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1. Jelolések és roviditések jegyzéke

nl microliter - mikroliter

bp base pair - bazispar

db darab

DNS deoxyribonucleic acid - Dezoxiribonukleinsav

GenAlEx  |Genetic Analysis in Excel

He Expected Heterozygosity- Vart heterozigozitas

Ho Observed Heterozygosity- Megfigyelt heterozigozitas

K Cluster- Klaszter

MtDNS mitochondrial DNA- mitokondrialis DNS

n Number- Egyedszam

Na Number of alleles- Allélszam

Ne Number of effective alleles- Effektiv allélek szama

PCA Principal Component Analysis - Fékomponens analizis

PCoA Principal Coordinate Analysis - Fékoordinata analizis

PCR Polimerase Chain Reaction - Polimeraz lancreakcio

pld példany

RAPD Randomly Amplified Polymorphic DNA -

rRNS ribosomal RNA- riboszomalis RNS

SNP Single Nukleotide Polymorphism- Egypontos nukleotid-
polimorfizmus

STR Short Tandem Repeat- Rovid tandem ismétlodés




2. Bevezetés és célkituzések

A mosomedve (Procyon lotor) és a nyestkutya (Nyctereutes procyonoides) hazankban
invazids fajok, egész évben vadaszhato ragadozofajoknak szamitanak. Mindkét faj esetében
Eurdpaba betelepitették oket, igy hazankban a 1980-as évektdl vannak jelen, amely annak

koszonhetd, hogy a tenyészetekbdl kiszabadultak vagy kiengedték dket (Baldi et al., 2017).

Az elmult években a mosdémedve €s a nyestkutya hazai allomanya alacsony, viszont évrol-
évre folyamatos novekedést mutat, teriték adatokat tekintve pedig mar éves szinten stabilan

tiz példany folotti a szamuk (Csanyi et al., 2023).

Ezek az invaziv fajok nagy befolyassal lehetnek a kornyezetre és a mindennapi életiinkre is,
mert ezek a fajok tehetnek akar egyes 6shonos fajok kihalasaért, akar az altaluk terjesztett
betegségekért vagy akar mezOgazdasagi karokért (Schaffner et al., 2013). Ennek
fliggvényében fontos ezeknek az invaziv fajoknak a kutatasa az dshonos fajokkal szembeni

versenggs, illetve a kiilonbozo betegségek terjesztése szempontjabol.

Kutatasom célja a Magyarorszagon eléfordulé mosdémedve és nyestkutya genetikai alapu

vizsgalata. Ezek a fajok kevésbé kutatottak Magyarorszadgon ez teszi vizsgalatukat fontossa.
A TDK dolgozatom soran, ezeket az alapvetd célokat tliztiik ki:

1. Kilfoldi szakirodalmakb6l mosémedve ¢€s nyestkutya fajokon hasznalt
mikroszatellit markerek adaptélasa,

2. Az adaptal markerek optimalizalasa multiplex koriilmények kozott fajonként,

3. Magyarorszagon gylijtott mosémedve €s nyestkutya mintdkon a hazai allomany
genetikai diverzitasanak és strukturdjanak felmérése, esetleges rokoni kapcsolatok

feltarasa



3. Szakirodalmi attekintés

Az invazios fajok elterjedését eldsegitette a kereskedelem bdviilése és az ezzel jaro
globalizacié. Ezeknek a fajoknak a jelenléte sulyos kornyezeti, gazdasagi és egészségiigyi
hatdsokat okozhat. A két altalam vizsgalt faj, a mosoémedve és a nyestkutya is invazids fajnak
szamit Eurépaban, mivel ezek a fajok moséomedve esetében Amerikaban, mig nyestkutya
Azsiaban 8shonosak (1.abra). Ezek a vadfajok az j teriileteket gyorsan tudtak benépesiteni
¢s viselkedésbeli alkalmazkodéasuk lehetdvé tette, hogy az egyik legsikeresebb invaziv
fajként tartsak szamon Oket. A folyamatosan ndvekvo és terjeszkedd populaciokbol eredd
egyik legnagyobb veszélyt a vadon ¢€lo allatok, a haziallatok és az emberek kozott a
kiilonbozé vektorok altal terjesztett korokozok fenntartdsdban és terjesztésében betoltott
szerepiik jelenti (Keller et al., 2011). Magyarorszagon sikeresen elterjedt e két faj. Nalunk
is veszElyt jelent a megjelenésiik, mert kiszorithatnak més Oshonos fajokat, tovabba

betegségeket terjeszthetnek, hazankban ezért is vadaszhaté mindkét faj egész évben.

1. abra: Mosomedve és nyestkutya szarmazasa (Mysliwy et. al., 2022)




3.1. Mosomedve (Procyon lotor) jellemzése

3.1.1. Europai elterjedés

A mosdémedvét Japanba ¢és Eurdpdba is betelepitették. Japanba a mosomedvéket hazi
allatnak szanva hoztdk be az orszdgba. A gazdak, ha mar felnéttek az allatok elengedték dket
(lkeda et al., 2004). Europaban is azok az egyedek terjedtek el, amelyeket haziallatként
tartottak €s szoktek el. A prémesfarmokbol vald kiengedések és szokések, valamint a
vadaszat céljara szandékos betelepitések kovetkeztében a mosomedve szinte az egész
kontinensen elterjedt. A mosomedve Eszak-Amerikaban honos faj, ami elészor 1934-ben
keriilt Europaba, amikor a németorszagi Hessen tartomanyban engedtek szabadon két part.
Az elsé 0Osszegzd publikdciok természetesen a faj eurdpai elterjedési teriiletének
kozpontjabol, Németorszagbol szarmaznak (Lutz, 1984). A II. vilaghéboru idején Kozép-
Eurdépa szamos pontjdn prémtelepeken tartott egyedek szabadultak ki. A korabbi
Szovjetunio teriileteire is betelepitették ennek kovetkeztében tobb helyen is meg tudott
telepedni, mint példaul Fehéroroszorszagban, Azerbajdzsdnban, Dagesztanban,
Uzbegisztanban és Krasznodar térségében is. Europaban Németorszagon kiviil megfigyelték
mar a Benelux-allamokban, Csehorszagban, Szlovakiaban, Danidban és hazankban is (Heltai
et al., 2010). Otven évvel az elsé hatékony bevezetés utin elterjedési tartomanya
Németorszagon tal, Franciaorszagra, Svajcra, Ausztriara és Lengyelorszagra is kiterjed
(Lutz, 1984; Biedrzycka et al., 2014). Németorszagon kiviil mas europai orszagban is
tenyésztették a mosomedvét fogsagban, foként magantulajdon, kisallatkereskedelem és
vadgylijtemények céljabol. Az ilyen kedvtelésbdl tartott mosémedvék megszoktek vagy
szabadon engedtek Oket, és talalkoztak egymassal az elszigetelt helyeken, és ott helyi
populaciokat hoztak Iétre (Garcia et al., 2012; Biedrzycka et al., 2014). Ezeknek a
betelepitéseknek eredményeképpen életképes populaciokat is 1étre tudott hozni, amelyek
1975 ota novekednek az elterjedési teriiletiikon, és szétszorodtak Kozép-Europaban. A
legijabb adatok is megerdsitik a mosomedve Olaszorszagban (2003) és Spanyolorszagban
(2004) valo jelenlétét. Spanyolorszagban az elmult évtizedben megndvekedett a mosdmedve
¢szlelések szama, elsOsorban a nagyvarosokban vagy azok kozelében lattal Oket.
Feltételezések szerint Spanyolorszagban a legnagyobb mosdémedve populacid, Madrid
kornyékén fordul eld, bar a fajt mar legalabb 28 helyen jelentették mar orszagszerte (Garcia
et al., 2012). Az els6 észlelés 2003-ban volt a Parque Regional del Sureste teriiletén (Alda
et al., 2013). A fajt Olaszorszagba is betelepitették, ahol 2004 6ta az Adda folyd mentén,

Lombardiaban figyelték meg az egyetlen ismert szaporodd populaciot (Mori et al., 2015).



Mas orszagok, példaul Svédorszag, Norvégia, Dania és Anglia arr6l szamoltak be, hogy
alkalmanként észlelték a jelenlétiiket, viszont valdszintileg allattartoktol vagy allatparkokbol
szokhettek meg ezek az egyedek (Beltran-Beck et al., 2012).

A vadaszat azonban nem akadalyozta meg mas orszagokba valo terjeszkedését. Féleg vizes
¢léhelyekhez kotddik, buvohelyként kedveli az oreg, odvas fakat. Megtelepszik kiilvarosi
ovezetekben, parkokban, kertekben is. Alloméanya egész eurdpai elterjedési teriiletén

novekszik (Mitchell-Jones et al., 1999; 2.4abra).

2. abra: Mosomedve elterjedés Eurdpaban. A hatszogek jelolik az adott teriileten az
egyedszam nagysagat, vilagos sargaval az alacsony egyedszam ¢és piros szinnel a magas
egyedszam van jel6lve (forras: httpl)

3.1.2. Hazai elterjedése

Az els6 hazai észlelését eloszor Moron figyelték meg. Aztan ezt kovetden mashol Nyugat-
Magyarorszag teriiletén figyelték meg, Gy6r-Moson-Sopron varmegyében (Farago, 2012).
Késébb a szlovak hatar mellett talalhato szigetkozi térségbdl jelezték a fajnak a jelenlétét
(Farag6, 2012). 1989-ben 9 egyed elejtését jelentettek (Csanyi, 1999). Majd ra egy évre
végil elkésziilt az els6 szabadtéri fényképfelvétel a Pilis tertiletén (Gabor, 1999).
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Késoébbiekben folytattak kérddives felmérést is, amelyet 1997 és 2006 kozott végeztek. A
felmérés soran 10-15 vadgazdalkodasi egység szamolt be mosémedve megjelenésrol. A faj
eléfordulasar6l az orszag minden nagyobb tajegységébdl érkezett megerdsités. A
megfigyelések bizonytalansdgat mutatja az is, hogy nagyon kevés azon vadaszteriiletek
szama, ahonnan tobb alkalommal is megerdsitették a megfigyelést. Ugyanakkor 2002-ben
¢s 2003-ban a valaszadok mar a kérddivekben is jelezték mosdmedve tetemek megtalalasat.
Elobb 4 him, 1 néstény és egy fiatal egyed megtalalasat jelezték Baranya, Pest, Nograd és
Hajdu-Bihar varmegyékbdl. A 2003-as évben Osszesen négy kifejlett him példanyt talaltak
Heves, Hajdu és Szabolcs varmegyék teriiletén (Heltai et al., 2010). Az els6, de fiiggetlen
forras altal még nem igazolt elejtésekrél 1996-ban szamoltak be Borsod-Abauj-Zemplén
varmegye teriiletérdl, azota 1997-et kivéve, minden évben teritékre keriilt egy-két egyed.
1998-ban egy Go6dollé melletti facantelepen élve fogd csapdaval fogtak el egy kifejlett
néstény mosomedvét. 2000-ben tobb alkalommal is megfigyeltek a Pilis hegység teriiletén
¢s kornyékén egy mosdmedvét. 2005 6szén ismét volt egy elejtés Hajdu-Bihar varmegyében
(Heltai et al., 2010).

A mosomedve (17 pld) elejtett mennyisége a 2022-es évhez képest csokkenést mutat
(4.abra). A magyarorszagi egyedek szama ugyan 6nmagaban nem jelentds, de az Orszagos
Vadgazdalkodasi Adattar adatai alapjan emelkedd trendet mutat, ami a tartds
megtelepedésiiket jelezheti (Csanyi et al., 2023). Eurdpai megjelenésiik annak a
kovetkezménye, hogy az ember szandékosan vagy véletlenszerlien betelepitette Oket
prémjeik miatt. Stabil magyarorszagi jelenlétiik nem Orvendetes és ezért tamogatja a
Vadészati Kamara a vadaszokat abban, hogy egész évben engedélyezett vadaszati szezont

biztositanak korlatozas nélkil.

3.2. Nyestkutya (Nyctereutes procyonoides) jellemzése

3.2.1. Europai elterjedés

A nyestkutya eredetileg Azsiabol szarmazé, invaziv, ragadozoé allatfajunk. Az elsé eurdpai
telepités Ukrajndban tortént meg majd késébb az egész eurdpai kontinensen elterjedt
(Mitchell-Jones et al., 1999). Ezeknek a betelepitéseknek az volt a célja, hogy hasonl6 értékii
prém, amely a rokaéhoz hasonld, elérhetd legyen Eurdpédban is, ne csak Azsidban (Gyenge,
1985). Mivel a nyestkutya terjeszkedése nem tekinthetd természetesnek, és az sem
valdszinii, hogy egyetlen terjeszkedési forrdssal kell szamolnunk, tobbféle alfaj keveredhet

¢s hibridizalédhat Eurdpa teriiletén. Pontosan nem lehet tudni, hogy a prémtenyészetek



mindig ugyanazzal az alfajjal dolgoztak-e és hogy a mesterséges betelepitéseknél mely
alfajok jottek szamitasba (Heltai et al., 2010).

Az europai adatokat eldszor 1988-ban foglaltdk Gssze. A faj megfigyelési adatai tobbek
kozott Finnorszagbol (1935), Svédorszagbol (1974), Lengyelorszagbdl (1955), Ausztriabol
(1962) szarmaztak, és ebben az 6sszefoglald munkadban természetesen szerepelt az 1961-bdl
szarmaz6 elsé magyarorszagi el6fordulas is. A nyestkutya napjainkban szamos orszagban
megtaldlhatd, igy a mar emlitett Finnorszagban ¢és Svédorszagban, a Baltikumban,
Lengyelorszagban, Németorszagban, Bulgaridban, Romaniaban, Moldovaban, Szerbiaban
¢s Magyarorszadgon is. Megfigyelték tovabba Franciaorszagban, Hollandidban, Déniaban,
Norvégiaban, Ausztridban, Svajcban, Bosznidban és Szlovénidban is (3.abra). A legtdbb
¢l6helyhez kivaloan alkalmazkodik, de elsdsorban a t6- és folydpartokat, illetve az egyéb
vizes ¢lohelyeket kedveli. Az oOtvenes években tortént megtelepedés utan gyors
allomanyndvekedését tapasztaltak Finnorszagban, a Baltikumban és Lengyelorszagban is,
ami a nyolcvanas évek kozepén tet6zott, kismértékli csokkenést mutatott, majd
stabilizalodott. Tovabbi nyugati iranyu terjedése valdszinisitheté (Mitchell-Jones et al.999).
A 2007 ota tartd populacio csokkenése Europaban nem a mosdémedvével valo fajok kézott
versengésnek, hanem a nyestkutya szopornyicajarvanynak volt koszonheté (Mulder, 2012,
2013).

A késdbbi populaciobiologiai vizsgalatok részben magyardzatot is adnak a nyestkutya gyors
area- ¢s allomanynovekedésére. A faj terjedését €s allomanyndvekedését szinte egyaltalan
nem korlatozza a fajok kozotti versengés, mert a nyestkutya csak abban a periddusban aktiv,

amikor a taplalékforrasok gyakorlatilag nem korlatozottak (Kauhala - Auniola 2001).



3. abra: Nyestkutya elterjedése Eurdpaban. A faj eléfordulasi teriiletei lila szinnel vannak
jelolve. (forras: http2)
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3.2.2. Hazai elterjedés

Magyarorszag teriiletén az els6 példanyt 1961-ben ejtették, aztdn minden évben legalabb egy
lelovés tortént, altaladban ezek a kil6tt egyedek a prém telepekrdl szokhettek meg (Heltai et
al., 2000). Nyestkutya eléfordulasat 1997 és 2006 kozott nyomon kovettek kérddives
felméréssel. Az Orszdgos Vadgazdalkodasi Adattarban 1995 o6ta allnak rendelkezésre
terit¢kadatok. A kérddivekre érkezett pozitiv visszajelzések alapjan Magyarorszdgnak nincs
olyan megyéje, ahonnan legaldbb egyszer ne jelezték volna a faj jelenlétét. Allandé jelenlétét
csak nagyon kevés személy jelezte vissza, kb. 3-5. Ezek a tertiletek egy Somogy és két Vas
varmegyei eset kivételével, az orszag keleti felében, a Duna-Tisza-kozi, vagy Tiszantali
tertileteken talalhatok. Talaltak elhullott egyedeket is. A tetemeket tobbséget az orszag keleti
felében, a kolykoket Szolnok varmegye tiszantuli és Hajdt-Bihar varmegye teriiletén lelték
fel. Ugyanakkor a kérdoéives adatoknak ebben az esetben igen nagy a bizonytalansaga (Heltai
etal., 2010).



A nyestkutya (21 pld) elejtett mennyisége a 2022-es évhez képest novekedést mutat (4.abra).
Szamuk ugyan 6nmagaban nem jelentds, de nyestkutya esetében is emelkedé trendet mutat,

ami a tartos megjelenésiiket mutathatja (Csanyi et al., 2023).

4. abra: Mosomedve és nyestkutya elejtési adatok (Csanyi et al., 2023)

Mosomedve és nyestkutya zsakmanya
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<M Nyestkutya ——@— Mosomedve

3.3. Populaciogenetikai vizsgalatok alapjai

Elsddlegesen a populacidgenetikai vizsgalatokat, a természetes populacidk genetikai
diverzitasanak vizsgalatira alkalmaztak (Robert - Philipp 1997). A vizsgélati célok
jelentésen boviiltek, mert az utdbbi évtizedekben a rendelkezésre all6 moédszerek nagy
fejlédésen mentek keresztiil.

A RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA) moddszer volt a legkorabbi
populacidgenetikai vizsgalati modszer. Ebben a modszerben random, 9-12 nukleotidbol allo
primer alkalmazasaval végeziink PCR-t, a kapott fragmentumok szdma pedig attol fligg,
hogy a primerek hanyszor taldlnak komplementer szakaszokat a DNS molekula két szalan

200-2000 bp tavolsagban, amely a hdstabil polimeraz hatotavolsaga. A kapott DNS
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fragmentek teszik lehetdvé a genotipusok Osszehasonlitasat. Az elényei kozé tartozik az,
hogy nem igényli a templat DNS szekvencidjanak ismeretét, nanogram nagysagrendii DNS
mennyiség elég a vizsgalatokhoz és rendszerint nagyfoku polimorfizmust mutat. A modszer
hatranya, hogy a kisérleti paraméterektdl fligg reprodukéalhatosaga, a DNS tisztasagara €s
mindségére érzékeny, altalaban dominans marker. Polimorf mintazat esetén a kiilonbséget
jelentd fagmentumok a gélbdl kivaghatdak, a DNS molekula tisztitdsa utdn a fragmentum
plazmidba ligalhato és a plazmidra specifikus primerekkel szekvenalhat6. A szekvencia
alapjan a fragmentumra specifikus primerek tervezhetéek, ezek az un. SCAR primerek jol
reprodukélhat6 eredményeket adnak, masrészt akar kodominansak is lehetnek (Kiss, 2005).
A mtDNS, azaz a mitokonridlis DNS altal is lehet vizsgélni az egyedek kdzotti rokonsagi
kapcsolatokat ugy, hogy a 16S rRNS szekvencidkat Osszehasonlitjuk, hiszen ennek
eredménye képp nem sziikséges a szervezetek DNS-ének a teljes szekvencidjat ismerni. Az
a lényege, hogy az 6sszehasonlitott nukleotidok szama statisztikailag jelentds szamunak kell
lennie, és hogy az dsszehasonlitott szekvencidk megfelelden legyenek Osszeillesztve. A 16S
rRNS kiilonbozik a nukleotid-szekvencidjaban, viszont olyan régiokat is tartalmaz, amelyek
tokéletesen vannak konzervalodva. Olyan konzervalt szekvencidk, amelyek néhdny nem tul
konzervalt szekvenciaval szomszédosak, alkalmazhatoak a filogenetikai kiértékelésekhez
(Lane et al., 1985).

Az SNP-k (Singe Nucleotide Polymorphism), magyarul egypontos nukleotid
polimorfizmusok, ezek olyan szekvencia variaciok a genomban, amelyek természetesen
fordulnak el6. Egyetlen nukleotid megvaltozasat jelenti a DNS szekvenciajaban. Az SNP-k
a genomban barhol el6fordulhatnak, de a legtobb SNP a genom nem kodold szakaszain
talalhatd, amennyiben ezek a bazis polimorfizmusok a DNS kddold vagy szabalyozd
mellett szol, hogy nagyobb szamban fordulnak el6 a genomban, stabilabbak, illetve
pontozasuk is jelentdsen egyszeriibb, mint a mikroszatelliteké (Collins et al., 1998).

A munkamhoz fontos megemliteni a mikroszatellieket, amely egyedi genomhely (single
lokusz) vizsgalatok kozé tartozik. A mikroszatellitek kivalo eszkdzei a géntérképezésnek,
valamint a hasznélatukkal az egyedek pontosan és konnyen azonosithatdoak. A genomban
elszortan elhelyezkedé néhany bazispar ismétlodésébol allo 50-300 bp hosszisaga
szekvencia részletek. Ezen ismétlddések tipusa mas-mas azonosithatosdgukat az Oket
hatarol6, genomban csak egy-egy helyen el6forduld szekvenciak, primer kapcsolddasi
helyek teszik lehetové (Heszky et al., 2005). A mikroszatellitek viszonylag kozel allnak az

idealis genetikai marker fogalmahoz. Nagyjabol egyenletesen oszlanak el a genomban, a
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kodold és a nem kodolo régioban egyarant el6fordulnak. Egyszerli, néhany bazispar hossza
szekvencia-ismétlddésekb6dl alld DNS-motivumok, amelyek az adott genom egyetlen
pontjara jellemzd szekvenciarészlet kozott helyezkednek el. A mikroszatellitek
alkalmazéasanak elényei koz¢ tartozik, az ismétlddések szama a néhanytdl, a tobb tucatig
terjedhet (0-40), mig a mikroszatellit teljes mérete 50 és 500 bp kozott valtozik.
Polimorfizmusuk (allélvaltozataik) az ismétlodések szamanak eltéréseibdl adodik. Ez
viszonylag gyakori mésolasi hibak, spontdn mutéacidik kdvetkezménye (Kurjakné, 2013).

A polimeraz lancreakcio, vagyis polymerase chain reaction: PCR arra alkalmas, hogy egy
adott DNS szakaszt in vitro felamplifikdljunk. A reakcié hdrom egymast kovetd
hémérsékleti 1épések vannak. ElsOnek a kétszala DNS denaturdcioja (szétvalasa) 92-96 0C-
on ezutan a primereink feltapadasa kovetkezik (annealing) a templat komplementer helyeire
30-70 0C-on. A harmadik 1épésben a primerek novesztése a DNS polimeraz segitségével
(elongation) 72 °C-on. A denaturacio, annealing és elongacio egyiittesen ciklusnak hivjuk,

amelyek ismétlédnek és ez vezet végiil a DNS felsokszorositasahoz (Heszky et al., 2005).

3.3.1. Mosomedve genetikai vizsgalatok

A genetikai vizsgalatok révén informéciokhoz tudunk jutni egy-egy populaciorol, tovabba
nyomon kovethetjilk az adott populacié kialakulasat. Igy f& célja az volt egy spanyol
tanulmanynak, hogy megértsiik a mosomedve kozelmultbeli invazios torténetét Kozép-
Spanyolorszagban egy olyan genetikai megkozelités segitségével, amely kombindlja a
mitokondridlis és a sejtmag DNS-markerekbdl szdrmaz6 informacidkat. Felmérték a
mosomedve betelepités minimdlis szaméat Kozép-Spanyolorszdgban, a betelepités utan
fennmarado genetikai variaciot és tényleges populacioméretet egy észak-amerikai 6shonos
mosdémedve populacidhoz viszonyitva, és a relativ effektiv alapité méretet (Alda et al.,
2012). 2017-ben egy masik spanyolorszagi vizsgalat alapjan populacion beliili diverzitas
novekedésére szamitottak, mivel a spanyol populdciok genetikailag valtozatosabbak, mint a
kozép-europaiak. Azért valtozatosabbak, mert az elszigetelt populacidk elterjedési teriilete
kiboviilt. Mivel eredményeik bizonyitékul szolgéltatnak az allatkerti egyedek €s a szabadon
¢16 egyedek kozotti géndramldsadnak. A tanulméany azt mutatja, hogy a genetikai elemzések
segithetnek rekonstrudlni az invazids folyamatokat, ami fontos az invaziv fajok jobb
megertéséhez €s hatékonyabb kezelés¢hez (Fischer et al., 2017).

Frantz és munkatérsai 2013-ban Németorszagbéli mosomedve populaciokat vizsgaltak meg.

Mivel a mosémedvék sikeresen elszaporodtak Kozép-Europaban annak ellenére is, hogy a
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populaciot kevés egyed alapitotta. Az elterjedést azzal magyaraztak meg, hogy ez a faj
rendkiviil alkalmazkodo képes. A német mosomedve populdcionak azonban tobb alapitdja
lehet, és a feltételezettnél valtozatosabb genetikailag. Viszonylag gyakoriak az
allatkertekbdl valod kiszokések. Ebben a vizsgalatban a mitokondridlis DNS alapjan
dolgoztak. Az eredmények alapjan a populaciot kevés ndstény alapitotta, €és a német
mosomedvék két kiilon kibocsatasi periodusbol szarmaznak Kozép- és  Kelet-
Németorszagbol. Ez alapjan Kelet-Németorszagban egy kiilonalld populécio talalhato.
Tovabbi vizsgalatok sziikségesek ahhoz, hogy még tobb informacidhoz jussunk a
mosomedve genetikai sokféleségérdl és a populacié genetikai szerkezetérdl (Frantz et al.,
2013).

Franciaorszagban jelenleg hdrom kiilonallo, ndévekvd populdcidot hoztak létre a
mosomedvék. Ezen populaciok jelenlegi térbeli genetikai strukturajanak, elterjedési
eseményeinek és filogenetikajanak azonositdsa sziikséges a faj megértéséhez.
Franciaorszagbdl és Belgiumbol szarmaznak a mintdk, amik vadon ¢él6 és fogsagban €16
egyedeket foglaljak magukba. A francia mosdmedve populacidk genetikai sokféleségének
¢s jelenlegi populacidgenetikai szerkezetének jellemzésére, valamint a belga populacioval
val6 lehetséges genetikai kapcsolat azonositasara mitokondrialis DNS-t és mikroszatelliteket
hasznaltak. Az eredmények alapjan a francia egyedeknek legaldbb hdrom fiiggetlen
betelepitési periodusa volt. Bar mind a harom populécio alacsony genetikai diverzitast mutat,
viszont fennmarado genetikai sokféleség elegendd ahhoz, hogy sikeresen alkalmazkodjanak
uj kornyezetiikhoz és lehetové tegyék a gyors elszaporodast. Az északkeleti francia
populéciora kiilonds figyelmet kell forditani, mert ezek az egyedek genetikailag keverednek

a belga populacioval (Larroque et al., 2023).

3.3.2. Nyestkutya genetikai vizsgalatok

A nyestkutya (Nyctereutes procyonoides) Délkelet-Szibériatol Eszak-Vietnamig elterjedt,
beleértve Koreat és Japant, valamint Europat is. Koredban a legtobb versenytarsa kihalt, ami
a nyestkutya populacié gyors novekedését eredményezte. Ez a nagy populaciondvekedés
aggodalmakat valtott ki az 0koszisztémaban betoltott szerepével kapcsolatban tovabba a
kiilonbozé  fert6z6 betegségek zoonodzisos atvitelével kapcsolatban. Ezeknek a
megakadalyozasaban hatékony moddszerre volt sziikség a nyestkutydk ellendrzésére
Koredban. A nyestkutydk genetikai diverzitasdnak ¢és szerkezetének vizsgalatahoz 12

polimorf mikroszatellit 10kuszt azonositottak. Ezeket az ) mikroszatellit markereket Dél-
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Korea o6t helyérél szarmazo 104 nyestkutya minta alapvetd populdcidgenetikai
paramétereinek meghatarozasara alkalmaztak. A mintdkon beliili 12 16kusz atlagos
allélszama 8,7 volt, a 10kuszonkénti allélok szama pedig 2-13 kozott volt. Az atlagos vart €s
megfigyelt heterozigotasag 0,723 és 0,619 volt. A Bayes-alapu klaszteranalizis szerint, a
koreai nyestkutydk négy kiilonb6z0 genetikai alpopulaciobol all. Ezek a genetikai
informéciok nagyon hasznosak lesznek a fert6zd betegségek terjedésének megel6zésében
(YoonJee et al., 2013).

A tovabbi vizsgalatnak az volt a célja, hogy a tenyésztett és vadon €16 nyestkutyak kozotti
lehetséges kiilonbségeket kimutassdk. A 15 mikroszatellit szekvencia polimorfizmusanak
elemzése arra a kovetkeztetésre vezetett, hogy a lengyel farmokon nevelt nyestkutya ¢és a
Lengyelorszagban €16, vadon €16 nyestkutyak két genetikailag kiilonallo allatcsoport. A
vadon €16 lengyel nyestkutyak genetikailag jobban hasonlitanak a kalinyingradi régiobol
egyértelmii genetikai kiilonbségeket mutatott ki a tenyésztett és vadon €16 nyestkutya
populacié kozott, annak ellenére, hogy a két allatcsoport mindossze 50 éves
elszigeteltségben van. A tenyésztett populaciokat nagyobb genetikai varidcio jellemezte,
mint a vadon €16 populaciot. Az elemzések alapjan harom mikroszatellit [6kuszt javasoltak

a telepekrdl kikeriilt 4llatok eredetének meghatarozasara (Kasperek et al., 2015).
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4. Anyag és modszer

4.1. Mosomedve és nyestkutya mintavétel

A felhasznalt mintdkat az egyetem Vadgazdalkodési és Természetvédelmi Intézetétdl
kaptuk, melyek legalis vaddszatokon kertiltek elejtésre. Ezekbdl a példanyokbdl boncolaskor
izomszovet mintavételezés tortént. A 31 db mosomedve és 15 db nyestkutya mintakat egyedi
azonositoszammal lattuk el, biobankunkban regisztraltuk, és rogzitettiik a mintakhoz tartoz6

adatokat (1.tablazat, 2.tablazat, 5.4bra, 6.4bra).

1. tablazat: Mosémedve mintak adatai (forras: sajat munka)

Sorszam BIObapk Elejtés helye El,ejtes I_Egyed
azonosito eve Ivara
1 4431 Ocsa nincs adat| him
2 4432 nincs adat nincs adat | néstény
3 4433 Ocsa nincs adat | néstény
4 4434 Ocsa nincs adat |  him
5 4435 Ocsa nincs adat | him
6 4436 Tiszavalk 2002 ndstény
7 4437 Ocsa nincsadat| him
8 4438 Ocsa nincsadat| him
9 4439 nincs adat nincs adat him
10 4440 nincs adat nincs adat him
11 6674 nincs adat 2017 him
12 6675 Ocsa 2022 ndstény
13 6677 Tiszakécske 2022 him
14 6693 Soroksar 2023 him
15 6795 Ocsa 2021 him
16 6796 Ocsa 2023 him
17 6798 Tiszafoldvar 2023 him
18 6797 Ocsa 2023 | néstény
19 6799 Ocsa 2023 | néstény
20 6800 Ocsa 2023 him
21 6801 Ocsa 2023 ndstény
22 6813 Dabas 2023 him
23 6814 Bugyi nincs adat him
24 6815 Inarcs 2023 nostény
25 6816 Inarcs 2023 nostény
26 6817 Inarcs 2023 nostény
27 6818 Dabas 2023 him
28 6819 Ocsa 2022 him
29 6820 Ocsa 2022 him
30 6821 Ocsa 2023 ndstény
31 6822 Ocsa 2023 him
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2. tablazat: Nyestkutya mintak adatai (forras: sajat munka)

| Biobank . Elejtés Egyed
Sorszam o Elejtés helye ) .
azonosito éve ivara

1 4441 Piispokladany 2009 néstény
4442 Piispokladany 2009 him

3 4443 nincs adat nines him

adat

4 4444 Dévavanya 2006 him

5 6672 Pocspetri 2023 him

6 6673 Tiszavalk 2022 ndstény

7 6676 | Hernadvolgye Vadasztarsasag | 2020 néstény

8 6688 Sziksz6 2023 nostény

9 6689 Kéré')sladén}-/.i Vadasz 2020 him

Egyesiilet

10 6690 Budapest-Pécel 2020 him

11 6802 Gerendas 2023 him

12 6904 Tiszaszalka 2023 nostény

13 6905 Tiszaszalka 2023 him

14 6906 Tivadar 2023 him

15 6907 Tivadar 2023 ndstény

5. abra: Mosomedve mintak elejtési helyei (forras: sajat munka)
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6. abra: Nyestkutya mintak elejtési helyei (forrds: sajat munka)
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4.2. DNS izolalas

A kapott izomszovet mintakbdl MagCore HF16 Plus Automated Nucleic Acid Extractor (7.

Veszprém

abra) MagCore Genomic DNA Tissue Kit (RBC Bioscience Corp., Tajvan) segitségével
DNS-t izolaltunk, a gyart6 utasitasai szerint. Az izolalt DNS-ek mennyiségét és mindségét

ND-1000 (NanoDrop Technologies, Inc., USA) spektrofotométerrel ellendriztiik.

7. abra: MagCore HF16 Plus DNS izolal6 robot (forras: sajat munka)
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4.3.PCR vizsgalatok

A szakirodalmi adatok alapjan kivalasztott mosomedve (Fike et al. 2007, Cullingham et al.
2006) ¢és nyestkutya (Drygala et al. 2016, Griciuviené et al 2006) mikroszatellit primereket
el6szor jeloletleniil vasaroltuk meg és reakcionként egy primert hasznalva teszteltiik azokat
(8. abra). Erre azért volt sziikség, mert a késébbiekben multiplex koriilmények kozott (egy
reakciotérben tobb markert dsszemérve) szerettiik volna azokat hasznalni, lehetdség szerint
azonos anellacios homérsékleten. Az azonos anellacios homérsékleten miikodd primer
parokat hasznaltuk a késdbbiekben multiplex koriilmények kozott fluoreszeens jeldléssel
ellatva a primerek 5’ végén. A multiplex reakciok tervezésénél a f6 szempont az volt, hogy
az allélméretek fluoreszcens jelolésiik szerint eltéré mérettartoméanyba essenek, igy a kapott
jelek nem interferdlhatnak a genotipizalasnal. A primerek kivalasztdsanak {6 szempontja
volt, a szakirodalmi adatokbdl ismert 10kuszonkénti allélszam, ugyanis ezek a primerek — az
ismert adatok alapjan — kell6en informativnak bizonyultak populaciégenetikai vizsgalatok

elvégzéséhez.

4.3.1. Mosomedve és nyestkutya STR markerszett

Mind a két faj esetében a mar fluoreszcens jeloléssel ellatott primereket teszteltiik, majd a
szakirodalmakbol ismert allélméretek alapjan multiplexeket hoztunk Iétre, melyeket
optimalizaltunk. (3., 4. tablazat). Az optimalizalast kovetden végeztik el a PCR
vizsgalatokat a dolgozatban szereplé mintakon. A PCR reakciok sikerességét agardz-

gélelektroforézissel ellendriztiik.
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3. tablazat: Mosomedve STR marker szett 1. oszlop=primer sorszdma, 2.

oszlop=elnevezés, 3. oszlop=primer szekvencia (5-3"), 4. oszlop= ismétl6dé motivum, 5.
oszlop= fragment hossz (bp) szakirodalomban, 6. oszlop= allélek szdma szakirodalomban
(Fike et al.2007, Cullingham et. al 2006)

86 R

CTGGATTATAAATCTGGCAAGAGCC

) . PCR |Allélek
Lokusz |Primer . ., , , ,
sorszama | neve Primer szekvencidk Motivum | termék |szdma

hossz(bp) | (db)
PLOT-
I CAGACCAGATAAGATGATGATGC
1 SLoT- (AG)16 |162-172 | 5
CCTTTATCACTCCTAAATTATGTTCC
01 R
FE)LZOFT "| TCAATGTAGAACTGAGAAAAATTTGA
2 LT (GT)11 |180-204 | 10
07 R GGCTCAAAATCAGAGGTTAACAA
Fsléog | TGCATATTCTATGAACGGAGAAC
3 BloT (GT)12 |297-309 | 6
03 R' AGGACAGTGGAATCTGGTGAG
FE)'%OFT i TAGCATGCAACTCCTCATCC
4 SLOT- (TATC)10 | 161-173 | 4
06 R TGGAGAGAAAATCCCACAGAC
PLOT-
07 F | TCTAGCTGAATCATATGAACAGAACC
5 Lo (AC)10 |209-221 | 7
07 R AAGGCACGTTCCACATTC
PLOT-
08 F TGTCTGTTAGACCACAGAAGTCC
6 SLOT- (GATA)10 | 236-256 | 6
05 R | ATTAAATATAATAGGACAGGGTGTGC
Pl'aog i ACTCTTGCCTGGACTCATCC
7 BLOT (GATA)9 | 146-178 | 9
10 R' ATGCCAATCAGGCTCATACC
Pl'-loFT | CTAATCCACGTGCTTTATGTTCC
8 ST (GT)10 |196-204 | 6
11 R GGAGCCATCACTGACTCTGG
PLO2-
14 F AAGAGCGTAATAAAAGCTTAC
9 TReTR GAAA(21) | 228-316 | 17
14 R CAAATAACAAGTTTCAATTTGG
F;'éog' GATTGATAGATTAATTGGTCTTAACTTCC
10 Sios CTTT(20) | 301460 | 23
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4. tablazat: Nyestkutya STR marker szett 1. oszlop=primer sorszdma, 2.

oszlop=elnevezés, 3. oszlop=primer szekvencia (5'-3"), 4. oszlop= ismétl6d6 motivum, 5.
oszlop= fragment hossz (bp) szakirodalomban, 6. oszlop= allélek szama szakirodalomban
(Dygala et al., 2016, Griciuviené et al., 2016)

, . PCR Allélek
Lokusz | Primer . ) , . .
X Primer szekvenciak Motivum termék szama
sorszama neve
hossz(bp) | (db)
FH2096 F CCGTCTAAGAGCCTCCCAG
1 = (GAAT)9 84-106 5
FH2096 R| GACAAGGTTTCCTGGTTCCA
5 FH2054 F | GCCTTATTCATTGCAGTTAGGG GATAILG 134-164 13
FH2054 R | ATGCTGAGTTTTGAACTTTCCC ( ) )
FH2010 F AAATGGAACAGTTGAGCATGC
3 = (ATGA)10 | 218-238 5
FH2010 R CCCCTTACAGCTTCATTTTCC
PEZ17 F | CTAAGGGACTGAACTTCTCCATAC
4 = (GAAA)N 186-218 10
PEZl?_R GTGGAACCTGCTTAAGATTCTCTT
V402 F GGGTAATTCATCCAGTGCCTT
5 = (TG)n 73-90 6
V402 R | TATGCAAACATGCAAACATGC
6 V142 F AAGCAGATCCTAGAGCAGCA (Ton 109-130 8
V142 R |CCCCACAGTTTAGAAATATCTGC
7 FH2226 F GGACTACCCCATTGCATTTG cetranukleotid | 144-186 1
FH2226 R| GAATCGAGTCCCATATCGGG
V602 F |CAGCCTGGACTACAATTCTCTTT
8 = (CT)13,14,18 | 128-154 9
V602_R CCCCAAGTCTTTTGTCCAGA
FH2316 F | AAATGGCCTGACGAATATGC .
9 = tetranukleotid | 280-350 19
FH2316 R| GTGCCATGGCATATGGTAAA
10 DGN14 F [TCACACAAAGTGGGTAAGATGG wetranukleotid | 248-314 23
DGN14 R | GATTATGGTGCTATCCCTCTGG
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4.4. Populaciogenetikai vizsgalatok

A mikroszatellitek fluoreszcensen jelolt primerekkel végzett multiplex reakciok
eredményeként kapott PCR termékek allélméreteit kapillaris elektroforézissel hataroztak
meg az Eurofins BIOMI Kft-nél, ABI 3500 XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems
Group, USA) késziiléken. Az elektroferogrammok értékeléséhez Geneious Prime programot
hasznaltunk (Biomatters Ltd.). A kapott allélméreteket Microsoft Excel tablazatban
rogzitettiik. A vizsgalt fajokhoz tartoz6 allélek sszesitését (allélfrekvencia, heterozigozités)
GenAlEx ver. 6.501 (Peakall ¢s Smouse 2012) Microsoft Excel bdvitmény segitségével
hataroztuk meg. A fajok genetikai struktirdjanak meghatarozasahoz fékoordinata analizist
(PCoA) ¢és bayesi féle klaszteranalizist hasznaltunk a STRUCTURE program segitségével
(Pritchard et al. 2000). A fajokon beliili rokoni kapcsolatok feltdrasdhoz a Colony2
programot hasznaltuk (Jones és Wang 2010) a kovetkezd beallitdsokat alkalmazva: a him és
a nostény egyedek is monogamok, illetve feltételezve, hogy a mintak kozott talalunk sziiléi
kapcsolatokat is, ezért ennek valdszinliségét 0.9-re allitottuk (0-1 kozotti valtozd). Az

rrrrrr

figyelembe.
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5. Eredmények és értékelésiik
5.1 DNS izolalas és PCR vizsgalatok

Mindkét faj esetében az alkoholban tarolt szovetmintakbol sikeriilt a PCR vizsgalatok

elvégzéséhez sziikséges mennyiségli és mindségii genomidlis DNS-t izolalni.

5.2. Markerek optimalizalasa multiplex koriilmények kozott
A jeldletlen primerparok mind a két faj esetében miikodtek azonos anellaciés hémérsékleten
(8.abra), igy 10-10 primerparbol hoztuk Iétre a plexeket, mar fluoreszcens jeloléssel ellatva

a primerek forward szalat.

8. abra: Mosomedve és nyestkutya jeldletlen primer parok gélképe (M= molekulasuly
marker; NTC= negativ kontroll) Az ,,M” betli 100 bp plus molekula tomeg markert jelent.
A gél 1,5%-0s volt. (forrés: sajat munka)

A mosomedve esetében 10 primer parbol a plex1 5 primer part, illetve a plex2 szintén 5
primer part tartalmazott. A nyestkutya esetében al0 primer parbdl szintén kettd multiplexet

allitottunk Gssze: a plex1 4 primer part, a plex2 6 primer part tartalmazott.

A multiplex reakcidokat mindkét faj esetében 10ul 2x Multiplex mixet, 3ul DNS templatot és
kiilonb6z6 mennyiségben bemért primereket tartalmazott 20ul végtérfogatban (5.tablazat,
6.tablazat, 7.tablazat).
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5. tablazat: Mosomedve multiplex receptek (forras: sajat munka)

1 1

Reagens Konc. |reakciéra Reagens Konc. [reakciéra

(U|) (U|)
Templat 15ng/ul 3,00( Templat 15 ng/ul 3,00
Multiplex PCR Mix 2 % 10,00} Multiplex PCR Mix 2% 10,00
PLOT-01FR | 10pM/ul 060| _ PLOT-07FR | 10pM/ul 1,10
PLOT-02FR 10 pM/ul 1,10  PLOT-10FR 10 pM/ul 0,55
PLOT-03FR 10 pM/ul 0,80 PLOT-11FR 10 pM/ul 0,70
PLOT-06FR 10 pM/ul 045 PLO2-14FR 10 pM/ul 1,00
PLOT-08FR 10 pM/ul 085 PLO3-86FR 10 pM/ul 0,90
Desztillalt viz 3,20|| Desztillalt viz 2,75
Osszesen 20,00 Osszesen 20,00

6. tablazat: Nyestkutya multiplex receptek (forrds: sajat munka)

1 reakciora 1 Kkcié
Reagens Konc. (un Reagens Konc. l‘ei(lUI():lOl'a

Templat 15 ng/ul 3,00 -

MultiplexPCRMix | 2 x 10,00 Lemplat 15ng/ul 3,00
VA02FR 10 pM/ul 0,80 Multiplex PCR Mix 2 x 10,00
V142FR 10 pM/ul 0,85 FH2096FR 10 uM 0,40
V602FR 10 pM/uI 1,15 FH2054FR 10 MM 0’75

FH2226FR 10 pM/ul 1,25 FH2010FR 10 oM 0.30
DGN14FR 10 pM/ul 0,75 10 uM 005
FH2316FR 10 pM/ul 0,85 PEZNFR H ’

Desztillalt viz 1,35| Des tillalt viz 4,90

Osszesen 20,00 Osszesen 20,00

7. tablazat: Mosomedve és nyestkutya multiplex PCR program (forras: sajat munka)

A PCR termékeken gélelektroforézis vizsgalatot végeztem azért, hogy megbizonyosodjak a

PCR vizsgélat eredményességérol, amelynek gélképe a 9.abran lathato. A 10. abran pedig a

95 °C 15:00 1 x
94 °C 0:30
60 °C 0:40 35 x
72 °C 1:00
60 °C 30:00 1 x

kromatogramjuk a Geneius Prime programban.
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9. abra: a, Mosomedve plex2 gélképe. Az ,,M” betli 100 bp plus molekula tomeg markert
jelent. A gél 1,5%-os volt. Az egyes mintdk biobank azonositojukkal. 1 = 4440; 2 =6674;
3=6675; 4= 6677; 5= 6693; 6= 6795; 7= 6796; 8= 6797; 9= 6798; 10= 6799. b,
Nyestkutya plex1 gélképe. Az ,,M” betli 100 bp plus molekula tomeg markert jelent. Az
egyes mintadk biobank azonositojukkal. 1 = 4443; 2 =4444; 3= 6672; 4= 6673; 5= 6676; 6=
6688; 7= 6689; 8= 6690; 9= 6802; 10= negativ kontroll. A gél 1,5%-os volt. (forras: sajat
munka)

10. abra: a, Mosomedve plex2 kromatogramja b., Nyestkutya plex1 kromatogramja

PLOT-10

SDA_P1 ey W _Rev_Pled 220007 _multiplexsps _2_007
- -~ - - -~
SER AR AT ER R R R T

PLOT-11

PLO3-86
Pj-i-? PLO2-14
| - L1 ) )
8 & ) ] i
) V142
gl 10K -
E i V402
e
n b FH2316
E o FH2226
5 DGN14
£ o
'=;. 4.
‘.
i wd L
§ M | | | )
73,'0.23 2883
B B & 38, 48, 188, F a2 E’) !
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5.3. Populaciogenetikai vizsgalatok

5.3.1. Mosomedve

A vizsgalt mosomedve allomany diverzitasara vonatkozd eredmények a 8.tablazatban
lathatok. A markereink polimorfnak bizonyultak. Az allélek szama 2-6, atlagosan 4,1; az
effektiv allélek szdma 1,42-3,57, atlagosan 2,3; a megfigyelt heterozigozitas 0,32-0,71,

atlagosan 0,54; az allél referenciak alapjan vart heterozigozitas 0,29-0,72, atlagosan 0,54.

8. tablazat: Mosomedve allomany alapvetd genetikai jellemz6i (Na = talalt allélek szama;
Ne = effektiv allélek szama Ho = megfigyelt heterozigozitas; He = az allélfrekvenciak

alapjan vart heterozigozitas) (forras: sajat munka)

Lokusz Magyarorszagi mosémedvék (n=31)
Na Ne Ho He
PLOT-06 | 3 1,42 0,36 0,29
PLOT-01| 2 1,98 0,65 0,49
PLOT-02| 5 2,29 0,45 0,56
PLOT-08 | 5 3,42 0,71 0,71
PLOT-03| 4 2,88 0,68 0,65
PLOT-10| 5 2,58 0,61 0,61
PLOT-11| 3 2,40 0,52 0,58
PLOT-07 | 3 2,02 0,68 0,51
PLO2-14| 6 2,04 0,42 0,51
PLO3-86| 5 1,63 0,32 0,38
Atlag | 4,1 2,3 0,54 0,54

A Structure klaszterezd program a mintdkat két csoportra valdé bontasat tulajdonitotta a
legmagasabb altalanos valdszintiségi értéknek (11.4bra). A piros szinnel jeldlt csoportban a
minték tobbségében Ocsarol és kornyékérdl szarmaznak. A zold szinnel jelslt csoportban
tobbségében ismeretlen helyrdl szarmazé mintak, illetve Ocsarél és a Tisza folyd mell6l
szarmaz6 mintak talalhatok. A két csoport mintain kiviil két mintat a program nem tudott
csoportba sorolni (8., 30. mintak), ezek mind a két csoportra jellemzé genotipussal

rendelkeznek.
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11. abra: Genetikai profil alapjan mosémedve csoportok. A Structure programban K=2
paraméterrel az egyes egyedek lathatdak oszloponként: a piros €s a zold szin az egyes
csoportokhoz tartozo6 valdszinliségek aranyat mutatja be (forras: sajat munka)

1.00
080
060
040

020

0.00

1m 1M1 13(1)  15(1)  17(1)

1001y 121 141 16011 1801

21(1) 23(1) 25(1) 27(1) 29(1)

31
4 1N 221 24 261 281 3001

5(1) Q)] 9(1) 18(1) 31(1)
1 1 81 1 20r 1

2N 61

A fékoordinata-analizist mar a STRUCTURE program eredménye alapjan végeztiik el,
aminek értelmében a mintakat két csoportra kiilonitettiik el, illetve kiilon kezeltiik a két
csoporthoz egyarant hasonlitd két mintat is. A f6koordinata-analizis eredménye alapjan is

elkiiloniilnek a csoportok egymastol, ez a 12. abran lathato.

12. abra: Fékoordinata-analizis mosdmedve mintdkra (forras: sajat munka)

+ Mosdémedve csoport 1

Coord. 2

¥ Mosémedve csoport 2

A émedve csoport 3

Coord. 1

Rokonsagi kapcsolatok tekintetében a program tobb esetben is taldlt sziild-utdd és
édestestvéri kapcsolatokat is (9. és 10. tablazat). A sziil-utdd rokoni kapcsolatok esetében

ugyan ahhoz a sziil6parhoz (4435 és 6816 azonositd) hat utdd tartozik 85%-0s vagy annal
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magasabb valoszinliséggel, igy ebben az esetben azonositottunk egy nyolc tagt csaladot. A
mintéak mindegyike Ocsardl és kornyékérdl szarmazik.
9. tablazat: Sziilé-utdd kapcsolatok a mosémedve mintak kozott. Osszesen hat utod

tartozik 85%-os, vagy annal magasabb valdszintiségi értékkel ugyan ahhoz a him és
ndstény egyedhez. (forrds: sajat munka)

Utod Valoészintsitett | Valoszintsitett | Valoszinliség
(azonositd) |apa (azonosito) anya (%)
(azonosito)
6799 4435 6816 87%
6815 4435 6816 87%
6795 4435 6816 87%
4434 4435 6816 86%
4438 4435 6816 85%
6693 4435 6816 85%

Az édestestvéri kapcsolatok tekintetében itt is tobbségében Ocsai €s kornyéki testvéri
viszonyokat talaltunk egy kivételével (10. tdblazat). A 6677 és 6797 azonositoszammal
ellatott feltételezett testvér egyedek a Tisza arterébdl valok (6677-Tiszakécske; 6797-

Tiszafoldvar).

10. tablazat: Edestestvéri kapcsolatok a mosomedve mintak kozott. (forras: sajat munka)

Edestestvérek

4433 | 4439 97% 4438 6795 92%
6795 6815 97% 6817 6818 92%
4434 | 4438 97% 6693 6795 91%
6693 6799 96% 6799 6815 91%
4434 | 6815 95% 4434 | 6799 90%
4434 | 6795 95% 6693 6815 89%
6677 6797 94% 4438 6799 89%
6795 6799 93% 4434 | 6693 88%
4438 6815 93% 4438 6693 87%
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5.3.2. Nyestkutya

A vizsgalt nyestkutya allomany genetikai jellemzoi az 11.tablazatban taldlhatéak meg. A
markereink polimorfnak bizonyultak. A detektalt allélek szama 4-12 kozott valtozott,
atlagosan 6,8 volt, az effektiv allélek szdma 2,66-7,63 kozott volt mérhetd, atlagosan 4,57
volt, a megfigyelt heterozigozitas 0,4-0,93 atlagosan 0,7; az allél referencidk alapjan vart

heterozigozitas pedig 0,62-0,87 kozott valtozott, dtlagosan 0,75 volt.

11. tablazat: Nyestkutya allomany alapvetd genetikai jellemzdi (Na = tallt allélek szama;
Ne = effektiv allélek szama Ho = megfigyelt heterozigozitas; He = az allélfrekvenciak
alapjan vart heterozigozitas) (forras: sajat munka)

Lokusz Magyarorszagi nyestkutyak (n=15)
Na Ne Ho He
V402 4 3,33 0,53 0,70
V142 5 2,66 0,40 0,62
V602 8 4,13 0,80 0,76
FH2226 | 9 6,82 0,60 0,85
DGN14 | 9 6,16 0,73 0,84
FH2316 | 12 7,63 0,87 0,87
FH2096 | 5 3,54 0,93 0,72
FH2054 | 6 4,25 0,87 0,76
FH2010 | 4 2,76 0,47 0,64
PEZ17 6 4,46 0,80 0,78
Atlag | 6,8 4,57 0,7 0,75

A Structure program segitségével az egyedek genetikai struktirdja alapjan, kiilonbozo
csoportokba sorolja dket. A klaszterezd program a mintadkat egy csoportra vald bontasat
tulajdonitotta a legmagasabb altalanos valdszinliségi értéknek, ennek értelmében a vizsgalt
mintadk kozott nem lehet csoportokat kialakitani, melyek valamilyen mértékben eltérnének

egymastol (13.4bra).
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13. abra: Genetikai profil alapjan nyestkutya csoportok. A Structure programban K=1
(forras: sajat munka)
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2M 41 611 arm 10011 1211 14111

A fékoordinata-analizis egy tobbvaltozds statisztikai eljards, amely eredménye az 14.4bran

lathatd nyestkutya esetében, amelyet szintén a STRUCTURE program eredménye alapjan
végeztiink el.

14. abra: Fokoordinata-analizis nyestkutya mintakon (forras: sajat munka)

¢ 6690
¢ 6907
¢ 6506
~ ¢ 4443
© e4441 6672 | ceas % 6904
§ 6302 ¢ t‘ @ Nyestkutya 1 csoportja
4442
b M 4 6505
6688/a ¢ 6573
¢ 6676

Coord. 1

A nyestkutya mintdk kozott a Colony program egy édestestvéri kapcsolatot talalt, ennek

rrrrrr

Tivadar (azonosito: 6906) telepiilésekrol szarmazik.

12. tablazat: Edestestvéri kapcsolat a nyestkutya mintak kozott. (forras: sajat munka)

Edestestvérek

6904 6906 94%
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6. Kovetkeztetések és javaslatok

A vallalasainknak eleget téve sikeriilt a DNS mintdk genotipizalasa, valamint a primerek
optimalizalasa is sikeriilt multiplex kdzegben, igy ezeket a primereket a késObbiekben is
hasznalni lehet majd. A kisérletem alapjaul a 2018-ban elkezdett vizsgalat adta, amelyben
sikeriilt egy darab szOrtiiszot tartalmazo fed6- vagy pehelyszorszalbol mitokondrialis DNS
segitségével fajazonositast végezni, ami alapjan 4 haplotipust talalt mosémedve ¢és

nyestkutya esetében is (Molnar 2018).

A vizsgalatok sordn azt az eredményt kaptuk a mosémedve allomany esetében, hogy az
altalunk hasznalt markerek polimorfnak bizonyultak. Nekiink 31 egyeddel folyt a kutatas és
az allélek szama a mi esetiinkben 2-6, atlagosan 4,1. A talalt allélek szdma a legtobb esetben
alacsonyabb vagy legalabb akkora, mint amit Fike et al. (2006) és altal talalt, viszont 6k 29
egyeddel dolgoztak és 4-18 allélt talaltak 14 16kuszra. Az atlagos allélszdm az estiikben 8,4
volt. Alda ¢és munkatarsai (2013) mikroszatellit markerekkel végzett kutatast
Spanyolorszagban 58 egyeddel, amelyeknél az talalt allélek szadma atlagosan 2-6 kozé volt
tehet6. Masik vizsgalatban, amelyet Larroque ¢és munkatarsai (2023) franciaorszagi
mosdmedve populacidé genetikai struktarajat felmérni, 224 egyed szammal dolgoztak és

Osszesen 180 allélt fedeztek fel.

A nyestkutydk esetében diverzebb volt az dllomany. Kevés mintaszammal dolgoztunk, 15
egyeddel, a detektalt alléljeink szama 4-12 kozott valtozott, atlagosan 6,8 volt, Drygala et
al. (2016) altal detektalt all¢lek szama a legtobb esetben magasabb vagy legalabb akkora,
mint a miénk. Finnorszagban 55 egyenél 7,4 volt az atlagosan talalt allélek szama. K6zép-

Eur6paban 252 egyeddel ez az érték 9,7 volt és Danidban 25 egyeddel 4,7.

Az pedig, hogy mi alacsonyabb értékeket talaltunk az abbol kovetkezhet, hogy kevesebb a
mintaszdmunk, tovabba a mosomedve esetében a mintdk tilnyomod része egy teriiletrdl
szarmazik, ami arra enged kovetkeztetni, hogy kevés alapité egyed hozta 1étre az Ocsai
allomanyt, amibdl adoddan alacsonyabbak lesznek ezek diverzitas értékek. és nincs vagy
nagyon alacsony a bevandorlas, ezért el6bb utdbb genetikailag beszilikiilhet a magyarorszagi
populécio. A nyestkutya esetében a magyarorszagi mintak kozott ugyan magasabb diverzités
értékeket azonositottunk, mint a mosdmedvénél, viszont a nemzetkézi eredményeket

figyelembe véve ennél a fajnal is alacsonyabb értékeket kaptunk.

Mind a két faj esetében talaltunk olyan rokonsagi kapcsolatokat, melyek tagjai kiilonb6z6 —

egymastol nem tal tavoli — telepiilésekrdl szarmaznak. A nyestkutya esetében Saeki et al.
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(2007) Japanban vizsgalt egyedeken atlagosan 111ha-os otthonteriiletet mért, ami azonban
egyedektdl fiiggden valtozott (23-228ha kozott). Prange et al. (2004) Eszak-Amerikéban
Illinois allamban vizsgaltdk a varosi, kiilvarosi és vidéki kornyezetben €16 mosdomedvék
mozgaskorzetét. Vizsgalatukban megallapitottdk, hogy a vidéki, természetes kdrnyezetben
€16 egyedek mozgaskorzete minden esetben magasabb volt (71,2-182,4ha), mint a varosi
(25,2-52,8ha) és a kiilvarosi (21,4-37,2ha) egyedek esetében. Ezen kutatasi eredmények

megerdsitik, az altalunk kapott eredményeket.

A kutatdsom soran a hazankban el6fordulé mosomedve €s nyestkutya, amelyek nalunk
kevésbé kutatott fajnak szamitanak. A vizsgalt egyedeken a mikroszatellit alapt genetikai
vizsgalatok soran sikeriilt felmérni az allomany diverzitasat és strukturajat. A vizsgalat
folytatdsa szempontjabodl érdemes lenne az orszag mas régidibol is mintat gyiijteni ezekbol
a fajokbol, illetve célszerli lenne a mintaszam ndvelése is a nemzetkdzi eredményekkel valo
pontosabb Osszehasonlitas érdekében. Tovabba az ismeretlen ivari egyedek ivardnak
azonositasara célszeri lenne a multiplexekbe ivarhataroz6 markerek bevonasa, mely

folyamatban van.
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7. Osszefoglalas

Dolgozatomnak az volt a célja, hogy felmérjem két Magyarorszdgon invaziv ragadoz6 faj
(mosémedve, nyestkutya) genetikai diverzitasat, valamint, megvizsgaltam az esetleges
rokoni kapcsolatokat.

A kutatas soran az alkoholban tarolt izom szovetmintakbdl DNS-t izolaltunk. Az izolalt
DNS-ek mennyiségét és mindségét ND-1000 spektrofotométerrel ellendriztiik. Majd a
higitott DNS-eket mosomedve esetében Fike és munkatasai. altal (2006), illetve Cullingham
¢s munkatarsai (2006) altal hasznalt, nyestkutya esetében Drygala és munkatarsai (2016),
illetve Griciuviené ¢és munkatrasai (2016) altal publikalt STR markerek segitségével
genotipizaltuk. Az altalunk kivalogatott és optimalizalt 10-10 STR markerek segitségével
tortént mintdk genotipizalasa, ami lehetdséget nyuUjtott tobbek kozott rokonsagi
vizsgalatokhoz, illetve populaciok diverzitasanak vizsgalatara is. Osszesen 46 db mintaval

dolgoztam, mosdémedve esetében 31 db €s nyestkutyanal pedig 15 mintaszdmmal dolgoztam.

A Kklaszterezd analizisek eredménye alapjan a mosomedve mintadk feltehetéen két
genetikailag kiilonboz6 csoportba tartoznak, melyek koziil az egyikbe tobbségében Ocsardl
¢s kornyékérdl gyijtott mintdk tartoznak. A nyestkutya mintdk a klaszterezd analizisek

alapjan egy csoportba tartoznak, nem lehet dket genetikailag kiilén csoportokra sorolni.

A rokonsagi vizsgalatok sordn a mosémedvék esetében, a sziil6-utdd kapcsolatok esetében
ugyan ahhoz a sziil6parhoz (4435 és 6816 azonositd) hat utdd tartozik 85%-os vagy annal
magasabb valoszinliséggel, igy ebben az esetben azonositottunk egy nyolc tagl csalddot. A
mintak mindegyike Ocsarél és kornyékérol szarmazik. A nyestkutya mintak kozott a Colony

rrrrrr

egyed Tiszaszalka (azonositd: 6904) és Tivadar (azonositd: 6906) telepiilésekrdl szarmazik.

A talalt alléljeink szdma mosomedvénél atlagosan 4,1 és nyestkutyanal pedig 6,8 volt,
amelyek alacsonyabb értéket mutatnak, mint a szakcikkek, ahonnan adaptaltuk oket. Ez
kovetkezhet abbol, hogy sokkal kevesebb a mintaszamunk, rdadasul a mosomedve esetében
a mintak tilnyomo tobbsége egy teriiletrdl szarmazik, ami alapvetden az fogja sejtetni, hogy
alacsonyabbak lesznek ezek az értékek, masrészrdl az lehet a konklizid, hogy kevés alapito
egyed hozhatta létre a magyarorszagi allomanyt és nincs vagy nagyon alacsony a
bevandorlas, ezért elobb utobb genetikailag beszlikiilhet a magyarorszagi populécié mind a
két faj esetében. A vizsgalt egyedeken a mikroszatellit alapu genetikai vizsgalatok soran

sikeriilt felmérni az 4llomany diverzitasat és strukturdjat. A vizsgalat folytatdsa
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szempontjabol érdemes lenne az orszag mas régidibol is mintat gylijteni ezekbdl a fajokbal,
illetve célszerii lenne a mintaszdm ndvelése is a nemzetkdzi eredményekkel valé pontosabb
Osszehasonlitas érdekében. Tovabba az ismeretlen ivard egyedek ivaranak azonositasara

célszerli lenne a multiplexekbe ivarhataroz6 markerek bevonasa, mely folyamatban van.
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8. Koszonetnyilvanitas

A TDK dolgozatom megirasa soran szamos olyan szakember volt segitségemre, akik nélkiil
nem késziilhetett volna el a dolgozat, ezért halas kdszonet illeti Oket. Elsdsorban koszonettel
tartozom a témavezetéimnek Dr. Fehér Péter Arpadnak és Dr. Stéger Viktornak, akik
szaktudasukkal, tanadcsaikkal és tiirelmiikkel tamogattak a munkdm sordn, tovabba
laboratoriumi munka elsajatitasaban is a segitségemre voltak. Szeretném koszonetemet

kifejezni nem utolso sorban Dr. Varga Laszl6 tanar urnak, aki segitette témavalasztasomat.

Koszonettel tartozom tovabba azoknak a hivatasos vadaszoknak és sportvadaszoknak, akik
az elejtett vagy eliitott allatok tetemeit 0sszegyiijtottek €s kiillonbozo vizsgalatok céljabol a

MATE Vadgazdalkodasi és Természetvédelmi Intézet rendelkezésére bocsatottak.

Koszonettel tartozom még a MATE Vadgazdéalkodasi €s Természetvédelmi Intézet
munkatarsainak, Dr. Bir6 Zsoltnak, Dr. Katona Krisztiannak, Dr. Szabé Laszlonak és Bocsi
Baldzsnak, akik a tetemek boncolasa soran lehetdséget biztositottak a mintdk genetikai

mintavételére is.

A kutatds az Egészségbiztonsdgi Nemzeti Laboratérium (azonositészdm: RRF-2.3.1-21-

2022-00006) keretén beliil annak finanszirozasaval valosult meg.
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