréi¢ Karaconji |, Lasi¢ D, Bursa¢ Kovacevi¢ D, Putnik P (2021) Unauthorized food manipulation as a criminal offense:
Food authenticity, legal frameworks, analytical tools and cases. Foods 10:2570. https://doi.org/10.3390/foods10112570

Yoon D-H, Kong H-S, Oh J-D, Lee J-H, Cho B-W, Kim J-D, Jeon K-J, Jo C, Jeon G-J, Lee H (2005) Establishment of an individual
identification system based on microsatellite polymorphisms in Korean cattle (Hanwoo). AJAS 18:762-766.
https://doi.org/10.5713/ajas.2005.762

Dimitrijevic V, Stevanovic J, Savic M, Petrujkic B, Simeunovic P, Milosevic |, Stanimirovic Z (2013) Validation of 10 microsatellite
loci for their use in parentage verification and individual identification in the Yugoslavian Shepherd Dog Sharplanina.

Radko A, Smotucha G, Koseniuk A (2021) Microsatellite DNA analysis for diversity study, individual identification and parentage
control in pig breeds in Poland. Genes 12:595. https://doi.org/10.3390/genes 12040595

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

Brodmann P, Nicholas G, Schaltenbrand P, lig E (2001) Identifying unknown game species: experience with nucleotide sequencing
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

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. Biol Conserv 61:197—-202. https://doi.org/10.1016/0006-3207(92)91116-A

Rao MS, Chakraborty G, Murthy KS (2019) Market drivers and discovering technologies in meat species identification. Food Anal
Methods 12:2416-2429. https://doi.org/10.1007/s12161-019-01591-8

(2021) ,Inkabb én egyem meg, mint a rékal!’- ezt mondta a rendéroknek az elkdvetd, aki elitott egy 6zet, a tetemét pedig
eltulajdonitotta- a Nograd Megyei Foligyészség sajtdkdzleménye. In: Ugyészség. http://ugyeszseg.hu/inkabb-en-egyem-meg-
mint-a-roka-ezt-mondta-a-rendoroknek-az-elkoveto-aki-elutott-egy-ozet-a-tetemet-pedig-eltulajdonitotta-a-nograd-megyei-
fougyeszseg-sajtokozlemenye/. Accessed 6 Oct 2022

Sanches A, Tokumoto PM, Peres WA, Nunes FL, Gotardi MS, Carvalho CS, Pelizzon C, Godoi TG, Galetti M (2012) lllegal hunting
cases detected with molecular forensics in Brazil. IGG 3:1-5. https://doi.org/10.1186/2041-2223-3-17

Davies N, Villablanca FX, Roderick GK (1999) Determining the source of individuals: multilocus genotyping in nonequilibrium
population genetics. Trends Ecol Evol 14:17-21. https://doi.org/10.1016/S0169-5347(98)01530-4

Fernandes GA, Caparroz R (2013) DNA sequence analysis to guide the release of blue-and-yellow macaws (Ara ararauna,
Psittaciformes, Aves) from the illegal trade back into the wild. Mol Biol Rep 40:2757-2762. https://doi.org/10.1007/s11033-012-
2294-4

Sorenson L, McDowell JR, Knott T, Graves JE (2013) Assignment test method using hypervariable markers for blue marlin
(Makaira nigricans) stock identification. Conversation Genet Resour 5:293-297. https://doi.org/10.1007/s12686-012-9747-x
Ishida Y, Georgiadis NJ, Hondo T, Roca AL (2013) Triangulating the provenance of A frican elephants using mitochondrial DNA.
Evol Appl 6:253-265. https://doi.org/10.1111/j.1752-4571.2012.00286.x

Millions DG, Swanson BJ (2006) An application of Manel's model: Detecting bobcat poaching in Michigan. Wildlife Society Bulletin
34:150-155. https://doi.org/10.2193/0091-7648(2006)34[150:AAOMMD]2.0.CO;2

Wasser SK, Joseph Clark W, Drori O, Stephen Kisamo E, Mailand C, Mutayoba B, Stephens M (2008) Combating the illegal trade
in African elephant ivory with DNA forensics. Conserv Biol 22:1065—-1071. https://doi.org/10.1111/j.1523-1739.2008.01012.x
Glover KA, Hansen MM, Skaala @ (2009) Identifying the source of farmed escaped Atlantic salmon (Salmo salar): Bayesian
clustering analysis increases accuracy of assignment. Aquac 290:37—46. https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2009.01.034
Davitkov D, Glavini¢ U, Nesi¢ K, Davitkov D, Vucicevi¢ M, Nesi¢ V, Stanimirovi¢ Z (2017) Improved DNA-based identification of
Cervidae species in forensic investigations. Acta Vet -Beogr 67:449-458. https://doi.org/10.1515/acve-2017-0037

Kim M-J, 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-based multiplex PCR. Foods 9:982.
https://doi.org/10.3390/foods9080982

Parkanyi V, Ondruska L, Vasicek D, Slamecka J (2014) Multilevel D-loop PCR identification of hunting game. Appl Transl Genom
3:1-7. https://doi.org/10.1016/j.atg.2013.03.001

Korstian J, Hale A, Bennett V, Williams D (2013) Advances in sex determination in bats and its utility in wind-wildlife studies. Mol
Ecol Resour 13:776-780. https://doi.org/10.1111/1755-0998.12118

Hamlin BC, Meredith EP, Rodzen J, Strand JM (2021) OdoPlex: An STR multiplex panel optimized and validated for forensic
identification and sex determination of North American mule deer (Odocoileus hemionus) and white-tailed deer (Odocoileus
virginianus). FSIAE 1:100026. https://doi.org/10.1016/j.fsiae.2021.100026

108



171.

172.

173.

174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

181.

182.

183.

184.

185.

186.

187.

188.
189.

190.

191.

192.

193.

194.

195.

196.

197.

198.

199.

200.

201.

202.

203.

Jones K, Levine K, Banks J, others (2000) DNA-based genetic markers in black-tailed and mule deer for forensic applications.
CDFW 86:115-126

Jones KC, Levine KF, Banks JD (2002) Characterization of 11 polymorphic tetranucleotide microsatellites for forensic applications
in California elk (Cervus elaphus canadensis). Mol Ecol Notes 2:425-427. http://dx.doi.org/10.1046/j.1471-8286.2002.00264.x
Meredith E, Rodzen J, Levine K, Banks J (2005) Characterization of an additional 14 microsatellite loci in California Elk (Cervus
elaphus) for use in forensic and population applications. Conservation Genetics 6:151-153. http://dx.doi.org/10.1007/s10592-004-
7735-8

Morf NV, Kopps AM, Nater A, Lendvay B, Vasiljevic N, Webster LM, 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 Environments 1:100023. https://doi.org/10.1016/j.fsiae.2021.100023

Hill E, Murphy N, Toop S, Linacre A, Strugnell JM (2022) Genetic analysis of hog deer (Axis porcinus) in Victoria, Australia, and
its applications to invasive species and game management. Eur J Wildl Res 68:45. http://dx.doi.org/10.1007/s10344-022-01592-
9

Yamazaki S, Motoi Y, Nagai K, Ishinazaka T, Asano M, Suzuki M (2011) Sex determination of sika deer (Cervus nippon yesoensis)
using nested PCR from feces collected in the field. Journal of Veterinary Medical Science 73:1611-1616.
https://doi.org/10.1292/jyms.11-0235

Takahashi M, Masuda R, Uno H, Yokoyama M, Suzuki M, Yoshida MC, Ohtaishi N (1998) Sexing of carcass remains of the Sika
deer (Cervus nippon) using PCR amplification of the Sry gene. Journal of veterinary medical science 60:713-716.
https://doi.org/10.1292/jyms.60.713

Hirayama H, Kageyama S, Moriyasu S, Sawai K, Minamihashi A (2013) Embryo sexing and sex chromosomal chimerism analysis
by loop-mediated isothermal amplification in cattle and water buffaloes. J Reprod Dev 59:321-326.
https://doi.org/10.1262/jrd.2013-028

Pajares G, Balseiro A, Pérez-Pardal L, Gamarra JA, Monteagudo LV, Goyache F, Royo LJ (2009) Sry-negative XX true
hermaphroditism in a roe deer. Animal reproduction science 112:190-197. https://doi.org/10.1016/j.anireprosci.2008.04.018
Kropatsch R, Dekomien G, Akkad DA, Gerding WM, Petrasch-Parwez E, Young ND, Altmdiller J, Nirnberg P, Gasser RB, Epplen
JT (2013) SOX9 duplication linked to intersex in deer. PloS one 8:€73734. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0073734
Barbosa AM, Fernandez-Garcia JL, Carranza J (2009) A new marker for rapid sex identification of red deer (Cervus elaphus).
Hystrix It J Mamm 20:169-172

Qiao Y, Zou F, Wei K, Yue B (2007) A rapid sex-identification test for the forest musk deer (Moschus berezovskii) based on the
ZFX/ZFY gene. Zoological science 24:493—-495. https://doi.org/10.2108/zsj.24.493

Gibbon V, Paximadis M, Strkalj G, Ruff P, Penny C (2009) Novel methods of molecular sex identification from skeletal tissue using
the amelogenin gene. Forensic Sci Int Genet 3:74-79. https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2008.10.007

Hrovatin K, Kunej T (2018) Genetic sex determination assays in 53 mammalian species: Literature analysis and guidelines for
reporting standardization. Ecol Evol 8:1009-1018. https://doi.org/10.1002/ece3.3707

Gutierrez-Adan A, Cushwa W, Anderson G, Medrano J (1997) Ovine-specific Y-chromosome RAPD-SCAR marker for embryo
sexing. Anim Genet 28:135-138. https://doi.org/10.1111/j.1365-2052.1997.00104.x

Notomi T, Okayama H, Masubuchi H, Yonekawa T, Watanabe K, Amino N, Hase T (2000) Loop-mediated isothermal amplification
of DNA. Nucleic acids research 28:e63-e63. https://doi.org/10.1093/nar/28.12.e63

Hirayama H, Kageyama S, Takahashi Y, Moriyasu S, Sawai K, Onoe S, Watanabe K, Kojiya S, Notomi T, Minamihashi A (2006)
Rapid sexing of water buffalo (Bubalus bubalis) embryos using loop-mediated isothermal amplification. Theriogenology 66:1249—
1256. https://doi.org/10.1016/j.theriogenology.2006.03.036

Lee PL (2017) DNA amplification in the field: move over PCR, here comes LAMP

Zorkéczy OK, Buijtor Z, Szives A, Ozsvari L, Wagenhoffer Z, Zenke P (2023) A LAMP-(hurok altal kdzvetitett izotermikus
sokszorositas) technika f\Ho alkalmazasi lehet\Hoségei az allatorvostudomanyban Irodalmi 6sszefoglalé. Magyar Allatorvosok
Lapja 145:611-624. https://doi.org/10.56385/magyallorv.2023.10.611-624

Kim BJ, Lee Y-S, An J, Park H-C, Okumura H, Lee H, Min M-S (2008) Species and sex identification of the Korean goral
(Nemorhaedus caudatus) by molecular analysis of non-invasive samples. Mol Cells 26:314—318. https://doi.org/10.1016/S1016-
8478(23)14001-5

Bilton T, Chappell A, Clarke S, Brauning R, Dodds K, McEwan J, Rowe S (2019) Using genotyping-by-sequencing to predict
gender in animals. Anim Genet 50:307-310. https://doi.org/10.1111/age.12782

Shadrach B, Commane M, Hren C, Warshawsky | (2004) A rare mutation in the primer binding region of the amelogenin gene can
interfere with gender identification. J Mol Diagn 6:401—405. https://doi.org/10.1016/S1525-1578(10)60538-7

Cadamuro VC, Bouakaze C, Croze M, Schiavinato S, Tonasso L, Gérard P, Fausser J-L, Gibert M, Dugoujon J-M, Braga J, others
(2015) Determined about sex: sex-testing in 45 primate species using a 2Y/1X sex-typing assay. Forensic Sci Int Genet 14:96—
107. https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2014.09.010

Gurgul A, Radko A, Stota E (2010) Characteristics of X-and Y-chromosome specific regions of the amelogenin gene and a PCR-
based method for sex identification in red deer (Cervus elaphus). Mol Biol Rep 37:2915-2918. https://doi.org/10.1007/s11033-
009-9852-4

Linacre A (2021) Animal forensic genetics. Genes 12:515

Vignal A, Milan D, SanCristobal M, Eggen A (2002) A review on SNP and other types of molecular markers and their use in animal
genetics. Genet Sel Evol 34:275-305. https://doi.org/10.1186/1297-9686-34-3-275

Arif IA, Khan HA, Bahkali AH, Al Homaidan AA, Al Farhan AH, Al Sadoon M, Shobrak M (2011) DNA marker technology for wildlife
conservation. Saudi J Biol Sci 18:219-225. https://doi.org/10.1016/j.sjbs.2011.03.002

Kunkel ~TA, Loeb LA (1981) Fidelity @of mammalian DNA  polymerases. Science 213:765-767.
https://doi.org/10.1126/science.6454965

Hutchinson Il CA, Newbold JE, Potter SS, Edgell MH (1974) Maternal inheritance of mammalian mitochondrial DNA. Nature
251:536-538. https://doi.org/10.1038/251536a0

Aquadro CF, Greenberg BD (1983) Human mitochondrial DNA variation and evolution: analysis of nucleotide sequences from
seven individuals. Genetics 103:287-312. https://doi.org/10.1093/genetics/103.2.287

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

Markov GG, Kuznetsova MV, Danilkin AA, Kholodova MV, Sugar L, Heltai M (2015) Genetic diversity of the red deer (Cervus
elphus L.) in Hungary revealed by cytochrome b gene. Acta Zool Bulg 67:11-17

Schon EA (2000) Mitochondrial genetics and disease. Trends Ecol Evol 25:555-560. https://doi.org/10.1016/S0968-
0004(00)01688-1

109



204.

205.

206.

207.

208.

209.

210.

211.

212.

213.

214.

215.

216.

217.
218.

219.

220.

221.

222.

223.

224.

225.

226.

227.

228.

229.

230.

231.

232.

233.

234.

235.

236.

237.

238.

Foran DR (2006) Relative degradation of nuclear and mitochondrial DNA: an experimental approach. J Forensic Sci 51:766—770.
https://doi.org/10.1111/j.1556-4029.2006.00176.x

McCord B, Opel K, Funes M, Zoppis S, Meadows Jantz L (2011) An investigation of the effect of DNA degradation and inhibition
on PCR amplification of single source and mixed forensic samples. Elettronico 268:65

Sirker M, Schneider PM, Gomes | (2016) A 17-month time course study of human RNA and DNA degradation in body fluids under
dry and humid environmental conditions. Int J Leg Med 130:1431-1438. https://doi.org/10.1007/s00414-016-1373-9

Alaeddini R, Walsh SJ, Abbas A (2010) Forensic implications of genetic analyses from degraded DNA—a review. Forensic Sci Int
Genet 4:148-157. https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2009.09.007

Lanzilao |, Burgalassi F, Fancelli S, Settimelli M, Fani R (2005) Polymerase chain reaction-restriction fragment length
polymorphism analysis of mitochondrial cytb gene from species of dairy interest. J AOAC Int 88:128-135.
https://doi.org/10.1093/jacac/88.1.128

Andrejevic M, Markovic MK, Bursac B, Mihajlovic M, Tanasic V, Kecmanovic M, Keckarevic D (2019) Identification of a broad
spectrum of mammalian and avian species using the short fragment of the mitochondrially encoded cytochrome b gene. Forensic
Sci Med Patho 15:169-177. https://doi.org/10.1007/s12024-019-00096-4

Haider N, Nabulsi I, Al-Safadi B (2012) Identification of meat species by PCR-RFLP of the mitochondrial COI gene. Meat Sci
90:490—493. https://doi.org/10.1016/j.meatsci.2011.09.013

Stefen C, Jentke T, Birkwald T, Chmieleski J, Decher J, Kaus-Thiel A, Morkel C, Thielen J, Goldberg R, Jakobitz J, others (2025)
Large scale monitoring of terrestrial small mammals using noninvasive sampling and COI barcoding. Mamm Res 1-18.
https://doi.org/10.1007/s13364-025-00784-3

Lee E, Lee Y, Moon S, Kim N, Kim S, Yang M, Choi D, Han M (2013) The identification of elephant ivory evidences of illegal trade
with mitochondrial cytochrome b gene and hypervariable D-loop region. J Forensic Leg Med 20:174-178.
https://doi.org/10.1016/j.jflm.2012.06.014

Alisha A, Minakshi P, Ranjan K, Prasad G (2014) Comparison of D—-Loop Gene for Subspecies Confirmation of Tigers (Panthera
Tigris). Adv Anim Vet Sci 2:116—119. http://dx.doi.org/10.14737/journal.aavs/2014/2.2.116.119

Kamaluddin SN, Yaakop S, Idris WMR, Rovie-Ryan JJ, Md-Zain BM (2017) Subspecies identification of captive Orang Utan in
Melaka based on D-loop mitochondria DNA

Morin PA, Moore JJ, Woodruff DS (1992) Identification of chimpanzee subspecies with DNA from hair and allele-specific probes.
Proc R Spc Lond B Biol Sci 249:293-297. https://doi.org/10.1098/rspb.1992.0117

Saccone C, Pesole G, Sbisa E (1991) The main regulatory region of mammalian mitochondrial DNA: Structure-function model
and evolutionary pattern. Journal of Molecular Evolution 33:83—91. https://doi.org/10.1007/BF02100199

Linacre A (2009) Forensic science in wildlife investigations, 1st ed. CRC press

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 Sci Int 148:101-105. https://doi.org/10.1016/j.forsciint.2004.04.072

Douzery E, Randi E (1997) The mitochondrial control region of Cervidae: evolutionary patterns and phylogenetic content. Mol Biol
Evol 14:1154-1166. https://doi.org/10.1093/oxfordjournals.molbev.a025725

Purdue JR, Oleksyk TK, Smith MH (2006) Independent Occurrences of Multiple Repeats in the Control Region of Mitochondrial
DNA of White-Tailed Deer. Journal of Heredity 97:235-243. https://doi.org/10.1093/jhered/esj032

Rastogi G, Dharne MS, Walujkar S, Kumar A, Patole MS, Shouche YS (2007) Species identification and authentication of tissues
of animal origin using mitochondrial and nuclear markers. Meat Sci 76:666—674. https://doi.org/10.1016/j.meatsci.2007.02.006
Randi E (2008) Detecting hybridization between wild species and their domesticated relatives. Mol Ecol 17:285-293.
https://doi.org/10.1111/j.1365-294X.2007.03417 .x

Hill E, Linacre A, Toop S, Murphy N, Strugnell J (2019) Widespread hybridization in the introduced hog deer population of Victoria,
Australia, and its implications for conservation. Ecol Evol 9:10828-10842. https://doi.org/10.1002/ece3.5603

Smith SL, Carden RF, Coad B, Birkitt T, Pemberton JM (2014) A survey of the hybridisation status of Cervus deer species on the
island of Ireland. Conserv Genet 15:823-835. https://doi.org/10.1007/s10592-014-0582-3

Swistocka M, Czajkowska M, Matosiuk M, Saveljev AP, Ratkiewicz M, Borkowska A (2019) No evidence for recent introgressive
hybridization  between the European and Siberian roe deer in Poland. Mamm Biol 97:59-63.
https://doi.org/10.1016/j.mambio.2019.04.008

Ferguson JWH (2002) On the use of genetic divergence for identifying species. Biol J Linn Soc 75:509-516.
https://doi.org/10.1046/j.1095-8312.2002.00042.x

Wright JM, Bentzen P (1995) Microsatellites: genetic markers for the future. In: Molecular genetics in fisheries, 1st ed. Springer
Dordrecht, Columbia, Canada, pp 117-121

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

Guichoux E, Lagache L, Wagner S, Chaumeil P, Léger P, Lepais O, Lepoittevin C, Malausa T, Revardel E, Salin F, others (2011)
Current trends in microsatellite genotyping. Mol Ecol Resour 11:591-611. https://doi.org/10.1111/j.1755-0998.2011.03014.x
Kriiger J, Schleinitz D (2016) Genetic fingerprinting using microsatellite markers in a multiplex PCR reaction: a compilation of
methodological approaches from primer design to detection systems. G:MP 1492:1-15. https://doi.org/10.1007/978-1-4939-6442-
0_1

Anderson JD, Honeycutt RL, Gonzales RA, Gee KL, Skow LC, Gallagher RL, Honeycutt DA, DeYoung RW (2002) Development
of microsatellite DNA markers for the automated genetic characterization of white-tailed deer populations. J Wildl Manage 67-74.
https://doi.org/10.2307/3802872

DeYoung RW, Demarais S, Honeycutt RL, Gonzales RA, Gee KL, Anderson JD (2003) Evaluation of a DNA Microsatellite Panel
Useful for Genetic Exclusion Studies in White-Tailed Deer. Wildlife Society Bulletin (1973-2006) 31:220-232

Yang W, Zheng J, Jia B, Wei H, Wang G, Yang F (2018) Isolation of novel microsatellite markers and their application for genetic
diversity and parentage analyses in sika deer. Gene 643:68-73. https://doi.org/10.1016/j.gene.2017.12.007

Téth G, Gaspari Z, Jurka J (2000) Microsatellites in different eukaryotic genomes: survey and analysis. Genom Res 10:967-981.
https://doi.org/10.1101/gr.10.7.967

Litt M, Hauge X, Sharma V (1993) Shadow bands seen when typing polymorphic dinucleotide repeats: some causes and cures.
Biotechnol Tech 15:280-284

Walsh PS, Fildes NJ, Reynolds R (1996) Sequence analysis and characterization of stutter products at the tetranucleotide repeat
locus VWA. Nucleic Acids Res 24:2807-2812. https://doi.org/10.1093/nar/24.14.2807

Viguera E, Canceill D, Ehrlich SD (2001) Replication slippage involves DNA polymerase pausing and dissociation. EMBO J
20:2587-2595. https://doi.org/10.1093/emboj/20.10.2587

Gill P, Kimpton CP, Urquhart A, Oldroyd N, Millican ES, Watson SK, Downes TJ (1995) Automated short tandem repeat (STR)
analysis in forensic casework—a strategy for the future. Electrophor 16:1543—1552. https://doi.org/10.1002/elps.11501601257

110



239.

240.

241.

242.

243.

244,

245.

246.

247.

248.

249.

250.

251.

252.

253.

254.

255.

256.

257.

258.

259.

260.

261.

262.

263.

264.

265.

266.

267.

268.

269.

Eichmann C, Berger B, Steinlechner M, Parson W (2005) Estimating the probability of identity in a random dog population using
15 highly polymorphic canine STR markers. Forensic science international 151:37—44

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 profiling and paternity testing in horses. Frontiers in Veterinary Science
9:861623. https://doi.org/10.3389/fvets.2022.861623

Wei T, Lu G, Clover G (2008) Novel approaches to mitigate primer interaction and eliminate inhibitors in multiplex PCR,
demonstrated using an assay for detection of three strawberry viruses. J Virol Methods 151:132-139.
https://doi.org/10.1016/j.jviromet.2008.03.003

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

Butler JM, Buel E, Crivellente F, McCord BR (2004) Forensic DNA typing by capillary electrophoresis using the ABI Prism 310 and
3100 genetic analyzers for STR analysis. Electrophor 25:1397-1412. https://doi.org/10.1002/elps.200305822

Zianni M, Tessanne K, Merighi M, Laguna R, Tabita F (2006) Identification of the DNA bases of a DNase | footprint by the use of
dye primer sequencing on an automated capillary DNA analysis instrument. J Biomol Tech 17:103

Blacket M, Robin C, Good R, Lee S, Miller A (2012) Universal primers for fluorescent labelling of PCR fragments—an efficient and
cost-effective approach to genotyping by fluorescence. Mol Ecol Resour 12:456-463. https://doi.org/10.1111/j.1755-
0998.2011.03104.x

Moore S, Sargeant L, King T, Mattick J, Georges M, Hetzel D (1991) The conservation of dinucleotide microsatellites among
mammalian genomes allows the use of heterologous PCR primer pairs in closely related species. Genomics 10:654—660.
https://doi.org/10.1016/0888-7543(91)90448-N

Gonzalez BA, Agapito AM, Novoa-Mufioz F, Vianna J, Johnson WE, Marin JC (2020) Utility of genetic variation in coat color genes
to distinguish wild, domestic and hybrid South American camelids for forensic and judicial applications. Forensic Sci Int Genet
45:102226. https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2019.102226

Mucci N, Mengoni C, Randi E (2014) Wildlife DNA forensics against crime: Resolution of a case of tortoise theft. Forensic Sci Int
Genet 8:200—202. https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2013.10.001

Marin JC, Saucedo CE, Corti P, Gonzalez BA (2009) Application of DNA forensic techniques for identifying poached guanacos
(Lama guanicoe) in Chilean Patagonia. J Forensic Sci 54:1073—-1076. https://doi.org/10.1111/j.1556-4029.2009.01087.x

Esattore B, Saggiomo L, Sensi M, Francia V, Cherin M (2022) Tell me what you eat and I'll tell you... where you live: an updated
review of the worldwide distribution and foraging ecology of the fallow deer (Dama dama). Mamm Biol 102:321-338.
https://doi.org/10.1007/s42991-022-00250-6

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

Webley LS, Zenger KR, Hall GP, Cooper DW (2007) Genetic 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

Sindi¢i¢ M, Topli¢anec I, Koli¢ E, Mari¢ K, Konjevi¢ D, Slavica A, Janicki Z (2019) Diversity of mitochondrial DNA in fallow deer
(Dama dama)  from Brijuni National park, Croatia-short communication. Vet  Arh 89:895-902.
https://doi.org/10.24099/vet.arhiv.0537

Pitarch JL, Raksa HC, Arnal MC, Revilla M, Martinez D, Fernandez de Luco D, Badiola JJ, Goldmann W, Acin C (2018) Low
sequence diversity of the prion protein gene (PRNP) in wild deer and goat species from Spain. Vet Res 49:1-7.
https://doi.org/10.1186/s13567-018-0528-8

Poetsch M, Seefeldt S, Maschke M, Lignitz E (2001) Analysis of microsatellite polymorphism in red deer, roe deer, and fallow
deer—possible employment in forensic applications. Forensic science international 116:1-8. https://doi.org/10.1016/S0379-
0738(00)00337-6

Luikart G, Allendorf F, Cornuet J, Sherwin W (1998) Distortion of allele frequency distributions provides a test for recent population
bottlenecks. J Hered 89:238-247. https://doi.org/10.1093/jhered/89.3.238

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

Scandura M, Tiedemann R, Apollonio M, Hartl GB (1998) Genetic variation in an isolated Italian population of fallow deer Dama
dama as revealed by RAPD-PCR. Acta Theriol 43:163—169

Polziehn R, Strobeck C (1998) Phylogeny of wapiti, red deer, sika deer, and other North American cervids as determined from
mitochondrial DNA. Mol Phylogenet Evol 10:249-258. https://doi.org/10.1006/mpev.1998.0527

Bentley A (1978) An introduction to the deer of Australia: with special reference to Victoria. Ray Manning for the Koetung Trust
Service Fund, Forests Commission, Victoria

Hartl GB, Zachos F, Nadlinger K (2003) Genetic diversity in European red deer (Cervus elaphus L.): anthropogenic influences on
natural populations. C R Biol 326:37—42. https://doi.org/10.1016/S1631-0691(03)00025-8

Kuehn R, Schroeder W, Pirchner F, Rottmann O (2003) Genetic diversity, gene flow and drift in Bavarian red deer populations
(Cervus elaphus). Conserv Genet 4:157-166. https://doi.org/10.1023/A:1023394707884

Dellicour S, Frantz AC, Colyn M, Bertouille S, Chaumont F, Flamand M-C (2011) Population structure and genetic diversity of red
deer (Cervus elaphus) in forest fragments in north-western France. Conservation Genetics 12:1287—-1297

Schnitzler A, Granado J, Putelat O, Arbogast R-M, Drucker D, Eberhard A, Schmutz A, Klaefiger Y, Lang G, Salzburger W, others
(2018) Genetic diversity, genetic structure and diet of ancient and contemporary red deer (Cervus elaphus L.) from north-eastern
France. PloS one 13:e0189278. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0189278

Pérez-Espona S, Pérez-Barberia F, Goodall-Copestake W, Jiggins C, Gordon |, Pemberton J (2009) Genetic diversity and
population structure of Scottish Highland red deer (Cervus elaphus) populations: a mitochondrial survey. Hered 102:199-210.
https://doi.org/10.1038/hdy.2008.111

Queiros J, Vicente J, Boadella M, Gortazar C, Alves PC (2014) The impact of management practices and past demographic
history on the genetic diversity of red deer (Cervus elaphus): an assessment of population and individual fitness. Biol J Linn Soc
111:209-223. https://doi.org/10.1111/bij. 12183

Zachos FE, Haijji GM, Hmwe SS, Hartl GB, Lorenzini R, Mattioli S (2009) Population viability analysis and genetic diversity of the
endangered red deer Cervus elaphus population from Mesola, Italy. Wildl Biol 15:175-186. https://doi.org/10.2981/07-075
Pérez-Gonzalez J, Gort-Esteve A, Ruiz-Olmo J, Anaya G, Broggini C, Millan MF, Vedel G, de la Pefia E, Membrillo A, Seoane JM,
Azorit C, Carranza J (2023) Red deer in the Pyrenees: A risky secondary contact zone for conservation genetics. The Journal of
Wildlife Management 87:€22454. https://doi.org/10.1002/jwmg.22454

Carranza J, Pérez-Gonzalez J, Anaya G, de Jong M, Broggini C, Zachos FE, McDevitt AD, Niedziatkowska M, Sykut M, Csanyi
S, others (2024) Genome-wide SNP assessment of contemporary European red deer genetic structure highlights the distinction
of peripheral populations and the main admixture zones in Europe. Mol Ecol 33:e17508. https://doi.org/10.1111/mec.17508

111



270.

271.

272.

273.

274.

275.

276.

277.

278.

279.

280.

281.

282.

283.

284.

285.

286.

287.

288.

289.

290.

201.

292.

293.

294.

295.

296.

297.

2098.
299.

Niedziatkowska M, Fontaine M, Jedrzejewska B (2012) Factors shaping gene flow in red deer (Cervus elaphus) in seminatural
landscapes of central Europe. Can J Zool 90:150-162. https://doi.org/10.1139/z11-122

Nielsen EK, Olesen CR, Pertoldi C, Gravlund P, Barker JS, Mucci N, Randi E, Loeschcke V (2008) Genetic structure of the Danish
red deer (Cervus elaphus). Biol J Linn Soc 95:688-701. https://doi.org/10.1111/j.1095-8312.2008.01115.x

Pérez-Espona S, Pérez-Barberia F, McLeod J, Jiggins C, Gordon |, Pemberton J (2008) Landscape features affect gene flow of
Scottish Highland red deer (Cervus elaphus). Mol Ecol 17:981-996. https://doi.org/10.1111/j.1365-294X.2007.03629.x

Edelhoff H, Zachos FE, Fickel J, Epps CW, Balkenhol N (2020) Genetic analysis of red deer (Cervus elaphus) administrative
management units in a human-dominated landscape. Conservation Genetics 21:261-276

Fickel J, Bubliy OA, Stache A, Noventa T, Jirsa A, Heurich M (2012) Crossing the border? Structure of the red deer (Cervus
elaphus) population from the Bavarian-Bohemian forest ecosystem. Mamm Biol 77:211-220.
https://doi.org/10.1016/j.mambio.2011.11.005

de Jong JF (2018) Genetic variation of wildlife in a human-dominated landscape: Genome-wide SNP analysis of wild boar (Sus
Scrofa) and red deer (Cervus Elaphus) from the European continent. PhD Thesis, Wageningen University and Research
Feulner P, Bielfeldt W, Zachos F, Bradvarovic J, Eckert I, Hartl G (2004) Mitochondrial DNA and microsatellite analyses of the
genetic status of the presumed subspecies Cervus elaphus montanus (Carpathian red deer). Hered 93:299-306.
https://doi.org/10.1038/sj.hdy.6800504

Emst M, Putnova L, Pokoradi J, Matouskova J, Zidek R, Marsalkova L, Lamka J, others (2012) Microsatellite analysis DNA for
controlled breeding of Cervidae and genetic breeding of white colored Cervus elaphus in Czech Republic. Iran J Appl Anim Sci
2:233-237

Dellicour S, Prunier JG, Piry S, Eloy M-C, Bertouille S, Licoppe A, Frantz AC, Flamand M-C (2019) Landscape genetic analyses
of Cervus elaphus and Sus scrofa: comparative study and analytical developments. Heredity 123:228-241

Nussey D, Pemberton J, Donald A, Kruuk L (2006) Genetic consequences of human management in an introduced island
population of red deer (Cervus elaphus). Hered 97:56—65. https://doi.org/10.1038/sj.hdy.6800838

Tembotova F, Amshokova AK, Kuchinova E, Emkuzheva M, Pkhitikov A, Kononenko E (2024) Genetic Diversity of Western
Caucasus Red Deer (Cervus elaphus Linnaeus, 1758) Based on Cytochrome b Gene Study. Biol Bull 51:5293-S308.
https://doi.org/10.1134/S1062359024611947

McDevitt AD, Edwards CJ, O'Toole P, O’Sullivan P, O’'Reilly C, Carden RF (2009) Genetic structure of, and hybridisation between,
red (Cervus elaphus) and sika (Cervus nippon) deer in Ireland. Mammalian Biology 74:263-273.
https://doi.org/10.1016/j.mambio.2009.03.015

Mackiewicz P, Matosiuk M, Swistocka M, Zachos FE, Haijji GM, Saveljev AP, Seryodkin IV, Farahvash T, Rezaei HR, Torshizi RV,
others (2022) Phylogeny and evolution of the genus Cervus (Cervidae, Mammalia) as revealed by complete mitochondrial
genomes. Sci Rep 12:16381. https://doi.org/10.1038/s41598-022-20763-x

Fernandez-Garcia J, Carranza J, Martinez J, Randi E (2014) Mitochondrial D-loop phylogeny signals two native Iberian red deer
(Cervus elaphus) lineages genetically different to Western and Eastern European red deer and infers human-mediated
translocations. Biodivers Conserv 23:537-554. https://doi.org/10.1007/s10531-013-0585-2

Meiri M, Kosintsev P, Conroy K, Meiri S, Barnes |, Lister A (2018) Subspecies dynamics in space and time: a study of the red deer
complex using ancient and modern DNA and morphology. J Biogeogr 45:367—-380. https://doi.org/10.1111/jbi. 13124

Zachos F, Mattioli S, Ferretti F, Lorenzini R (2014) The unique Mesola red deer of Italy: taxonomic recognition (Cervus elaphus
italicus nova ssp., Cervidae) would endorse conservation#. Ital J Zool 81:136-143.
https://doi.org/10.1080/11250003.2014.895060

Olivieri C, Marota |, Rizzi E, Ermini L, Fusco L, Pietrelli A, De Bellis G, Rollo F, Luciani S (2014) Positioning the red deer (Cervus
elaphus) hunted by the Tyrolean Iceman into a mitochondrial DNA phylogeny. PLoS One 9:e100136.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0100136

Frantz AC, Hamann J-L, Klein F (2008) Fine-scale genetic structure of red deer (Cervus elaphus) in a French temperate forest.
Eur J Wildl Res 54:44-52. https://doi.org/10.1007/s10344-007-0107-1

Wilson AJ, Morrissey MB, Adams M, Walling CA, Guinness FE, Pemberton JM, Clutton-brock TH, Kruuk L (2011) Indirect genetics
effects and evolutionary constraint: an analysis of social dominance in red deer, Cervus elaphus. J Evol Biol 24:772-783.
https://doi.org/10.1111/j.1420-9101.2010.02212.x

Golosova OS, Kholodova MV, Volodin IA, Volodina EV, Likhatsky EY, Nahlik A, Tari T (2021) Vocal phenotype of male rutting roars
and genetic markers delineate East European red deer (Cervus elaphus) from Central and West European populations. Sci Nat
108:1-18. https://doi.org/10.1007/s00114-021-01742-0

Stéger V, Molnar A, Borsy A, Gyurjan |, Szabolcsi Z, Dancs G, Molnar J, Papp P, Nagy J, Puskas L, others (2010) Antler
development and coupled osteoporosis in the skeleton of red deer Cervus elaphus: expression dynamics for regulatory and
effector genes. Mol Genet Genomics 284:273-287. https://doi.org/10.1007/s00438-010-0565-0

Molnar A, Gyurjan |, Korpos E, Borsy A, Stéger V, Buzas Z, Kiss |, Zomborszky Z, Papp P, Deék F, others (2007) Identification of
differentially expressed genes in the developing antler of red deer Cervus elaphus. Mol Genet Genomics 277:237-248.
https://doi.org/10.1007/s00438-006-0193-x

Peters L, Huisman J, Kruuk LE, Pemberton JM, Johnston SE (2022) Genomic analysis reveals a polygenic architecture of antler
morphology in wild red deer (Cervus elaphus). Mol Ecol 31:1281-1298. https://doi.org/10.1111/mec.16314

Gauzere J, Pemberton JM, Slate J, Morris A, Morris S, Walling CA, Johnston SE (2023) A polygenic basis for birth weight in a wild
population of red deer (Cervus elaphus). G3 13:jkad018. https://doi.org/10.1093/g3journal/jkad018

Ebert C, Sandrini J, Welter B, Thiele B, Hohmann U (2021) Estimating red deer (Cervus elaphus) population size based on non-
invasive genetic sampling. European Journal of Wildlife Research 67:27

Frantz AC, Zachos FE, Bertouille S, Eloy M-C, Colyn M, Flamand M-C (2017) Using genetic tools to estimate the prevalence of
non-native red deer (Cervus elaphus) in a Western European population. Ecol Evol 7:7650-7660.
https://doi.org/10.1002/ece3.3282

Smith SL, Senn HV, Pérez-Espona S, Wyman MT, Heap E, Pemberton JM (2018) Introgression of exotic Cervus (nippon and
canadensis) into red deer (Cervus elaphus) populations in Scotland and the English Lake District. Ecology and Evolution 8:2122—
2134. https://doi.org/10.1002/ece3.3767

Diaz A, Hughes S, Putman R, Mogg R, Bond J (2006) A genetic study of sika (Cervus nippon) in the New Forest and in the Purbeck
region, southern England: is there evidence of recent or past hybridization with red deer (Cervus elaphus)? Journal of Zoology
270:227-235

Kock R, Woodford M, Rossiter P, others (2010) Disease risks associated with the translocation of wildlife. Rev sci tech 29:329
Socratous E, Graham EA, Rutty GN (2009) Forensic DNA profiling of Cervus elaphus species in the United Kingdom. Forensic
Sci Int Genet Suppl Ser 2:281-282. https://doi.org/10.1016/j.fsigss.2009.08.127

112



300.

301.

302.

303.

304.

305.

306.

307.

308.

3009.

310.

311.

312.

313.

314.

315.

316.

317.

318.

319.

320.

321.

322.

323.

324.

325.

326.

327.

328.

329.

330.

Lorenzini R, Garofalo L, Qin X, Voloshina |, Lovari S (2014) Global phylogeography of the genus Capreolus (Artiodactyla:
Cervidae), a Palaearctic meso-mammal. Zool J Linn Soc 170:209-221. https://doi.org/10.1111/z0j12091

Gilbert C, Ropiquet A, Hassanin A (2006) Mitochondrial and nuclear phylogenies of Cervidae (Mammalia, Ruminantia):
systematics, morphology, and biogeography. Mol Phylogenet Evol 40:101-117. https://doi.org/10.1016/j.ympev.2006.02.017
Vernesi C, Pecchioli E, Caramelli D, Tiedemann R, Randi E, Bertorelle G (2002) The genetic structure of natural and reintroduced
roe deer (Capreolus capreolus) populations in the Alps and central Italy, with reference to the mitochondrial DNA phylogeography
of Europe. Mol Ecol 11:1285-1297. https://doi.org/10.1046/j.1365-294x.2002.01534.x

Seker PS (2024) Insight into the Phylogenetic Position of Capreolus capreolus, the European Roe Deer,(Mammalia: Cervidae)
from Turkey using Mitochondrial Genes. Pak J Zool 56:925. https://dx.doi.org/10.17582/journal.pjz/20220621070609

Plis K, Niedziatkowska M, Borowik T, Lang J, Heddergott M, Tiainen J, Bunevich A, Sprem N, Paule L, Danilkin A, others (2022)
Mitochondrial DNA diversity and the population genetic structure of contemporary roe deer (Capreolus capreolus) in Europe.
Mamm Biol 102:1743-1754. https://doi.org/10.1007/s42991-022-00274-y

Amiri M, Rezaei HR, Naderi S, Kiabi BH (2021) Genetic diversity and phylogeography of European Roe Deer, Capreolus
capreolus, in Iran as inferred from mtDNA genes (Mammalia: Cervidae). Zool Middle East 67:95-105.
https://doi.org/10.1080/09397140.2021.1908504

Gentile G, Vernesi C, Vicario S, Pecchioli E, Caccone A, Bertorelle G, Sbordoni V (2009) Mitochondrial DNA variation in roe deer
(Capreolus capreolus) from Italy: Evidence of admixture in one of the last C. c. italicus pure populations from central-southern
Italy. Ital J Zool 76:16—27. https://doi.org/10.1080/11250000802018725

Horcajada F, Alcaraz L, Barja |, Machordom A (2018) Phylogeographic patterns of Capreolus capreolus in the centre of the Iberian
peninsula. Anim biodivers conserv 41:415-425. https://doi.org/10.32800/abc.2018.41.0415

Markov G, Zvychaynaya E, Danilkin A, Kholodova M, Sugar L (2016) Genetic diversity and phylogeography of roe deer (Capreolus
capreolus L.) in different biogeographical regions in Europe. C R Acad Bulg Sci 69:579-584

Da Silva A, Gaillard J-M, Yoccoz NG, Hewison AM, Galan M, Coulson T, Allainé D, Vial L, Delorme D, Van Laere G, others (2009)
Heterozygosity-fitness correlations revealed by neutral and candidate gene markers in roe deer from a long-term study. Evol
63:403-417. https://doi.org/10.1111/j.1558-5646.2008.00542.x

Wang M, Lang G, Schreiber A (2002) Temporal shifts of DNA-microsatellite allele profiles in roe deer (Capreolus capreolus L.)
within three decades. J Zool Syst Evol Res 40:232-236. https://doi.org/10.1046/j.1439-0469.2002.00198.x

Royo LJ, Pajares G, Alvarez |, Fernandez |, Goyache F (2007) Genetic variability and differentiation in Spanish roe deer
(Capreolus capreolus): a phylogeographic reassessment within the European framework. Mol Phylogenet Evol 42:47-61.
https://doi.org/10.1016/j.ympev.2006.05.020

Steinbach P, Heddergott M, Weigand H, Weigand AM, Wilwert E, Stubbe M, Helm B, Campbell RE, Stubbe A, Frantz AC (2018)
Rare migrants suffice to maintain high genetic diversity in an introduced island population of roe deer (Capreolus capreolus):
Evidence from molecular data and simulations. Mamm Biol 88:64—71. https://doi.org/10.1016/j.mambio.2017.11.009

Bunch T, Nguyen T (1982) Blood group comparisons between European mouflon sheep and North American desert bighorn sheep.
J Hered 73:112—114. https://doi.org/10.1093/oxfordjournals.jhered.a109591

Stratil A, Glasnak V, Tomasek V, Williams J, R Clamp J (1984) Haemopexin in sheep, mouflon and goat: genetic polymorphism,
heterogeneity and partial characterization. Anim Blood Groups Biochem Genet 15:285-297. https://doi.org/10.1111/j.1365-
2052.1984.tb01128.x

Stratil A n, Bobak P (1988) Comparison of biochemical polymorphisms in mouflon and sheep: isoelectric differences in
haemoglobins and quantitative variation of mouflon haemopexin. Comp Biochem Physiol B 90:159-162.
https://doi.org/10.1016/0305-0491(88)90054-5

Masala B, Manca L, Cocco E, Ledda S, Naitana S (1991) Kinetics of the ontogenic and reversible hemoglobin switching in the
mouflon (Ovis musimon) and sheep x mouflon hybrid. Comp Biochem Physiol A Comp Physio 100:675-680.
https://doi.org/10.1016/0300-9629(91)90388-s

Naitana S, Ledda S, Cocco E, Manca L, Masala B (1991) Haemoglobin phenotypes of the wild European mouflon sheep living on
the island of Sardinia. Anim Genet 22:67-75. https://doi.org/10.1111/j.1365-2052.1991.tb00647 .x

Petit E, Aulagnler S, Vaiman D, Bouissou C, Crouau-Roy B (1997) Microsatellite variation in an introduced mouflon population. J
Hered 88:517-520. https://doi.org/10.1093/oxfordjournals.jhered.a023147

Buzan E, Pokorny B, Urzi F, Duni$ L, Bongina A, lacolina L, Sprem N, Stipoljev S, Mereu P, Leoni G, others (2024) Genetic
variation of European mouflon depends on admixture of introduced individuals. Mamm Res 69:145-158.
https://doi.org/10.1007/s13364-023-00726-x

Meadows J, Kijas J (2009) Re-sequencing regions of the ovine Y chromosome in domestic and wild sheep reveals novel paternal
haplotypes. Anim Genet 40:119—123. https://doi.org/10.1111/j.1365-2052.2008.01799.x

Calvo JH, Alvarez-Rodriguez J, Marcos-Carcavilla A, Serrano M, Sanz A (2011) Genetic diversity in the Churra tensina and Churra
lebrijana endangered Spanish sheep breeds and relationship with other Churra group breeds and Spanish mouflon. Small Rumin
Res 95:34-39. https://doi.org/10.1016/j.smallrumres.2010.09.003

Schréder O, Lieckfeldt D, Lutz W, Rudloff C, Frélich K, Ludwig A (2016) Limited hybridization between domestic sheep and the
European mouflon in Western Germany. Eur J Wildl Res 62:307-314. https://doi.org/10.1007/s10344-016-1003-3

Glazko V, Kosovsky GY, Erkenov T, Glazko T, Amerkhanov KA (2020) Population Genetic Relationships between Mouflon and
Domesticated Sheep Breeds in Highly Polymorphic Genomic Elements. Russ Agric Sci 46:509-513.
http://dx.doi.org/10.31857/S2500262720040122

Luigi-Sierra MG, Marmol-Sanchez E, Amills M (2020) Comparing the diversity of the casein genes in the Asian mouflon and
domestic sheep. Anim Genet 51:470-475. https://doi.org/10.1111/age.12937

Su R, Qiao X, Gao Y, Li X, Jiang W, Chen W, Fan Y, Zheng B, Zhang Y, Liu Z, others (2020) Draft genome of the European
mouflon (Ovis orientalis musimon). Front Genet 11:533611. https://doi.org/10.3389%2Ffgene.2020.533611

Martins AG, Netto NT, Aulagnier S, Borges A, Dubois M, Vicente L, Gerard J-F, Maublanc M-L (2002) Population subdivision
among mouflon sheep (Ovis gmelini) ewes and ranging behaviour of rams during the rut. J Zool 258:27-37.
http://dx.doi.org/10.1017/S0952836902001176

Maudet C, Luikart G, Dubray D, Von Hardenberg A, Taberlet P (2004) Low genotyping error rates in wild ungulate faeces sampled
in winter. Mol Ecol Notes 4:772-775. http://dx.doi.org/10.1111/j.1471-8286.2004.00787 .x

Garel M, Cugnasse J-M, Gaillard J-M, Loison A, Gibert P, Douvre P, Dubray D (2005) Reproductive output of female mouflon (Ovis
gmelini musimon\times Ovis sp.): a comparative analysis. J Zool 266:65—71. http://dx.doi.org/10.1017/S0952836905006667
Garel M, Cugnasse J-M, Maillard D, Gaillard J-M, Hewison AM, Dubray D (2007) Selective harvesting and habitat loss produce
long-term life history changes in a mouflon population. Ecol Appl 17:1607—-1618. https://doi.org/10.1890/06-0898.1

Santucci F, Ibrahim K, Bruzzone A, Hewit G (2007) Selection on MHC-linked microsatellite loci in sheep populations. Hered
99:340-348. https://doi.org/10.1038/sj.hdy.6801006

113



331.

332.

333.

334.

335.

336.

337.

338.

339.

340.

341.

342.

343.

344.

345.

346.

347.

348.

349.

350.

351.

352.

353.

354.

355.

356.

357.

358.
359.

360.

361.

362.
363.

Sanna D, Barbato M, Hadjisterkotis E, Cossu P, Decandia L, Trova S, Pirastru M, Leoni GG, Naitana S, Francalacci P, others
(2015) The first mitogenome of the Cyprus mouflon (Ovis gmelini ophion): new insights into the phylogeny of the genus Ovis. PloS
one 10:e0144257. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0144257

Barbato M (2016) Unravelling the evolutionary history and adaptation of European mouflon and some domestic sheep populations
with special emphasis on the ovines of Sardinia. PhD Thesis, Cardiff University

Portanier E, Garel M, Devillard S, Marchand P, Andru J, Maillard D, Bourgoin G (2017) Introduction history overrides social factors
in explaining genetic structure of females in Mediterranean mouflon. Ecol Evol 7:9580-9591. https://doi.org/10.1002/ece3.3433
Portanier E, Larroque J, Garel M, Marchand P, Maillard D, Bourgoin G, Devillard S (2018) Landscape genetics matches with
behavioral ecology and brings new insight on the functional connectivity in Mediterranean mouflon. Landsc Ecol 33:1069-1085.
https://doi.org/10.1007/s10980-018-0650-z

Portanier E, Garel M, Devillard S, Maillard D, Poissant J, Galan M, Benabed S, Poirel M-T, Duhayer J, Itty C, others (2019) Both
candidate gene and neutral genetic diversity correlate with parasite resistance in female Mediterranean mouflon. BMC Ecol 19:1—
14. https://doi.org/10.1186/s12898-019-0228-x

Portanier E, Chevret P, Gélin P, Benedetti P, Sanchis F, Barbanera F, Kaerle C, Queney G, Bourgoin G, Devillard S, others (2022)
New insights into the past and recent evolutionary history of the Corsican mouflon (Ovis gmelini musimon) to inform its
conservation. Conserv Genet 1-17. https://doi.org/10.1007/s10592-021-01399-2

Barbato M, Masseti M, Pirastru M, Columbano N, Scali M, Vignani R, Mereu P (2022) Islands as time capsules for genetic diversity
conservation: The case of the Giglio Island mouflon. Diversity 14:609. http://dx.doi.org/10.3390/d 14080609

Carcangiu V, Mura MC, Vacca GM, Dettori ML, Pazzola M, Daga C, Luridiana S (2010) Characterization of the melatonin receptor
gene MT1 in mouflon (Ovis Gmelini Musimon) and its relationship with reproductive activity. Mol Reprod Dev 77:196.
https://doi.org/10.1002/mrd.21125

Lorenzini R, Cabras P, Fanelli R, Carboni GL (2011) Wildlife molecular forensics: identification of the Sardinian mouflon using STR
profiling and the Bayesian assignment test. Forensic Sci Int Genet 5:345-349. https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2011.01.012
Guerrini M, Forcina G, Panayides P, Lorenzini R, Garel M, Anayiotos P, Kassinis N, Barbanera F (2015) Molecular DNA identity
of the mouflon of Cyprus (Ovis orientalis ophion, Bovidae): Near Eastern origin and divergence from Western Mediterranean
conspecific populations. Syst Biodivers 13:472—483. https://doi.org/10.1080/14772000.2015.1046409

Guerrini M, Panayides P, Mofrad NN, Kassinis N, loannou |, Forcina G, Hadjigerou P, Barbanera F (2021) Spatial genetic structure
and Ovis haplogroup as a tool for an adaptive conservation management of the endangered Cyprus mouflon. Zoology 148:125959.
https://doi.org/10.1016/j.zool.2021.125959

Kaeuffer R, Coltman DW, CHAPUIS J-L, Reale D, Pontier D (2007) The effects of cyclic dynamics and mating system on the
effective size of an island mouflon population. Mol Ecol 16:4482—4492. https://doi.org/10.1111/j.1365-294x.2007.03501.x
Kaeuffer R, Réale D, Pontier D, Chapuis J-L, Coltman DW (2008) Local effects of inbreeding on embryo number and
consequences for genetic diversity in Kerguelen mouflon. Biol Lett 4:504-507. https://doi.org/10.1098/rsbl.2008.0222

Kaeuffer R, Bonenfant C, Chapuis J-L, Devillard S (2010) Dynamics of an introduced population of mouflon Ovis aries on the sub-
Antarctic archipelago of Kerguelen. Ecography 33:435-442. https://doi.org/10.1111/j.1600-0587.2009.05604.x
Stahlberger-Saitbekova N, Schlapfer J, Dolf G, Gaillard C (2001) Genetic relationships in Swiss sheep breeds based on
microsatellite analysis. J Anim Breed Genet 118:379-387. http://dx.doi.org/10.1046/j.1439-0388.2001.00312.x

Sadeghi B (2018) Genetic Diversity of Tendirek Mouflon Population. Acta Vet Eurasia 44:20-25.
https://doi.org/10.5152/actavet.2018.005

Eydivandi S, Sahana G, Momen M, Moradi M, Schénherz A (2020) Genetic diversity in Iranian indigenous sheep vis-a-vis selected
exogenous sheep breeds and wild mouflon. Anim Genet 51:772-787. https://doi.org/10.1111/age.12985

Frank K, Bleier N, Téth B, Sugar L, Horn P, Barta E, Orosz L, Stéger V (2017) The presence of Balkan and Iberian red deer
(Cervus  elaphus) mitochondrial DNA lineages in the Carpathian Basin. Mamm  Biol 86:48-55.
https://doi.org/10.1016/j.mambio.2017.04.005

Németh A (2015) Mitokondridlis DNS kontroll régi6 szekvencia variabilitdas a hazai 6z (Capreolus capreolus) allomanyban.
Diplomamunka biologus mesterszak, EStvds Lorand Tudomanyegyetem

Kumar S, Stecher G, Li M, Knyaz C, Tamura K (2018) MEGA X: molecular evolutionary genetics analysis across computing
platforms. Molecular biology and evolution 35:1547

Linacre A, Gusmao L, Hecht W, Hellmann A, Mayr W, Parson W, Prinz M, Schneider P, Morling N (2011) ISFG: recommendations
regarding the use of non-human (animal) DNA in forensic genetic investigations. Forensic Sci Int Genet 5:501-505.
https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2010.10.017

Gaspardy A, Zenke P, Kovacs E, Annus K, Posta J, Safar L, Maréti-Agéts A (2022) Evaluation of maternal genetic background of
two Hungarian autochthonous sheep breeds coming from different geographical directions. Animals 12:218.
https://doi.org/10.3390/ani12030218

Hiendleder S, Lewalski H, Wassmuth R, Janke A (1998) The complete mitochondrial DNA sequence of the domestic sheep (Ovis
aries) and comparison with the other major ovine haplotype. J Mol Evol 47:441-448. https://doi.org/10.1007/pl00006401
Thompson JD, Higgins DG, Gibson TJ (1994) CLUSTAL W: improving the sensitivity of progressive multiple sequence alignment
through sequence weighting, position-specific gap penalties and weight matrix choice. Nucleic Acids Res 22:4673—4680.
https://doi.org/10.1093/nar/22.22.4673

Excoffier L, Lischer HE (2010) Arlequin suite ver 3.5: a new series of programs to perform population genetics analyses under
Linux and Windows. Mol Ecol Resour 10:564-567. https://doi.org/10.1111/j.1755-0998.2010.02847 .x

Rozas J, Ferrer-Mata A, Sanchez-DelBarrio JC, Guirao-Rico S, Librado P, Ramos-Onsins SE, Sanchez-Gracia A (2017) DnaSP
6: DNA sequence polymorphism analysis of large data sets. Mol Biol Evol 34:3299-3302. https://doi.org/10.1093/molbev/msx248
Balding DJ, Nichols RA (1994) DNA profile match probability calculation: how to allow for population stratification, relatedness,
database selection and single bands. Forensic Sci Int 64:125—-140. https://doi.org/10.1016/0379-0738(94)90222-4

Roche Applied Science (2006) GS Guide to Amplicon Sequencing

Peakall R, Smouse PE (2006) genalex 6: genetic analysis in Excel. Population genetic software for teaching and research.
Molecular Ecology Notes 6:288—-295. https://doi.org/10.1111/j.1471-8286.2005.01155.x

Smouse RPP, Peakall R (2012) GenAlEx 6.5: genetic analysis in Excel. Population genetic software for teaching and research—
an update. Bioinform 28:2537-2539. https://doi.org/10.1093%2Fbioinformatics %2Fbts460

Waits LP, Luikart G, Taberlet P (2001) Estimating the probability of identity among genotypes in natural populations: cautions and
guidelines. Mol Ecol 10:249-256. https://doi.org/10.1046/j.1365-294X.2001.01185.x

Peakall R, Smouse PE (2012) GenAIEx Tutorial 4: Advanced Frequency-Based Analysis. In: GenAlEx

Ludwig A, Vernesi C, Lieckfeldt D, Lattenkamp EZ, Wiethdlter A, Lutz W (2012) Origin and patterns of genetic diversity of German
fallow deer as inferred from mitochondrial DNA. Eur J Wildl Res 58:495-501. https://doi.org/10.1007/s10344-011-0571-5

114



364.

365.

366.

367.

368.
369.

370.

371.

372.

373.

374.

375.

376.

377.

378.

379.

380.
381.
382.
383.
384.
385.
386.
387.
388.
389.

390.
391.

392.
393.

394.

395.

396.

397.

Brinkman TJ, Person DK, Schwartz MK, Pilgrim KL, Colson KE, Hundertmark KJ (2010) Individual identification of Sitka black-
tailed deer (Odocoileus hemionus sitkensis) using DNA from fecal pellets. Conversation Genet Resour 2:115-118.
http://dx.doi.org/10.1007/s12686-010-9176-7

Caparroz R, Mantellatto A, Bertioli DJ, Figueiredo MG, Duarte JMB (2015) Characterization of the complete mitochondrial genome
and a set of polymorphic microsatellite markers through next-generation sequencing for the brown brocket deer Mazama
gouazoubira. Genet Mol Biol 38:338-345. https://doi.org/10.1590/s1415-475738320140344

Wolfenson LI, McCracken GR, Ruzzante DE, Mirol P, Solé-Cava A (2022) Low STR variability in the threatened marsh deer,
Blastocerus dichotomus, detected through amplicon sequencing in non-invasive samples. Genet Mol Biol 45:620220105.
https://doi.org/10.1590/1678-4685-GMB-2022-0105

Eliason S (2012) From the King’s deer to a capitalist commodity: A social historical analysis of the poaching law. IJCACJ 36:133—
148. https://doi.org/10.3389/fev0.2020.535715

Webster LM (2018) Standards and Guidelines for Wildlife Forensic Analysis Version 3

Tobe SS, Linacre AM (2008) A multiplex assay to identify 18 European mammal species from mixtures using the mitochondrial
cytochrome b gene. Electrophor 29:340-347. https://doi.org/10.1002/elps.200700706

Marshall H, Johnstone K, Carr S (2007) Species-specific oligonucleotides and multiplex PCR for forensic discrimination of two
species of scallops, Placopecten magellanicus and Chlamys islandica. Forensic Sci Int 167:1-7.
https://doi.org/10.1016/j.forsciint.2006.05.043

Zha D-M, Xing X-M, Yang F-H (2011) Rapid identification of deer products by multiplex PCR assay. Food Chem 129:1904—-1908.
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2011.05.141

Créek M, Drobni& K (2011) Forensic identification of 12 mammals species based on size variation of mitochondrial cytochrome b
gene using multiplex PCR assay. Forensic Sci Int Genet Suppl Ser 3:e218—e219. https://doi.org/10.1016/j.fsigss.2011.08.109
Kim ES, Kim YH, Ko BS, Oh SE, Do EJ, Lee MY (2012) Multiplex polymerase chain reaction (PCR) and fluorescence-based
capillary electrophoresis for identification of deer species from antlers. Afr J Biotechnol 11:3179-1386.
https://doi.org/10.5897/AJB11.3375

Koehler AV, Zhang Y, Wang T, Haydon SR, Gasser RB (2020) Multiplex PCRs for the specific identification of marsupial and deer
species from faecal samples as a basis for non-invasive epidemiological studies of parasites. Parasit Vectors 13:1-7.
https://doi.org/10.1186/s13071-020-04009-1

Ogden R, Dawnay N, McEwing R (2009) Wildlife DNA forensics—bridging the gap between conservation genetics and law
enforcement. ESR 9:179-195. https://doi.org/10.3354/esr

Kaltenbrunner M, Hochegger R, Cichna-Markl M (2018) Tetraplex real-time PCR assay for the simultaneous identification and
quantification of roe deer, red deer, fallow deer and sika deer for deer meat authentication. Food Chem 269:486—494.
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2018.07.023

Kaltenbrunner M, Hochegger R, Cichna-Markl M (2022) Design of mismatch primers to identify and differentiate closely related
(Sub) species: application to the authentication of meat products. Methods Mol Biol 2392:65—82. https://doi.org/10.1007/978-1-
0716-1799-1_5

Johnson RN, Wilson-Wilde L, Linacre A (2014) Current and future directions of DNA in wildlife forensic science. Forensic Sci Int
Genet 10:1-11. https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2013.12.007

Duleba A, Skonieczna K, Bogdanowicz W, Malyarchuk B, Grzybowski T (2015) Complete mitochondrial genome database and
standardized classification system for Canis lupus familiaris. Forensic Sci Int Genet 19:123-129.
https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2015.06.014

Ottolini B, Lall GM, Sacchini F, Jobling MA, Wetton JH (2017) Application of a mitochondrial DNA control region frequency
database for UK domestic cats. Forensic Sci Int Genet 27:149-155. https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2016.12.008

Zhao K, Ishida Y, Green CE, Davidson AG, Sitam FA, Donnelly CL, De Flamingh A, Perrin-Stowe Tl, Bourgeois S, Brandt AL,
others (2019) Loxodonta Localizer: a software tool for inferring the provenance of African elephants and their ivory using
mitochondrial DNA. J Hered 110:761-768. https://doi.org/10.1093/jhered/esz058

Syndercombe Court D (2021) Mitochondrial DNA in forensic use. Emerg Top 5:415—-426. https://doi.org/10.1042/ETLS20210204
Nei M (1987) Molecular evolutionary genetics. Columbia university press, Columbia, Canada

Grahn RA, Alhaddad H, Alves PC, Randi E, Waly NE, Lyons LA (2015) Feline mitochondrial DNA sampling for forensic analysis:
when enough is enough! Forensic Sci Int Genet 16:52-57. https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2014.11.017

Verscheure S, Backeljau T, Desmyter S (2013) Reviewing population studies for forensic purposes: Dog mitochondrial DNA.
ZooKeys 381. https://doi.org/10.3897/zookeys.365.5859

Webb K, Allard M (2010) Assessment of minimum sample sizes required to adequately represent diversity reveals inadequacies
in datasets of domestic dog mitochondrial DNA. Mitochondrial DNA 21:19-31. https://doi.org/10.3109/19401730903532044
Salas A, Bandelt H-J, Macaulay V, Richards MB (2007) Phylogeographic investigations: the role of trees in forensic genetics.
Forensic Sci Int 168:1-13. https://doi.org/10.1016/j.forsciint.2006.05.037

Kanthaswamy S (2015) Review: domestic animal forensic genetics—biological evidence, genetic markers, analytical approaches
and challenges. Anim Genet 46:473-484. https://doi.org/10.1111/age.12335

Fadhil A, Alsaadi QH (2023) Documentation of Genetic Diversity by Insulin-Like Growth Factor1 Receptor (Exon2) Gene for Fallow
Deer (Dama dama) in Irag. Arch Razi Inst 78:633. https://doi.org/10.22092/ARI.2022.359477.2429

Frankham R, Briscoe DA, Ballou JD (2002) Introduction to conservation genetics. Cambridge university press, Cambridge
Kanthaswamy S (2023) Wildlife forensic genetics—Biological evidence, DNA markers, analytical approaches, and challenges.
Anim Genet 55:177-192. https://doi.org/10.1111/age.13390

Corlatti L, Zachos FE (2022) Terrestrial Cetartiodactyla. Springer Nature, Switzerland

Peery MZ, Beissinger SR, House RF, Bérubé M, Hall LA, Sellas A, Palsbegll PJ (2008) Characterizing source—sink dynamics with
genetic parentage assignments. Ecol 89:2746-2759. https://doi.org/10.1890/07-2026.1

Leibelt C, Budowle B, Collins P, Daoudi Y, Moretti T, Nunn G, Reeder D, Roby R (2003) Identification of a D8S1179 primer binding
site mutation and the validation of a primer designed to recover null alleles. Forensic Sci Int 133:220-227.
https://doi.org/10.1016/s0379-0738(03)00035-5

Takayama T, Takada N, Suzuki R, Nagaoka S, Watanabe Y (2007) Identification of a rare mutation in a THO1 primer binding site.
Leg Med 9:289-292. https://doi.org/10.1016/j.legalmed.2007.04.003

Scandura M (2004) The use of microsatellites in the study of social structure in large mammals: Italian wolf and fallow deer as
case studies. University of Bielefeld

Reiner G, Lang M, Willems H (2019) Impact of different panels of microsatellite loci, different numbers of loci, sample sizes, and
gender ratios on population genetic results in red deer. Eur J Wildl Res 65:1—-12. https://doi.org/10.1007/s10344-019-1262-x

115



398.

399.

400.

401.

402.

403.

404.
405.

406.

407.

408.

409.

410.

411.

412.

413.

414,

415.

416.

417.

418.

419.

420.

421.

422,
423,
424,
425,
426.
427.
428.

429.

430.

431.

Brandstatter A, Peterson CT, Irwin JA, Mpoke S, Koech DK, Parson W, Parsons TJ (2004) Mitochondrial DNA control region
sequences from Nairobi (Kenya): inferring phylogenetic parameters for the establishment of a forensic database. Int J Leg Med
118:294-306. https://doi.org/10.1007/s00414-004-0466-z

Khan K, Siddigi MH, Ali S, Naqvi A-U-N, Ali S, Sabar MF (2020) Mitochondrial DNA control region variants analysis in Balti
population of Gilgit-Baltistan, Pakistan. Meta Gene 23:100630. https://doi.org/10.1016/j.mgene.2019.100630

Stoljarova M, King JL, Takahashi M, Aaspdllu A, Budowle B (2016) Whole mitochondrial genome genetic diversity in an Estonian
population sample. Int J Leg Med 130:67—71. https://doi.org/10.1007/s00414-015-1249-4

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 J Wildl Res 68:55.
https://doi.org/10.1007/s10344-022-01602-w

Borowski Z, Swistocka M, Matosiuk M, Mirski P, Krysiuk K, Czajkowska M, Borkowska A, Ratkiewicz M (2016) Purifying selection,
density blocking and unnoticed mitochondrial DNA diversity in the red deer, Cervus elaphus. PLoS One 11:e0163191.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0163191

Hmwe S, Zachos F, Sale J, Rose H, Hartl G (2006) Genetic variability and differentiation in red deer (Cervus elaphus) from
Scotland and England. J Zool 270:479-487. https://doi.org/10.1111/j.1469-7998.2006.00123.x

Farkas D (2018) Az 6zallomany gondozasa. Vadaszati Kulturalis Egyesilet, Szekszard

Biosa D, Grignolio S, Sica N, Pagon N, Scandura M, Apollonio M (2015) Do relatives like to stay closer? Spatial organization and
genetic relatedness in a mountain roe deer population. J Zool 296:30-37. https://doi.org/10.1111/jz0.12214

Missiaggia A, Grattapaglia D (2006) Plant microsatellite genotyping with 4-color fluorescent detection using multiple-tailed primers.
Genet Mol Res 5:72-78

Real KM, Schmidt DJ, Hughes JM (2009) Mogurnda adspersa microsatellite markers: multiplexing and multi-tailed primer tagging.
Conversation Genet Resour 1:411—414. https://doi.org/10.1007/s12686-009-9095-7

Das S, Mohapatra SC, Hsu JT (1999) Studies on primer-dimer formation in polymerase chain reaction (PCR). Biotechnol Tech
13:643-646. https://doi.org/10.1023/A:1008924615839

Zazzi M, Romano L, BRASINE A, Valensin PE (1993) Simultaneous amplification of multiple HIVV-1 DNA sequences from clinical
specimens by using nested-primer polymerase chain reaction. AIDS Res Hum Retroviruses 9:315-320.
https://doi.org/10.1089/aid.1993.9.315

Brownie J, Shawcross S, Theaker J, Whitcombe D, Ferrie R, Newton C, Little S (1997) The elimination of primer-dimer
accumulation in PCR. Nucleic Acids Res 25:3235-3241. https://doi.org/10.1093/nar/25.16.3235

Baker KH, Rus Hoelzel A (2013) Evolution of population genetic structure of the B ritish roe deer by natural and anthropogenic
processes (C apreolus capreolus). Nat Ecol Evol 3:89-102. https://doi.org/10.1002/ece3.430

Slate J, Coltman D, Goodman S, MacLean |, Pemberton J, Williams J (1998) Bovine microsatellite loci are highly conserved in
red deer (Cervus elaphus), sika deer (Cervus nippon) and Soay sheep (Ovis aries). Anim Genet 29:307-315.
https://doi.org/10.1046/j.1365-2052.1998.00347 .x

Kuehn R, Anastassiadis C, Pirchner F (1996) Transfer of bovine microsatellites to the cervine (Cervus elaphus). Anim Genet
27:199-201. https://doi.org/10.1111/j.1365-2052.1996.tb00952.x

Okada A, Tamate HB (2000) Pedigree analysis of the sika deer (Cervus nippon) using microsatellite markers. Zool Sci 17:335—
340. https://doi.org/10.2108/jsz.17.335

Miller WL, Edson J, Pietrandrea P, Miller-Butterworth C, Walter WD (2019) Identification and evaluation of a core microsatellite
panel for use in white-tailed deer (Odocoileus virginianus). BMC genetics 20:1-14. https://doi.org/10.1186/s12863-019-0750-z
Thevenon S, Thuy L, Ly L, Maudet F, Bonnet A, Jarne P, Maillard J-C (2004) Microsatellite analysis of genetic diversity of the
Vietnamese sika deer (Cervus nippon pseudaxis). J Hered 95:11-18. https://doi.org/10.1093/jhered/esh001

Hoffmann GS, Johannesen J, Griebeler EM (2015) Species cross-amplification, identification and genetic variation of 17 species
of deer (Cervidae) with microsatellite and mitochondrial DNA from antlers. Mol Biol Rep 42:1059-1067.
https://doi.org/10.1007/s11033-014-3845-7

Dubois M, Gerard J-F, Maublanc M-L (1992) Seasonal movements of female Corsican mouflon (Ovis ammon) in a Mediterranean
mountain range, southern France. Behav Processes 26:155—165. http://dx.doi.org/10.4098/AT.arch.93-17

Dubois M, Quenette P-Y, Bideau E, Magnac M-P (1993) Seasonal range use by European mouflon rams in medium altitude
mountains. Acta Theriol 38:185-198

Dubois M, Bon R, Cransac N, Maublanc M-L (1994) Dispersal patterns of Corsican mouflon ewes: importance of age and
proximate influences. Appl Anim Behav Sci 42:29—-40. https://doi.org/10.1016/0168-1591(94)90004-3

Dubois M, Khazraie K, Guilhem C, Maublanc M-L, Le Pendu Y (1995) Philopatry in mouflon rams during the rutting season:
psycho-ethological determinism and functional consequences. Behav Processes 35:93—100. https://doi.org/10.1016/0376-
6357(95)00044-5

King R, Brooks SP (2003) Survival and spatial fidelity of mouflons: The effect of location, age, and sex. JABES 8:486-513.
http://dx.doi.org/10.1198/1085711032570

Bikfalvi G, Fluck D (1988) A muflon elterjedése Eurépaban. Nimréd 108:163

Homonnay Z (1986) VADTELEPITES - VERFRISSITES. Nimrod 106:246-248

Uloth W (1972) To the history of the distribution, introduction and cross-breeding of the Tyrrhenis mouflon in Europe and oversea.
Acta Theriol 17:412—-413. https://doi.org/10.4098/AT.arch.72-32

Barbato M, Hailer F, Orozco-terWengel P, Kijas J, Mereu P, Cabras P, others (2017) Genomic signatures of adaptive introgression
from European mouflon into domestic sheep. Sci Rep 7:7623. https://doi.org/10.1038/s41598-017-07382-7

Leigh JW, Bryant D, Nakagawa S (2015) POPART: full-feature software for haplotype network construction. Methods Ecol Evol
6:. https://doi.org/doi: 10.1111/2041-210X.12410

Carranza J, Salinas M, de Andrés D, Pérez-Gonzalez J (2016) Iberian red deer: paraphyletic nature at mt DNA but nuclear markers
support its genetic identity. Nat Ecol Evol 6:905-922. https://doi.org/10.1002/ece3.1836

Karaiskou N, Tsakogiannis A, Gkagkavouzis K, Park O of PN, Papika S, Latsoudis P, Kavakiotis |, Pantis J, Abatzopoulos TJ,
Triantaphyllidis C, others (2014) Greece: a Balkan subrefuge for a remnant red deer (Cervus elaphus) population. J Hered
105:334—-344. https://doi.org/10.1093/jhered/esu007

Tsaparis D, Sotiropoulos K, Legakis A, Kotoulas G, Kasapidis P (2019) New phylogeographic insights support the distinctiveness
and conservation value of the little-known Greek roe deer populations. Mamm Biol 96:23-27.
https://doi.org/10.1016/j.mambio.2019.03.010

Zvychainaya EY, Danilkin A, Kholodova M, Sipko T, Berber A (2011) Analysis of the variability of the control region and cytochrome
b gene of mtDNA of Capreolus pygargus Pall. Biol Bull 38:434—439. https://doi.org/10.1134/S1062359011050189

116



12 A doktori kutatas eredményeinek kozlése

12.1 Az értekezés témajahoz kapcsolédoé publikacidok

12.1.1 Lektoralt, impakt faktorral bir6 tudomanyos folydiratban megjelent
publikacidk

Zenke P, Zorkéczy OK, Lehotzky P, Ozsvari L, Padar Z (2022) Molecular sexing and species

detection of antlered European hunting game for forensic purposes. Animals 12:246.

Turi O, Wagenhoffer Z, Battay M, Lehotzky P, Zorkoczy O (2023) Mikroszatellita-markerek
tesztelése damszarvasok egyedi azonositasa céljabdl. Magyar Allatorvosok Lapja 145:67—76.

Zorkoczy OK, Turi O, Wagenhoffer Z, Ozsvari L, Lehotzky P, Padar Z, Zenke P (2023) A
Selection of 14 Tetrameric Microsatellite Markers for Genetic Investigations in Fallow Deer
(Dama dama). Animals 13:2083.

Zorkoczy OK, Wagenhoffer Z, Lehotzky P, Padar Z, Zenke P (2024) Mitochondrial Control
Region Database of Hungarian Fallow Deer (Dama dama) Populations for Forensic Use.
Animals 14:1911.
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genetikai markerek tesztelése hazai muflonokban (Ovis aries musimon). Magyar Allatorvosok
Lapja 146:615-624.

12.1.2 Lektoralt, impakt faktorral nem biré tudomanyos folyéiratban megjelent
publikaciék

Zorkéczy OK, Turi O, Lehotzky P, Zenke P (2023) Testing of microsatellite markers for

individual identification of fallow deer. Danubian Animal Genetic Resources 8:81-86.

12.1.3 Konferencia kdozlemények
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januar 27.
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Zorkdczy OK, Turi O, Wagenhoffer Zs, Ozsvari L, Lehotzky P, Padar Zs, Zenke P: Igazsagiigyi
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Doktoranduszok Szimpdzium. Budapest, 2024. februar 16.

Zorkoczy OK: Genetikai modszerek alkalmazhatésaga a vadaszat tisztasaganak
megébrzéseére. A hazai vadegészségugy és vadgazdalkodas aktualis kérdései 2025.
konferencia. Budapest, 2025. aprilis 3.
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Zorkoczy OK, Suranyi M, Zenke P: Genetic Diversity and Individual Identification of Roe Deer
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The Enfsi Apst Working Group. Pécs, 2025. majus 5-8.

12.1.4 TDK konferencia
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Egyetem Budapest.
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12.2 A doktori kutatas témajahoz szorosan nem kapcsolédé publikacidk
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publikaciék
Zorkdczy OK, Bujtor Z, Szives A, Ozsvari L, Wagenhoffer Z, Zenke P (2023) A LAMP-(hurok
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12.2.2 TDK konferencia
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13 Mellékletek

sPec'egN,brv LR Illlll"l"..'l' x = x ® %
1. DQ888692 1 Cervus elaphus elaphus SRY (sry) gene complete cds TCAGCAAGCAGCTGGGGTAT
2. DQ888700.1 Capreolus capreolus SRY (sry) gene complete cds TCAGCAAGCAGCTGGGGTAT
3. DQ888701.1 Dama dama SRY (sry) gene complete cds TCAGCAAGCAGCTGGGGTAT
4. DQ888696.1 Cervus elaphus yarkandensis SRY (sry) gene complete cds TCAGCAAGCAGCTGGGGTAT
5. AY244499 1 Cervus elaphus montanus sex determining factor (SRY) gene completecds AAITCAGCAAGCAGCTGGGGTAT
6. AY244497 1 Cervus elaphus maral sex determining factor (SRY) gene complete cds TCAGCAAGCAGCTGGGGTAT
7. EF100134.1 Cervus elaphus canadensis voucher CHO2 SRY (SRY) gene complete cds TCAGCAAGCAGCTGGGGTAT
8. AY244498.1 Cervus albirostris sex determining factor (SRY) gene complete cds TCAGCAAGCAGCTGGGGTAT
9. DQ888699.1 Cervus unicolor truncated SRY (sry) gene complete cds TCAGCAAGCAGCTGGGGTAT
10. MH680934.1:418-1107 Cervus nippon kopschi sex determining factor SRY (SRY)gene AITCAGCAAGCAGCTGGGGTAT
11. KF038141.2:1262-1951 Rucervus eldii thamin sex determining factor SRY gene comple @ TCAGCAAGCAGCTGGGGTAT
12. KF038140.2:1262-1951 Rucervus eldii siamensis sex determining factor SRY gene con @ TCAGCAAGCAGCTGGGGTAT
13. AB247627.1 Cervus nippon yesoensis SRY gene for sex determining region Y complete 8 TCAGCAAGCAGCTGGGGTAT
14. NW_018334888.1:c17710-17021 Odocoileus virginianus texanus isolate animal Pink-7 WTCAGCAAGCAGCTGGGGTAT
15. AB247629.1 Rangifer tarandus SRY gene for sex determining region Y complete cds TCAGCAAGCAGCTGGGGTAT
16. AY007301.1:1-690 Muntiacus muntjak muntjak sex-determining region Y gene complete ITCAGCAAGCAGCTGGGGTAT
17. AF461767.1 Muntiacus reevesi sex-determining region Y gene partial cds TCAGCAAGCAGCTGGGGTAT
18. AF461766.1 Muntiacus crinifrons sex-determining region Y gene partial cds TCAGCAAGCAGCTGGGGTAT
19. EF100131.1 Capreolus pygargus tianschanicus isolate Jeju-1 SRY (SRY) gene complet@® TCAGCAAGCAGCTGGGGTAT
20. EF100132.1 Hydropotes inermis voucher cgrb699 SRY (SRY) gene complete cds TCAGCAAGCAGCTGGGGTAT
21. AY244496.1 Axis porcinus sex determining factor (SRY) gene complete cds TCAGCAAGCAGCTGGGGTAT
22. AY148965.1 Alces alces cameloides sex-determining region Y protein (sry) gene compk®@ TCAGCAAGCAGCTGGGGTAT
23. AY244501.1 Elaphurus davidianus sex determining factor (SRY) gene complete cds TCAGCAAGCAGCTGGGGTAT
24. AF461765.1 Elaphodus cephalophus sex-determining region Y gene partial cds TCAGCAAGCAGCTGGGGTAT
25. NW_017189563.1:279250-279972 Capra hircus breed San Clemente unplaced genom (o @ ]
26. 230265.1 O.aries sry gene for sex determining region of Y chromosome
27. JN992678.1 Ovis vignei isolate CK2T sex determining region Y (SRY) gene complete cc
28. JN992659.1 Ovis canadensis nelsoni isolate DB78 sex determining region Y (SRY) gen¢
29. AY357218.1 Moschus berezovskii SRY gene complete cds

CGAGACAAATACCCGGGCTAT
GAGACAAATACCCGGGCTAT
GAGACAAATACCCGGGCTAT
GAGACAAATACCCGGGCTAT
GAGACAAATACCCGGGCTAT
GAGACAAATACCCGGGCTAT
GAGACAAATACCCGGGCTAT
GAGACAAATACCCGGGCTAT
GAGACAAATACCCGGGCTAT
GAGACAAATACCCGGGCTAT
GAGACAAATACCCGGGCTAT
GAGACAAATACCCGGGCTAT
CGAGACAAATACCCGGGCTAT
GAGACAAATACCCGGGCTAT
GAGACAAATACCCGGGCTAT

0 1)

CGAGACAAATACCCGGGCTAT
GAGACAAATACCCGGGCTAT
GAGACAAATACCCGGGCTAT
CGAGACAAATACCCGGG AT

GAGAAAATACCCGGGCTAT
o 3
GAGACAAATACCCGGGCTAT
GAGACAAATACCCGGGCTAT
GAGACAAATACCCGGGCTAT
GAGAAAATACCCGGGCTAT

c ! C

M1. abra A tervezett SRY forward (k6zépen) és reverz (jobbra) primerek kétéhelyeinek vizsgalata rokonfajokbdl szarmazé SRY génszekvenciakon. Bal
oldalon a szekvenciak GenBankban talalhaté azonositéi és nevei szerepelnek. A kisargitott részek az egyezést mutatjak, annak hianya a legalabb egy

bazispozicidban valé eltérést jelzi.
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Species/Abbrv

1. KU542362.1 Cervus elaphus amelogenin (AMELX) gene exon 5 and partial cds

2. KJ542360.1 Capreolus capreolus amelogenin (AMELX) gene exon 5 and pamal cds
3. KJ542361.1 Dama dama amelogenin (AMELX) gene exon 5 and partial cds

4. KJ542359.1 Alces alces amelogenin (AMELX) gene exon 5 and partial cds :
5. XM_020911580.1 PREDICTED: Odocoileus virginianus texanus amelogenin X-linked (AMELX
6. KJ542363.1 Rangifer tarandus amelogenin (AMELX) gene exon 5 and partial cds
7. AB073741.1 Capricomnis crispus AMELX gene for amelogenin X partial cds

8. AB073743.1 Capricornis crispus AMELY gene for amelogenin Y2 partial cds

9. MF067414.1 Budorcas taxicolor tibetana amelogenin (AMELX) gene partial cds
10. MF067413.1 Budorcas taxicolor tibetana amelogenin (AMELY) gene partial cds
11. AY082493.1 Hemitragus sp. amelogenin Y (AMELY) gene exon 5 and partial cds

12. NM_174240.2 Bos taurus amelogenin Y-linked (AMELY) mRNA

13. XM_010832363.1 PREDICTED: Bison bison bison amelogenin Y isoform (LOC104982934) p
14. XM_025277138.1 PREDICTED: Bubalus bubalis amelogenin X-linked (AMELX) transcript va
15. XM_027535101.1 PREDICTED: Bos indicus x Bos taurus amelogenin X-linked (AMELX) tra
16. XM _012106213.3 PREDICTED: Owvis aries amelogenin X-linked (AMELX) mRNA

17. AY082494.1 Ovis aries amelogenin Y (AMELY) gene exon 5 and partial cds

18. NM_001285616.1 Capra hircus amelogenin X-linked (AMELX) mRNA

19. AB080688.1 Canis lupus hodophilax amelx gene for amelogenin partial cds allele:J type

20. XM_006943552.3 PREDICTED: Felis catus amelogenin X-linked (AMELX) transcript variant
21. XM_025934680.1 PREDICTED: Puma concolor amelogenin X-linked (AMELX) mRNA

22. XM_021079493.1 PREDICTED: Sus scrofa amelogenin X-linked (AMELX) transcript variant.
23. XM_019417871.1 PREDICTED: Panthera pardus amelogenin X-linked (AMELX) transcript varC
24. XM_027609083.2 PREDICTED: Zalophus californianus amelogenin X-finked (AMELX) mRNA €
25. EU168877.1 Otaria byronia amelogenin (AMELX) gene exon 6 and partial cds

26. XM_026015288.1 PREDICTED: Vulpes vulpes amelogenin X-linked (AMELX) mRNA
27.XM_026490695.1 PREDICTED: Ursus arctos horribilis amelogenin X isoform-like (LOC11324C
28. XM_032330167.1 PREDICTED: Mustela erminea amelogenin X-linked (AMELX) transcript varC
29. XR_004297751.1 PREDICTED: Phoca vitulina amelogenin X-linked (AMELX) transcript varianC

BACCTCTGCCTCCGATAT TEE
CACCTCTGCCTCCGATATT
CACCTCTGCCTCCGATATTI
CACCTCTGCCTCCGATATTEC
CBACCTCTGCCTCCGATATTEC
CACCTCTGCCTCCGATATT
CCTCTGCCTCCGATATT

ACCTCTGCCTCCGATATT

A..'R." * ® ® £ ® ® % * =T = ®x =
CCAACACCACCAGCCAAACEC
AACACCACCAGCCAAACC
AACACCACCAGCCAAA
AACACCACCAGCCAAACKC

VAAC VCACCAGCCAAA

AACACCACCAGCCAAAC?
AACACCACCAGCCAAA
AACACCACCAGCCAAA
AACACCACCAGCCAAA
AACACCACCAGCCAAACC
AACACCACCAGCCAAA
AACACCACCAGCCAAACC
AACACCACCAGCCAAA
AACACCACCAGCCAAA
AACACCACCAGCCAAA
AACACCACCAGCCAAA
AACACCACCAGCCAAA
AACACCACCAGCCAAA
AACACCACCAGCCAAA
CAACACCACCAGCCAAA
CAACACCACCAGCCAAACK
CCAACACCACCAGCCAAA
CCAACACCACCAGCCAAA
:CAACACCACCAGCCAAA
CCAACACCACCAGCCAAA
CAACACCACCAGCCAAA

CACCTCTGCCTCCGATATT#
BACCTCTGCCTCCGATATT
CACCTCTGCCTCCGATAT

M2. abra A tervezett AmelX/Y forward (k6zépen) és reverz (jobbra) primerek két6helyeinek vizsgalata rokonfajokbdl szarmazé AmelX/Y génszekvenciakon.
Bal oldalon a szekvenciak GenBankban talalhaté azonositdi és nevei szerepelnek. A sargaval kiemelt részek az egyezést mutatjak, annak hianya a legalabb

egy bazispozicidban vald eltérést jelzi.
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S . . .. .. = x o .. * - * . =

|Species/Abbrv LEE | | P11
[ GGCATCAATATTTTTCATCTGTCTGTTTA

1. KY313826.1_Cervus_elaphus_| isolate_I77_ '_cytochrome_b_(cytb)_gene_complete_cds_f mitoc!
|2. KT964425.1 Capreolus capreolus haplotype 1909 cytochrome b (cyt b) gene partial cds mito
3. AJ000022.1_Dama_dama_mitochondrial_cytb_gene
I|4. HM222707.1_Odocoileus_hemionus_isolate_RF-2_cytochrome_b_(cytb)_gene_complete_cdi
|5. MH714784.1_Bos_taurus_isolate_TCy-3_cytochrome_b_(cytb)_gene_complete_cds_mitocho
|6. KJ660982.1_Canis_lupus_familiaris_breed_Tibetan_Mastiff_haplotype_H6_cytochrome_b_(c]
7.AY243919.1_Homo_sapiens_isolate_QD8159_NADH_dehydrogenase_subunit_6_(ND6)_ge
||8. AB194817.1_Felis_catus_mitochondrial_cytb_gene_for_cytochrome_b_complete_cds_ha
19. AB015083.1_Sus_scrofa_mitochondnial_cytb_gene_for_cytochrome_b_complete_cds_isolate

GGACAA'ATATCATTQ‘TGAGGAGCAAC
GGACAAATATCATTIC:TGAGGAGCAAC
GGACAAATATCATTCTGAGGAGCAAC

SpeCles/AbbN vIl .- . .- . .. LR LR A - .- . .- . .- . - ..

11. KY313826 1_Cervus_elaphus_isolate_I77_cytochrome_b_(cytb)_gene_complete_cds_mitoc! > CAC
2 KT964425.1 Capreolus capreolus haplotype 1909 cytochrome b (cyt b) gene partial cds mitoc!
3. AJ000022.1_Dama_dama_mitochondrial_cytb_gene
|4. HM222707 1_Odocoileus_hemionus_isolate_RF-2_cytochrome_b_(cytb)_gene_complete_
5 MH714784.1_Bos_taurus_isolate_TCy-3_cytochrome_b_(cytb)_gene_complete_cds_mito
|6. KJ660982.1_Canis_lupus_familiaris_breed_Tibetan_Mastiff_haplotype_H6_cytochrome_b_(c]
7. A¥243919.1_Homo_sapiens_isolate_QD8159_NADH_dehydrogenase_subunit_6_(ND6
8. AB194817.1_Felis_catus_mitochondrial_cytb_gene_for_cytochrome_b_complete_cds_h:
/9. AB015083.1_Sus_scrofa_mitochondrial_cytb_gene | for _cytochrome_b_complete_cds_isolate

R . x Y .. .. DR .. .

GGACAAATATCATTCTGAGGAGCAAC
GGACAAATATCATTL TGAGGAGCAAC
GGACAAATATCATTCTGAGGAGCAAC

GGAAAATATCATTCTGAGGAGAA

Species/Abbrv v
1. KY313826.1_Cervus elaphus Isolale 77 cytochlome b, (cytb)_gene complete cds_| mitoc
2. KT964425.1 Capreolus capreolus haplotype 1909 cytochrome b (cyt b) gene partial cds mito
3. AJ000022.1_Dama_dama_mitochondnal_cytb_gene

4. HM222707 1_Odocoileus_hemionus_isolate_RF-2_cytochrome_b_(cytb)_gene_complete_cdC
||5. MH714784.1_Bos_taurus_isolate_TCy-3_cytochrome_b_(cytb)_gene_complete_cds_mitocho
6. KJ660982.1_Canis_lupus_familiaris_breed_Tibetan_Mastiff_haplotype_H6_cytochrome_b,
7.AY243919.1_Homo_sapiens_isolate_QD8159_NADH_dehydrogenase_subunit_6_(ND6
8. AB194817.1_Felis_catus_mitochondrial_cytb_gene_for_cytochrome_b_complete_cds |
9. AB015083.1_Sus_scrofa_mitochondrial_cytb_gene_for_cytochrome_b_complete_cds_isolateCi

CTTTATC

TGCCTATTCATC

GAGGAGCAAC

GGACAAATATCATT
GGACAAATATCATT GAGGAGCAAC
GGACAAATATCATT GAGGAGCAAC

GACAAATATCATTCTGAGGAGCAAC

M3. abra A harom célfajra (felll: gimszarvas, k6zépen: eurdpai 6z, alul: damszarvas) tervezett CytB forward (kbzépen) és reverz (jobbra) primerek

kotéhelyeinek vizsgalata rokonfajokbdl szarmazé CytB génszekvenciakon. Bal oldalon a szekvenciak GenBankban talalhaté azonositoi és nevei szerepelnek.
A kisargitott részek az egyezést mutatjak, annak hianya a legalabb egy bazispozicidban valo eltérést jelzi.
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Dd: damszarvas
L 1 23 4 5

Dd: damszarvas
L 16 17 18 19 20

Cc: eurdpai 6z
L 14 15 16 17 18

Cc: eurdpai 6z
L 29 30 31 32 33

6

21

34

7 8 9

22 23 25

21 23

35 37 38

10 11 12 13 14

26 27 28

24 25 26

15

29 30

27 28

Dd: damszarvas
L 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45

e e e e

Dd Cc: europai 6z

4 47 L 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1213

e e e S e e e Y e e e o e

Ce: gimszarvas

L 12 3 4 56 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Ce: gimszarvas
L 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

G G G B O B R e e s e -

M4. abra Fajon bellli specificitasi vizsgalat: harom fajbdl szarmazé populaciés mintak DeerSpec-plex
multiplexszel amplifikalva és agaréz gélen detektalva.
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Dd: damszarvas Dd: damszarvas

L 1 23 4
f f m m

10 11 12 13 14 15 L 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45
m f m m m m f f f f f f fmmmm f mmf

3 o,
30
3 N
3 ©
3 ©

Dd: damszarvas Dd Cc: eurdpai 6z

L 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 L 46 47 1 2 3 4 5 6 7
- m f f m f f f f fm f m fm mf m f f m f f f

Cc: eurépai 6z Ce: gimszarvas
L 14 15 16 17 18 19 20 21 22 2324 25 26 27 28 L 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
mmm fmmm fmmmmmmm mmmmm mm f mm f m mmm

Cc: eurdpai 6z Ce: gimszarvas
L 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 L 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
m mmmm fmm f m m mmmm mmmmmm m f f m

M5. abra Fajon bellili specificitasi vizsgalat: harom fajbdl szarmazé populaciés mintak (n = 115),
DeerSex-plex multiplexszel amplifikalva és agar6z gélen detektalva. m: himivard minta, f: nSivaru
minta.

123



110

6300
4200
2100
o VAN

! ng

gimszarvas

g
&

170 190 210

110 1 150 170 190 210

oy

[himivar] himivar kontroll
0,5 ng

10 1 1% 170 w 20

i J/\ y 1

1
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1500
1000
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0 A

0,06 ng

M6a. abra A gimszarvas mintak SRY és AMELX/Y I6kuszait amplifikaltam kilonb6z6 mennyiségl
DNS-sel a DeerSex-plex multiplexszel. Az amplifikacié soran alkalmazott gimszarvas DNS
mennyisége felllrdl lefelé a kovetkez6 volt: 1,0, 0,5, 0,25, 0,125 vagy 0,06 ng DNS.
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110 130 150 170 150 210
4200
2800
1400
J L.l A 4

himivarl

europai 6z

1ng

110 130 1

&

170 180 210

o583
I—
|
L
L

himivarl himivar kontroll
0,5 ng

110 130 150 170 190 210

N ‘
himivar himivar kontroll
[nimivar] [kontrol 0.25 ng

—

110 130 1

2

170 190 210

:

|kontroll| 0’125 ng

f—

A
| himivarl

110 130 1 170 190 210

g

£ 8 8

—

kontroll

0,06 ng

M6b. abra Az eurdpai 6z mintak SRY és AMELX/Y I6kuszait amplifikaltam kilénb6zé mennyiségi
DNS-sel a DeerSex-plex multiplexszel. Az amplifikacié soran alkalmazott eurépai 6z DNS mennyisége
felllrél lefelé a kovetkezd volt: 1,0, 0,5, 0,25, 0,125 vagy 0,06 ng DNS. Az allélkiesések 0,5 ng
kiindulasi DNS alatt megfigyelheték.
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110 130 150 170 190 210
2700
1800
. 1 ]
( /\‘ v N
imivar] .
damszarvas 9
110 130 150 170 190 210
5700
3800
- |
Q )
0,5 ng
10 130 150 170 190 210
5400
3600
1800
Nt A »
himivar| | kontroll|
0,25 ng
110 130 1%0 170 190 210
5400
3600
- J k
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H

M6c. abra A damszarvas mintak SRY és AMELX/Y I6kuszait amplifikaltam kilonb6z6 mennyiségi
DNS-sel a DeerSex-plex multiplexszel. Az amplifikacié soran alkalmazott damszarvas DNS
mennyisége felllrdl lefelé a kovetkez6 volt: 1,0, 0,5, 0,25, 0,125 vagy 0,06 ng DNS.
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M1.tablazat A mitokondrialis hipervariabilis régidkon (.
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M2. tablazat A DnaSP szoftverrel kimutatott damszarvas haplotipusok szdma a HVI vagy a kombinalt
HVI és HVII régiok vizsgalata alapjan.

Referenciak Hipervariabilis régio | Hipervariabilis régio | és Il
(HVI) (HVI és HVII)
Damszarvas Baker és mtsai. 2017 [38] 25 34
haplotipusok (730 bazispar)
szama (k) GenBank: OR110344-89 37 46

(510 bazispar)

Eszaknyugat-Mo. n=34
Eszakkozép-Mo.  n=42
Eszakkelet-Mo. n=41
Délnyugat-Mo.
Délkozép-Mo.
Délkelet-Mo.

Haplotipusok szama: 6
lllesztési hossz: 450 bp
Mintaelemszam: 192

M7. abra A magyarorszagi ddmszarvasok PopArt szoftverrel [427] generélt haplotipus hélozati gréfja,
Median Joining Network (epsilon=0) modell hasznélataval. Az sszekdtd vonalak vessz8i az egyes
haplotipusok k&zo6tti mutaciok szamat jeldlik. n: egyes populaciékban vizsgalt egyedszam.
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M3. tablazat A Magyarorszagon eddig kimutatott gimszarvas haplotipusok egységesitett elnevezéssel, és a hozzajuk tartoz6 GenBank-i, illetve sajat
szekvenciak. Hap: haplotipusok; *: Frank és mtsai 2017-es publikaciéjabdl [348] szarmazd haplotipusok; **: EU436765-EU436836.

Hap Eorabl?an Ieu;t GenBank-i szekvenciak** Sajat szekvenciak Hap Korabl?an Ien;t GenBank-i szekvenciak** Sajat szekvenciak
aplotipusok haplotipusok
Hun1 H1 Hun38 H38
Hun2 H2 Hun39 H39
Hun3 H3 Hun40 270p
715,749, 758, 759, 774,
Hund h4 Hun41 778, BNP027, BNP048
Hun5 H5 Hun42 731,737,741, 748, 750, 779
736, 752, 756, 762, 784,
Huné H6 Hun43 787, 794, 858 Ce09, Ce70
Hun7 H7 Hun44 738
Hun8 H8 Hun45 739
751, BNP006, BNP0O7,
Hun9 H9 Hun46 BNP014, BNP015, BNP022, Ce65
BNP041, BNP42, BNP051
Hun10 H10 Hun47 753
Hun11 H11 Hun48 754
Hun12 H12 Hun49 763
Ce13, Ce14, Ce15, Ce23,
Hun13 H13 Hun50 780, 790 Ce53. Ce55, Ce58, Ce59
Hun14 H14 Hun51 783
Hun15 H15 Hun52 786
Hun16 H16 Hun53 792
Hun17 H17 Hun54 859
Hun18 H18 Hun55 860 Ce08
Hun19 H19 Hun56 BNP001, BNP029, BNP043
Hun20 H20 Hun57 BNP003
Hun21 H21 Hun58 BNP004
Hun22 H22 Hun59 BNPO005
Hun23 H23 Hun60 BNP008
Hun24 H24 Hun61 BNP009
Hun25 H25 Hun62 BNP010
Hun26 H26 ;?\I4PC|)33’\éPg:\I7POB 4'\233:\‘8'3‘050 Ce69 Hun63 BNPO11
Hun27 H27 Hun64 BNP013
Hun28 H28 Hun65 BNPO016
Hun29 H29 Hun66 BNP019, BNP020 Ce67
Hun30 H30 Hun67 BNP021
Hun31 H31 Hun68 BNP023
Hun32 H32 Hun69 BNP024
Hun33 H33 Hun70 BNP049
Hun34 H34 Hun71 Ce10
Ce16, Ce24, Ce25, Ce26,
Hun35 H35 Hun72 Ce27, Ce52, Ceb4, Ceb6,
Ce68
Hun36 H36 Hun73 Ceb6, Ce57, Ce60
Hun37 H37

129



@ Budai-hegység n=15
X Gemenc n=90

Biikk-hegység n=33
Dunantuli-dombsag  n=12
Zemplén-hegység n=41 -

[ ] *
® .
. b e Haplotipusok szama: 73
8 & p lllesztési hossz: 921 bp
..o . @ ° Mintaelemszam: 191
. . L8 9 ° °
. 3 . ?
e . "4
L ]
L . .
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< @ o :
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° ®
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M8. abra A hazai gimszarvas populacidékbdl szarmazé mintak haplotipusainak csoportositasa. A
gocpontok az egyes haplotipusokat abrazoljak és méretiik egyenesen aranyos a hozzajuk tartozo
egyedek szamaval. A gécpontok szinkddjai a mintak szarmazasi helyét jeldlik. Az egy gécponton belll
el6fordulo tobb szin esetén azok aranyosak a mintaszammal. A gécpontok kozétti agak a genetikai
rokonsagot, az aghosszak pedig az adott haplotipusok kézoétti genetikai tavolsagot mutatjak.
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M4. tablazat: Magyarorszagi gimszarvas mintdk haplotipus megoszlasa populacionként. Hap:
haplotipus, Pop: 6sszpopulacié, BUH:Budai-hegység, GEM: Gemenc, BUH: Biikk-hegység, DTD:
Dunantuli-dombsag, ZEH: Zemplén-hegység.

Hap Pop BUH GEM BUH DTD ZEH Hap Pop BUH GEM BUH DTD ZEH

Hun1 25 24 1 Hun38 1 1
Hun2 4 4 Hun39 1 1
Hun3 4 1 3 Hun40 1 1

Hun4 1 1 Hun41 8 6 2

Hun5 2 2 Hun42 6 6

Huné 4 4 Hun43 10 1 8 1
Hun7 3 3 Hun44 1 1

Hun8 1 1 Hun45 1 1

Hun9 1 1 Hun46 10 1 8 1
Hun10 4 4 Hun47 1 1

Hun11 1 1 Hun48 1 1

Hun12 1 1 Hun49 1 1

Hun13 1 1 Hun50 10 5 2 3
Hun14 1 1 Hun51 1 1

Hun15 1 1 Hun52 1 1

Hun16 1 1 Hun53 1 1

Hun17 3 3 Hun54 1 1

Hun18 1 1 Hun55 2 1 1

Hun19 7 7 Hun56 3 3

Hun20 1 1 Hun57 1 1

Hun21 1 1 Hun58 1 1

Hun22 1 1 Hun59 1 1

Hun23 1 1 Hun60 1 1

Hun24 1 1 Hun61 1 1

Hun25 1 1 Hun62 1 1

Hun26 9 1 5 1 2 Hun63 1 1

Hun27 4 4 Hun64 1 1

Hun28 1 1 Huné5 1 1

Hun29 2 2 Hun66 3 2 1
Hun30 3 3 Hun67 1 1

Hun31 1 1 Hun68 1 1

Hun32 2 2 Hun69 1 1

Hun33 3 3 Hun70 1

Hun34 1 1 Hun71 1 1

Hun35 1 1 Hun72 9 7 2
Hun36 1 1 Hun73 3

Hun37 1 1 Ossz 191 15 90 33 12 41
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M5. tablazat A Magyarorszagrol kimutatott gimszarvas haplotipusok, és azok egyezése korabbi
publikacidkban leirt haplotipusokkal, valamint az eredetileg hosszabb (921 bp) szakaszon elkiléniild
haplotipusok egyezése egymassal a révidebb (591 bp) szakaszon vizsgalva. Hap: haplotipus, felsé
indexek a forraspublikaciokat jelzik: 1: [428]; 2: [265]; 3: [274]; 4: [271]; 5: [402]; 6: [29]; 7: [429].

Hap Hazai egyezés Kiilfoldi egyezés Hap Hazai egyezés Kiilfoldi egyezés

Hunt  Hinty Honts Hun2

g [ s

Hun5 Hun11 Hun37

Hun6 Hundo UL UMD g pogs

Hun7 Hun42

Hun8 Hun43  Hun44, Hun48

Hun9 Hun46 H335, HT033
J378ES, J309ES,

Hun10 Hun50 Hun71 J220EHun®, JOES,
H29%

Hun12 Hun51

Hun13 Hun52 Hun66 J320ES, H211, H285

Hun14 Hun47, Hun53 Hun54

Hun15 Hun56

Hun16 Hun57

Hun19 Hun58

Hun20 Hun59

Hun21 Hun60 Hun73 CP87, CP127

Hun22 Hun62

Hun23 Hun39 Hun63

Hun24 Hun64 H34', AF291886

Hun25 Hun65

Hun26  Hun33, Hun61 E;Séag‘,aﬁ%ﬁ Hun67

Hun27 Hun68

Hun28 Hun69

Hun29 Hun70

Hun30 Hun72 J1151ESKE, H325

Hun31
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M6. tablazat A hazai 6zeknél altalam kimutatott haplotipusok és az egyes haplotipusokhoz tartozé
egyedek azonositdé kddja. Csillaggal (*) jeléltem a 611 bp hosszon tortént illesztés alapjan elkilonitett
haplotipust.

Haplotipus Egyedek azonosité kédja Haplotipus Egyedek azonosité kédja
Hun1 8226?82’4?26' Ce35,Ce37, Hunt7 Cc36

Hun2 Cc3, Cc24 Hun18 Cc38

Hun3 Cc4 Hun19 Cc39

Hun4 Cch5 Hun20 Cc41

Hun5 Ccb Hun21 Cc43

Hun6 Cc8 Hun22 Cc44

Hun?7 Cc19 Hun23 Cc46, Cc50
Hun8 Cc20 Hun24 Cc47

Hun9 Cc22 Hun25 Cc48
Hun10 Cc23 Hun26 Cc49
Hun11 Cc25 Hun27 Cc51
Hun12 Cc27, Cc32, Cc42 Hun28 Ccbh2
Hun13 Cc29 Hun29 Cc53
Hun14 Cc31 Hun30 Cch4
Hun15 Cc33 Hun31 Cc55
Hun16 Cc34 Hun32* Cc7
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M7. tablazat Az altalam kimutatott haplotipusok és azok egyezése korabbi publikacidkban leirt
haplotipusokkal, valamint a hosszabb (877 bp) szakaszon elkiilénilé haplotipusok egyezése egymassal
révidebb (611 bp) szakaszon vizsgalva. Fels6 indexek a forraspublikaciokat jeldlik: 1: [88]; 2: [87]; 3:
[28]; 4: [300]; 5: [306]; 6: [430]; 7: [431].

Hazai populaciébél kimutatott Hazai haplotipusokkal egyezé
haplotipusok korabban leirt kiilfodi
. i L. . haplotipusok
Sajat haplotipusok Németh Plis és mtsai.
2015 [349] 2022 [88]
Hun1 hu09 CCH48!
Hun2, Hun24
Hun3, Hun8, Hun21 hu10 CCH64 CcH104?
Hun4 CcH153?
Hun5, Hun25, Hun27, Hun29 CCHS65 CcH1502,CcH14O2
Hun6, Hun12, Hun19 hu01, hu02 CCH182 CcH302
Hun7
Hun9
Hun10
Hun11
Hun13 hu04 CCH162 Cc7h®
Hun14, Hun15 CCH180 CcH89?2
Hun16
Hun17
Hun18, Hun20 CCH43!
Hun22
Hun23 CCH108", CcH80?
Hun26, Hun31 CCH177 CcH842
Hun28 hu08 CCH167 CcH852, Cc25*
Hun30
Hun32*
hu03 CCH188 Cc9*, L20%, CcH23?
hu05
hu06
hu07 CCh176 CcH862
hu11 CCH186
CCH164 CcH382
CCH166 CcH1522, Cc36%, L0048, L008®, L009®
CCH168 CcH542
CCH174
CCH175 CcH812
CCH178
CCH181 CcH1072
CCH183
CCH184 L245
CCH185
CCH187 CcH142, L7°
CPH19 25097,27617, Cp39*, Cp414, Cp3n®
CPH26 Cp4h®
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M8. tablazat A tiz 0j haplotipus polimorfpozicidi egy referencia szekvenciahoz (GenBank azonosito:
Z70318) viszonyitva. A pontozott részek a referenciaszekvenciaval valé egyezést, a betlik pedig a
baziseltérést mutatjak.

. 5/6|1|3|4|7(1(1|1|1|1|1]|]2|3|3|3|4|5|5|5|5|5|5]|6
Polimort s5|ol6fo|1|1|1|1]5|8|o|1|5|7|8|3|7|7|7|8]9]0
p 1/4|/5/8[3[1|/]6[8|7|6[4]|1]2|4]5[0]3]|1
Referencia |[A|C|G|A|G|T|A|C|C|A|G|T|C|C|T|T|C|T|T|A|G|A|G]| -
Hun2 A I R R I R T I B B ¢ C G
Hun7 G|.|C|.|A G|A T|C G|A|G
Hun9 A DV I A I B ¢ G c|C G A
Hun10 el .].].-1.-16G G c|C G G A
Hun11 .| .-|C|A G|A T|C A G|A|G
Hun16 oA G|A T|C G|G|A|G
Hun17 A O R R B N e L G G G|A
Hun22 A P N N Y- G|A T|C G|A|G|A|A
Hun30 AT G C|T G|A A
Hun32 A6 LT G G A
Kdzép-Dunantul n=21
Budai-hegység n=27 -
Kiskunsag n=13 P
Maros-Koros koze n=4 Pid . . S
z = s 7 ‘\‘
Ho_no,hagy L n_g Haplotipusok szama: 39 I’ o \\ /’ R ~
Nyirség és kornyéke n=12 lllesztési hossz: 611 bp , . @ o ;e ¢ s A
Zemplén kdmyéke  n=13 Mintaelemszam: 118 1 ‘@ o o i e 4 o4
Biikk-hegység n=9 ! o 0@ . ‘| t . ','
Zalai-dombsag n=10 : 'O ® AN et J
\ . N e
’ ~u -
A \ —
\ w © ® I
. \ ® /
\ o !
\ ’
s e
§ S -
i® Sem =7
------ Szibériai 6z
=== Keleti klad

¢ - - Centralis klad

M9. abra A hazai eurdpai 6z populaciobdl szarmazoé mintak haplotipusainak csoportositasa. A
gocpontok az egyes haplotipusokat abrazoljak és méretik egyenesen aranyos a hozzajuk tartozé
egyedek szamaval. A gocpontok szinkddjai a mintak szarmazasi helyét jeldlik. Az egy gocponton belll
el6fordulo tobb szin esetén azok aranyosak a mintaszammal. A gocpontok kézotti agak a genetikai
rokonsagot, az aghosszak pedig az adott haplotipusok kézoétti genetikai tavolsagot mutatjak.
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M9. tablazat Magyarorszagi eurdpai 6z mintak haplotipus megoszlasa populaciéonként. Hap: haplotipus;
Pop: 6sszpopulacio; KDT: Kdézép-Dunantul, BUD: Budai-hegység, KIK: Kiskunsag, MKR: Maros-K&ros
kéze, HOR: Hortobagy, NYK: Nyirség és kérnyéke, ZEK: Zemplén kérnyéke, BUH: Biikk-hegyég, ZAD:
Zalai-dombsag. A feltiintetett haplotipusok nem egyeznek meg a Hun el6jel( haplotipusokkal, hanem a
révidebb illesztési szakaszon is elkilonilé haplotipusokat jeldlik.

Hap Pop KDT BUH KIK MKK HOR NYK ZEK BUH ZAD
Hap1 8 1 7
Hap2 3
Hap3 1 3
Hap4
Hap5
Hap6
Hap7
Hap8
Hap9
Hap10
Hap11
Hap12
Hap13
Hap14
Hap15
Hap16
Hap17
Hap18
Hap19
Hap20
Hap21
Hap22
Hap23
Hap24
Hap25
Hap26
Hap27
Hap28
Hap29
Hap30
Hap31
Hap32
Hap33
Hap34
Hap35
Hap36
Hap37
Hap38
Hap39
Ossz.: 118 21 27 13 4 9 12 13 9 10

SR oer Mo

~N

R AR R
=

PN R R [ A

P P NP P NNPRPNNPRPPRPONMONMOFRPPPANMNPNNPRP,PPRP,POPMNOFR, PR, PRPR
B W NN PP

B RN R

N
o
(é3]

13

o
= N
N
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M10. tablazat Forward primerek az univerzalis adapter primerekkel, fluoreszcens jeldléssel, és

optimalizalt PCR protokollok megjeldlésével. A: 6-FAM, B: HEX, : NED, D: PET.
Marker Unlv_erzalls PCR protokoll | Marker Unlvlerzalls PCR protokoll
primer primer

C229 A ApoV17 A

T108 B [25] ApoV49 B

T123 D ApoV127 D

T193 ApoV47 A

C01 B ApoV56 B

T156 B Cco2

T172 [25] T107 D

T501 A T268 B

T507 D SBTOD6 B

CapCap2 A Mgou16

CapCap10 A Mgou19 A

CapCap15 Mgou20 B

CapCap25 B [174] Mgou21

CapCap29 WY37 B

CapCap31 B WY69

CapCap37 C32 A

OheB A CapCap3.1 B

OheC D CapCap5b D

OheE CapCap17 A

OheF B CapCap35 B

OheG B OheS B

OheH B C105

Ohel A SBTOD4 A

Ohed A 1 T267 D

OheK D ’ SD08 B

OheM A SBTDO1 B

OheN A SBTD02

OheO WY68 D

OheP WY82 D

OheQ D C276 A

OheR T40 A

OheV T115 A

ApoV19 A SBTDO7 A

ApoV43 A WY62 A

ApoV79 B ApoV53 D

ApoV94 D 2 ApoV54 B

ApoV118 D ’ ApoV61 D

ApoV135 B ApoV75 A

ApoV145 D Bdi04 A

ApoV146 D Bdi06 B

PCR Kezdeti CI|§|uS Denat. Annel. Elong. C"flus Denat. Annel. Elong. Végss

prot. denat. szam szam elong.

1 32 30 mp 30 mp 30 mp 20 perc
’ 94°C 56°C 72°C 72°C

2 32 30 mp 30 mp 1 perc 30 perc
) 94°C 58°C 72°C 60°C

3 1 perc 32 30 mp 30 mp 1 perc 30 perc
) 94°C 94°C 56°C 72°C 60°C

4 32 30 mp 30 mp 1 perc 30 perc
) 94°C 64°C 72°C 60°C

5 15 30 mp 1 perc 40 mp 20 30 mp 1 perc 40 mp 20 perc
) 94°C 55°C 72°C 94°C 50°C 72°C 72°C
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M10. tablazat folytatasa

PCR Kezdeti Cllflus Denat. Annel. Elong. C"flus Denat. Annel. Elong. Vegso

prot. denat. szam szam elong.

6 15 30 mp 1 perc 40 mp 20 30 mp 1 perc 40 mp 20 perc
) 94°C 60°C 72°C 94°C 55°C 72°C 72°C

7 32 30 mp 1 perc 40 mp 20 perc
) 94°C 56°C 72°C 72°C

8 32 30 mp 1 perc 40 mp 20 perc
) 94°C 58.8°C 72°C 72°C

9 32 30 mp 1 perc 40 mp 20 perc
) 94°C 63,3°C  72°C 72°C

M11. tablazat A parhuzamos kapillaris elektroforézis detektalas soran 4-8 kiilénb6z6 méretii vagy eltérd
fluoreszcens jelolési PCR termék keriilt egy keverékbe. A kilonb6zé szinl hattér a hasznalt
fluoreszcens festék tipusat jeldli; kék: 6-FAM, zold: HEX, sarga: NED, piros: PET.

Mix Marker Mix Marker

g Capcap15
E Capcap25
Capcap31

Mix Marker

mix01

% Capcap29
E Capcap37
SBTDO1
(9]
S OheG
€ OheE

ApoV135
OheH
T108
C105

Mix

Mix

Damszarvas markerek

Marker Mix  Marker

Capcap3.1
Capcap35

Muflon markerek
Marker Mix  Marker

mix02

SBTDO6 & ApoV4?
Capcap15 €

T156

Mgoua21
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Mix

mix12

Marker

Mgoua20

ApoV135
WY69

SBTDO06
ApoV79
C105

Mix

mix14

Marker

ApoV56
SD08
SBTDO02
Mgoua16




M12. tablazat Damszarvas mintak, melyek nem produkaltak amplikont a feltlintetett markerekkel.

OheS C32 C105 C276 WY68 WY82 SDO08 Capcap37

D02 D02 D02 D02 D02 D02 D02 D22

D _03 D_23
D 25
D_26
D_27
SBTD07_D33 ~ WY62_DO05
[
It
Capcap2_D10 Capcap2_D23
WY82_D22_run#1 WY82 D22 run#2
WY82_D30 ApoV43_D03 v2

M10. abra A tovabbi vizsgalatokbdl az elektroferogramok alapjan kizart markerek.
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M13. tablazat Sanger-szekvenalas lI6kuszspecifikus primerekkel, fluoreszcens jeldlés nélkal. F:
forward primer, R: reverz primer.

Marker Primer szekvencia (5'-3') Marker Primer szekvencia (5'-3")
OheF F: CAGGCGATCAAGAAATGTGG C276 F: AAACAGAACATTCACCAGAAAC

R: GTGGCTTCTGGATGGAGAAC R: TCCCAGACACACAGAACAA
OheQ F: AATGTGTCAGTGAAGGTCTTC ApoV49 F: ACTATGGGATGTGACCGTGG

R: ATCCAGGCAACCATCTAG R: ACAGGAATCTTGTTGACTCTGC
C229 F: TTATTCATCCACCCATCCATCACCA WY62 F: TGCAGCTATGCTGGAGAGTC

R: GGCACATGCTCATAAGTGAAGGGA R: GCCCATGCATAAGATCCTTC
T156 F: CCTGGCCTGTGTCTTGAATTGAAC Mgou20  F: ACAACTGGAGAAAACCCTTGTG

R: GGCGATGAATACCCAGTCTTGTCT R: AGCCTTTAGAGATGTTCTGTTTGG
Capcap29 F: AAGCCCATGACCTGAAACCAA ApoV146 F: GGGCCCTCAATTCTCTTCC

R: GCTTCCAGCAGGAGGGTATAT R: GGAGACATCACATTCCCTGAC
T107 F: ACATCCGTTCAGGTGTGA C32 F: ACAACTGTGTGAGCCAATAC

R: CCAGAGGTAAGATAAATGGTGA R: AGCAAGTGAAGAAGAATGTTC
ApoV47 F: TGCTCATTCTAGGGTCAGGC ApoV75 F: TCGTTTTACATTCCTATCAGCAACG

R: AGGTCTTCTGCATTGTAGGC R: GTTTCTTTACTGAGATGCCGACTCCCA
T268 F: ATTCCCTTCTCCAGTGTATG

R: GATGATAACAGCTCAACAGATC
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M14. tablazat A 20 damszarvas minta genotipusa, valamint az egyes allélek szama (n) és gyakorisaga. Pop: populacié, BUH: Budai-hegység; VEH: Vértes-
hegység; GOD: Gddolidi-dombvidék; GEM: Gemenc; KIK: Kiskunsag.

Minta Pop OheF OheQ C229 T156 Cacpap29 T107 ApoV47 T268 C276 ApoV49 Mgoua20  ApoV146 C32 ApoV75

D_01 BUH 199 211 248 248 117 117 135 135 199 199 284 304 329 329 224 224 376 376 412 412 193 193 144 144 289 289 321 329
D_02 BUH 199 199 248 248 117 125 135 135 199 199 280 304 329 329 224 224 O 0 412 412 193 197 144 144 O 0 321 329
D_03 BUH 199 199 248 248 117 125 135 135 199 199 284 288 329 329 224 224 0 0 412 412 197 197 144 148 289 289 321 329
D_05 BUH 199 199 248 248 117 125 135 135 199 199 284 308 329 329 224 240 376 376 412 412 197 197 144 148 289 289 329 329
D_06 BUH 199 211 248 248 117 125 135 147 199 203 284 308 329 329 224 224 376 376 412 412 193 193 144 144 289 289 321 321
D_08 BUH 199 199 248 252 117 117 135 135 199 199 288 308 329 329 224 224 376 376 409 412 193 197 144 148 289 289 321 321
D_10 BUH 199 199 248 248 117 117 135 135 199 199 284 304 329 329 224 228 376 376 409 412 193 197 144 148 289 289 321 321
D_21 VEH 199 199 248 248 117 117 135 135 199 199 284 284 329 329 224 224 376 376 412 412 193 197 144 148 289 289 321 321
D_22 VEH 199 199 248 248 117 117 135 135 199 199 284 284 329 329 224 224 376 376 412 412 193 197 144 148 289 289 321 329
D_23 VEH 199 199 248 252 117 117 135 135 199 199 284 284 329 329 224 224 376 376 412 412 193 193 148 148 289 289 321 329
D25 GOD 199 211 248 248 117 117 135 135 199 203 284 308 329 333 224 224 376 376 412 412 193 193 144 148 289 289 321 321
D26 GOD 199 199 248 248 117 117 135 147 199 199 284 304 329 329 224 224 376 376 409 409 197 197 148 148 289 289 321 321
D27 GOD 199 199 248 248 117 117 135 135 199 199 280 308 329 333 224 224 376 376 412 412 193 197 144 148 289 289 321 321
D_28 GOD 199 199 248 248 117 125 135 135 199 203 280 304 329 333 224 240 376 376 412 412 193 197 144 148 289 289 321 329
D30 GOD 199 199 248 248 117 125 135 135 199 199 284 304 329 333 224 228 376 376 409 412 193 193 144 144 289 289 321 321
D33 GOD 199 199 248 248 117 125 135 135 199 203 284 308 329 329 224 240 376 376 409 412 193 193 144 144 289 289 321 329
D_36 BUH 199 199 248 248 117 117 135 135 199 199 284 304 329 333 224 224 376 376 412 412 193 193 148 148 289 289 321 321
D_40 GEM 199 199 248 248 125 125 135 135 199 199 284 304 329 333 224 224 376 376 412 412 193 197 144 144 285 285 321 321
D_48 KIK 199 199 248 248 117 117 135 135 199 199 304 304 333 333 224 224 376 376 409 412 193 193 144 144 289 289 321 321
D_49 KIK 199 199 248 252 125 125 147 147 199 199 288 304 329 329 224 224 376 376 409 412 193 197 144 144 285 285 321 321

allél 199 248 117 135 199 280 329 224 376 409 193 144 285 321

n, gyakorisdag 37 0,925 37 0,925 29 0,725 36 00900 36 0900 3 0,075 32 0800 35 0875 25 0694 8 0,200 25 0625 25 0625 4 0,105 31 0,775
allél 211 252 125 147 203 284 333 228 380 412 197 148 289 329

n, gyakorisdg 3 0,075 3 0,075 11 0275 4 0,100 4 0,100 17 0425 8 0,200 2 0,060 11 0,306 32 0,800 15 0,375 15 0,375 34 0,895 9 0,225
allél 288 240

n, gyakorisag 3 0,075 3 0,075

allél 304

n, gyakorisag 11 0,275

allél 308

n, gyakorisag 6 0,150
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M15. tablazat A 24 gimszarvas minta genotipusa, valamint az egyes allélek szama (n) és gyakorisaga. Pop: populacié, BUH: Budai-hegység; KIK: Kiskunsag.

Marker Pop C229 T108 T26 T123 T193 T172 co1 T501 T156 T507
Ce08 BUH 111 111 133 141 179 179 113 137 150 162 116 144 209 217 164 168 140 144 211 215
Ce09 BUH 111 111 125 129 187 195 113 117 146 162 112 120 225 245 148 164 156 176 215 215
Ce10 BUH 111 111 129 133 183 195 121 121 142 166 112 140 213 225 144 148 128 156 199 215
Ce13 BUH 111 111 125 129 159 195 117 125 174 182 140 144 209 213 144 168 128 156 187 191
Ce14 BUH 111 115 125 125 171 175 105 133 142 162 112 128 205 225 144 164 156 156 187 219
Ce16 BUH 111 11 129 141 179 183 113 113 132 174 104 152 225 229 144 164 140 165 219 223
Ce24 BUH 103 115 129 129 147 187 113 121 142 158 144 152 209 209 144 144 156 176 195 199
Ce25 BUH 111 111 141 141 175 183 117 121 170 182 112 116 225 225 144 182 132 165 195 211
Ce26 BUH 111 115 125 141 175 199 105 133 146 170 132 140 205 213 156 164 165 169 215 234
Ce27 BUH 111 111 117 141 183 199 113 133 142 158 104 124 225 245 144 156 144 156 21 215
Ce52 BUH 103 111 125 137 183 183 117 117 142 174 128 140 209 245 144 144 132 156 187 195
Ce53 BUH 111 111 129 141 183 183 113 117 142 182 140 144 213 225 148 152 132 184 183 195
Ce54 BUH 103 11 125 125 179 183 125 133 162 162 116 128 217 225 156 182 128 156 195 215
Ce75 BUH 111 111 125 133 159 159 117 121 158 174 124 128 205 225 144 144 144 156 195 211
Ce76  KIK 111 115 141 141 179 195 105 117 132 194 128 136 205 217 144 168 128 128 215 215
Ce77 KIK 103 111 121 133 175 187 113 125 140 150 136 140 217 236 160 164 128 156 187 211
Ce79 KIK 107 111 121 141 167 179 117 121 128 154 128 140 217 225 144 168 132 184 187 199
Ce80 KIK 111 115 121 137 179 187 105 113 150 158 124 128 217 217 160 164 132 156 187 219
Ce81 KIK 111 115 137 137 187 187 105 137 162 162 128 140 209 217 156 160 144 144 187 195
Ce82 KIK 103 111 121 121 175 179 117 125 140 150 136 152 225 236 164 164 128 156 183 187
Ce83 KIK 111 111 133 157 175 183 121 137 132 166 132 140 205 217 139 160 132 140 195 199
Ce84 KIK 111 115 129 141 159 175 113 113 132 132 128 136 217 236 144 160 128 184 199 199
Ce86 KIK 111 119 129 129 179 179 113 117 128 150 140 216 217 217 144 144 132 132 187 195
Ce87 KIK 103 111 125 125 187 187 117 117 140 146 112 128 225 245 144 152 144 156 183 195
allél 103 117 147 105 128 104 205 139 128 183

n, gyakorisag 6 0,125 1 0,021 1 0,021 5 0,104 2 0,042 2 0,042 5 0,104 1 0,021 8 0,167 3 0,063
allél 107 121 159 113 132 112 209 144 132 187

n, gyakorisag 1 0,021 5 0,104 4 0,083 12 0,250 5 0,104 5 0,104 6 0,125 18 0,375 8 0,167 9 0,188
allél 11 125 167 117 140 116 213 148 140 191

n, gyakorisag 33 0,688 11 0,229 1 0,021 13 0,271 3 0,063 3 0,063 4 0,083 3 0,063 3 0,063 1 0,021
allél 115 129 171 121 142 120 217 152 144 195

n, gyakorisag 7 0,146 10 0,208 1 0,021 7 0,146 6 0,125 1 0,021 12 0,250 2 0,042 6 0,125 10 0,208
allél 119 133 175 125 146 124 225 156 156 199

n, gyakorisag 1 0,021 5 0,104 7 0,146 4 0,083 3 0,063 3 0,063 13 0,271 4 0,083 14 0,292 6 0,125
allél 137 179 133 150 128 229 160 165 211

n, gyakorisag 4 0,083 10 0,208 4 0,083 5 0,104 10 0,208 1 0,021 5 0,104 3 0,063 5 0,104
allél 141 183 137 154 132 236 164 169 215

n, gyakorisag 11 0,229 10 0,208 3 0,063 1 0,021 2 0,042 3 0,063 9 0,188 1 0,021 9 0,188
allél 157 187 158 136 245 168 176 219

n, gyakorisag 1 0,021 8 0,167 4 0,083 4 0,083 4 0,083 4 0,083 2 0,042 3 0,063
allél 195 162 140 182 184 223

n, gyakorisag 4 0,083 7 0,146 10 0,208 2 0,042 3 0,063 1 0,021
allél 199 166 144 234

n, gyakorisag 2 0,042 2 0,042 4 0,083 1 0,021
allél 170 152

n, gyakorisag 2 0,042 3 0,063

allél 174 216

n, gyakorisag 4 0,083 1 0,021

allél 182

n, gyakorisag 3 0,063

allél 194

n, gyakorisag 1 0,021
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M16. tablazat A 43 eurdpai 6z minta genotipusa, valamint az egyes allélek szama (n) és gyakorisaga. Pop: populacio, BUH: Budai-hegység; KIK: Kiskunsag;
DTD: Dunantuli-dombsag.

Minta Pop Capcap1 Capcap2 Capcap5 Capcap10 Capcap15 Capcap17 Capcap25 Capcap29 Capcap31 Capcap35 Capcap36
Capr05 KIK 108 108 108 119 146 150 218 218 145 150 165 165 185 189 207 219 240 248 311 324 341 349
Capr06 KIK 92 92 108 119 133 133 218 237 150 158 169 173 177 185 207 215 244 252 311 311 341 341
Capr07 KIK 92 92 108 119 133 137 233 237 145 150 169 169 181 185 207 219 244 248 303 303 341 345
Capr24 BUH 92 112 108 115 133 133 218 218 145 150 169 169 185 185 207 215 248 252 303 311 341 341
Capr25 BUH 96 96 115 119 133 133 233 237 145 150 165 165 185 189 207 219 240 244 311 324 337 341
Capr26 BUH 92 104 115 115 133 133 218 222 145 154 169 169 173 177 201 201 248 248 311 311 341 349
Capr27 BUH 92 104 112 115 133 133 218 218 145 162 169 169 185 185 219 219 240 248 311 311 337 337
Capr30 KIK 92 104 108 123 133 133 233 233 145 154 180 180 185 189 223 223 240 244 303 31 345 345
Capr31 KIK 92 92 108 108 121 129 233 233 145 145 169 180 173 189 207 219 248 248 303 311 349 349
Capr33 KIK 112 112 108 123 121 129 233 241 145 154 161 169 185 185 199 207 236 240 303 311 341 345
Capr35 BUH 92 108 115 123 133 133 222 222 145 145 165 165 185 189 223 223 244 244 311 324 341 341
Capr36 BUH 108 108 108 115 133 141 233 237 158 158 165 169 185 185 207 219 244 244 320 324 341 341
Capr37 BUH 96 108 115 119 133 133 218 222 150 154 165 165 181 181 219 219 244 252 311 324 341 345
Capr38 BUH 96 96 112 115 133 133 237 237 150 158 153 165 185 185 207 219 244 252 303 320 341 341
Capr39 BUH 92 108 108 1156 133 137 222 222 150 158 153 165 177 177 207 215 244 248 303 316 341 345
Capr40 BUH 92 92 112 115 133 133 218 218 150 150 165 165 185 185 219 219 244 244 324 324 341 345
Capr41 BUH 92 92 115 115 124 133 206 237 154 158 165 169 177 185 215 223 240 252 303 316 328 341
Capr42 BUH 92 92 115 119 129 133 233 245 150 158 161 165 185 185 199 207 236 244 299 311 332 345
Capr43 BUH 108 108 115 123 133 133 218 222 158 162 165 165 185 185 207 219 248 252 311 324 345 345
Capr44 BUH 96 108 112 115 133 141 222 233 145 150 165 169 185 185 207 207 244 252 311 311 341 341
Capr45 BUH 104 108 115 115 133 137 218 226 145 145 165 169 185 185 207 219 244 248 311 324 337 349
Capr46 KIK 104 108 108 1156 129 137 233 241 154 154 165 180 181 181 207 207 252 252 316 324 341 345
Caprd8 KIK 104 112 108 119 121 129 218 237 145 150 165 165 185 185 207 219 248 252 303 31 353 353
Caprd9 KIK 104 104 108 115 121 137 218 241 150 150 165 165 185 185 219 219 240 248 299 31 337 345
Capr50 KIK 108 112 108 115 133 133 237 241 150 158 169 169 185 185 199 207 240 248 303 311 337 341
Capr51 KIK 92 104 108 119 121 133 218 241 154 158 165 169 185 185 207 219 236 240 311 324 337 337
Capr52 KIK 104 108 108 119 121 133 233 241 150 158 165 169 189 189 223 223 236 248 303 311 345 353
Capr53 KIK 92 96 108 119 133 133 237 241 150 154 169 169 185 185 211 219 236 248 311 324 341 341
Capr54 KIK 92 92 112 123 133 133 233 241 154 158 165 165 185 189 219 219 244 244 324 324 337 349
Capr55 KIK 92 92 119 123 121 146 222 237 150 150 165 165 185 185 219 223 244 248 311 31 341 353
Capr71 DTD 92 112 108 108 133 133 218 245 145 158 169 173 185 185 199 207 240 240 324 324 341 345
Capr72 DTD 104 104 115 119 121 121 237 245 150 158 165 173 185 185 211 219 244 248 311 311 341 345
Capr73 DTD 92 96 112 119 129 137 218 233 145 158 165 169 185 185 219 223 236 252 311 311 341 341
Capr74 DTD 92 92 112 115 121 137 237 245 145 150 169 169 177 185 207 207 236 248 324 324 332 341
Capr75 DTD 92 92 112 112 137 137 218 233 145 150 165 165 185 185 207 207 248 248 303 303 345 345
Capr76 DTD 104 112 112 115 121 133 241 245 145 158 165 173 185 185 199 207 240 248 311 320 337 345
Capr77 DTD 104 104 100 123 133 133 241 245 150 150 165 169 177 185 199 207 240 240 299 324 337 341
Capr78 DTD 92 108 112 119 133 146 226 233 154 158 165 165 185 185 199 207 236 240 320 328 337 349
Capr80 DTD 92 92 112 115 121 133 233 233 150 150 165 169 177 185 207 219 244 248 307 324 337 345
Capr81 DTD 92 104 112 119 124 137 233 233 145 154 165 169 185 189 207 219 240 244 311 324 341 349
Capr82 DTD 108 112 108 119 129 133 233 245 154 158 165 169 177 185 219 223 240 244 311 324 341 345
Capr84 DTD 104 108 100 123 133 133 222 245 150 154 165 169 177 185 199 223 244 248 303 324 341 345
Capr85 DTD 92 96 123 123 121 137 222 233 150 158 165 165 177 185 211 219 240 244 299 311 341 345
allél 92 100 121 206 145 153 173 199 236 299 328

n, gyakorisag 35 0,407 2 0,023 13 0,151 1 0,012 22 0,256 2 0,023 2 0,023 8 0,093 8 0,093 4 0,047 1 0,012
allel 96 108 124 218 150 161 177 201 240 303 332

n, gyakorisag 9 0,105 20 0,233 2 0,023 19 0,221 29 0,337 2 0,023 " 0,128 2 0,023 18 0,209 15 0,174 2 0,023
allél 104 112 129 222 154 165 181 207 244 307 337

n, gyakorisag 17 0,198 13 0,151 7 0,081 11 0,128 14 0,163 44 0,512 5 0,058 30 0,349 25 0,291 1 0,012 13 0,151
allél 108 115 133 226 158 169 185 211 248 31 341

n, gyakorisag 17 0,198 25 0,291 47 0,547 2 0,023 19 0,221 30 0,349 59 0,686 3 0,035 24 0,279 35 0,407 36 0,419
allél 112 119 137 233 162 173 189 215 252 316 345

n, gyakorisag 8 0,093 16 0,186 " 0,128 22 0,256 2 0,023 4 0,047 9 0,105 4 0,047 1" 0,128 3 0,035 22 0,256
allel 123 141 237 180 219 320 349

n, gyakorisag 10 0,116 2 0,023 13 0,151 4 0,047 28 0,326 4 0,047 8 0,093
allél 146 241 223 324 353

n, gyakorisag 3 0,035 10 0,116 1 0,128 23 0,267 4 0,047
allél 150 245 328

n, gyakorisag 1 0,012 8 0,093 1 0,012
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M17. tablazat A tiz eurépai muflon minta genotipusa a harom polimorf marker alapjan, valamint az
egyes allélek szama (n) és gyakorisaga. Pop: populacio, PH: Pilis-hegység.

Minta Pop C229 Ohel ApoV94
Ovar13 BUH 71 71 209 209 459 459
Ovar21 BUH 71 71 205 209 459 459
Ovar02 BUH 71 75 205 205 446 446
Oavr03 BUH 71 75 205 209 446 459
Ovar12 BUH 71 71 205 209 446 446
Ovar17 BUH 71 71 205 205 446 446
Ovar18 BUH 71 71 205 209 446 459
Ovar19 BUH 71 71 209 209 446 446
Ovar22 BUH 71 71 205 209 446 446
Ovar23 BUH 71 71 205 205 446 446
allél 71 205 446

n, gyakorisag 18 0,900 11 0,550 14 0,700
allél 75 209 459

n, gyakorisag 2 0,100 9 0,450 6 0,300

M18. tablazat Polimorf tetramer mikroszatellitdk 6sszehasonlitdsa damszarvasban és mas
szarvasfajokban. n: mintaelemszam, Na: allélszdm, PIC: polimorf informéciotartalom, Ho: megfigyelt
heterozigozitas, He: varhatd heterozigozitas. Dam: damszarvas, Elk: vapiti, Oszv: 6szvérszarvas, FSz:
Fehérfarki szarvas, Gim: gimszarvas, Oz: eurépai 6z, Disz: diszndszarvas, Gua: guazauvira-szarvas.
Zoblddel a legjobb, pirossal a legrosszabb értékek lathatok markerenként. Felsé indexek: 1: [173], 2:
[170], 3: [171], 4: [25], 5: [174], 6: [175]; 7: [365].

OheF OheQ C229 T156 Capcap29
Faj | Dam Elk' Oszv? FSz? | Dam Oszv® Oszv? FSz? | Dam Elk' Oszv? FSz?> Gim*|Dam Elk' Gim*|Dam 62°
n 20 30 556 587 | 20 602 556 587 | 20 30 556 587 100 | 20 43 100 | 20 513
Na 2 4 6 10 2 15 5 31 2 4 16 15 5 2 9 15 2 9
PIC | 0,13 0,36 075 | 0,13 0,85 093 | 032 064 079 045 | 0,16 0,89 | 0,16 0,72
Ho | 015 087 032 065] 015 053 084]03 050 061 068 049|010 044 085|020 074
He | 014 069 038 078|014 086 093|041 069 068 081 050|019 068 090 | 019 076
C32 T107 ApoVaT T268 c276 ApoV49 Mgoua20 ApoV146 ApoV75
Faj | Dam EI' [ Dam Elk' ©z° | Dam Disz®| Dam EI' | Dam Elk' | Dam Disz® | Dam Gua’ | Dam Disz® | Dam Disz®
n 19 24 | 20 30 513 | 20 200 20 43 | 18 27 | 20 213 | 20 14 | 20 208 | 20  200*
Na 2 2 5 4 12 2 1 3 4 2 2 2 3 2 3 2 3 2 1
PIC | 0,17 0,67 0,81 | 027 0,21 0,33 027 013 | 0,36 0,36 042 | 0,29

Ho | 0,00 037080 037 080|030 000]025 053]050 012]030 000|045 054|045 0,3 035 0,00
He | 0,79 032073 049 083|033 000|023 071]044 012]033 014|048 042|048 053|036 0,00
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14 Koszonetnyilvanitas

Els6ként szeretném legmélyebb haldamat kifejezni témavezetém, Dr. Zenke Petra felé, aki
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Ezen kivul szeretném megkdszonni a hozzajarulasat az 6sszes vadasznak, aki mintakat
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Az altaluk kuldott mintak nélkll nem jott volna létre ez a kutatas. Emellett szeretném még
megkoszonni Dr. Kamila Plisnek, aki a sajat kutatasabdl rendelkezésemre bocsatotta a

magyar 6z szekvenciakbdl szarmazd adatokat az elemzésekhez.

Szeretném tovabba megkodszonni a szakdolgozéim, Turi Orsolya, Petes Valentina és Suranyi
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tirelmiket, megértésiiket és toretlen biztatdsukat, ami a megprébaltatasok kdzepette is
tartotta bennem a lelket, kulonos tekintettel Dettire és Miguelre, akik mindig tudjak mit kell

mondani egy stresszes helyzetben.
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