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Absztrakt

A vadvilag ellen elkdvetett biincselekmények egyre nagyobb mértékben fordulnak eld, igy a
vadgazdalkodasi szempontbdl is értékes damszarvas allomany védelme sziikséges. Kutatdsunk
célja egy igazsagiigyi célu felhasznalasra is alkalmas genetikai markerkészlet fejlesztése volt.
Ehhez kétféle markertipust hasznaltunk: a geografiai elkiilonitésre potencialisan alkalmas
mitokondrialis kontroll régié haplotipusait, és az egyedi szintli azonositasra hasznalhato
nuklearis tetramer mikroszatellitakat (100 db). Mindkét markertipussal alacsony genetikai
valtozatossagot mutattunk ki a magyar damvad allomanyon beliil (5 haplotipus 100 mintaban,
illetve 16 polimorf mikroszatellita 2-5 allélal 20 mintan vizsgalva), ami a mitokondrialis marker
esetében nem teszi lehetdvé a foldrajzi elkiilonitést, de kizardsos vizsgalatokra igy is
alkalmazhato. A mikroszatellitak esetében a megfigyelt diverzitas az identitas valosziniiség
(PI1=1,2*10°) alapjan alkalmas egyedi szint{i azonositasra, vagyis sikeres volt a markerkészlet

fejlesztése.

Assessing the genetic diversity of Hungarian fallow deer populations for forensic use

Wildlife crime is on the rise in Hungary, therefore, there is a need to protect the valuable fallow
deer populations. The aim of our research was to develop a genetic marker set for forensic use.
For this purpose, we used two types of genetic markers: the mitochondrial control region for
possible geographic isolation and nuclear tetranucleotide microsatellites (100) for individual
identification. Both types of markers showed low genetic variation within the Hungarian fallow
deer population (5 haplotypes in 100 samples, 16 polymorphic microsatellites with 2-5 alleles
in 20 samples). Based on our results the mitochondrial control region was proven to be
unsuitable for identifying the geographic origin, however, it could still be useful for exclusion
studies. Concerning microsatellites, the probability of identity (P1=1.2*10), calculated based
on the observed diversity, suggests that it is suitable for individual identification, hence the

marker set development was successful.
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1. BEVEZETES

A damszarvas (Dama dama) jelentds, tobb, mint 40 000 egyedet szamlalo populacioval
rendelkezik Magyarorszagon, melynek kozel 45%-a évente kilovésre keriil. A damvad
vadaszatara épiilt szolgaltatasok, illetve a kilovésekbdl szarmazo vadhus és trofea miatt a faj
nagy vadgazdalkodasi értéket képvisel, emellett kulturalis és természetvédelmi jelentésége is
van. Bar torvények szabalyozzak a faj vadaszatat, ennek ellenére az egyre novekvé mértéki
orvvadaszatnak olykor a damszarvas is aldozatul esik. Az ilyen jogkdvetkezményekkel jard
eseteknél nehéz bizonyitani a gyanusitott biindsségét. Ebben nyujthat segitséget a helyszinen
¢s a gyanusitott személynél talalt bioldgiai anyagmaradvanyok (pl. szarvashts) genetikai
azonositasa, amivel az inkriminalt allathoz, illetve a blineset helyszinéhez kothetd az elkoveto.
Ehhez azonban sziikség van olyan genetikai markerekre, melyek lehetdvé teszik a
damszarvasok egyedi szintli azonositdsat, mely jelenleg nem all rendelkezésre. Kutatasunk
célja egy erre alkalmas markerkészlet 0sszeallitasa, mely tovabbi moddszertani fejlesztéssel

jogkovetkezményekkel jard esetekben is alkalmazhato.

1.1. Az europai damvad (Dama dama) altalanos leirasa

A damszarvas a szarvasfélék (Cervidae) csaladjaba tartozo nagytestii vad, melynek jellegzetes,
lapatszerli agancsa megkiilonbozteti a tobbi rokonfajtol [1]. A bikak és tehenek az év nagy
részében kiilon csoportokban élnek, altaldban csak szaporodasi iddszakban gylilnek Gssze
oktober kornyékén, szaporoddsi rendszeriikre pedig a poliginia jellemzd (egy him tobb
nosténnyel is parosodik egy szaporodasi idészakban) [2, 3]. A damszarvas altal kedvelt
¢léhelytipusok a ritkédsabb fas tarsuldsok, de ez évszakok, nemek, kor ¢€s teriiletek szerint
valtozhat [2, 4]. A fiives és zart erdei tarsulasokban is megfigyelhetd a faj. Korabban az europai
damvadat alfajként (Dama dama dama) tartottdk szamon a Dama genus-on belil a
mezopotamiai damvaddal egyiitt (Dama dama mesopotamica) [5]. Ma mar a molekularis

genetikai vizsgalatok alapjan kiilon fajként jegyzik oket [6, 7].

Az eurdpai damszarvas nevével ellentétben eurdzsiai eredetii, tobb kutatds is megerdsitette,
hogy a mai Torokorszag (Kis-Azsia) teriiletén é16 damvadak alkotjak az utolsé Gshonos
populaciét [8, 9]. A faj mara kozmopolita elterjedésiivé valt (1.abra) [5], melyet els6sorban nem
természetes folyamatok, hanem ember altali be- és attelepitések eredményeztek, melyek mar a
rémai civilizacid kora elétt megkezdodtek [9]. Erre azért volt sziikség, mert korabban, a
Pleisztocén (jégkorszakok) idején, a faj szinte teljesen kipusztult Eur6pabodl, ami akkor a {6

elterjedési teriilete volt [10]. A klimatikus hatasokat a leglijabb kutatasok szerint csak



Szicilidban, a Balkanon és Kis-Azsia teriiletén élte tul a damszarvas [9]. A megmaradt Kis
populacidk valdsziniileg nem rendelkeztek a sziikséges alkalmazkodo képességgel és genetikai
diverzitassal, hogy maguktol visszahdditsak teriileteiket, ezért ez csak emberi beavatkozassal

volt lehetséges [11].

A Pleisztocént kovetden a korai Neolitikum idején kezd6dott meg a damszarvas telepitése [9,
12]. Els6ként az Egei-tenger egyes szigeteire (Rodosz [12], Kréta [9]), majd a Bronzkorban
tobb mediterran teriiletre is betelepitették nyugati iranyban [12]. Kés6bb az egyik legnagyobb
hatast a faj elterjedésére a Romai Birodalom gyakorolta, hiszen a rémaiak telepitették be
Ko6zép-és Eszak-Europaban [13]. gy egészen Portugéliaig [14] és a spanyol szigetvilagig
(Mallorca [15]) elterjedt, s6t Britanniaba is a romaiak vitték be a damszarvast [16]. A késo
kozépkorban a Brit-szigeteken, és mas Eszak-eurépai régiokban tjabb telepitési hullam
kovetkezett, ami valosziniileg nagyban meghatarozta a mai populaciokat [13]. Ezt kovet6en a
18-20. szazadban zajlott nagyobb mértékli transzlokacidja a damszarvasnak, igy az 1900-as
évektdl az Antarktiszt és Azsiat leszamitva (kivéve Kis-Azsia), valamennyi kontinensen jelen

van, egészen a Karib-tenger térségétél Uj-Zéland és Ausztralia szigetvilagaig (1.4bra) [5, 17].
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1. abra: Az eur6pai damvad (Dama dama) elterjedési tertiletei (fekete pontok) [5].

1.2. A magyarorszagi dimszarvas-gazdalkodas jellemzoi

A magyar damszarvas populéacié eredetérdl megoszlanak a vélemények, egyik elterjedtebb
nézet, hogy legkordbban az Anjou uralkoddk, illetve Matyéas idejében torténtek meg a
betelepitések. Irasos feljegyzések csak a XVIIIL szazadot kovetden vannak szabadon é16
damszarvasokrol. Mai hazai elterjedése az 1969-ben induld betelepitési programnak

koszonhetd, melynek soran 1970-1987 kozott 81 teriiletre jutott el a faj [18, 19].



Manapsag a legfrissebb adatok szerint tobb mint 40 000 a damvad populacié egyedszama [20].
A legjelentdsebb allomanyok Pest és Tolna megyében talalhatoak (kb. 5000 egyed), amik mar
az 1980-as években is meghatarozoak voltak [5, 20]. A legkevesebb damszarvas Jasz-Nagykun-
Szolnok és Borsod-Abatj-Zemplén megyékben van (kb. 200-200 egyed) [20].

A fajnak jelentés vadgazdalkodasi értéke van az orszagban, egyrészt a vadhus, masrészt az
agancs trofeak miatt. Ezt bizonyitja az is, hogy 2021/2022-es vadaszati évben az egyedek
42,5%-a kilovésre kertilt (kozel 17 000 damvad), melyb6l majdnem 500 000 kg vadhus és 1906
érmes trofea szarmazott. Az utdbbiak koziil 783 a legrangosabb arany mindsitést kapta [20].
Az érmes trofedk onmagukban is nagy értéket képviselnek, illetve az értékesitett vadhus is, de
a damszarvas (és egyéb vad) vadaszata koré épiilt szolgaltatdsok tovabbi bevételt nyujtanak az
egyes vallalkozasoknak és az allamnak. A 2021/2022-es vadaszati évben a vadgazdalkodasbol
szarmazo6 Osszbevétel 3780 millio Ft volt, tehat a faj gazdasagi értéke nemcsak a beldle
szarmaz6 termékekbdl, hanem a vadaszati engedélyekbdl és szolgaltatasokbol is all [20].

Emellett természetvédelmi és kulturalis értékekkel is rendelkezik.

Ennek koszonhetden a damszarvas vadaszata jogszabalyi keretek kozott zajlik (pl. 1996.évi
LV.-6s torvény [21]). Az elejtés csak arra jogosult személy altal, vadaszati célra engedélyezett
eszkozzel és vadaszati idényben torténhet. Amennyiben barmelyik feltétel nem teljesiil a

kilovés soran, akkor illegalis vadaszatrol van szo.

Sajnalatos modon tobb kutatds is kimutatta az orvvadaszat ndvekvd tendenciajat
Magyarorszagon, de pontos szamokat nehéz mondani [22, 23]. A damszarvasok kiilongsen
csabitd zsakmanyt jelenthetnek ezeknek a vadaszoknak, hiszen az orszagbodl keriilnek ki az
egyik legjobb mindségli trofeak. Kiilondsen Gyulaj kornyékén taldlhatoak a legértékesebb
példanyok, innen mdar tobb, a Nemzetkézi Vadaszati és Vadvédelmi Tanacs (CIC)

vilagranglistajan szerepl6 agancs is szarmazik [24].

Az orvvadaszatot azonban nehéz felfedezni és bizonyitani. Bar sokszor még a vadasznal van az
illegélisan elejtett vad, de annak minden kétséget kizard bizonyitasa, hogy az adott egyedet
ténylegesen nem megfeleld koriilmények kozott 16tte ki, sokszor lehetetlen. A térvényszéki
alkalmazottak munkajat tovabb neheziti a tény, hogy egyelére nem all rendelkezésre a hazai
damokat egyedi szinten azonositani képes validalt genetikai modszer, amellyel a kilovés
helyszinén és az elkdvetOnél talalt damszarvastol szarmazo bioldgiai anyagmaradvanyokat
Ossze lehetne hasonlitani, és a vadaszt az elkovetés helyszinéhez vagy az elejtett llathoz kotni
[25].



A damok védelme érdekében tehat sziikség lenne egy, a jogkovetkezményekkel jar6 esetekben
is hasznalhatd, egyed szintli azonositasra alkalmas genetikai markerszett létrehozéséara, mely
alkalmas lenne a fent emlitett igyek megoldasara. A kutatasunk egyik célja tehat ennek a
markerkészletnek a kifejlesztése. llyen kutatasokkal az igazsagiigyi allatgenetika tudomanya

foglalkozik.

1.3. Igazsagiigyi céla allatgenetika kutatasok

Az igazsagiigyi genetika célja a blinesetekkel kapcsolatos bioldgiai bizonyitékok vizsgalata a
blintény megoldasanak érdekében. A 2000-es évektél mar nemcsak embereken elkdvetett
blincselekmények esetében alkalmaznak genetikai vizsgalatokat, hanem megkezdddtek a
vadvilag védelme érdekében végzett kutatasok is [23, 26-30]. A vadon éI6 allatok ellen
elsdsorban az orvvadaszat ¢és illegalis kereskedelem a leggyakrabban elkdvetett biincselekmény
[31]. Emellett el6fordulhatnak vadgazolasok [32], illetve azok az esetek is, mikor a
hastermékeket nem az arumegjelolésen feltiintetett allatfajbol allitjak eld [33, 34]. Az emlitett
tigyek megoldasdhoz sokféle genetikai markert alkalmaznak a kutatok, melyek a fajok
elkiilonitésére [33-37], az ivar meghatarozasara [38] vagy sok esetben egyed szinti

azonositasra [23, 26—29] alkalmasak.

1.3.1 Mitokondrialis DNS eldnyei és alkalmazasa igazsagiigyben

Az alkalmazott genetikai modszerek kozé tartozik a mitokondrialis DNS (mtDNS) vizsgalata,
mely hasznalhat6 faji/alfaji megkiilonboztetésre [33, 34, 37, 39-41], illetve egyes esetekben
populaciok elkiilonitésére is [42, 43]. A nuklearis génszakaszoknal altalaban magasabb
mutacios ratajaval rendelkezik, amit a kevésbé hatékony masolasi hibat javitd mechanizmusok
eredményeznek [44], uniparentalis (anyai) 6rokl6dése miatt pedig a rekombinaciok hianyoznak
[45]. A mitokondrialis szakaszok vizsgalata fontos lehet a geografiai eredet meghatarozasanal,
mivel egy-egy haplotipus adott régioban torténd fixalodasaval egy ismeretlen eredetii biologiai
minta haplotipusa alapjan az egyed szarmazasi helye meghatarozhato [13]. A mtDNS-t az
alkalmazasi lehetdségei miatt ajanlott lehet az egyedi szintii azonositasra alkalmas genetikai

markerek mellett hasznalni, mint kiegészitd vizsgalatot.

A mtDNS széleskorben alkalmazott szakasza a kontroll régié (D-loop), mely a mitokondrium
cirkularis genomjanak nem kodold része, ami egy centralis konzervalt és két periférialis
hipervariabilis régiobol all [46]. Tobb kutatas is kimutatta a hatékony inter- és intraspecifikus
elkiilonitési képességét a perifériak hipervariabilitasanak kdszonhetéen [30, 39, 45, 47, 48], igy

jol alkalmazhat6 az emlitett kiegészitd vizsgalatokhoz.



A mtDNS tovabbi eldnye, hogy erds fehérje burok veszi kortil, illetve sejtenként akar tobb ezer
kopiaban is el6fordulhat, ezaltal kis mennyiségi degradalt mintakbol is altalaban sikeresen
kimutathatd [49]. Mivel jogkovetkezményekkel jard eseteknél gyakran a kornyezeti hatasok
miatt erdsen sériilt mintakat kell vizsgalni (pl. UV, nedvesség és baktérium okozta bomlas)
[50], igy a nuklearis DNS mellett érdemes a mtDNS vizsgalata is, hiszen eléfordulhat, hogy

csak ez mutathato ki a mintabol.

1.3.2 Mikroszatellita alapu genetikai vizsgalatok

A vadvilagi biinesetek megoldasahoz sokszor egyed szint{i azonositas sziikséges [23, 26-29], a
csupan ivari vagy faji azonositast célzd modszerek ugyanis csak bizonyos esetekben
elégségesek (pl. hustermékek Osszetételének vizsgalata [33]). Az egyedi szintli azonositas
elterjedt modja a mikroszatellitak alkalmazasa, melyeket STR-eknek (rovid tandem
ismétlédések) is hivnak. Ezek a DNS részek 2-6 bazispar hosszisagl egységekbdl allnak (pl.
ATC-ATC), melyek egymas utan tobbszor ismétlddnek a szekvencidban. A mikroszatellitak
mutacios rataja igen magas [51], igy nagy mértékii polimorfizmust mutatnak. A variabilitas a
bazismotivum ismétlddésének szdmaban mutatkozik meg, tehat hosszpolimorfizmusrol van sz
[26]. Adott lokuszon minden eltéré szamu ismétlodést tartalmazo mikroszatellita egy-egy allélt
beliil maximum két kiilonb6z6 lehet (egy apai €s egy anyai). Mivel a komplexebb él61ények
genomjaban nagy szaml mikroszatellita talalhatd, melyeknek egyenként is sok allélja lehet
populécids szinten, igy ezeknek az alléleknek a kombindldsaval egyedi szintli genetikai
~mintdzatot” (genotipus) kapunk, amely kimutatdsa fontos része a forenzikus célu
vizsgalatoknak [26]. Emellett mikroszatellitakat alkalmaznak példaul populécio struktira [52,

53] és genetikai diverzitas kutatasahoz is [54].

Forenzikus vizsgalatoknal a mikroszatellitakon beliil a tetranukleotidok alkalmazasa javasolt,
vagyis azon markerek, melyekben négy bazisparbol all az ismétlddé motivum (pl. TAGA-
TAGA) [23, 26-29]. Az ennél hosszabb penta- és hexamer mikroszatellitak ugyanis nem
annyira gyakoriak az él6lényekben, €s rendszerint kevés alléllal rendelkeznek ahhoz, hogy
egyedi azonositasra hasznalhassak Oket [26]. A rovidebb di- és trimer mikroszatellitak pedig a
PCR soran sokszor alterméket adnak, vagyis kevesebb vagy tobb ismétlodést tartalmaz a
termék, mint a kiindulasi DNS [23, 26]. Ez az un. ,,dadogas” jelensége, ami abbol adodik, hogy
hurok képzddik a DNS-en a PCR soran, ami miatt megszakad a DNS szélat szintetizalo enzim
(DNS polimeraz) mikodése [55]. A szintetizalas Gjra indulasakor a hurkolodott rész (altalaban

egy motivum) kimarad, tehat rovidebb lesz a termék, vagy tobbszor szintetizalodik, vagyis
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hosszabb lesz a termék. Mivel az igazsagiigyi célu vizsgalatoknal kifejezetten fontos az eredeti
mikroszatellita ismétlédés szamanak megéllapitasa, kiillondsen példaul kevert mintak esetében,

igy ezek a markerek sem ajanlottak a kriminalisztikaban.

A mikroszatellitakkal valé hatékony munka része a multiplex PCR-ben val6 felszaporitasuk és
kimutatasuk lehetdsége is. A multiplex PCR Iényege, hogy parhuzamosan tobb marker terméke
amplifikalodik a reakcié soran ugyanabban a reakcio elegyben. A tapasztalatok alapjan ez nem
mindig lehetséges, egyes esetekben példaul a primerek dimerizacidja 1éphet fel, ami gatolja a

PCR reakcio miikodését [28].

A PCR amplifikéci6 soran sokszorositott DNS fragmenteket (mikroszatellita allélokat) ki is kell
mutatni a reakciot kovetden, erre legszélesebb korben haszndlt modszer a kapillaris
elektroforézis, amely egy bazispar kiilonbséget is érzékelni képes preciz technika [56]. Ehhez
fluoreszcens jeloléssel kell ellatni a PCR soran keletkezé termékeket, mivel igy lehetségessé
valik a fluorofor 1ézeres gerjesztésén alapulo detektalas. A jelolés leggyakrabban alkalmazott
modja a forward primerek fluoreszcens jellel valo ellatdsa, ami igy a keletkezd termékre is
rakertil [57]. Az egyes primerek fluoreszcens jeldlése azonban meglehetdsen koltségigényes,
szemben a harom primeres ,,farkas” (masnéven tailing) technikaval. Ez ugyanis egy univerzalis
primerhez (masnéven farok szekvencia vagy adapter) kapcsolt fluoreszcens jelet haszndl, a
hagyomanyos reverz és farok szekvenciaval ellatott forward primer mellett. igy amikor a PCR
kezdeti ciklusaiban az adapter szekvenciaval ellatott forward primer termékeket képez, ezekhez

mar a jel6lt univerzalis primer is kapcsolodni tud, és jelolt termékeket hoz 1étre (2.abra) [58].

Forward primer az univerzalis

A

primer szekvenciaval

Reverz primer ¥

{:- Fluoreszcens jelli univerzalis e e——777777

primer

A

o I o S

2. dbra: A ,farkas” fluoreszcens jel6lési technika miikodése a PCR ciklusaiban [58].



A mikroszatellita markerkészletek fejlesztésének utolsd 1épése a modszer validdlasa, ami
lehetové teszi a jogkovetkezményekkel jard eseteknél valdo alkalmazasat. A Kifejlesztett
markerkészletek nagy része azonban nem rendelkezik validaltsaggal, igy csak korlatozott
mértékben hasznalhatoak. A validalasi folyamat ugyanis rendkiviil sok kovetelményt allit a
modszer elé, egyrészt fel kell tiintetni a fejlesztéshez hasznalt relevans referencia cikkeket, a
vizsgalt faj pontos adatait (pl. taxondémiai besorolds), a mintak feldolgozasahoz hasznalt
modszereket (pl. DNS kinyerés modja), illetve a primerek informacioit (lokusz, szekvencia)
[59]. A markerkészlethez meg kell tovabba allapitani valamennyi statisztikai adatot, ami
informdaciot nyujt a markerkészlet azonositasi erejérol. Ilyen lehet a megegyezési valdsziniliség
(MP: match probability), a valdsziniliségi rata (LR: likelihood ratio) [27] és az identités
valoszintiség (PI: probability of identity) [60]. Az MP annak a valoszinlisége, hogy adott
populacidobdl random kivalasztott egyed DNS profilja megegyezik a populacid egy masik
egyedének genetikai profiljaval [27]. Ez foként a populacidos besorolas soran fontos
mérészam akar kisebb variabilitasndl is miikodhet (pl. nagy a populaciok kozotti genetikai
elkiiloniilés). Az LR megmutatja, hogy mennyire valdszinili egy bizonyos allapot egy alternativa
teljesiilése esetén [27]. A PI pedig megadja, hogy mekkora valdszintiséggel egyezik meg a

populéaciobol véletlenszeriien kivalasztott két egyed genotipusa a markerkészlet szerint [60].

Tovéabbi fontos szempontok a modszerfejlesztés sordn az érzékenység, stabilitas, faj-
specificitas, ismételhetéség és robusztussag [27, 59]. Erzékenység alatt a modszer limitald
tényezoit értjiik, vagyis milyen koriilmények kozott nem alkalmazhatdo mar a méodszer (pl. DNS
mennyiség, PCR (polimeraz-lancreakcio) beallitas) [59]. Stabilitasnal azt vizsgaljak, hogy
milyen mértékii DNS degradacio mellett miikodik még a markerkészlet [27]. Faj-specificitas
esetében a rokon fajokra kell kereszt-tesztelni a markereket, és megallapitani, hogy naluk
milyen mértékben milkodik a markerkészlet [23, 27]. A megismételhetdségnél azt kell
vizsgélni, hogy a markerek ugyanannak a DNS mintanak az ismételt vizsgalata soran hanyszor
produkaljak ugyanazt az eredményt [27, 59]. A robusztussag is ehhez hasonlo, de itt a
koriilmények, eltérd tipust berendezések, illetve elemzési mdodszerek valtozatossaga mellett

kell ugyanazt az eredményt kapni [27].

A Cervidae csalad (szarvasfélék, ahova a damszarvas is tartozik) esetében is tobb fajra
kifejlesztettek mikroszatellita markerkészleteket, de validaltsaggal csak néhany rendelkezik
[23, 27]. Azonban a nem validalt azonositasi modszerek eredményei és tapasztalatai igy is

értekes informaciot adhatnak a damszarvasok egyedi szintli azonositdsdt megcélzo
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modszerfejlesztés szempontjabol. Példaul a felsorolt fajok esetében valdsultak meg ezek a
kutatasok: gimszarvas (Cervus elaphus) [23], brit kolumbiai Oszvérszarvas (Odocoileus
hemionus columbianus) [26], 6szvérszarvas (Odocoileus hemionus hemionus) [26], europai 6z
(Capreolus capreolus) [27], vapiti (Cervus canadensis) [28, 29] és a javorszarvas (Alces alces)
[61].

Fontos tisztaban lenni azzal, hogy fajonként és régionként valtozhat, hogy hany mikroszatellita
alkalmazasaval érhetd el az egyedi szintli azonositas [23, 26-29]. Az &szvérszarvas és brit
kolumbiai 6szvérszarvas esetében az USA-ban elég volt nyolc marker [26], ugyanitt a vapitinél
tobb, mint tiz kellett [28, 29]. Magyarorszagon a gimszarvas azonositasahoz tiz mikroszatellita
szintén elégnek bizonyult a vizsgalt populacioknal [23], mig Svajcban az eurdpai 6znél 12
markert alkalmaztak [27]. A fajok és teriiletek kozotti kiillonbséget az okozza, hogy a
mikroszatellitak eltéré szamu allélokkal és eltér allél-gyakorisaggal rendelkezhetnek az egyes
régiokban/fajokban. Igy adott teriileten adott fajra kifejlesztett markerszett legtobbszor csak

valtoztatasokkal alkalmazhat6 mashol, és foleg mas fajra [26].

A mikroszatellitak primer koté régidinak konzervaltsaga miatt el6fordulhat, hogy egyik fajra
tervezett primer egy masik rokon fajban is miikodoképes. Példaul a gimszarvas és eurdpai 6z
markerkészletének tesztelésekor egyes mikroszatellitdk specifikus terméket eredményeztek

damszarvasok esetében is [23, 27], igy ezeket érdemes belevonni a sajat fejlesztésbe.

Osszességében a tapasztalatok azt mutatjik, hogy az egyes szarvasfajoknal viszonylag kevés
szamu, nagy polimorfizmust mutaté marker alkalmas lehet az egyedi azonositasra [26]. Ez
azonban fiigg az adott taxon genetikai adottsagaitol és diverzitasatol is, igy a fejlesztésiinkhoz
mindenképp sziikséges megismerni a ddmszarvason végzett eddigi genetikai kutatasokat, hogy

atfogobb képet kapjunk a faj genetikai hatterérdl.

1.4. Damszarvassal kapcsolatos genetikai kutatasok
Szamos teriileten végeztek mar kutatast a damszarvassal kapcsolatban, legyen az egészségiigyi
[62], evolucidbiologiai [39] vagy éppen populacidstruktirara vonatkozo vizsgalat [13]. Az
eddigi kutatasok egyontetlien a ddmszarvas populéaciok alacsony genetikai diverzitasat mutattak
ki tobbféle genetikai marker vizsgalataval is [3, 13, 18, 62-67]. A vizsgalt markerek a PRNP
gén (prion protein gén), vér és szovet proteinek, mtDNS és mikroszatellitak voltak. Erdekes
moddon a mikroszatellitak sem mutattak sokkal nagyobb mértékii polimorfizmust a fajon beliil,
pedig kozel 40 dinukleotid markert teszteltek ir és tasman populacidkban (altalaban hét-harom

allél/marker) [3, 63].
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Az eddigi egyik legatfogobb kutatas nemcsak egy adott région beliil mérte fel a damszarvasok
genetikai diverzitasat, hanem tiz europai orszagbol (koztiikk 14 darab Magyarorszagrol) és
Kanadabdl is vett damvad mintakat [13]. A mintakon (nem tetranukleotid) mikroszatellitak
mellett mitokondrialis DNS-t (kontroll régid) is vizsgaltak. A kutatas kimutatta, hogy bar
regionalisan alacsony a polimorfizmus, az egyes régiokban €16 populaciok kozott nagy lehet a
genetikai diverzitas. Ennek elképzelheté oka a populaciok kozotti vandorlas (génaramlas)

hianya, és az eltér6 biotikus és abiotikus hatasokhoz val6 alkalmazkodas [13].

Tobb kutatas is vizsgalta a regionalisan alacsony genetikai diverzitas lehetséges okait. Egyrészt
a Pleisztocéni jégkorszakok miatt jelentdés egyedszam csokkenés kovetkezett be, ami
palacknyakhatast (bottleneck) okozott [13]. Az ezt koveté ember altali transzlokaciok szintén
tovabb rontottdk a faj genetikai diverzitasat, hiszen ezek a betelepitések legtobbszor kis
egyedszammal torténtek (pl. tasman populacional 12 egyeddel [68]) [13, 63]. A kis populaciok
hatranya, hogy érvényesiil az alapitohatds és a genetikai sodrodas, mindkettd jelenség
diverzitascsokkent6 [3, 13, 63]. Emellett egyes kutatasok kimutattak a damvad populaciokon
beliili beltenyészettséget is [3, 18]. A damszarvasok szaporodasi rendszere sem tdmogatja a
genetikai diverzitdas novekedését, hiszen a fajra poliginia jellemzd, aminél a dominans
himeknek nagyobb a szaporodasi sikere [3]. Ez azt vonja maga utan, hogy a dominans egyedek
alléljai terjednek el nagy mértékben a populacion beliil, mig a nem domindns himek alléljai

rendkiviil ritkak lesznek, igy az effektiv populacioméret a tényleges populacioméretnél kisebb.

Ami a magyar damszarvas populaciot illeti eddig két genetikai kutatas foglalkozott vele
részletesebben [13, 18]. Az egyik a mar emlitett kutatas, melyben 14 darab hazai mintat is
elemeztek [13], mig a masik kifejezetten az északkelet-magyarorszagi damszarvas populaciot

vizsgalta 41 mintaval [18] (3.abra). A két kutatas 6sszesen 6t haplotipust talalt a mintavételezett

) Bockereki-erdd
Tlszagob *

8 Gl’lt;13
20

3.abra: A magyar damszarvas populaciobol eddig tortént mintavételezések helyei (csillag és név), a mintak szama (szam) és a hozzajuk
kapcsolodo kutatasok: sarga [13], zold [18].
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egy egyedben volt jelen. Ez a tobbi orszaghoz képest viszonylag magas diverzitast jelent [13],
de a mas fajokban kimutatott haplotipus valtozatossaghoz képest ez is alacsonynak tekinthetd,

tehat mMtDNS-t nézve Magyarorszagon is érvényesiil a regiondlis alacsony genetikai diverzitas.

2. CELKITUZESEK

Célunk egy olyan polimorf mikroszatellita markerkészlet kifejlesztése, mely alkalmas a magyar
damvadak egyedi szintii azonositasara, figyelembe véve annak késdbbi, jogkdvetkezményekkel
jaro esetekben (pl. orvvadaszat) torténé alkalmazhatosagat is. Emellett kiegészit6 vizsgalatként
allomanyok regionalis elkiilonitésére.

Ennek eléréséhez az alabbi 1épéseket terveztiik véghez vinni:

e damszarvas mintak gy(ijtése olyan hazai teriiletekrél, amelyek populécioirdl genetikai
informaci6 eddig nem allt rendelkezésre
szarmazo6 mintakon

e a szarvasfélék (Cervidae) genetikai vizsgalataira eddig hasznalt tetramer
mikroszatellitdk nemzetk6zi irodalomban valo felkutatasa

o akivalasztott mikroszatellitdk tesztelési modszerének kidolgozésa, sziikséges esetekben
primerek tervezésével

e markerek tesztelése monoplex PCR rendszerben, az optimalis miikodési feltételek
kialakitasa érdekében

e az id6- és koltséghatékony modon torténd elemzések megvalositasahoz a specifikus
terméket ado markerek multiplexekbe rendezése (az ugynevezett ,,farkas” fluoreszcens
jeloléses technikat is alkalmazva)

e Kkapillaris elektroforézis alkalmazasa a vizsgalt mikroszatellitak polimorfizmusanak
meghatarozasara a magyar damszarvasokban

e apolimorf markerekkel a ddmszarvasok egyedi szintli azonositasa.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Mintagyiijtés és feldolgozas
A markerek teszteléséhez hasznalt damszarvas mintak 2019-2022 kozotti legalis kilovés soran
elejtett példanyokbol szarmaznak. Ilyen médon 48 damszarvas egyed szOvetmintdja allt

rendelkezésiinkre a vizsgalatokhoz, melyek az orszag tobb pontjan keriiltek elejtésre (4.4bra).

Isaszeg
Vértes PIIIS* *
6 Lajosmizse
2
Szekszard

X

4. abra: A kutatasban felhasznalt damszarvas mintak szarmazasi helye (csillag és név) és szama.

A kilovést kovetden az egyedekbdl kimetszett kis mennyiségli izomszovetbdl, illetve szoros
bérmintabol tortént a DNS kinyerése a FavorPrep™ Tissue Genomic DNA Extraction Mini
Kittel, a hozza tartozo protokoll szerint. A mintak elékészitésekor a rendelkezésiinkre bocsatott
szovetdarab belsejébdl tortént a kinyeréshez sziikséges anyag steril szikével torténd kimetszése
annak érdekében, hogy minél kisebb esélye legyen a kontaminacionak. A genetikai anyag
kinyerését kovetden a tisztitott DNS-minta mindségét agardzgél elektroforézis segitségével
ellenériztiik, mig a mennyiségi ellendérzés a Qubit® 2.0 Fluorometer hasznalataval tortént. A
megmaradt szovetmintakat és a kipreparalt DNS-oldatokat a tovabbi felhasznalasig -20°C-on
taroltuk. Az elejtést és a szOvetdarab kimetszését vadaszok végezték, az ezt kovetd

munkafolyamatokat mi hajtottuk végre steril labor koriilmények kozott.

ere s

A kinyert DNS mintakbodl (n=46, mivel nem rendelkeztliink még a lajosmizsei mintakkal) PCR
soran amplifikaltuk a majdnem teljes kontroll régiot (944 bp), a reakcidoban sajat tervezési

primereket alkalmaztunk, amiket PrimerDesigner4 (http://www.scied.com) segitségével
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terveztiink: CervCR1 (forward) 5>-GCCCCACTATCAACACCC-3’, DamaCR 16 330 (reverz)
5>-TATGCATAATTAGAGAAAAATTGG-3".

A PCR paraméterei:

- Kezdeti denaturacio: 94°C - 1 perc

- 32 ciklusszdmban ismétl6dé harom szakasz:
o Denaturaci6: 94°C - 40 masodperc
o Anellacié: 56°C - 40 masodperc
o Elongaci6: 72°C - 80 mésodperc

- Végso elongacio: 72°C - 2 perc

A kapott termékek megfeleld amplikon méretét agardz gélelektroforézissel ellendriztiik. A
sikeresen felsokszorositott kontroll régiokat NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kit segitségével
tisztitottuk (a megadott protokoll szerint), majd a BIOMI Biotechnoldgiai Szolgaltatd Kft.
kozremiikodésével szekvenaltuk Oket. A kész szekvencidkat a SequencherTM 4.1.2 (Gene
Codes Corp) programmal dolgoztuk fel, vagyis ezzel javitottuk a hibdsan azonositott
nukleotidokat és létrehoztuk a konszenzus szekvencidkat (a forward és reverz irdnyu

szekvenciakbol).

A mintaelemszam novelése érdekében kordbbi magyarorszagi kutatasok kontroll régio
szekvenciait is meg akartuk vizsgalni, melyeket az NCBI (National Center for Biotechnology
Information) GenBank adatbazisabol valogattunk ki. Ez 6sszesen 55 tovabbi mintat jelentett
volna (lasd 11.oldal 3.abra), de csak 54 volt megfeleld mindségii és hossziusagu. Ezek a
kutatasok a kontroll régio rovidebb szakaszait vizsgaltdk: Dél-Magyarorszagon (n=13) 530 bp,
Eszakkelet-Magyarorszagon (n=41) 450 bp. Mivel a hosszabb szekvenciaknak tobb informacié
tartalma van, igy els6ként a sajat szekvencidkat elemeztiik, majd haladtunk a rovidebbek felé

(végén mind a 100 mintat egyben vizsgalva, a kozos 450 bp hosszu részen).

A konszenzus ¢és letoltott szekvencidkat MEGA X szoftverrel illesztettiik (ClustalwW
alapbeallitassal). A kapott illesztést NETWORK programmal elemeztiik, hogy megallapitsuk
¢és vizualizaljuk a mintak foldrajzi szarmazasa €s genetikai tdvolsaga kozotti Osszefiiggéseket

(median joining modszerrel készitettiink abrakat).

Fontos volt, hogy megallapitsuk mennyire alkalmazhaté a kontroll régi6 a hazai ddmvad
allomanyok regiondlis elkiilonitésére, és ezaltal mennyire tud segiteni jogkdvetkezményekkel

jaro eseteknél. Ehhez DNA Sequence Polymorphism szoftverrel Wright-féle F-statisztikat
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szamoltunk. Az igy kapott Fst (fixacios index) érték a populaciok tagoltsagarol ad informéciot,
mivel megmutatja, hogy mekkora a heterozigotak aranyanak csokkenése annak koszonhetden,
hogy a metapopulacié két vagy tobb szubpopulaciobdl all, amikben eltérd az allélgyakorisag.
Minél nagyobb a fixacios index, annal alkalmasabb a genetikai marker a populdciok
elkiilonitésére, Fst > 0,15 mar szignifikéns genetikai kiilonbséget jelez a szubpopulaciok kozott
[69], az Fst értéket populacidé paronként (esetiinkben mintavételi hely paronként) szamoltuk.
Emellett mintavételi helyenként és az Osszes mintara megallapitottuk a szekvenciaban talalt
polimorf helyek és haplotipusok szamat, illetve a haplotipus és nukleotid diverzitast is. A
haplotipus diverzitads (H) annak a valosziniisége, hogy két véletlenszerlien kivalasztott egyed
haplotipusa kiilonbdzik, mig a nukleotid diverzitas (w) a szekvencidk kozotti atlagos nukleotid
kiilonbségek szama bazis helyenként [70] (mindkét paraméternél a nagyobb érték az egyes
egyedek/populéciok jobb elkiilonithetdségére utal).

3.3. Mikroszatellita markerek vizsgalata

3.3.1. Markerek kivalasztasa (tetranukleotid mikroszatellitak)
Az egyedi azonositidsra alkalmas markerkészlet fejlesztéséhez nuklearis, tetranukleotid
egységekkel rendelkezé mikroszatellita markereket kerestiink a damszarvashoz kozel allo
Cervidae-be tartoz6 rokonfajokban. A markereket és a vizsgalatukra alkalmas primer
szekvencidkat (amennyiben ezek elérhetdek voltak) korabbi kozleményekbdl, illetve a
GenBank-bol (NCBI) kerestiik ki, és végiil 100 potencialis STR markert valasztottunk ki

tesztelésre (1.tablazat).

Huszonhat marker esetében nem volt publikalt primerszekvencia, ezeknél mi terveztiik a
primerparokat a PrimerDesigner4 programmal (csak a késObbi tesztelések alapjan
miikodoképes primerparokat kozoljiik le, 21.0ldal 5.tablazat). Az alabbi szempontokat vettiik
figyelembe a tervezésnél: forward és reverz primerek olvadasi hdmérsékletének kozelsége,
megfeleld guanin-citozin arany (40-60%), megfeleld primerhossz (kb. 18-25 bazispar),
lehetéleg 200 bazispar alatti PCR termékek képz6dése, forward ¢és reverz primer
szekvenciajanak kiilonb6z6sége és a homo-dimerizacio (,,hairpin”) elkeriilése érdekében a

primeren beliili komplementer részek hianya [71].

A kutatasunkhoz a korabbi publikaciokbol kivalasztott, illetve tervezett primereink forward (F)
szekvenciait univerzalis primer szekvenciakkal ellatva rendeltiik meg [58, 72]. Ezek az

adapterek lehetévé teszik a ,,farkas” fluoreszcens jelolés alkalmazasat a tovabbi vizsgalatok
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soran. A megfeleld adapterek kivalasztasandl figyelembe vettilk a késdbbi multiplexek

kialakitasanak lehetOségét.

3.3.2. A harom tesztelt markercsoport
A kutatas soran harom csoportba osztottuk a tesztelni kivant markereket (1.tablazat), a hozzajuk
tartozd, rendelkezésre allo informaciok alapjan. Ezzel a fejlesztés eredményeinek kdnnyebb

kovethetdségét tettiik lehetdve.

1.tablazat: A kutatasunkhoz kivalasztott 100 mikroszatellita marker, a tesztelés soran idérendben vizsgalt
markercsoportok (A-C) és az eredeti kutatasban célzott fajok szerint csoportositva. A vizsgalt faj mellett
szereplo vastagon kiemelt elnevezések (STRoe, DeerPlex, Ohe és ApoV) a markereket vizsgalé multiplexek
kozos elnevezése, ahogy publikalva lettek és ahogy hivatkozunk rajuk a szévegben. A publikéacional szerepld

betli-szam kombinacidk a markerek GenBank-i elérhetdsége, mivel ezeket a mikroszatellitakat nem kozoltek

le, de szerepelnek a NCBI GenBank adatbazisban.

Marker- Vizsgalt faj Mikroszatellita marker Publikacié
csoport
eurdpai 6z Capcap2, Capcapl0, Capcapl5, Capcap25, [27]
(Capreolus capreolus) — STRoe  Capcap29, Capcap3l, Capcap36, Capcap37
gimszarvas C01, C229, T26, T108, T123, T156, T172, [23]
A (Cervus elaphus) - DeerPlex T193, T501, T507
OheA, OheB, OheC, OheD, OheE, OheF,
Oszvérszarvas OheG, OheH, Ohel, OhelJ, OheK, Ohel, [26]
(Odocoileus hemionus) - Ohe OheM, OheN, OheO, OheP, OheQ, OheR,
OheS, OheT, OheV
ApoV17, ApoV19, ApoV43, ApoV47,
VOV OV NovE A
. . oV75, oV79, oV8l1, o0V94,
B (Axisporcinus) -ApoV Agov101, Agov118, Ap%VlZ?, Ang133,
ApoV135, ApoV144, ApoV145, ApoV146
ApoV85 KX269170
disznoszarvas
(Axis porcinus) ApoVel [73]
?JZ;Z;?;&Z@ZS;MU Mgoual6, Mgoual9, Mgoua20, Mgoua21 [74]
szitka szarvas SBTDO01, SBTD02, SBTD03, SBTDO04, [75]
(Odocoileus hemionus sitkensis) SBTDO05, SBTD06, SBTDO7
C WY37, WY62, WY68, WY69, WY82 [76]

szikaszarvas
(Cervus nippon)

SDO03, SD04, SD05, SD06, SD07, SD08,
SD09, SD10, SD11, SD12

JN643715-22,
JN563734-35

C89, T56 [28]
vapiti C02, C32, C36, C105, C276, T40, T107,
(Cervus canadensis) T115, T267

T268, T530 [29]

A. markercsoport: harom publikacio mikroszatellitait (6sszesen 39 db) vizsgaltuk elGszor,
melyek az STRoe [27], DeerPlex [23] és Ohe [26] neveket kaptak. Azért keriiltek egy
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csoportba, mivel valamennyi markerre multiplex PCR-t is fejlesztettek az eredetileg vizsgalt
fajnal. Az STRoe multiplexben a PCR beallitas az 0sszes 13 primerpar egyiittes tesztelésére
volt kialakitva, de mi 6t markert nem teszteltlink, mivel ezek bizonyitottan nem eredményeznek
terméket damszarvasban [27]. Igy az eredetileg igen hosszii PCR programot gradiens PCR

alkalmazésaval probaltuk a kivalasztott nyolc markerre optimalizalni és lerdviditeni.

B. markercsoport: a 2021-ben megjelent, Hill altal leirt ApoV mikroszatellitak koziil 21 db-ot
tartalmaz [73], melyekre szintén fejlesztettek multiplexeket, de a lepublikalasukkor mar zajlott

az A. markercsoport tesztelése, ezért keriiltek kiilon csoportba.

C. markercsoport: azok a markerek (6sszesen 40 db) keriiltek ebbe a csoportba, melyek nem
lettek multiplexekben tesztelve [74-76] vagy pedig kevés szamua markerrel voltak multiplexeik
[75]. Az ApoV markerek koziil is egy ebbe a csoportba keriilt (ApoV61), mivel az eredeti

kutatasban bizonyitottan nem miikodott multiplexben [73].

3.3.3. Markerek monoplex tesztelése és PCR optimalizalasa
A kivalasztott mikroszatellitakat két-két damszarvas mintan elsé korben monoplex PCR-ben
teszteltiik, tehat egy ddmszarvas mintdbol minddssze egy marker termékét sokszorositottuk fel
a reakcioban. A legtobb marker esetében volt mar publikalt PCR protokoll, igy eldszor ezeket
a beallitasokat hasznaltuk. Az amplifikalasi reakciok eredményét agar6zgél elektroforézissel

ellendriztiik, hogy milyen mindségli (mennyire specifikus) és mennyiségli termék keletkezett.

A mellékterméket add, nem megfeleld méretii, tal gyenge, vagy kiesett termékek esetében
valtoztattunk az eredeti PCR beallitasokon: ciklusszamot, anellacios homérsékletet és 1dot,
denaturacios és elongécios 1dot. Tovabba maguk az univerzalis primerek is sajat hdmérsékleti

optimummal rendelkeznek, ezt is figyelembe vettiik az optimalizalaskor.

Amennyiben tobbféle PCR beallitds mellett sem adott terméket egy marker, vagy nem
megfeleld mindséglit €s/vagy mennyiségiit, akkor gradiens PCR segitségével probaltuk
optimalizalni a reakciot. Ennek 1ényege, hogy ugyanazt a marker-monoplexet tobb anellacios
hémérsékleti beallitdson egyszerre amplifikéltuk, és megnéztiik, hogy melyik hémérsékleti
beallitas eredményezi a legjobb terméket [67]. Ezekkel a 1épésekkel hét sajat PCR programot
fejlesztettiink ki (2. tablazat).
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2. tablazat: A kutatas soran kifejlesztett PCR protokollok, a kovetkez6kben a megfelel6 PCR program szamaval (1. oszlop) hivatkozunk rajuk.

PCR program Kezdeti denaturacio

Ciklus 1.denaturacié 1.anellacio

l.elongacié 2.denaturaci6 2.anellaciéo 2.elongiacié Végso elongacio

1 min 94°C

1 min 94°C

1 min 94°C

1 min 94°C

1 min 94°C

1 min 94°C

1 min 94°C

35

35

35

15+20

15+20

35

35

30 sec 94°C

30 sec 94°C

30 sec 94°C

30 sec 94°C

30 sec 94°C

30 sec 94°C

30 sec 94°C

30 sec 56°C 1 min 72°C
30 sec 58°C 1 min 72°C
30 sec 64°C 1 min 72°C
1 min 55°C 40 sec 72°C
1 min 60°C 40 sec 72°C

1 min 58,8°C 40 sec 72°C

1 min 63,3°C 40 sec 72°C
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30 sec 94°C 1 min 50°C 40 sec 72°C

30 sec 94°C 1 min 55°C 40 sec 72°C

30 min 60°C

30 min 60°C

30 min 60°C

20 min 72°C

20 min 72°C

20 min 72°C

20 min 72°C



3.3.4. Primerek fluoreszcens jelolése ,,farkas” technikaval
A ,farkas” technika egy alternativ fluoreszcens jelolési modszer kapillaris elektroforézises
detektalashoz, melynek soran mindossze négy fluoreszcensen jelolt szekvenciadarabot kell
hasznalnunk (univerzalis primerek). Ezek a forward primerekhez kapcsolt megegyezd
adapter szekvenciakkal szabadon kombinalhatok, igy koltséghatékonyan hasznalhatok

multiplex fejlesztéshez is (3. tablazat).

3.tablazat: A kutatas soran hasznalt négy univerzalis primer adatai, a fluoroforok szinei a nevekben jeldltek.

Univerzalis

i . . Hossz Olvadasi oo
primer Farok szekvencia (5'-3") Fluorofér (bzispir) hémérséklet (Tm) Publikacio
Tail A GCCTCCCTCGCGCCA FAM 15 63 °C [72]
Tail B GCCTTGCCAGCCCGC VIC 15 57°C [72]
Tail CAGGACCAGGCTACCGTG NED 18 59 °C [58]
Tail D CGGAGAGCCGAGAGGTG PET 17 59°C [58]

3.3.5. Multiplex PCR vizsgalati rendszerek dsszeallitasa
A monoplex reakciok eredménye alapjan a jol mikod6 primerparokat multiplexekbe
rendeztiik, vagyis egy PCR reakcidoban tobb mikroszatellita amplikont allitottunk eld egy
DNS mintabol. Ez egy koltséghatékony és gyors tesztelési forma, ezért alkalmaztuk, a
fejlesztés soran iigyeltiink arra, hogy az egy multiplexbe keriild markerek mas szinii
fluoreszcens jeldléssel rendelkezzenek a hasonld vagy atfedd hossziisagh PCR termékek

esetében (4. tablazat).

Az Osszedllitott multiplex PCR rendszereket kezdetben két-két ddmszarvas mintan
teszteltiik. Az eredményeket agardzgél elektroforézissel ellendriztiik az alabbi szempontok
alapjan: jott-e az Osszes termék, megfeleld hosszasaguak voltak-e, volt-e melléktermék, a
kiilonb6z6 markerek termékei kiegyensulyozottan jottek-e. Amennyiben ezek valamelyike
nem teljesiilt, a primerardnyok vagy a PCR hdmérsékleti, esetleg iddparaméterein modositva
probaltunk javitani az eredményeken. A multiplex reakcidkban nem sokszorosithato

markereket monoplex reakcidkban teszteltiik tovabb (4. tablazat).
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4. tablazat: A mikodd markerek forward primereinek univerzalis primer jeldlése, valamint a markereknél
hasznalt PCR program (2.tablazatban feltiintetett PCR program szamok vagy a forras publikaci6 alapjan). A
multiplexekben egylittesen sokszorosithatd markerek bekeretezve lathatok, a PCR programjaik alatt a publikalt

markerszett neveik talalhatoak, melyekre a szovegben is hivatkozunk.

Univerzalis PCR Univerzalis PCR

Lokusz primer protokoll Lokusz primer protokoll
Cco1 Tail B ApoV43 Tail A )
T156 Ta!I B 23] ApoV94 Ta!I D ApoV
T172 Tail DeerPlex ApoV145 Tail D

T501 Tail A ApoV47 Tail A 3.
T507 Tail D ApoV/56 Tail B ApoV
C229 Tail A .

T123 Tail D [23] ApoV79 Tail B N s(.)v
T108 Tail B DeerPlex ApoV118 Tail D

T193 Tail Co02 Tail 4.
OheB Tail A C32 Tail A 5.
OheC Tail C105 Tail 5.
OheF Tail A [Ozﬁg C276 Tail A 7.
OheN Tail T40 Tail A 7.
OheO Tail T56 Tail B 5.
OheE Tail T107 Tail D 4.
OheG Tail A T115 Tail A 7.
Ohel Tail A [26] T267 Tail D 6.
Ohel Tail A Ohe T268 Tail B 4.
R L
OheR Tail A SBTD04 Tail A 5.
OheH Tail A SBTDO06 Tail B 4,
o TaA oo A
OheP Tail Ohe Mgoual9 Tail A 4,
OheQ Tail Mgoua20 Tail B 4.
OheV Tail A Mgoua2l Tail 4,
CapCap?2 Tail A SD03 Tail D 5.
CopCap29  Tail g, <o M 6
CapCap37 Tail WY37 Tail B 4.
CapCapl0 Tail A WY62 Tail A 7.
CapCapl5 Tail [27] WY68 Tail D 6.
CapCap25  Tail B STRoe WY69 Tail 5.
CapCap31l Tail B WY82 Tail D 6.
ApoV17 Tail A ApoV53 Tail D 7.
ApoV49 Tail B A;c.)v ApoV54 Tail B 7.
ApoV127 Tail D ApoV61l Tail D 7.
ApoV19 Tail A ApoV75 Tail A 7.
ApoV135 Tail B A|§6V

ApoV146 Tail D
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3.3.6. Nem miikodé primerparok Gjratervezése
A monoplex tesztelések soran nem megfeleléen miikodd markerek esetében ujraterveztiik a
primerparokat a PrimerDesigner4 programmal. Ez azokndl a mikroszatellitdknal volt
lehetséges, melyek rendelkeztek NCBI GenBank-ba feltoltott vagy lepublikalt
szekvenciaval, és ez megfelel6 mindségli és hossziisagu volt (csak a késdbbi tesztelések
alapjan mikodoképes primerparokat kozoljik le, 5.tablazat). A tervezést kdvetden
végrehajtottuk a ,,Markerek monoplex tesztelése és PCR optimalizalasa” részben leirt

1épéseket, a multiplex fejlesztésbe viszont nem vontuk be 6ket koltséghatékonysag miatt.

5. tablazat: A kutatas soran tervezett és a késdbbi tesztelések alapjan megfeleléen miikddo primerparok forward
(F) és reverz (R) primereinek szekvenciaja (5’-3” iranyban), az Ujratervezett primerparok mellett a ,,Markerek

kivalasztasa (tetranukleotid mikroszatellitak)” részben leirt mitkdoképes primerek is szerepelnek.

Lokusz Primer szekvencia (5'-3") Lokusz Primer szekvencia (5'-3")
OheB F: GTCTGCTCATCCACCATCTA SBTD01 F: TCACTCACCCACTCATCT
R: CTCTGTCTGCCTTCTCAAGT R: TGGATGGTTGGATATGTAG
OheC F: TTCCATCCACTCATCATTCT SBTD02 F:CTCTGCTGACCTGTTATCTC
R: ACATATTGGAGGCATGTAGG R: ATGGAAGAAAGGATGTCTG
OheE F: AGACAGGGTTCCAATGAGAC SBTD07 F: TCCAGAACTGTGTGTGAGCC
R: CAGCCTTCCTGGACTAGAGA R: ACTTGTATCAGTCTGGGTTCGT
OheF F: CAGGCGATCAAGAAATGTGG SD03 F: GAGCCTGGCCAACATGGTA
R: GTGGCTTCTGGATGGAGAAC R: CTGCCACCACAACCAGCTAA
OheG F: AGAGTTAAGTGCAGCCTAAG SD04 F: TTCTCCACCACTCCTTCT
R: CTGTGTTCATGGACCACACT R: AGTAATAGATGTGCGGTCTC
OheH F: CTTGCTGCCATTGCCAGATA SD08 F: ACAGGTATGAGCCACCGC
R: TCCCAGAGGGCAGATGTCTAT R: TGGGGACAGAGCGAGATTCA
Ohel F: ACATGGTGGGCATTCAGTAG ApoV53 F: ACATGTGACGAGCAGCTTCA
R: CATCAGGGTTCTCTGAAGAC R: TGTGATCCAGGTGAGAGCAG
OheJ F: ATCACAGTTGCCAAGACGAC ApoV54 F: AGGGCAGCTGATACCCATTT
R: CGGATGGATGAGTAGGTTGA R: ACACACCTAAGTCCCAAGCA
OheV F: TCAGGCAGGTAGTAAGTGTC ApoV75 F:CACTTCACACTCAGGATGGC
R: GAGCACAGGACCTGATACTT R: TACTGAGATGCCGACTCCCA

3.3.7. Markerek polimorfizmusanak detektalasa kapillaris elektroforézissel
Kovetkezd 1épésként 20-20 damszarvas DNS-mintan vizsgaltuk a specifikusnak latszo
mikroszatellitak polimorfizmusat (4jratervezett primerparok markereinek esetében is), mind
az 0t mintavételi helyr6l alkalmazva mintakat (Vértes=3, Pilis=8, Isaszeg=6, Lajosmizse=2,
Szekszard=1). A fluoreszcens jeloléssel ellatott fragmensek (allélok) méret szerinti
elvalasztdsdhoz ¢és detektdlasdhoz kapillaris  elektroforézist —alkalmaztunk. Az

elektroforetikus  elvalasztdas ~ ABI ~ Prism3500  GeneticAnalyzer  késziiléken
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(AppliedBiosystems), GeneScan™-500 LIZ™ méret standard segitségével tortént (Biomi
Kft, G6dollo). A kapott eredményeket a Peak Scanner™, OSIRIS és GeneScanAnalysis v3.1

programmal elemeztiik.

3.3.8. Populaciogenetika és statisztikai elemzések
A kapott eredményekkel statisztikai elemzéseket hajtottunk végre. Els6ként szamitasokat
végeztiink a GenAlEx 6.5 software segitségével. Egyrészt kiszamitottuk vele a PI értéket,
mely a markerkészlet egyedi szintli azonositasra vald alkalmassagar6l nyujt informaciot,
ugyanis megmutatja, hogy mekkora valdszinliséggel egyezik meg a populaciobol
véletlenszertien kivalasztott két egyed genotipusa a markerkészlet szerint. Szdmitasa
lokuszonként torténik: PI = 2* (3 pi?)? - Ypi*, ahol pia marker (lokusz) i-edik alléljanak
gyakorisdga. A markerkészlet PI értékét a lokuszonként kiszamitott PI értékek osszege adja
meg [77]. A Plsib értéket is megvizsgaltuk, mely a PI érték abban az esetben, ha testvérek
genotipusait hasonlitjuk Ossze. Az allélszamokat és allélgyakorisagot is GenAlEx 6.5
software-rel Gsszegeztiikk, mivel mintavételi helyenként csak kevés egyedet vizsgaltunk
(n<10), ezért a 20 kivalasztott damvad egyedet egy populaciobol szdrmazdnak tekintettiik.
Emellett meghataroztuk a megfigyelt (Ho) és vart heterozigociat (He), illetve a hozzéajuk
kapcsolodo Fis értéket (Wright-féle F-statisztika egyik beltenyésztési koefficiense). A Ho a
populacidn (itt 20 mintan) beliil megfigyelt heterozigotak aranya az dsszes egyedhez képest,
a He az allélgyakorisagok alapjan varhat6 heterozigdta ardny a populacion beliil
(lokuszonként szamoltuk mindkét értéket). Amennyiben megfigyelt heterozigdcia jelentésen
kisebb a vartnal (Ho<He), ez a populacio beltenyészettségére utal, hiszen ez a jelenség ndveli
a homozigotak szamat [78]. A beltenyészettség masik mérészama az Fis, melyet az elobbi
paraméterek (Ho, He) felhaszndldsaval szdmolunk. Az Fis a heterozigdcia csokkenését

mutatja meg, melyet a panmixis hianya okoz [79].

Az FSTAT program [80] segitségével megnéztiik lokuszonként a Hardy-Weinberg
egyensuly (HWE) fennallasat is. Az ettdl valo eltérés azt jelenti, hogy generacionként eltérd
lenne az allél- és genotipusgyakorisag valamely hatasnak koszonhetéen (pl. panmixis

hianya, kis populacio, migracié stb.) [81].

Végezetiil a MICRO-CHECKER [82] felhasznalasaval megvizsgaltuk a null allélok,
»dadogas” (1asd 7.oldal) és hosszu all¢lok kiesésének eléfordulasat. Null allélok alatt azokat

értjiik, melyeket nem tudunk amplifikalni PCR-rel a primer kot régid hianyanak vagy

crer
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vagyis a null allélok jelenléte torzitja az elemzéseket. A hosszu allélok kiesése a
preferencialis amplifikdciohoz vagy masnéven révid allél dominancidhoz kothetd, ilyenkor
a PCR soran a révidebb termékek keletkeznek csak detektalhaté mennyiségben, mivel ezek

tudnak a dNTP-kért folytatott kompeticidban gyorsabban felépiilni (rovidségiik miatt).

4. EREDMENYEK

A kutatashoz Osszegyiijtott 48 damvad szovetminta hasznalhaté allapotanak bizonyult a

DNS kinyerést kovetd agarozgél elektroforézis és Qubit kvantalas (1-50 ng/ul) alapjan.

4.1. Mitokondrialis DNS kontroll régio vizsgalata

Elsoként az altalunk gytijtott damszarvas mintak haplotipus szekvenciait vizsgaltuk meg 875
bp hosszi szakaszon. A négy mintavételi helyrdl szdrmazo 46 damvad egyedben két
haplotipust mutattunk ki, melyeket korabbi kutatasokban mar leirtak [13, 18]: 20 db H1 és
26 db H2 haplotipus (pontosabb eloszlasuk mintavételi helyenként az 5.abran lathato).
Ezutan a korabbi kutatasokbdl kivalasztott haplotipusokat 1is illesztettilk sajat
szekvenciainkhoz, kezdve az 530 bp hosszu 13 db dél-magyarorszagi mintaval [13].
Ezekben harom haplotipust talaltak, kozottik ketté tjat: 2 db H1 (publikacioban Hapl7
elnevezésii), 9 db Hap5 és 2 db Hap9 (5.abra). Végezetiil a 41 db legrovidebb (450 bp)
északkelet-magyarorszagi mintat is bevettik az elemzésbe [18], ezekbdl is harom

haplotipust mutattak ki, koztiik egy 1 szerepelt: 17 db H1, 23 db H2 és 1 db H3 (5.4bra).

Bockereki-erdo

Tiszadob
17 H1
9H1
, 23 H2
13 H2 dH1 Guth
1 H1 PiIi! * 8H2 * LHS
5H2 Isaszeg
Vértes
1H1
Szekszard

5.4bra: A kutatas soran vizsgalt 100 ddmszarvas haplotipusa mintavételi helyenként abrazolva (kék - sajat,
sarga - dél-magyarorszagi [13], zold — északkelet-magyarorszagi mintak [18]). A déli és északkeleti mintaknal
nem kozolték le a haplotipusok szamat mintavételi helyenként, igy csak az Osszesitett szamokat tudtuk

megadni.
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Osszesen tehat 6t haplotipust lehetett kimutatni a vizsgalt 100 mintabél, ebbdl hdrom ritkabb
¢s két gyakoribb haplotipus volt (6.4bra).

6.abra: A haplotipusokat abrazoldé goécpontok szinkoddal vannak jelolve, méretiik egyenesen aranyos a
hozzajuk tartozo egyedek szamaval. A gocpontok szinei a mintak szarmazasi helyét abrazoljak, egy gécponton
beliil eléforduld tobb szin esetén azok aranyosak a mintaszammal. A haplotipusok kozotti dsszekottetések
hosszai a haplotipusok kozotti genetikai tavolsagot szimbolizaljak, a merdleges kis vonalak pedig a

szubsztiticiokat. Készitve: NETWORK programban.

Hap5 (9 db) Pilis

H2 (49 db) |
saszeg

Vértes

Szekszard

Dél-Magyarorszag

@
H3 (1 db) .
H1 (39 db) Eszakkelet-Magyarorszag

o

Hap9 (2 db)

Az illesztések alapjan kideriilt, hogy Osszesen 6t polimorf hely volt a szekvencidkon beliil
(6.tablazat), és valamennyi a legrovidebb (450 bp) kontroll régidé szakaszban mar
megtalalhato volt, vagyis a hosszabb szekvencidk nem rendelkeztek tobb valtozatos hellyel.

Mindegyik polimorf pozicidt szubsztiticié eredményezte (indel nem volt).

6.tablazat: A magyar damvad haplotipusok illesztve a damszarvasok referencia szekvenciajahoz (GenBank:

IN632629), szemléltetve az 6t polimorf pozicidban talalhatd kiilonbségeket (a pontok a referenciaval valo

egyezést jelolik).
Polimorf 5509 15671 15703 15745 15927
poziciok
Referencia T G C G A
Hl1 C G
H2 . . . . G
H3 C . . A G
Hap5 . A T G
Hap9

A DNA Sequence Polymorphism (DnaSP) programmal végzett szamitasok soran
kiszamoltuk az Fst értékeket, amik megmutattdk, hogy a mintavételi helyek milyen
mértékben kiilonboznek a haplotipusok alapjan (parosaval tortént a teriiletek
Osszehasonlitasa, Szekszard nem szerepelt az elemzésben, hiszen onnan csak egy mintank
volt). Az eredmények alapjan a dél-magyarorszagi teriiletek szignifikansan kiilonb6znek sz
Osszes tobbi mintavételi hely egyedeitdl, az Fst értékek 0,4950 (Eszakkelet-Magyarorszag)
¢s 0,5103 (Isaszeg) kozott mozogtak. A tobbi mintavételi hely kozott nem volt szignifikans

kiilonbség (Fst<0,15). Szintén a DnaSP programmal szamitottuk ki mintavételi helyenként

25



a haplotipus ¢és nukleotid divezitast, illetve egyéb belsd genetikai strukturara utald

paramétereket (7.tablazat).

7.tablazat: A DnaSP programmal elemzett 6t mintavételi hely paraméterei (Szekszard kimaradt az elemzésbdl,
mivel csak egy minta volt onnan, roviditések jelentése DélMo=Dél-Magyarorszag, EKMo=Eszakkelet-
Magyarorszag): mintavételi helyenként és Osszesitve (=Osszes) szerepel az egyedszam, szekvencian beliili

polimorf helyek szama, haplotipusok szama, haplotipus diverzitas (H) ¢s nukleotid diverzitas ().

Mintavételi hely Vértes | Pilis | Isaszeg | DélMo | EKMo Osszes
Egyedszam 6 22 17 13 41 99
Polimorf helyek szama 1 1 1 4 2 5
Haplotipusok szama 2 2 2 3 3 5
Haplotipus diverzitas (H) | 0,33 | 0,51 [ 0,53 0,51 0,53 0,61
Nukleotid diverzitas (m) 0,33 (051 053 1,49 0,55 0,88

4.2. Mikroszatellitak vizsgalata

4.2.1. Monoplex tesztelés
A tesztelés sordn kideriilt, hogy a kivalogatott 100 tetramer mikroszatellita koziil kilenc
eltérd névvel szerepelt a kiillonbozd kutatdsokban (eltérd primerekkel vizsgéltdk dket), de
azonos lokuszt jelentenek a szekvenciaik dsszehasonlitdsa alapjan (duplumok). Ezek koziil
az egyiket valasztottuk ki: a specifikus, rovid és erds terméket eredményez6 markert. A teljes

monoplex tesztelés eredményei a 8.tablazatban lathatoak.

4.2.1.1. A. markercsoport
A legtobb Ohe primerpar esetében a leirt modszertan jonak bizonyult, egyediil az OheA és
OheD nem adott semmilyen terméket, ezeket a markereket nem hasznaltuk tovabb. Tovabbi
harom primerpart (OheL, OheT, OheS) szintén Kivettiink a tesztelésb6l, mivel ezek
duplumként szerepeltek. A tobbi 16 Ohe marker specifikus terméket adott az eredeti PCR
programjukon, igy ezeket tovabb alkalmaztuk [26]. A tiz DeerPlex markerb6l a T26
kivételével minden primerpar specifikus terméket eredményezett. A megmaradt kilenc
markert a sajat protokolljukkal teszteltiik tovabb [23]. A nyolc STRoe markernél az eredeti
PCR bedllitasndl valamennyi mikroszatellita mikodott, de a CapCap36 duplumként
szerepelt és hosszabb terméket adott, igy kikeriilt a tesztelésbdl. A PCR program leroviditése
érdekében a tobbi hét markert gradiens PCR-en 1s amplifikaltuk. Azonban az eredményeink

azt mutattak, hogy az eredeti protokollal jobban miikddnek [27].

4.2.1.2. B. markercsoport
A 21 darab ApoV marker publikalt PCR beallitasokkal [73] 6t esetben (ApoV75, ApoV8l,
ApoV85, ApoV101 ¢és ApoV133) egyaltalin nem eredményezett terméket. A tOobbi
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mikroszatellita a specifikus termék mellett mellékterméket is produkalt, ami zavarta volna
késébb az eredmények kiértékelését, igy gradiens PCR programmal is megvizsgaltuk Oket,
hogy megallapitsuk a primerparok mikodési optimumat. Az ApoV53 és ApoV54 esetében
gyenge terméket kaptunk, igy ezeket nem alkalmaztuk tovabb. A tébbi markernél harom 1;j
PCR protokollt sikeriilt kialakitanunk, amikkel specifikus termékeket kaptunk (1.-3. PCR
program, 2.tablazat). A harom 1 beallitas elénye, hogy igy minden primerpar a lehetd
legkdzelebb all a homérsékleti optimumahoz. Az ApoV144 duplumként szerepelt, €s

hosszabb terméke miatt kiesett a tesztelésbol.

4.2.1.3. C. markercsoport
A markerek az eredeti PCR beallitasokon nem adtak specifikus termékeket, mellékterméket
eredményeztek vagy nagyon gyenge terméket hoztak 1étre, ezért két Gj PCR protokollt (4-5.
program, 2. tablazat) dolgoztunk ki nekik. Mindkét protokoll alapja a STRoe PCR beallitasa
volt [27], mivel ezen a programon tobb, kiillonb6z6 igényti primerpar volt képes egyszerre
mikodni, és itt is ezt szerettiik volna elérni. A programok soran tehat el6szor magasabb,

majd alacsonyabb anellacios homérsékleten végeztiink ciklusokat.

Tiz marker egyik PCR beallitas mellett sem eredményezett terméket: SBTD01, SBTDO3,
SD05, SD06, SD07, SD08, SD09, SD10, SD11 ¢és SD12. A C36 és T530 esetében
(duplumok) a megegyez6 lokuszt sokszorositd primerpar jobban mikodott, tehat ezek is
kiestek a tesztelésbdl. Tizenharom marker egyik PCR beallitassal sem adott megfeleld
terméket, ezeket gradiens PCR-en is vizsgaltuk. A C89, SBTDO0S és SBTD07 markerek
terméke a gradiens egyik hdmérsékletén sem volt alkalmazhatéo mindségti. A C276, T40,
T115, T267, WY62, WY68, WYS82, SBTD02, SD04 és ApoV61-nél viszont sikeresen

megallapitottuk a megfelel6 anellacios homérsékleteket (6.-7. PCR program, 2.tablazat).

4.2.1.4. Ujratervezett primerparok
A harom markercsoportbol Gsszesen 30 marker esett ki a fejlesztésb6l a monoplex
teszteléseknél. Ezek koziil 20 mikroszatellitanal Gjraterveztiik a primerparokat, hiszen a
primer koto régié mutacioja vagy az alacsony primer specificitas okozhatta a nem megfeleld
PCR termék keletkezésiiket, ami Ujratervezéssel megoldhato probléma. Az Gjratervezésbol
kimaradt markerek a duplumok kozé tartoztak, vagyis az altaluk amplifikalt lokuszt mar
tudtuk vizsgalni egy masik primerparral. Az ApoV133 esetében pedig nem volt lekdzolt

szekvencia, igy ehhez nem tudtunk primert tervezni.
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A 20 ujratervezett primerparral elészor gradiens PCR-t végeztiink, hogy megallapitsuk
melyik PCR bedllitason miikddnek, majd ezeken a programokon amplifikaltuk oket. A
teszteléskor 14 marker tovabbra sem adott terméket, ezeket végleg elvetettiik: T26, ApoV75,
ApoV85, ApoV101, SBTDO03, SBTDO05, SD05, SD06, SD07, SD09, SD10, SD11, SD12 és
C89. A tobb (hat) mikroszatellita viszont megfeleld terméket eredményezett, igy ezeket
alkalmaztuk késébb (6.-7. PCR programon miikddtek, 2.tdblazat).

8.tablazat: A kutatas soran tesztelt 100 mikroszatellita marker monoplex tesztelésének eredményei az
Gjratervezést kdvetden. Az azonos szinnel jeldlt markerek ugyanannak a mikroszatellitanak kiilonb6zo
elnevezései, mas-mas primerparral vizsgalva (duplumok). D6lt betiivel kiemelt lokuszok: ujratervezett
primerparos markerek. A vizszintes vonallal athtizott mikroszatellitdk nem miikodtek damszarvasban vagy
duplumok voltak (24 db). A vizsgalt faj mellett szerepld vastagon kiemelt elnevezések (STRoe, DeerPlex, Ohe

¢és ApoV) a markereket vizsgald markerszettek k6zos elnevezése, ahogy hivatkozunk rajuk a szévegben.

Marker-

Vizsgalt faj Mikroszatellita marker Publikacié
csoport
eurépai 6z Capcap2, Capcapl0, Capcapl5, Capcap25, 28]
(Capreolus capreolus) — STRoe  Capcap29, Capcap31, , Capcap37
gimszarvas CO01, T26; T108, T123, T156, T172, [23]
A (Cervus elaphus) - DeerPlex T193, T501, T507
OheA; OheB, OheC, ©heD; OheE, OheF,
Oszvérszarvas OheG, OheH, Ohel, OheJ, OheK, [27]
(Odocoileus hemionus) - Ohe OheM, OheN, OheO, OheQ, OheR,
OheS; OheV

ApoV17, ApoV19, ApoV43, ApoVi4i,
ApoV49, ApoV53, ApoV54, ApoV56,
ApoV75, ApoV79, ApeV8l ApoVo4, [62]
ApeV101; ApoV118, ApoV127, ApeMa33;
ApoV135, ApeV144, ApoV145, ApoV146

disznodszarvas
B (Axis porcinus) -ApoV

ApoV85 KX269170
disznészarvas
(Axis porcinus) ApoVel [62]
Guazauvira-szarvas
(Mazama gouazoupira) Mgoual6, Mgoual9, Mgoua20, Mgoua21 [63]
szitka szarvas SBTDO01, SBTDO02, SB¥BO3; SBTDO04, [64]
(Odacoileus hemionus sitkensis)  SBFBO5; SBTD06, SBTDO7
C WY37, WY62, WY68, WY69, WY82 [65]
szikaszarvas SDO5- SDO6- SDO7
(Cervus nippon) ggg; gg;?(i spi1spiz . IN643715-22,
' i ' JN563734-35
€89, T56 [27]
vapiti C02, C32, €36; C105, C276, T40, ,
(Cervus canadensis) T115, T267
T268, 7530 [29]

Az Ujratervezést kovetden a harom markercsoport eredményei a kovetkezok: A.

markercsoport 39 markeréb6l 32 alkalmazhatd, B. markercsoportnal 21-bél 16
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mikroszatellita miikddik, mig C. markercsoportnal 40-bdl 28 darab. Tehat 24 marker esett
ki a tesztelésbdl, 76-on pedig tovabbi vizsgalatot végeztiink.

4.2.2. Multiplex tesztelés
A multiplex tesztelés a monoplex futtatasok soran miikodé 70 markerrel zajlott (az
ujratervezett markerek idéhiany miatt nem kertiltek bele a multiplex fejlesztésbe). Az eredeti
publikéaciokban leirt multiplexek tesztelése soran a DeerPlex, Ohe, STRoe és ApoV
markerek esetében sikeriilt bizonyos valtoztatasokkal miikodé multiplexeket 1étrehoznunk

az univerzalis adapterrel és fluoreszcens jellel ellatott primereinkkel (4.tablazat).

A DeerPlex markerek esetében annyi valtozas tortént, hogy a T26 kikerilt az egyik
multiplexbdl, mivel ez a monoplex tesztelésnél kiesett [23]. Az Ohe markereknél a leirt PCR
protokollt alkalmaztuk [26], de a markerek multiplexbe rendezését mi végeztiikk. Az STRoe
markereknél két multiplexbe szedtiik szét az eredetileg egyiitt miikodé nyolc primerpart. A
hasznalt PCR protokoll az eredeti maradt [27]. Az ApoV markerek esetében tobb valtoztatast
kellet elvégezniink. Egyrészt a monoplex tesztelésnél kifejlesztett harom 1uj PCR protokollt
(1-3., 2. tablazat) alkalmaztuk, illetve a multiplexek Osszetételét is atalakitottuk a 4.

tablazatban feltlintetett modon.

A C. markercsoportnal nem voltak publikalt multiplexek, igy sajat multiplex fejlesztést
végeztiink. Tobb lehetséges multiplex Osszedllitast is leteszteltiink, de sok esetben kiestek
markerek, melléktermék keletkezett, vagy éppen gyenge termékek jottek 1étre, igy egyiket

sem alkalmaztuk a tovabbi teszteléshez.

Osszesen tehat 12 multiplex rendszert sikeriilt kialakitanunk a , farkas” primerjeldléssel,
melyekben a 70 miikodé marker koziil 45 szerepel. A 25 darab multiplexbe nem sorolt
mikroszatellita markert monoplex reakcioban sokszorositottuk (a 6 miikddd Ujratervezett

markert is) (4.tablazat).

4.2.3. Markerek polimorfizmusanak felmérése és statisztikai elemzések
Az Osszes (76 db) milkoddképes mikroszatellitan elvégeztiik az allélok elvalasztasat és
detektalasat kapillaris elektroforézissel. Mindegyik markert ugyanazon a 20 kivalasztott
damvad mintan vizsgaltuk, mind az 6t mintavételi helyrdl valogatva egyedeket (Pilis n=8,

Isaszeg n=6, Vértes n=3, Lajosmizse n=2, Szekszard n=1).
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0,88
0,05
0,06
0,25
0,23
-0,12

0,08
0,43
0,08
0,28
0,15
0,80
0,71
-0,13

0,69
0,42

C32 C276 T107 T268
-0,18

0,12
0,90 0,31
0,00 0,50
0,19
1,00

0,70
0,30
0,40
0,42
0,05

0,63
0,38
0,45
0,47
0,04

0,63
0,38
0,45
0,47
0,04

0,78
0,23
0,35
0,35
-0,01

0,20
0,80
0,30
0,30
0,06

0,80
0,20
0,30
0,32
0,06

0,93
0,08
0,15
0,14
-0,08

0,93
0,08
0,15
0,14
-0,08

0,90
0,10
0,10
0,18
0,44

0,10
0,90
0,00
0,18
1,00

0,75
0,25
0,30
0,38
0,20

0,90
0,10
0,20
0,18

CapCap29 C229 T108 T156 OheF OheQ ApoV47 ApoV49 ApoV75 ApoV146 Mgoua20 WY62
-0,11

Lokusz
Allélszam
Fregl
Freg2
Freq3
Freqd
Freg5

Ho

Fis

9.tablazat: A 16 polimorf marker allélszama, allélgyakorisaga (Freql-5, az allélok novekvé hosszisagu sorrendben vannak), megfigyelt (Ho) és vart heterozigocia (He),
He

fixacios index (Fis).

Az A. markercsoportban 32 mikroszatellita adott
specifikus PCR terméket, ezekb6l hat marker
bizonyult polimorfnak (2-2 allél), a tobbi marker
monomorf. A B. markercsoportban 16 volt
mitkodéképes, melyekbdl négy mikroszatellita
volt polimorf (2-2 allél), a tobbi marker
monomorfnak bizonyult. A C. markercsoport 28
mukodé markerébdl 6t bizonyult polimorfnak
(2/3/5 allél). Osszességében 16 marker bizonyult
polimorfnak (2-5 allél) és 60 mikroszatellita volt

monomorf (1 allél).

A markerkészlet damszarvasok egyedi szintii
azonositasara val6 alkalmassagat a PI (identités
valészinliség)  érték  kiszamitasaval lehet
megallapitani, ehhez a polimorf markerek
adatait vizsgaltuk GenAlEx 6.5. programmal. A
kapott P1=1,2*10, mig a testvérek esetében
szamolt érték PlIsib=4,2*103. A program
segitségével szamitottuk ki a  polimorf
markerekre jellemzé tobb  paramétert is
(9.tablazat): allélszam, allélgyakorisag,
megfigyelt (Ho) és vart heterozigdcia (He),
illetve fixacids index (Fis). Mivel a mintavételi
helyekrdl egyenként csak kevés egyedet
vizsgaltunk  (n<10), igy a paraméterek
lokuszonkénti szamitasakor a 20 egyedet egy

helyrdl szarmazonak tekintettiik.

A Hardy-Weinberg egyensulyt a 76 markernél
FSTAT programmal elemeztik, és harom
marker esetében szignifikans eltérést talaltunk:
C32 (P<0,0001), T108 (P<0,0001) és T156
(P=0,047). A C32 ¢és T108 esetében a MICRO-
CHECKER program null allélok jelenlétét is
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kimutatta, ami okozhatta a HWE-tdl valo eltérést. Ezen kiviil a CapCap37 és ApoV56
markereknél mutatta ki a null allélok lehetséges meglétét. ,,Dadogast” és hossza allélok

kiesését egyik markernél sem jelezte.

5. KOVETKEZTETESEK

Kutatasunk célja a damszarvasok egyedi szintli azonositasdnak megvalositashoz sziikséges
potencialis genetikai markerkészlet Osszeallitdsa volt, melyet polimorf mikroszatellitak
segitségével kivantunk elérni. Ehhez tetranukleotid mikroszatellitikat kerestiink, és
valamennyi hozzaférhet6, a Cervidae csaladban korabban leirt és tesztelt tetramer STR-t
megvizsgaltuk (100 primerpar, 91 lokusz). Emellett megvizsgaltuk a mitokondrialis DNS

crer

szintén segitheti a jogkdvetkezményekkel jard esetek megoldasat.

5.1. Mitokondrialis DNS kontroll régio

Sajat vizsgalatainkkal egylitt Magyarorszagon eddig 100 damszarvas egyed haplotipusat
szekvenaltak a kontroll régi6 kiilonbozd hossziisagu szakaszain (ebbdl mi 46 egyed mintéjat
dolgoztuk fel teljesen, 54-et csak elemeztiink). Az egyedekben 6t haplotipus detektalhatd
(H1, H2, H3, Hap5 és Hap9), melyek mindossze 6t polimorf pozicioban kiilonboztek a
szekvencidkban. A polimorf pozicidok egymashoz kozel helyezkednek, igy elég egy rovid
(450 bp) hossza kontroll régi6 szakasz vizsgalata is. Osszehasonlitasként az eurdpai 6z
(Capreolus capreolus) esetében Magyarorszagon 39 haplotipust mutattak ki 118 egyedet
megvizsgalva, mig gimszarvasoknal 71 haplotipust 169 egyedbdl (még nem publikalt
adatok). Ezek az eredmények igazoljak a kontroll régié feltételezhetéen nagy mértékii
valtozatossagat [39], ezzel szemben a damszarvas esetében csak kifejezetten kis mértékii
polimorfizmus figyelhetd meg. Ez Osszhangban all a nemzetkdzi irodalom tobb
eredményével, ugyanis vildgszinten tobbféle genetikai markerrel alacsony genetikai
diverzitast mutattak ki az egyes damvad populaciokon beliil (részletesen késobb) [3, 13, 18,

62-67].

A haplotipusok eloszlasat illetéen a H3 eddig csak Eszakkelet-Magyarorszagon fordult el6
(1 egyedben), a Hap5 ¢és Hap9 pedig kizardlag Dél-Magyarorszagon (9 és 2 egyedben). A
masik két haplotipus (H1, H2) nagyon gyakori volt, szinte az egész orszagban eléfordult. A
mintavételi helyek elkiilonithetdségére vonatkozd Fst értékek alapjan a déli teriiletek

szignifikansan eltérnek az Gsszes tObbi mintavételezési helytdl. Ezeket az eredményeket
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azonban Ovatosan kell kezelni a kis mintaclemszam, kevés vizsgalt populacio és kevés

haplotipus miatt (szignifikans eltérést adott minddssze két ritka haplotipus jelenléte).

Eredeti célunk az volt, hogy megvizsgaljuk van-e a haplotipusoknak teriileti elkiiloniilése,
vagyis egy ismeretlen eredeti damvad mintanal kizardlag a haplotipus vizsgalataval
megallapithatd-e a minta szarmazasi helye. Az eredmények alapjan ez nem valdszinii a
magyar populacion beliil, hiszen eléfordulhat, hogy az eddig csak délen és északkeleten
megfigyelt haplotipusok rendkiviil ritkak a populacion beliil. Igy nagyobb valdszintiséggel
kaphatunk egy bizonyos teriilethez nem kotheté H1 vagy H2 haplotipust. Tovabba az orszag
kozéps6 és nyugati felérdl még nem vizsgaltunk meg egyedeket, lehetséges, hogy a H3,

Hap5 és Hap9 haplotipusok ott is jelen vannak.

A kontroll régidt tehat nem tudjuk felhasznalni a haplotipusok geografiai elkiilonitésére, de
tovabbra is hasznos lehet kutatasunkban, hiszen fajelkiilonitésre és anyai leszarmazasi agak
elkiilonitésére alkalmas [33, 34, 37, 39-41]. Ezeket a tulajdonsagokat kizarasos
vizsgalatoknal lehetne alkalmazni, vagyis abban az esetben, ha a két vizsgalt minta mar faji
vagy anyai leszarmazasi ag szintjén kiilonbozik, tehat azonnal el lehet vetni a mintdk azonos
egyedtdl valo szarmazasat. Ezek a vizsgalatok gyorsabban és egyszeriibben kivitelezhetdek,
mint az egyedi szintli azonositast célzé6 mikroszatellita készletek alkalmazasa, vagyis ilyen

szempontbol is eldnyds a kontroll régid vizsgalata.

5.2. Mikroszatellita markerkészlet fejlesztése

5.2.1. Monoplex PCR tesztelés
A fejlesztésiink els6 1épése a kivalasztott markerek monoplex PCR-es tesztelése volt, hiszen
markereink vizsgalati modszerei eredetileg nem damszarvasokra lettek optimalizalva.
Marpedig adott fajra optimalizalt primerparok és PCR bedllitdsok egy masik faj esetében
eltéréen mikodhetnek, illetve a sokszorositott termékek mérete €és szdma (aspecifikus
termékek) is kiilonbozo lehet. A letesztelt 100 primerpar koziil végil 76 miikodott

damszarvasokban (a primerpar ujratervezéseket kovetden).

A kutatas soran kizart 24 marker tobbféle okbol kertilt ki a fejlesztésbdl. Kilenc primerpar
duplumként szerepelt, vagyis egy masik primerparral azonos lokuszt amplifikalt, és a
melléktermék nélkiili, er6sebb terméket ado, illetve rovidebb terméket eredményezd
primerpart hasznaltuk a tovabbi vizsgélatokhoz. A rovidebb PCR termékek eldnye, hogy kis
mennyiségli, degradalodott (pl. toredezett) DNS-bol nagyobb valdszinliséggel kimutathatok,

illetve a preferencialis amplifikdlodds miatt a hosszabb markerek sokszor kiesnek a
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multiplexekbdl [84]. Tizendt mikroszatellita esetében tobb PCR beallitas és Ujratervezés
mellett is melléktermék keletkezett vagy nem jott 1étre amplikon. A PCR termék hianyat
feltehetben a primerko6td régioban bekovetkezett pontmutaciok okozhattak, amik miatt nem
tudott végbe menni a reakcid [85, 86]. Masrészt eléfordulhat, hogy primer hibridizacio
(0sszekapcesolodas) tortént, ami rovid duplaszali melléktermékeket eredményez [87]. A
melléktermék keletkezést a primerparok nem megfeleld specificitdsa eredményezhette,
vagyis be tudtak kapcsolddni nem csak a célzott, de komplementer DNS szakaszokhoz is,

ezeket szintén felsokszorositva [86].

5.2.2. Multiplex fejlesztés és a ,farkas” fluoreszcens jelolési technika
alkalmazhatésaga

A multiplex fejlesztésbe 70 markert vontunk be, ezekb6l 45 markert tudtunk 12 multiplexbe
rendezni. A fejlesztés soran tobb nehézség is felmeriilt. Egyrészt eléfordult, hogy a primerek
gatoltak egymas miikodését, ennek egyik oka a primerek dimerizalodasa volt [88]. A masik
probléma forras az alternativ fluoreszcens jelolés, a ,,farkas” technika hasznélata volt. A
kutatds sordn ugyanis megfigyeltiik, hogy a fluoreszcens jel hozzdadéasa nélkiil specifikus
terméket adtak az adapter szekvenciaval ellatott primerek. A jelolt univerzalis primerek
hozzaadasaval viszont ez megsziint, tehat a primer bizonyos mértékben megvaltoztatta a
markerek miikodési optimumait. Ez az optimumot érint6 valtozas a legtobb esetben nem volt
Osszhangban az univerzalis primer sajat lek6zolt optimumaval, és egyazon univerzalis
primernél is eltérd lehetett a kiilonbozd markerekre. Ennek hatranyos kdvetkezménye volt,
hogy az eredetileg hasonlé koriilmények kozott miikodod primerek, amik egy multiplexbe
kertiltek, tobbet nem voltak képesek ugyanazon a PCR bedllitason egyiitt miikodni. Korabbi
publikdciok nem szamoltak be hasonld tapasztalatokrol az univerzalis primerekkel
kapcsolatban [pl. 58, 89], ugyanakkor azt emlitették, hogy az univerzalis primerek
hasznalata primer dimerizacidt okozhat, ami miatt nem keletkezik megfeleld mindségii €s
mennyiségii termék [90]. Igy a ,.farkas” technika sajat tapasztalataink alapjan megnehezitette
a multiplexek tesztelését s fejlesztését (25 markert kizarélag monoplex reakcioban sikertilt
sokszorositanunk), ezért a jovoben a hagyomanyos fluoreszcens jelolés hasznalatat

tervezzuk.

5.2.3. A markerkészlet alkalmazhatésiga és a magyar damvad populicio
genetikai diverzitasa
A 76 miikodéképes mikroszatellita koziil 16 bizonyult polimorfnak, valamennyi markert 20

damvad egyeden vizsgalva (az 6t mintavételi hely legalabb egy-egy mintajat megnéztiik). A
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polimorf markerek koziil harom eredetileg gimszarvasra (Cervus elaphus) lett optimalizalva,
kettd 6szvérszarvasra (Odocoileus hemionus), egy europai 6zre (Capreolus capreolus), négy
disznészarvasra (Axis porcinus), négy vapitire (Cervus canadensis), egy Guazauvira-
szarvasra (Mazama gouazoubira) és egy szikaszarvasra (Cervus nippon). A felmért hazai
damszarvasokban egyediil a szitka szarvasra leirt markerek k6zott nem talaltunk tobb alléllal
rendelkez6t. Ha megvizsgaljuk ezeknek a Cervidae csaladba tartozo fajoknak a rokonsagi
viszonyat (7. abra) [91], megfigyelhet6, hogy a rokonsag mértékének nem volt kdze ahhoz,
hogy melyik fajbol kivalasztott marker miikodott megfeleléen, illetve mutatott

polimorfizmust.
A 16 polimorf marker allélszamai lokuszonként 2-5 allél volt. A megfigyelt heterozigdcia
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7. abra: A Cervidae csalad torzsfaja [91], amin piros keretben szerepelnek a damszarvasra polimorf markerek eredeti fajai
(fentrél lefelé): eurdpai 6z, Guazauvira-Szarvas, oszvérszarvas, diszndszarvas, gimszarvas, szikaszarvas. A vapiti nem
szerepel a torzsfan, igy hozzavetdleges helye piros nyillal jelolt, mig a vizsgalt damszarvas fekete korben szerepel.

(Ho) 0,000 (C32, T108) és 0,800 (T107) értékek kozott mozgott, mig a vart heterozigocia
(He) 0,139 (OheF, OheQ) ¢és 0,710 (T107) kozott. A legtobb esetben nem volt nagy eltérés
a vart és megfigyelt értékek kozott, erre utalnak az 0-hoz kozeli fixacios indexek (Fis) is. Ez
a paraméter a populaciok beltenyészettségérdl ad informacidt (hiszen a beltenyészettség

miatt névekedé megfigyelt homozigotak aranyat figyelembe tudja venni) [79], a kicsi

értékek alapjan a magyar damvad populdcié nem annyira beltenyészett. Két marker esetében
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(C32, T108) azonban nagyon magas az index (Fis=1,000), ami utalhat példaul a panmixis
hianyara, migraciora stb. [81]. Ugyanakkor ezeknél a markereknél null allélok jelenlétét is
kimutattuk, ami megmagyarazhatja a magas Fis és a HWE-t6l valo szignifikans eltérésiiket
is. Emellett a kis mintaelemszam (n=20) is okozhatja az eltérést (a HWE-to6l szintén eltérd

T156 esetében is).

A 16 polimorf mikroszatellitanak legtobb esetben csak két allélja volt a felmért hazai
damszarvasokban (14 marker 2 allél, 1 marker 3 allél, 1 marker 5 allél). Osszehasonlitasként
mind a tiz DeerPlex marker polimorf lett a magyar gimszarvas populécioban (n=303), a
legkevesebb allélszam hét (C229) a legtobb pedig 27 volt (T156) [23]. A kapott
eredménylink tehat, hasonléan a korabbi nemzetk6zi publikaciokhoz [3, 13, 18, 62-67], a
damszarvas populacié regionalis szintli alacsony genetikai diverzitasat mutatja. Ezt
Ot haplotipust talaltunk a hipervariabilis région beliil. Az alacsony valtozatossagnak tobb
okat is kimutattak korabbi kutatasok: alapité hatas [3, 13, 63], genetikai sodrodas [3, 13, 63],
beltenyészettség [3, 67], palacknyak hatas [3, 67] és a damszarvasok szaporodasi rendszere
[3]. Feltételezhet6, hogy a magyar populacido esetében is ezek okozhatjak a csokkent

polimorfizmust.

Ugyanakkor fontos megjegyezni, hogy kevés damszarvas mintan vizsgaltuk a
mikroszatellitak polimorfizmusat (n=20), illetve a mintak nem fedik le Magyarorszag teljes
teriiletét. Tovabba az is el6fordulhat, hogy a vizsgalt mikroszatellitak a ddmszarvasban nem
megfeleld markerek, igy az egyébként polimorf populaciot is monomorfnak mutatjak. Ennek
tobb oka is lehet, példaul a felhalmozod6d pontmuticiok megsziintették az ismétlédést
tartalmazo tandem régidkat. A megfigyelt kis mértékii polimorfizmus €s a monomorf allélek
magas aranyanak oka tehat nem egyértelmi, €¢s messzemend kovetkeztetéseket még nem

lehet levonni a magyar damvad populacio genetikai valtozatossagaval kapcsolatban.

Annyi bizonyos, hogy a jelenlegi markerkészlet a kapott PI érték alapjan mar alkalmas lehet
egyedi szintii azonositasra a damszarvas allomanyon beliil. Az 1,2*107° ugyanis azt jelenti,
hogy 1 000 000 egyedbdl csak 12 egyednek egyezne meg a genotipusa, ami egy 40 000
egyedbdl allo allomany esetében meglehetdsen jo eredmény. Az NCRII ajanldsainak is

megfelel ez az érték, mivel éppen a hatdran van az alkalmazhatosagi tartomanynak (4,1*10°
11.1,2*107) [92].
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Vagyis 0sszességében a markerkészlet fejlesztése sikeres volt, a jovében megkezdddhet a
validalas folyamata, melynek szigorti szempontrendszere van (pl. érzékenység, robusztussag
és ismételhet6ség). A markerkészlet fontossaga az egyre névekvé mértékii orvvadaszatban
rejlik, hiszen ez eredményezte a faj hatékonyabb védelmének igényét. A Kifejlesztett
markerszett egyéb jelentdsége, hogy mas orszagokban is alkalmazhatd lehet a helyi
allomanyokon valo elézetes tesztelések utan. Illetve a magyarorszagi damvad-allomany
genetikai felmérésére szintén hasznalhatd, ami informacidt szolgaltat a populacid
hatékonyabb szabalyozasahoz/fenntartasdhoz is. Lathat6, hogy ez a markerkészlet nemcsak
forenzikus célokra lenne alkalmazhat6d késobb, hanem vadgazdalkodési tandcsadasra és a

populacié struktura vizsgalatara is.

6. OSSZEFOGLALAS

A damszarvas vadgazdalkodasilag értékes faj. Ertékének hatékonyabb védelme érdekében
célul tiztik ki egy jogkovetkezményekkel jardo eseteknél alkalmazhatdé genetikai
markerkészlet fejlesztését a magyar damvad alloméanyban. A markerkészlet fejlesztésének

célja a populaciok elkiilonitése haplotipusok alapjan és az egyedi szintii azonositas Volt.

e

elérni, azonban a feldolgozott ¢és kivalogatott 100 ddmvad mintdban csak 6t haplotipust
talaltunk. A haplotipusok alacsony szdma és valtozo gyakorisaga miatt (voltak ritka és
nagyon gyakori haplotipusok) nem tudtuk a geografiai populéci6 elkiilonitést megvalositanti,
de a mtDNS markert igy is tudjuk alkalmazni fajelkiilonités €s anyai leszdrmazasi agak

elkiilonitése esetén.

Az egyedi szintli azonositasra korabban mas Cervidae fajra publikalt tetramer
mikroszatellita markereket alkalmaztunk, Osszesen 100 darabot. Ebbol 76 mikodott
megfelelden, igy ezekkel végeztiik el a polimorfizmus felmérését 20 mintan, hiszen csak
tobb alléllal rendelkez6 markerekkel lehet elérni az egyedek beazonositasat. A 76-bol 16

mikroszatellita volt polimorf (2-5 allél).

A mtDNS ¢és mikroszatellita markerek is a magyar damvad populécié alacsony genetikai
diverzitdsat mutattdk ki, mely 0sszhangban van mas teriiletek kutatdsi eredményéivel. A
vilagszinten megfigyelt jelenséget tobb okra vezethetd vissza (pl. palacknyak hatas, alapitd
hatas), amik valosziniileg hazankban is hatottak. Azonban az alacsony mintaclemszam

(n=20), és a nem megfelelé markerek vizsgalata is okozhatta a tilzott monomorfizmust.
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A mikroszatellita markerkészletiink egyedi szintli azonositdsra valé alkalmassagat az

identitas valosziniiséggel vizsgaltuk, ami 1,2*107 volt. Ez pontosan az ajanlott forenzikus

alkalmassagi tartomany hataran van, vagyis sikeresen zarult a fejlesztésiink, alkalmas a

készlet egyedi szintli azonositasra. Azonban a markerkészlet tényleges torvényszéki

alkalmazhatdsdgahoz még hatra van a validalasi folyamat.
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