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Idegen szavak és roviditések jegyzéke

ATE: Allatorvostudomanyi Egyetem

bp: bazispar

CITES: Convention on International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora
EVMA: Eur6pa Vadvilaganak Megmentéséért Alapitvany

HV (I, I): hipervariabilis régio (I, illetve Il. szakasza)

indel: inszercid/delécid

ISAG: International Society for Animal Genetics — Nemzetkozi Allatgenetikai Tarsasag

K: klaszter, csoport

KR: kontroll régi6

LnP(D): natural log posterior probability of the data — az adatok val6szintiségének
természetes alapu logaritmusa

MCMC: Markov Chain Monte Carlo — Markov lanc Monte Carlo

mp: masodperc

mtDNS: mitokondrialis DNS

MTM: Magyar Természettudomanyi Muzeum

PCR: Polymerase Chain Reaction — polimeraz lancreakcio

PopART: Population Analysis with Reticulate Trees

SNP: Single Nucleotide Polymorphism — egynukleotidos polimorfizmus, pontmutacio
STR: Short Tandem Repeat — rovid tandem ismétlédés

VUW: Veterinirmedizinische Universitit Wien — Bécsi Allatorvostudomanyi Egyetem



Bevezetés

A sziirke farkas (Canis lupus Linnaeus, 1758) a legnagyobb testli szarazfoldi ragadozo
a Canidae csaladban. Nagyon mozgékony faj, hatalmas teriileteket képes bejarni és magas
adaptacios képességének koszonhetden az északi féltekének szinte minden életkdzosségében
megtelepedett [1].

A késé miocénig a Canis nemzetség csupan az Eszak-Amerikai kontinensen volt jelen
[2], Eurazsiai térhoditasukat a kés6 neogénben kezdték meg [3,4]. Nagyjabol 2,6 milli6 évvel
ezeldtt a Canis genus elterjedésében tortént egy hirtelen, nagymértékli robbanas, amit ,,wolf
event”-nek nevezett el Azzaroli [5]. Ezen esemény vezetett ahhoz, hogy a csoport eljusson a
nyugat-eurdpai teriiletekig és ezzel egész Eurazsiat kolonizalta [5,6,7]. Az er6teljes expanzio a
nemzetség nagymértékii valtozatossagat alakitotta ki, mely a fosszilis leletek alapjan igazolt
[2]. Az erételjes diverzifikacionak koszonhetden jelentek meg a morfologiailag modern
farkasok Eszak-Amerikaban, Azsiaban és Eurépaban [2], és ugyanebben az idészakban jelent
meg a sziirke farkas is [3,6,7]. Jelenleg a sziirke farkas evoluciojat illetéen a Canis etruscus —
C. mosbachensis — C. lupus leszarmazas az -elfogadott [2,4]. A nagy Okologiai

rugalmassaganak koszonhetéen a sziirke farkas a negyediddszak végére az egész északi

féltekén elterjedté valt [6] és a kiilonboz6 adottsagu teriiletekhez alkalmazkodva szamos alfaj

jott 1étre [7] (1. abra).
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1. Abra A Canis lupus alfajainak elterjedése az északi féltekén. A farkasok az Egyesiilt Kiralysag kivételével

egykor egész Eurdpaban jelen voltak, de mara csak eredeti allomanyaibol kisebb foltok maradtak fenn.


https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/1/16/Present_distribution_of_gray_wolf_%28canis_lupus%29_subspecies.png

Farkasok elterjedése

Az elmult két évszazadban drasztikusan csokkent a farkas populacio vilagszinten [8],
ami szamos europai orszag farkas allomanyanak eltlinéséhez vezetett. Ez f6leg a vadaszatuknak
¢s a fokozott emberi jelenlétnek a kovetkezménye [9]. Eurdpaban a 20. szazad elején erds
degradacio volt megfigyelheto a farkas populacidkban, aminek kdvetkeztében Nyugat-Eurépan
beliil Olaszorszagban és az Ibériai-félszigeten, tovabba a Balkdnon és mas Kelet-Europai
teriileteken maradtak fenn populaciok [10]. A ma mar CITES listan szerepld, védett statuszt
¢lvezd faj a vad patdsok expanzidja és az ellenilik inditott vadaszatok hianya kovetkeztében
stabilizalni tudta megmaradt populacioit, és rekolonizalni kezdte hajdani teriileteit [10,11].
Napjainkban Eurépaban 12000-13000 példanyra becsiilik a kontinens farkas allomanyat
[10,12], mely lassan névekvé tendenciat mutat. Kilenc allam kivételével Europaban védett,
illetve fokozottan védett allatként van nyilvantartva [12].

Eurdpa tobbi allamahoz hasonldan, a 19. szazad végére Magyarorszagon is erdsen
megcsappant a farkasallomany [13]. K6zel egy évszazad utan, 1966-ban az Aggteleki Nemzeti
Parkban észleltek egy farkast, majd az 1980-as és 90-es években ujra [14]. Az 1990-es évektdl
a hazdnkban tartozkod6 farkasok szdma lassan emelkedni kezdett és 1993-ban megkapték a
védett statuszt, majd 2001-ben a fokozottan védett statuszt [12,13]. A Biikki Nemzeti Park
teriiletén 2010-td1 észlelik az ijonnan visszatérd farkasokat és ettdl az évtdl egy allando farkas
populacio figyelheté meg hazankban [13]. A hazai vadon €16 allomanyt 50 egyedre becsiilik,
amely foleg az Aggteleki Nemzeti Parkban, illetve kisebb csoportjuk a Biikkben fordul el6 [12].

A farkasok domesztikacioja és a hibridizacio kérdése

A sok novény és allatfaj koziil a kutyat (Canis lupus familiaris) haziasitottak el6szor az
emberek [15]. Feltételezhetden mar 30-35 ezer évvel ezelott kezdett kialakulni a kutya és ember
szorosabb kapcsolata, amit leletek is alatamasztanak. A Goyet-i barlangban (Belgium) talalt
kutya koponya szamit a legiddsebbnek, amit 31700 évesnek dataltak [16]. Ekkor még nem volt
elterjedt az emberi torzseknél a farkas szeliditése, azok jelenlétét inkabb az emberi telepiilések
altal biztositott taplalékforras valtotta ki [17]. A valodi domesztikacio 14-15 ezer évvel ezel6tt
kezdédhetett az 6si Kinaban és Kozel-Keleten, illetve nagyjabol 12 ezer évvel ezel6tt
Amerikaban [17,18], melynek eredményeként létrejott a Canis lupus familiaris, mely az
altalanosan elfogadott nézet szerint a farkas egyik alfajanak tekinthetd [17].

Hibridizacionak nevezziik azt a jelenséget, amikor két rokonsdgban 4116 taxon (faj, alfaj)

keresztezodik. A természetes hibridizacid kivaltd oka a két taxon altal birtokolt teriilethatarok



kozelsége. A keresztez6désbol hibridek sziiletnek, melyek vagy fertilisek (pl. farkas-kutya
hibrid) vagy sterilek (pl. 6szvér), és mindkét sziilé (azaz mindkét taxon) genetikai allomanyat
hordozzak. A természetes koriilmények kozott lezajlo hibridizacid szignifikans szerepet tolt be
az 0j fajok kialakulasaban és a genetikai diverzitas fenntartasaban [19], ezzel szemben az
emberi hatasra torténd, a domesztikacido miatt kialakult antropogén allélok introgresszioja
vesz€lyezteti a genetikai integritasat az érintett fajoknak [20,21], és noveli a genetikai
homogenitast, ami az adott faj genetikai ton vald kihalasahoz vezethet [22]. Bizonyos
esetekben, mikor a hibridizacio gyakorisdga szignifikansan megemelkedik, az er6szakosabb
hibridek az eredeti fajt kiszorithatjak életteriikrél és atvehetik a helyiiket [23].

Foleg igaz ez a Canis nemzetség tagjaira, melyek konnyen képesek fertilis utddokat
létrehozni egymassal a nagyfokl genetikai hasonlosag miatt [24,25,26]. A domesztikaciobol
szarmazé allélekkel torténé introgresszid ,.beszennyezheti” a farkasok génallomanyat a
hibridek révén, ezért kiilonbozd stratégidkat talaltak ki ennek kikiiszobolésére (példaul ezen
egyedek eliminalasa a populaciobol). A farkas-kutya keresztez0dés tartdsabb egyiittélés soran
torténhet meg. A két taxon keresztezodése sok tényezotol fiigg: a farkasok egyedszamatol
[27,28], a kobor kutyak jelenlététl és mennyiségétol [29], a terjeszked$ fazisban 1évé
farkaspopuléciotol, illetve a szexualis interakcidktol, ha van atfedés farkas és kutya populaciok
kozott egy teriileten [22]. Eurdpa szerte kiilonb6zé mértékben Kimutatott a hibridizacid
farkasok és kutyak kozott. Legritkabban Olaszorszagban [30,31], a Skandinav térségben [32]
és az Ibériai-félszigeten [22] fordul eld, mig Esztorszagban, Lettorszigban és Bulgariaban
magasabb foku introgresszio jellemz6 [33,34,35]. Ennek oka, hogy ezeken a teriileteken tobb a
koborld kutya, igy a helyi, alacsony létszdmu farkasallomany — melyet a védett statusz hijan
vadasznak is — konnyebben keriilhet kapcsolatba kutyakkal [35].

A felsorolt tényezdkon kiviil, bizonyos teriileteken szandékosan tenyésztenek ki hibrid
allatokat annak érdekében, hogy 6rkutya fajtakat hozzanak 1étre [36]. Ilyen célbol hoztak 1étre
a csehszlovak farkaskutyat is, amit hatarérzésre hasznaltak [37]. A hibridizacié potencialisan
megvaltoztatja a morfologiat, fiziologiat és viselkedését, igy a kutya-farkas hibridek nem
tartanak Gigy az embert6l, mint a farkasok, ugyanakkor nehezebben kezelhetok [38]. A hibridek
szinantrop (ember kozelében é10) magatartasa miatt, a kozeliikben 1évé emberekre és a helyi
allatallomanyokra veszélyt jelentenek, mert batran bemerészkednek a telepiilésekre ¢€s

konfliktusba kertilhetnek az ott él6kkel [39].



A taxonomiai- és hibridazonositasban alkalmazott markerek
Morfologia alapjan

Nincs konkrétan bizonyitva, hogy olyan mértékii kapcsolat lenne a genetikai és a
morfologiai bélyegek kozott, hogy csupan a kiillem alapjan kijelenthessiik egy egyedrol, hogy
hibrid. Ennek ellenére farkasok esetén altalanossagban négy f6 kiilsé bélyeg alapjan mar
feltételes hibridnek tekintik a vizsgalt allatot [40]. Ezen négy tulajdonsag az (i) atipikus bunda,
annak szine (pl. fekete), mintazata (pl. foltos), és a szO0r formaja (pl. gondor), (ii) testi aranyok
(végtagok hossza, koponya méretei), (iii) farkaskarom megléte és a (iv) fehér karomszin
[41,42].

A kamera-csapdas modszer egy lehetséges megoldas a farkasok és koborld kutyak,
illetve hibridjeik megkiilonboztetésére. llyen esetekben a fentebb emlitett bélyegek alapjan
(bunda szine, testi aranyok megfigyelése) meg lehet becsiilni, hogy a lencsevégre kapott allatok
kozil melyik farkas, kutya vagy hibrid. Ezen kiviil még a viselkedés mintazatok is segithetnek
az ivar és a taxon azonositasban [43,44].

Mivel sok esetben (pl. igazsagiigyi alkalmazas) nem allnak rendelkezésre morfologiai
adatok, ilyenkor, illetve a kiillemi adatok megerdsitése és a megbizhatobb eredmények elérése
érdekében a genetikai vizsgalatokhoz kell fordulni. Két faj, illetve hibridjeik
megkiilonboztetésére tobbféle genetikai markert is hasznalhatunk, melyek lehetnek uni- vagy
biparentalisak [34,45].

Uniparentalis markerek

A mitokondrialis DNS-re (mtDNS) és az ivari Y-kromoszémara uniparentalis 6rokl6dés
jellemzd, azaz eldbbi csak anyai agon, mig utobbi csak apai agon 6roklédik. A rekombinacio
hidnya miatt igy megfeleld tulajdonsadggal birnak, hogy nyomon kovethessiik a fajspecifikus
allélek atadodasat a jeldlt hibridekbe. A mtDNS polimorf régidit az elmult évtizedekben
sikeresen alkalmaztak kozeli rokonsagban 4allo fajok kiilonboz6 populaciol  kozotti
kapcsolatainak feltarasara, igy kutyak és farkasok esetében is [46].

A mtDNS vizsgalatok egyarant alkalmasak a minimalis mennyiségii és degradalt mintak
vizsgélatahoz, mivel a mitokondriumok szdma a kiilonb6z0 sejttipusokban 100 és 1000 kozott
van, egy mitokondriumban pedig a cirkularis genom 9-12 kopiaszamban van jelen. A cirkularis
genom ¢és a mitokondriumot koriilvevd fehérjeburok tovabbi védelmet jelent a kornyezeti
hatasokkal szemben, ezért ahol a nukledris DNS sériilt és vizsgalatra alkalmatlan, ott a mtDNS-

b6l nagy valosziniiséggel még megfeleld mennyiségli és mindségli kopia talalhato [47].

crer



hipervariabilis régidira (HVI és HVII) helyezik a hangsulyt, mivel ezen nem kodold
szakaszokra jellemzé a nagymértékli polimorfizmus, mely a nukleédris genomhoz képest 10-
szer nagyobb mutdcios rataval rendelkezik, mint a nuklearis genom [48]. A mutéaciok fajtai
leggyakrabban szubsztiticios, inszercid/delécio tipustiak, de altalaban egyetlen nukeotid
kicserélédésével jard pontmutaciok, melyeket fixalddasuk utan SNP-nek (Single Nucleotide
Polymorphism) neveziink [49]. A kutyaban beltenyésztésiik miatt gyakran azonos lokuszokban
azonos mutaciok figyelhetéek meg, emiatt egy haplotipushoz tobb egyedet lehet hozzarendelni
[50], mig farkasoknal diverzebb képet kapunk a mtDNS mutacioirol [51].

A mMtDNS-hez hasonloképpen, az Y kromoszomas markereket is oroklédési
mechanizmusok  felderitésére, fajok meghatarozasara és egyedek elkiilonitésére
alkalmazhatjak. Az Y kromoszémaval az apai agon 6roklédd genetikai allomany 6roklodését
lehet kovetni, ezzel kiegészitve az anyai 6roklédést monitorozo mtDNS vizsgalatokat [52]. Ez
a gonoszoma szinte kifogyhatatlan forrasa a polimorfizmusoknak, amit a mtDNS-hez
viszonyitott nagy mérete magyaraz, tovabba a kromoszoéma nagy része nem kodold régidbokbol
all és nem rekombinalddik, igy Kifejezetten alkalmas bizonyos populacio genetikai
analizisekhez [52].

Biparentalis markerek

Biparentalis genetikai markereknek nevezziikk azokat a tulajdonsagokat, amelyeket
minkét sziild tovabb 6rokit az utddoka. Mendeli 6roklddés jellemzd rajuk és megtalalhatoak a
kodold és nem kodolo régidkban egyarant.

Biinligyi nyomozasok sordn egyik leggyakoribb kérdés az egyed azonositasa, ehhez a
helyszinen talalt biologiai mintakbdl (vér, nyal, szor stb.) hatdrozzak meg az elkovetd DNS
profiljat. Ezen vizsgalatok a mikroszatellitdk tipizalasan alapulnak, melyek rovid
tandemszeriien ismétlddo egységek (STRs, Short Tandem Repeats). A genomban ezek a régiok
2-6 bazisparnyi (bp) szekvencia ismétlddésébol allnak, és az ismétlodések szdma nagyon
valtozatos lehet az egyedek kozott. Emiatt ezekbdl a hosszpolimorfizmussal rendelkezd,
valtozatos méretii szakaszokbol egyedi kombinacioju DNS profilt lehet nyerni. Mivel mindkét
sziil6 tovabb Orokiti génallomanyaval a ra jellemzOé mikroszatellita alléleket, nem cSak
egyedazonositasra, de rokonsagi viszonyok feltarasara is alkalmasak [53].

Diverzitdsuk ¢€s megbizhatd tipizalasuk miatt, gyakran hasznaljdk ezeket a
mikroszatellitakat fajok, alfajok elkiilonitésére is. Ito és munkatarsai 28 mikroszatellita marker
segitségével képesek voltak megkiilonbdztetni harom zebra fajt (Equus quagga, E. grevyi, E.
zebra) illetve hibridjeiket a genetikai profilok alléleloszlasi gyakorisagainak alapjan [54]. Dang

¢s munkatarsai az ISAG (International Society for Animal Genetics) altal ajanlott 13 STR-t
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hasznaltak a 16 és szamar hibridjeinek azonositasara [55]. Lorenzini és munkatarsai [56]
sikeresen kifejlesztettek egy modszert a vaddisznok (Sus scrofa) és a hazi sertések (S. s.
domesticus), valamint hibridjeik elkiilonitésére. Ehhez 20 STR markert hasznaltak és
kiegészitették nuklearis SNP vizsgalatokkal is, amiket a NR6A1 és MC1R génekben vizsgaltak.
(magyarorszagi, romaniai) tudta sikeresen elkiiloniteni 22 kutya STR markert hasznalataval. A
mikroszatellita vizsgalatokat inzercios-delécios (indel) markerekkel kiegészitve a
huskészitmények 6sszetételét (pl. hazi sertésbol vagy vaddisznobol szarmazik) is nyomon lehet

kovetni [58].

Genetikai vizsgalatok a kutyak és farkasok elkiilonitésére

A farkasok és kutyak elsd, filogenetikai iranyu analizise mar csaknem 25 évvel ezelott
kezd6dott a mitokondrialis kontroll régid vizsgalataval [46], amit gyorsan kovettek tovabbi
genetikai tesztelések filogeografiai, igazsagiigyi és hibridizacio azonositas, valamint a genetikai
diverzitas felmérése céljabol [33,59,60,61,62,63,64,65]. Bar a mtDNS csak anyai agon
oroklodik, igy egyediili alkalmazasa nem ad teljes képet hibridizacios kérdésekben, a kontroll
régio vizsgalata mégis hasznos moddszernek bizonyult kés6bbi kutatasokban vilagszerte,
példaul Japanban és Eurdpa szamos orszagaban is [14,66,67,68]. Az apai 6roklédési Y-
kromoszomas markereket 2001-t61 kezdték el alkalmazni, elészor Skandinav farkasok
haplotipizalasara [52], majd kutyaknal is elvégeztek hasonld iranyu kutatast, és a kontroll
régioval kiegészitve hibridizacio felmérésében is hasznaltak [23,69]. Ezt kovetben a
biparentalis mikroszatellitak vizsgalatara tértek at a kutatok, melyeket vagy onmagukban
[1,22,41], vagy uniparentalis markerekkel kiegészitve alkalmaztak [10,70]. A korabbiaknal
megbizhatobb és pontosabb eredményt add, egymas kiegészitésére hasznalt két markertipus
hasznéalata manapsdg is javasolt a kutydk és farkasok kozti hibridizacio vizsgalataban
[32,34,35,36,45,71,72,73,74,75,76,77,78,79,80,81,82,83,84,85,86].

Nagyjabol egy évtizeddel ezel6tt kezdték el Amerikaban a genomszinten, nagyszamban
eléforduld egypontos nukleotid polimorfizmusok (SNP-k, pontmutaciok) tesztelését a kutyak
farkastol vald haziasitasanak igazolasara [87,88]. Ehhez hasonldéan Eurdpaban is vizsgaljak
tobb szazezer SNP el6fordulasat a farkaspopulaciok genetikai diverzitasanak felmérésére [89],
a csehszlovak farkaskutya genetikai 0sszetételének igazolasara [37], a domesztikacié hatasara
kialakult génmutaciok feltarasara [90], valamint a farkasok, kutyak és hibridjeik azonositasara

[91]. Jiang és munkatarsai 12 Gn. 6si informativ (ancestral informative) SNP-b6l allo panelt
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hoztak létre és validaltak a farkasok és kutyak igazsagiigyi céltt megkiilonboztetésre [9]. A tobbi
markerhez hasonldan, a pontmutaciokat is beemelik mas tipusi markerek mellé, a kutatasi
eredmények pontositasa céljabol [92,93].

Szintén egy Gjabb eszkoze a genetikai vizsgalatoknak a génekhez kapcsolodik, melynek
soran a két taxonban egyarant megtalalhato gének kozti kiilonbséget mutatjak ki. Az SLC5A1,
AMY2B ¢és MGAM gének példaul a szénhidrat bontashoz és vércukorszint szabalyozasahoz
sziikséges fehérjét kodold szalaszok. A kutyak domesztikaciojuk soran tobb szénhidratdis
¢lelemhez jutottak, mint farkas 6seik, igy a szénhidratok lebontasaban és felvételében szerepet
jatszo fehérjéket kodold génjeik valtozason estek at (aktivabban miikodnek). A domesztikacio
kezdete Ota tortént mutacios valtozasok igy segitenek a két taxon elkiilonitésében, példaul az
AMY2B gén kopiaszdma a kutyakban a domesztikacido folyamén felsokszorozodott 4-36
masolatra, mig a farkasokban maradt az eredeti 2-8 kopiaszam [94,95].

Rovid delécios-inzercids valtozasok (néhany bazispar kiesése, illetve beépiilése) egy
génen beliil is alkalmasak lehetnek a kutyak és farkasok, illetve hibridjeik azonositasara [93].
Egy harom bazisparos delécio kiesése a B-defensin CBD103 génben — ami a bunda szinének
kialakitasaért felel — alkalmas lehet a farkasok ¢s kutyak elkiilonitésére [72,86]. A funkcionalis
delécio szokatlanul sotét, akar fekete bundaszint alakit ki. Mivel a farkasokra nem jellemzd a
kozel fekete bundaszin, emiatt az ilyen bundaju egyedek nagy valoszinliséggel hibridek. A
KITLG génben (KIT ligand gene) talaltak egy ot bazisparos deléciot, mely gén szintén a
bunda/bor szinének kialakitasaért (melanogenezis) felel a kutyafélékben, és a delécio alkalmas
lehet a kutya-farkas elkiilonitésére. A KITLG masik tulajdonsaga — amit szintén a két taxon
megkiilonboztetésére lehet hasznalni —, hogy a kutyakban ez a gén is nagyobb kopiaszamban

fordul el6, mint a farkasokban [84,92,96].

Igazsagiigyi vadvilag genetika

A vadon ¢l6 allatok igazsagiigyi vizsgalata szamos tudomanyag — pl. genetika,
morfoldgia, kémia, patoldgia, allatorvosi tudomanyok — alkalmazasa az allati eredetli nyomot,
mint bizonyitékot tartalmazo jogsértésekben, igymint az illegalis kereskedelem, orvvadaszat,
embereket érinté biincselekmények stb. A genetikai vizsgalatokat mar régota alkalmazzak
blinligyi esetek megoldasiara humdan teriileten sikeresen, és bar a human €és nem-human
alkalmazas kérdésfelvetése mas — elébbinél legtobbszor a kérdés, hogy ki volt az elkdvetd,
aldozat stb., mig utébbinal, hogy tortént-e egyaltalan biincselekmény — az alkalmazott eszkozok

hasonloak. Az igazsagiigyi genetika sz¢leskorli alkalmazésai k6zott a taxondmiai azonositas az
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egyik leggyakoribb kihivas. A vadvilagot érintd blincselekmények elleni harc soran sziikséges
a védett fajok, illetve azok szarmazékainak azonositdsa (pl. orvvadaszat, mérgezéses esetek,
illegélis tartds és kereskedelem), fogyasztovédelmi és élelmiszerbiztonsagi szempontbol a
termék Osszetételének meghatarozasa, allattdmadas és gazdasagi karokozas esetén pedig az
elkoveto allat faji (olykor alfaj, fajta) azonositasa sziikséges.

A konzervéciobiologia mar régoéta hasznal genetikai markereket kiilonbozo
allatfajoknal, koztiik a farkasokndl is a populdcié diverzitdsanak, illetve az egyedek
megkiilonboztetése céljabol. Ezek a modszerek, bar jo alapot nyujtanak, nem minden esetben
felelnek meg a torvényszéki genetikai alkalmazas kritériumainak. Ezért adott fajra és adott
populacidra az igazsagiigyi felhasznalas igényeinek megfeleléen validalt markerkészlet
tesztelése, illetve fejlesztése indokolt [97]. A hatosagi felhasznalas kovetelményeit a
jogszabélyokon kiviil nemzetkozi standardok és szakmai ajanlasok hatarozzak meg [98]. Igy
javasoljak mikroszatellitdk esetén a tetra-, ill. pentamer ismétlodésli szerkezetet (a
megbizhatobb genotipizalas miatt), és az atfogo validalast az alkalmazott modszerek, markerek
érzékenységére, specificitdsara, repodukalhatésagara és megbizhatésagara vonatkozoan,
valamint a vizsgalhaté mintatipusok vonatkozasaban.

Mindamellett, hogy szamos vadon ¢é16 allat genetikai vizsgalata Magyarorszagon is
megkezdddott, az igazsagligyi célu, a hazai és nemzetkdzi jogvitdk rendezésére szolgald
vizsgadlomoddszerek csupdn részben allnak a hatdsagok, illetve a jogi- vagy természetes
személyek rendelkezésére [99,100,101,102]. A hazai vadallomannyal kapcsolatos adatokkal
kiilfoldi forrasok nemigen rendelkeznek, az igazsagiigyi szempontrendszernek megfeleld

genetikai markerek pedig szamos Magyarorszagon €16 fajra nézve kidolgozatlanok.

Farkasok érintettsége torvényszéki esetekben

Allattimadas és gazdasagi karokozas

Az ember terjeszkedésével €s az egyre nagyobb teriileteken torténd osztozkodassal mind
a farkasok, mind az emberek megtapasztaljdk a szomszédsag hatranyait. A farkas kozeli
jelenléte a haztaji allatdllomanyra és a tenyésztett nagytesti haszonallatokra is negativ hatassal
lehet [13,75]. Foleg igaz ez azon teriiletekre, ahol még gyakoroljak a hagyomanyos
allatlegeltetést/allattartast. Az ember €s a vadak kozotti konfliktus szempontjabdl a farkasokat
tekintik a ,,legproblémasabb” allatoknak, mivel pusztitjak az allatalllomanyokat, foként a
gyakran feliigyelet nélkiil hagyottakat [103]. Emellett azon teriileteken, ahol a farkasok hossza

tavollét utan kezdenek visszatérni, félelem tdmad az emberekben a lehetséges farkastdmadasok
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miatt [104]. Az elmult évtizedekben, a farkasok rekolonizacids tevékenysége miatt, Europaban
egyre tobb helyen lehet taldlkozni veliik, mint mas nagyragadozokkal. Ennek kovetkezménye,
hogy a farkastdmadasok médidban valé megjelenése tobbszordse lehet mas nagyragadozokhoz
képest, és gyakran a farkasokat teszik felel0ssé a nagyobb karokért, még akkor is, ha az objektiv
elemzés mast bizonyit [105,106]. Lengyelorszagban, 2018-ban, két esetet jegyeztek fel, ot
ember elleni farkas tamadasokr6l. Nowak és munkatarsai irjak le esettanulmanyukban a
tamadéasok koriilményeit és elézményeit. A tdmadasok falvakban, falvak és erdok hataran
torténtek, amiket fiatal farkasok kovettek el. A tdmadasok el6tt sokszor lattak a falvak
kozelében vagy a falvak utcdin jarni a farkasokat, ezzel igazolva a feltételezést, hogy a fiatal
példanyok nem féltek az emberek kozelébe menni. Altalaban a farkasok elkeriilik az embert és
a telepiiléseket, mert félnek az emberektdl, nem megszokott szamukra az ember kozelsége.
Ezzel szemben az ijabb farkas generaciok, akik mar falvak melletti falkdkba sziilettek, hamar
hozzaszoknak az ember jelenlétéhez, bemerészkednek a telepiilésekre, €s nem csak a
haszonallatokat, de a lakosokat is megtamadjak [107].

Allattamadas és gazdasagi karokozas esetén a feleldsnek feltételezett kutyatartok
megkisérelhetik elkeriilni a jogi 1épéseket azzal az allitassal, hogy az elkovetd fajt farkasként
nevezik meg, megkeriilve igy az emberi mulasztas miatt torténé feleldsségre vonast. Caniglia
¢s munkatarsai tobb olyan esetrdl is beszamolnak Olaszorszagban, ahol haziallatokat, illetve
embert farkasnak feltételezett allat tamadott meg [75,76]. A taxondmiai azonositashoz polimorf
molekularis genetikai markereket alkalmaztak, és a DNS tipizalas eredményeként
bizonyossaggal kijelenthették, hogy a tamado allat nem minden esetben farkas volt, még csak
nem is hibrid, hanem egy 6rzékutya. Az eredmények tiikkrében ezutan a tamadast szenvedett
sértett is alatdmasztotta a vizsgéalatok megallapitasat, elmondésa szerint csak a kutyat akarta
védeni, hogy ne altassak el az agressziv viselkedése miatt. Schley és munkatarsai munkajukban
a kozel 40 év utan Luxemburgba visszatérd farkasok jelenlétét bizonyitjak. Bizonyitékul a
megtamadott haszondllatok tetemeibdl vett nyalmintak és a tetemek kozelében talalt egyéb
genetikai nyomok szolgaltak [108]. Meg kell emliteni azt is, hogy a mai, urbanizal6doé vilagban,
egyre kisebb jelentdséget tulajdonitanak a foldmiiveléssel, allattenyésztéssel foglalkozd vidéki
teriileteknek, ezért a helyi gazdak beszamoloi az ember-farkas konfliktusrol, hogy felkeltsék
magukra a figyelmet, akar ttlzoak is lehetnek [104].
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Orvvadaszat és illegalis kereskedelem

A vadonél6 allatokkal kapcsolatos blincselekmények hatokore széles és szamos olyan
illegalis aktivitast foglal magaba, mint az emlésok, madarak és hiillék illegalis vadaszata
[109,110,111], valamint az allati szarmazékok felhasznalasa a tradicionalis orvoslasban [112].
Az Interpol felmérései szerint a vadvilagot sulytd illegalis tevékenységek a masodik
legnagyobb hasznot hozo biincselekmények a kabitoszer- és fegyverkereskedelem utan [113].
A vadvilag illegalis kereskedelmébdl szarmazo hasznot évi husz milliard dollarra becsiilik
[113,114]. A hasonlé aktivitasok a relativ alacsony biintetések és potencialisan nagy haszon
miatt maradhatnak fenn [115]. Bar a farkas is védett faj, vilagszinten mégis gyakran eléfordul
orvvadaszata, illetve a termékeivel torténd kereskedelem [76]. Ilyen biincselekmények gyantja
esetén az érintettek azzal az allitdssal probalhatjadk meg elkeriilni a jogi 1épéseket, hogy az
¢érintett allatokat kutyaként nevezik meg.

A fent bemutatott esetekre valo hatékony reagalashoz a biiniild6z6 szerveknek az adott
teriileten €16 kutya- és farkaspopulaciok genetikai adatbazisara, valamint megbizhato és

robusztus modszerekre van sziiksége a megkiilonboztetéshez.

A magyar farkasallomannyal kapcsolatos esetek

A farkas hazankban is 6shonos nagyragadozo, legjellemzébb hazai el6fordulasi teriilete
az Eszaki-kozéphegység, de az Alfoldon és a Dunantul teriiletén is felbukkannak. A hazai
allomanyt leginkabb az illegalis elejtések és a kobor kutyak betegségei veszélyeztetik. Mivel a
farkas fokozottan védett [116] és kiemelt kdzosségi jelentéségii faj [117], engedély nélkiili
elejtése blincselekmény. A kobor kutya viszont az egyik legtobb gondot okozo allat a
vadaszteriileten, igy davadnak mindsiil. ,,A vadisz a vadallomény védelme érdekében
elfoghatja vagy elejtheti a vadat iz6 vagy a vadat elejto kutyat... ha a vad sérelme masként nem
harithato el... valamint akar meg is Olheti fert6zés tovabbterjedése... vagy masként el nem
harithaté tamadas megakadalyozasa cé€ljabol a kutyat (vagy a macskat).” Tovabba ,,...ha az
allat tulajdonosanak felderitésére nincs kozvetlen lehetdség.” (1996. évi LV. torvény a vad
védelmérdl, a vadgazdalkodasrdl, valamint a vadaszatrol; 37.§ 4. bekezdés) [118]. Mivel a
vadasz kizarolag a morfoldgia alapjan itéli meg az adott egyed taxondmiai besorolasat, mar
Magyarorszagon is tobb esetben sziikségessé valt a kilott allat genetikai vizsgalatokkal torténd

azonositasa.
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Célkitiizés

Magyarorszagon mar tobb, mint egy évtizede igazolt az allando farkaspopulacio, ezért
hazankban is el6fordulhatnak olyan esetek, melyek vilagszerte konfliktusokhoz vezetnek

farkasok és emberek, illetve haziallataink kozott.

Mivel jelenleg nem 4ll rendelkezésre hazankban olyan, a nemzetkozi ajdnlasoknak is
megfelelé marker- és vizsgalati rendszer, amely lehetévé tenné a két taxon, illetve hibridjeik

hiteles azonositasat, munkank célja ezen modszertani tesztelések megkezdése volt.

Ehhez olyan bi- és uniparentalis (auto- és Y-kromoszomas, valamint mitokondrialis)
markerek (SNP-k és mikroszatellitak) tesztelését terveztiik a magyar, illetve szomszédos
orszagokbol gyujtott farkas- illetve kutyamintdkon, melyeket a szakirodalom alapjan a

leggyakrabban hasznalnak, akar biiniigyi esetekben is.

Kiilonb6z6 mindségii bioldgiai mintakon terveztiik felmérni a genetikai markerek

alkalmassagat, foleg az érzékenység és reprodukalhatdsag tekintetében.

Tovabbi célunk volt megkezdeni egy olyan genetikai adatbézis feléllitasat farkasokban

¢s kutyakban, melyek jo alapul szolgalhatnak a kés6bbi dsszehasonlitd vizsgéalatok soran.
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Anyag és modszer
Mintagytijtés

A vizsgéalatokhoz sziikséges biologiai mintdkat hazai, tGlnyomorészt fogsdgban
(allatkertek, vadasparkok, farkastenyészték) tartott farkasokbol, kutyabol, illetve kutya-farkas
hibridekb6l  vettiik, nem invaziv moddon, az allattartok beleegyezésével. Az
Allatorvostudomanyi Egyetem mellett tobb intézmény is, mint a Magyar Természettudomanyi
Miizeum, az Eurépa Vadvildganak Megmentéséért Alapitvany és a Bécsi Allatorvostudomanyi

Egyetem biztositotta szamunkra a mintavételt, illetve kiildétt nekiink mintakat. Osszesen igy

35 farkas és 35 kutya mintan kezdtiik meg a vizsgalatokat (1. tablazat).

2. Abra Kifuto a Miskolci Allatkert farkasai szaméra (a); sz6rszalak (b) és tiriilékminta (c) a helyszinen

A G06dollon tartott farkasoktol sikeriilt kozvetleniil szormintat venniink, Horkai Zoltan,
Europa  Vadvilaganak  Megmentéséért ~ Alapitvany  vezetdjének segitségével
(https://horkai.com/hu/). A tobbi szérmintat az allatok kornyezetébol, fakéregrol, foldrol és
ketrecracsrol gytjtottiik be (2. dbra). A széroket szobahdmérsékleten, szaraz kornyezetben
szallitottuk és taroltuk a tovabbi felhasznalasig. Az trilékek gyijtésénél figyelembe vettiik
azok frissességét és allagat, gyiijtés utan fagyasztva (-20°C) szallitottuk, illetve taroltuk.

A Magyar Természettudomanyi Muzeum engedélyezte szdmunkra a kikészitett
farkasborokbdl torténd roncsoldsos mintavételt. Ebben az esetben arra is figyelniink kellett,

oo

hogy a mintavétel soran ne okozzunk feltiinden lathato kart a kiallitasi targyban. Igyekeztiink a
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borokbdl olyan teriileteket kivagni, amik viszonylag védve maradtak, igy esetleg hasznéalhato

mindségii és mennyiségii orokitéanyagot tartalmaznak (3. abra).

3. Abra Mintavétel a Magyar Természettudomanyi Muzeum éltal biztositott farkasb6rokbol.

Elovizsgalatok, DNS izolalas és kvantifikalas

SzOrmintdk esetén trinokuldris fénymikroszkoppal ellendriztiik, hogy azok
tartalmaznak-e elegend6 mennyiségli gyokérhiivelyi sejtet, azaz, hogy alkalmasak-e nuklearis
DNS vizsgalatra. Majd a szérhagymak gyokér részének kb. 0,5-1 cm hosszl részét steril olld
¢s csipesz segitségével 1,5 ml-es mikrocentrifuga csovekbe vagtuk be. A DNS kivonasahoz a
QlAamp® DNA Mini Kit-et hasznaltuk a gyarté altal irt protokoll szerint.

A fagyott bélsar mintak felszinérdl steril szikével lekapargattunk kb. 20-25 mg-ot,
melyet 1,5 ml-es mikrocentrifuga csdvekbe helyeztiink. A QIAamp® Fast DNA Stool Mini Kit-
et alkalmaztunk a DNS kinyeréséhez, melyet a gyarto altal készitett protokoll alapjan végeztiink
el. A szajnyalka-hartya torletbdl a DNS kivonasahoz a QlAamp® DNeasy Blood and Tissue
Kit-et alkalmaztunk és a gyarto altal ajanlott protokoll szerint jartunk el.

A Magyar Természettudomanyi Muzeumbol kapott kikészitett, szordos bormintakat 2
ml-es mikrocentrifuga csovekbe vagtuk be, majd azokat tobbszor 70%-0s etanollal, illetve steril
bideszt vizzel mostuk, hogy hogy csokkentsiik a kontaminaciot. A FavorPrepTM Tissue
Genomic DNA Extraction Mini Kit segitségével izolaltuk a DNS-t a gyartd utmutatasai szerint.

A DNS tisztitas sikerességét minden esetben agardzgél elektroforézissel (mindségi és
szemikvantitativ meghatarozas) ellendriztiik le. Ehhez 1,5%-o0s agardz gélt ontottiink, amely
interkalald6 DNS-festéket (GR Safe) tartalmazott. Mintanként 5 pl-t vittiink fel a gél egy-egy
zsebébe €s 40 perc futdsi 1d0 elteltével kék fénnyel torténd detektalds soran digitalis felvételeket
készitettlink. Az érzékeny €s pontos mennyiségi meghatarozas érdekében Qubit fluorométerrel
(dsDNA High Sensitivity Kit) is kvantaltuk a tisztitott DNS-t, ebben az esetben is 5 pl-t

hasznaltunk mintanként a méréshez.
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1. Tablazat: A genetikai vizsgalatokhoz hasznalt farkas és kutyamintdk tipusa, szdrmazasi helye és
taxonomiai besoroldsa. Roviditések; VUW: Vet. Med. Universitit Wien, MTM: Magyar
Természettudomanyi Muzeum, ATE: Allatorvostudoményi Egyetem, EVMA: Eurépa Vadvilaganak
Megmentéséért Alapitvany, Bkeszi VP: Budakeszi Vadaspark, Miskolci AK: Miskolci Allatkert és
Kultarpark, felt.: feltételezett f.: farkas

FARKAS KUTYA
Minta  Minta Szarmazasi Alfaj Minta- Minta Szarm. Fajta
kéd tipus hely kéd tipus hely
w1 szor EVMA eurdpai f. D1 nyal ATE  Csehszlovak farkaskutya
W2 szOr EVMA europai f. D2 DNS ATE Berni pasztorkutya
w3 szOr EVMA eurépai f. D3 DNS  ATE Bordeaux-i dog
W4 szOr EVMA felt. hibrid D4 DNS  ATE Golden retriever
W5 sz6r EVMA felt. hibrid D5 DNS  ATE Rovidsz. német vizsla
W6 szOr EVMA felt. hibrid D6 DNS  ATE Kaukézusi juhaszkutya
W7 szor EVMA felt. hibrid D7 DNS ATE Am. staffordshire terrier
w8 szor EVMA felt. hibrid D8 DNS ATE Szibériai husky
W9 szOr EVMA felt. hibrid D9 DNS ATE Dobermann
W10 szOr EVMA felt. hibrid D10 DNS ATE Puli
w11 szOr EVMA felt. hibrid D11 DNS  ATE Oangol juhaszkutya
W12 bér EVMA felt. hibrid D12 DNS ATE Néapolyi masztiff
w13 bér EVMA felt. hibrid D13 DNS  ATE Komondor
W14 bor EVMA felt. hibrid D14 DNS ATE Német dog
W15 bér EVMA felt. hibrid D15 DNS ATE Labrador retriever
W16 szOr EVMA felt. hibrid D16 DNS  ATE Berni pasztorkutya
W17 bélsar Bkeszi VP eurdpai f. D17 DNS ATE Mudi
W18 bélsar Bkeszi VP eurdpai f. D18 DNS ATE Rovidsz. német vizsla
W19 szor Bkeszi VP eurdpai f. D19 DNS ATE fr szetter
W20  bélsar  Miskolci AK  eurdpai f. D20 DNS  ATE Brie-i juhaszkutya
W21  bélsar  Miskolci AK  eur6pai f. D21 DNS  ATE Weimari vizsla
W22  bélsar  Miskolci AK  eur6pai f. D22 DNS  ATE Német dog
W23 bélsar Miskolci AK europai f. D23 DNS ATE Sarplaninai juhaszkutya
W24 bélsar Miskolci AK europai f. D24 DNS ATE Magyar agar
W25 bor MTM eurépai f. D25 DNS  ATE Hovawart
W26 bor MTM eurépai f. D26 DNS  ATE Leonbergi
W27 bor MTM eurépai f. D27 DNS  ATE Moszkvai érkutya
W28 bor MTM. europai f. D28 DNS ATE Hannoveri véreb
W29 szOr Nograd megye  eurdpai f. D29 DNS ATE Szibériai husky
W30 DNS VUW eurdpai f. D30 DNS ATE Szamojéd
W31 DNS VUW olasz f. D31 DNS ATE Csau csau
W32 DNS VUW olasz f. D32 DNS ATE Kuvasz
W33 DNS VUw europai f. D33 DNS ATE Kaukazusi juhaszkutya
W34 DNS VUW eurépai f. D34 DNS  ATE Csau csau
W35 DNS VUW olasz f. D35 DNS  ATE Fox terrier
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A mintdk tovabbi vizsgalatit az Allatorvostudomanyi Egyetem Allattenyésztési,
Takarmanyozastani és Laborallat-tudomanyi Intézetének Genetikai laboratoriumaban

végeztik.

DNS markerek PCR amplifikalasa, detektalasa és kiértékelése

Tereprol gyiijtott mintak elozetes tesztelése

A tereprdl gyiijtott mintak (n=10, W20-29) esetén, ahol nem tudni, hogy azok melyik
fajhoz, egyedhez, illetve milyen ivara allathoz tartoznak, egy eldzetes genetikai tesztelést
alkalmaztunk a kérdések megvalaszolasara. A hiperpolimorf, kutyafélékre specifikus, ill. az
egyedek megkiilonboztetésére is alkalmas WILMS-TF mikroszatellita markert [119] és az ivar
detektalasra megfelelé SRY markert amplifikaltuk diplex PCR reakcioban a leirt protokoll
alapjan [120].

Mitokondrialis kontroll régio vizsgalatok

A mitokondrialis DNS vizsgalatokat 18 farkas (az adatok alapjan eltéré anyai
leszarmazasi vonalak) és 15 kutya mintan végeztiik el. Mivel a legtobb pontmutacioé (SNP) a
mitokondrialis kontroll régido (KR) els6é hipervariabilis részén (HVI; 15458-16130 bazis
poziciok kozott) talalhatod, ezt a szakaszt sokszorositottuk fel polimeraz lancreakcioval az
F15406 és R16147 primerek segitségével (a szamok a bekotési bazispoziciot jelolik) [118].
Erdsen sériilt, rossz mindségli és alacsony kopiaszami mintaknal ezt a régiot (672 bp)
felosztottuk két rovidebb, egymast atfedé szakaszra HVI/1 (393bp) és HVI/2 (462 bp) és két
reakcioban sokszorositottuk a F15406-R15799 primereket a F15685-R16147 primer parokkal
[121].

A mintakat 25 pl térfogatban amplifikaltuk, 36 cikluson keresztiil az alabbi
beallitdsokkal: denaturdcio 94°C 15 mp, anellaciéo 56°C 30 mp és meghosszabbitas 72°C 30
mp. A reakcié utan agarozgél elektroforézissel ellendriztiik vissza a PCR termékeket, majd
GenElute™ PCR Clean-Up Kit-el tisztitottuk. A miizeumi bérok esetén, amennyiben nem volt
lathatd PCR termék az agardz gélen, tisztitds utan egy ,,masodik koros” amplifikalast is
elvégeztiink az elsd korben tortént sokszorositas beallitdsaival megegyezd modon.

A kontroll régié HVI szakaszanak bazissorrend meghatarozasat a morahalmi Seqomics
Biotechnologiai Kft. végezte. Az eredmények elemzéséhez a kapott szekvencia adatokat a
Sequencher™ 4.1.2 (Gene Codes Corp) programmal értékeltiik ki és a kovetkez6 paramétereket
allapitottuk meg: a referencia szekvenciahoz (Acc. Number: NC_002008) viszonyitott
megfigyelt 6sszes polimorf nukleotid pozicid6 €s a populacidban megfigyelt Osszes eltérd

haplotipus.
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Biparentalis mikroszatellita vizsgalatok

A biparentalis vizsgalatokhoz az igazsagiigyi felhasznalasra is alkalmas StockMarks™
for Dogs Genotyping Kit (Thermo Fisher) segitségével kilenc tetramer és egy trimer szerkezeti
mikroszatellitat sokszorositottunk fel a farkasmintakon — kdvetve a vizsgalati protokoll
eléirasait —, kutyakbol ezek a genotipus adatok rendelkezésre alltak [122]. Annak érdekében,
hogy minél tobb alléleloszlasi adat alljon rendelkezésiinkre a két taxon elvalasztasahoz, tovabbi
négy polimorf, tetra- illetve pentamer szerkezetii STR lokusz (PEZ21, PEZ16, REN124,
WILMS-TF) vizsgalataval egészitettiik ki a markerkészletiinket. Az amplifikaléasi reakciokat és
PCR programokat a leirt modszer alapjan allitottuk be [120].

A multiplex reakciok utdn agardzgél elektroforézissel ellendriztiik vissza a PCR
termékeket, majd a fluoreszcensen jelolt primerekkel végzett amplifikalas eredményeként
létrejott fragmenseket kapillaris elektroforézissel valasztottuk el, illetve UV-gerjesztéssel
detektaltuk. Az elektroforetikus elvalasztas ABI Prism3130XL Genetic Analyzer késziiléken
(Applied Biosystems), GeneScan™ 500 LI1Z™ méret standarddal és a GeneScanAnalysis v3.1
software (Applied Biosystems) segitségével tortént (Biomi Kft, Go6dollg). A kapott
eredményeket a GeneMapper™ szoftverrel értékeltiik ki és hataroztuk meg az egyes mintak

genotipusat.

Y-kromoszomas STR vizsgalatok

Az ismert, illetve az elbzetes tesztelések (WILMS-TF/SRY) eredményei alapjan
meghatarozott, him ivara allatoktdl szarmaz6 mintadkon négy (MS34A, MS34B, MS41A ¢és
MS41B) dimer szerkezetli, szamos nemzetk6zi kutatasban alkalmazott Y-kromoszoémas
mikroszatellita tesztelését is elvégeztiik. Tobb, kiillonbdz6é PCR protokoll kiprobalasa utan az
Aghbolaghi és munkatarsai [36] altal kifejlesztett programot alkalmaztuk kutya és farkas DNS
mintakon (6sszesen n=22).

A fluoreszcensen jelolt primerekkel végzett multiplex amplifikalas utan agarozgél
elektroforézissel ellendriztiik vissza a PCR termékeket, a biparentalis mikroszatellitadk
kimutatdsdval megegyez6 modon, kapillaris elektroforézissel detektaltuk a 1étrejott
fragmenseket. A kapott eredményeket a GeneMapper™ szoftverrel értékeltiik ki és hataroztuk

meg az egyes mintak haplotipusat.
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Genetikai adatbazisok kialakitasa és statisztikai analizis

Mitokondrialis kontroll régio

Farkas adatbazisunkat Osszesen 18 sajat vizsgalatbdl szarmazo, anyai leszarmazas
szempontjabol fiiggetlen egyed (W1-5, W7, W12, W17, W20, W25, W27-35) szekvenciajabol,
illetve 14 darab GenBank-bol let6ltott, Europabdl szarmazo farkas szekvenciabol allitottuk
Ossze (Acc. No.: KF661042, KF661053, JN182087, JN182046, KY550005, JN182060,
JN182074, KU644666, KUG644669, KU696391, DQ480504, KP665915, KP665919,
KP665921). Mitokondrialis kutya haplotipus adatbazisunk 15 db sajat vizsgalatbol szarmazo
szekvenciabol és 16 db letdltott, kozepes-nagyméretii fajtakbol nyert szekvencidkbol allt
(GenBank Acc. No.: KP665906-KP665912, KP665916-KP665918, KP665920, KP665923,
KP665930, KP665932, KP665934, KP665935).

A mintdk SNP mutécidin alapuld 6sszehasonlitasat, illetve csoportositdst a PopART
(Population Analysis with Reticulate Trees) programmal [123] végeztiik. A PopART szamos
filogenetikai halézat készitd modszert tartalmaz (pl. Median joining network, Minimum
spanning network), melyek segitségével a vizsgalt szekvenciak alapjan genetikai kapcsolatokat

lehet abrazolni. Az adatok analiziséhez a Minimum spanning network modszert alkalmaztunk.

Mikroszatellita elemzések

Egy, mar meglévé kutya adatbazisbol valasztottunk Ki DNS profilokat olyan fajtaju
kutyaktol (n=35), melyek méretiikb6l és életkoriilményiikbél addddan képesek lehetnek
farkasokkal keresztez6dni. A kutya profilokat a Structure 2.3.4 program [124] alkalmazasaval
hasonlitottuk dssze az altalunk eredményes genotipust ado, egymassal kozeli rokonsdgban nem
allo farkasok (n=15) profiljaival. A Sturcture a mikroszatellitakbol készitett profilokat
hasonlitja 6ssze €s a bayesi csoport analizissel egy csoportba rendeli a hasonlé genotipusu
egyedeket, igy elkiilonitve egymastol a taxonokat. A programban az elemzéshez az admixture
¢és a fuggetlen allél frekvencia (Admixture model, Allele frequency independent model)
modelleket hasznaltuk. A Structure-t 10* Burn-in periédussal és 10° MCMC (Markov Chain
Monte Carlo) iteracioval futtattuk, minden K=1-10-re 6tszor. Az elemzés utan az eredmények
koziil a megfeleld K értéket a Structure Harvester v0.6.94 [125] webes szoftverrel valasztottuk
ki.
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Eredmények

Mikroszkopos vizsgalatok és DNS izolalas eredménye

A begylijtott szorszalak tobbsége megfelelt a nuklearis DNS vizsgélatokhoz sziikséges
elvarasoknak, a kevesebb gyokérhiivelyi sejtet tartalmazé mintaknal a bevagott szérszalak
szamanak emelésével noveltiik meg a kinyerhetd genetikai anyag mennyiségét. A 29 begytijtott
farkas minta koziil 25-bdl (szOr, bélsar, cserzett bor) sikeriilt hasznalhatd genetikai anyagot

Kinyerni.
DNS markerek PCR amplifikalasa és kimutatasa

Kétmarkeres elétesztelések eredménye

A tereprdl gy(jtott tiz mintan minden esetben ki tudtuk mutatni az egyed ivarat, de a
WILMS-TF lokusz alléltipusat a muzeumi és az erd6ben fellelt szérmintan (W25-29) nem
sikeriilt meghatarozni. Az el6zetes teszteléssel igy sikeriilt megallapitanunk, hogy a W20-24

mintak koziil melyik tartozik az allatkertben tartott ndstény, illetve him farkashoz.

Mitokondrialis vizsgalatok eredménye

Osszesen 33 mintabol (18 farkas és 15 kutya) sikeriilt felsokszorositani a mtDNS HVI
régiodjat és szekvenalassal megallapitani a haplotipusokat. Osszesen tizenegy kiilénbozd farkas,
illetve tiz eltéré kutya haplotipust mutattunk ki, a két taxon eredményei kozott nem volt
megegyez0 mutaciés mintazat. Az 6sszes polimorf nukleotid pozicidé szama farkasokban 30,
kutyakban pedig 27 volt a vizsgalt régioban. A farkasmintainkban gyakori volt a bazis delécio
a 15938-as pozicidban, ezzel szemben kutydknal minddssze egy ilyen esetet talaltunk. Ezen
feliil farkasokban tobb esetben citozin inszerciot is detektaltunk a 15534-es pozicidban. A
relevans, Magyarorszagon természetes koriilmények kozott €l6/élt egyedek szekvenciait
feltoltottiik a NCBI GenBank adatbazisaba, melyekre az MZ927017-MZ927031 (D1-5, D7,
D9, D14, D18, D19, D22, D28, D33, D35) ¢s OK513084-OK513087 (W29, W25, W28, W27)

azonositd szamot kaptuk.

Biparentalis mikroszatellita vizsgalatok eredménye

A farkas mintaink egy részénél (W17, W19-20, W22-29) a sejtmagi génallomany
annyira sériilt volt, hogy a nuklearis markerekkel nem tudtunk genetikai profilt megallapitani.
Az Osszesen rendelkezésre allo 35 farkas mintabol 24-nél tudtunk Kkinyerni teljes, vagy

részleges, de még hasznalhat6 genetikai profilt.
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Y-kromoszomas mikroszatellita vizsgalatok eredménye

Az MSY markerekkel megvizsgalt him ivara farkas és kutya mintak tobb, mint felénél
(n=14) sikertilt csak teljes, értékelhetd profilt alkotni. nyolc minta esetén részleges, illetve
bizonytalan eredményeket kaptunk — tobb lehetséges allél egy lokuszon, ill. az ismételt

vizsgalatok eredményei mas-mas alléltipust adtak (2. tablazat, 4. dbra).

2. Téblazat Négy MSY markeren kimutatott allélek himivart kutyak és farkasok k6z6tt (bal oldalon).
Jelolések: - ; nincs eredmény, /; nem egyértelmii az eredmény (piros szinnel kiemelve).

Minta MS34A  MS34B  MS41A MS41B

D2 12 - - 30

D3 13 18 - 30

D4 13 - - 30 e — —
D7 17 15 17 32 DI9 " pu W

D9 13 1517 - 30 U ul

D14 14 17 17 27 S o
D17 13 15 _ 30 188.55 19249 184,78

D18 13 14/15 - 30

D19 13/15/17 17 17 23 C e
D22 13 - - 30 ' ﬁ ’
D24 13/14 16 17 31 ,, J\ ]‘

D27 14 17 17 28 A MDD CJJURET L
D28 14 18 17 30

D33 14 17 17 28

D35 17 15 17 33 e
wi 14 16 17 24 e —. CE——
W2 13 18 17 24 \

w4 13 17 17 24 A N / 1l

W7 13 17 17 30 ho o N\ i § § e ad\) ‘T; (AW B
W16 13 18 17 26

W18 13 18 17 24

W23 13 15 17 17

4. Abra Jobb oldalon két kutyaminta (D19 és D24) MS34A lokuszon kimutatott alléljeinek kapillaris
elektroferogram eredménye lathato haromszori PCR sokszorositas utan (mintdnként egymas alatt, 3-3 sorban),
ambivalens eredményekkel.

A vizsgalatok soran kapott eredmények bizonytalansaga, illetve csekély polimorfizmus
(MS41A lokusz) miatt a tesztelést nem végeztiik el minden rendelkezésre allé him ivarua kutya,

illetve farkas mintan és a statisztikai elemzésbe sem vettiik bele az Y-kromoszomas alléleket.

Vizsgalataink folytatdsdhoz a begyiijtott mintak koziil tizenharmat ki kellett venniink a
statisztikai értékelésbol, mert kozeli rokoni kapcsolatban alltak egymassal (W6, W8, W9, W10,
W11, W13, W14, W15), vagy nem tudunk hasznalhat6é genetikai anyagot kinyerni a teljes
vizsgalathoz beldliik (W19, W23, W24, W26), vagy az eldvizsgalatok eredményei alapjan mas
mintakkal azonosnak bizonyultak — egy allattol lett begytijtve a két minta (W22, W24). Ezen
feliil a W20-21 és W17-18 mintak szintén azonos egyedektdl szarmaznak, ezek koziil csak az

egyik mintat vontuk be a tovabbi vizsgalatokba.
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Statisztikai elemzések eredménye

Mitokondrialis haplotipusok csoportositasa

A kimutatott szekvencialis kiilonbségek (pontmutéaciok) alapjan a PopART program
segitségével graffal vizualizaltuk a kapcsolatokat és azok erdsségét a mintak kozott (5. abra).
A graf pontjainak mérete annal nagyobb, minél tobb mintat sorol hozzéa a program. Az élek a
hasonlé szekvencidji mintdkat kotik Ossze, amiken a kereszt vonalak szama jeloli a

pontmutéaciok szamat a két szekvencia kozott.

w49

W32wW20
W33w4a4a
Ww45W42
W39 W34

5. Abra Farkas- (W) és kutyamintak (D) csoportositasa, illetve halozatos elrendezése a mitokondrialis kontroll
régid HVI szakaszan kimutatott szekvencialis hasonldésagok és pontmutacios kiilonbséges alapjan PopArt
programmal.

A kutya mintdkat tobbnyire két nagyobb halmazba (pirossal bekarikdzva) osztotta a
program, mely halmazon beliil az 1-2 pontmutacios kiilonbségek vannak feltiintetve. Ezzel
szemben a farkasokat jobban szétszorta és gyakoribb a farkas szekvencidk kozott a kettdnél
tobb pontmutacios eltérés. Ot farkas mintat osztott be a program valamely kutya csoportba (W2,
W17, W28), illetve kapcsolt kutya mintakhoz a nagyfoka hasonlosag miatt (W12, W25). A
rendkiviil sok eltérés miatt a program egy kutya és egy farkas mintat (D28 és W27, halvany
pirossal kiemelve) elkiilonitett a farkasoktol és kutyaktol (9, ill. 6-9 baziskiilonbség).
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Mikroszatellita allélek eloszlasa Structure analizissel

A kutydk ¢és farkasok csoportositasaban az optimalis csoportszdmnak (K, klaszter) a
K=3 bizonyult, ahol az adatok valdsziniiségének természetes alapu logaritmusa LnP(D)= -
2488.8 volt. A harom klaszter egy kutya és két farkas (Ausztriabol kapott, illetve a hazai farkas
mintak) csoportbol all (6. abra).

W30 | W35 | W31 . W4 | wig | w V D14 _. D15
W33 wsa w32 D13 - D5 D25 D26

6. Abra 14 STR marker alapjan készitett barplot (K=3) a Structure programmal. A (piros): VUW farkas mintak,
B (z6ld): hazai farkas mintak, C (kék): hazai kutya mintak. Minden oszlop egy egyedet jeldl.

A klaszterek jol elkiiloniilnek egymastol, csak a két farkas csoport kozétt van
kismértékii atfedés két egyedben (W2, W32), melyek 40%-ban egyeztek meg a masik farkas
klaszter genetikai profiljaival. Az elemzésbe beemelt feltételezett hibrideket (W1-5, W7, W16)
a farkasok koz¢ sorolta a program. A hazai farkas mintdk koziil a W21-es minta hasonlit
leginkabb a kutydkhoz, de ez is mindossze 15%-ban. Ezzel szemben két kutyat is a hazai farkas
csoportba sorolt, az egyik a Csehszlovak farkaskutya (D1), ami legalabb 60%-ban megegyezik
a hazai farkas mintakkal. A masik, farkasokhoz sorolt kutya egy weimari vizsla (D21), ami
csaknem 60%-ban megegyezik a hazai farkas klaszterrel a kimutatott genetikai profilja alapjan.
A kutya csoporton beliili mintdk egymassal nagyfokll egyezést mutatnak, csupan egyetlen

egyednél tapasztaltunk 80%-nal kisebb hasonldségot (D31, csau csau).

Diszkusszio

Az elmult két évtizedben Eurdpaban és vilagszinten is egyre jobban elterjedt a genetikai
modszerek alkalmazasa a hibridek detektalaséra és a fajok elkiilonitésére [23,66,41]. Az eddigi

modszerek fejlodésével és 1) technikdk megjelenésével egyre megbizhatobb eredményeket
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Spanyolorszagban, Olaszorszagban, a Skandinav és a kelet eurdpai térségben foglalkoztak a
farkasok elterjedésével és kutyakkal torténd keresztezodésiikkel [22,52,64,72]. A farkas
allomanyok genetikai vizsgalata Europa mas térségeiben, igy hazankban is koran megkezd6dott
[14]. Magyarorszag mar 2010 6ta rendelkezik egy kis 1étszamu, de ndvekvo farkas populacidval
[13], ezért minket is érint a faj védelme ¢€s a farkas-ember konfliktusok megeldzése, megoldasa.
Eddigi tapasztalatok alapjan, ahol az emberi telepiilésekhez kozeli farkaspopulacio novekszik,
ott el6bb-utdbb megjelenhet a haszonallatok megtizedelése [75,126,128], az emberek elleni vélt
vagy valds tamadasok bejelentése [76,127] valamint a farkasok illegalis vadaszata és
termékeikkel vald kereskedelem [9,77]. Az ilyen igazsagiigyi estek hatterének felderitéséhez
altalaban kiilonb6z6 tipusi molekularis genetikai markereket, illetve ezek analiziseinek
otvozetét hasznaljak [9,60,75,76,77].

Munkank soran mi is megkezdtilk azon markerek tesztelését, melyek a kitlizott
céljainknak leginkabb megfelnek, és az 6 sszesitett eredményeink alapjan tobbnyire sikeresnek
bizonyultak a bi- és uniparentalis modszerekkel végzett genetikai kutatasaink.

Az eldvizsgalatokhoz hasznalt markerek hasznosnak bizonyultak, mert az eredmények
alapjan nem csak ivar szerint tudtuk csoportositani a mintakat, hanem az egyedi azonositast is
valosziniisithettiik.

Az autoszoOmdés mikroszatellita alléleloszlasok alapjan — mas, hasonld szami STR
lokuszt vizsgalod kutatasokhoz hasonléan [1,41,70,85] — az alkalmazott statisztikai program
egyértelmiien el tudta kiiloniteni a farkasokat a kutyaktol (7.4bra). A Csehszlovék farkaskutya
(D1) farkasokhoz sorolasa varhatd volt, mivel ezt a fajtat az 50-es években tenyésztették ki,
igy bOven tartalmazhat farkasokra jellemzd allélokat [37]. Meglepének tlinhet viszont a
weimari vizsla (W21) farkasokhoz csoportositasa, de a profilt alkoté allélek alapjan nem kizart,
hogy valamelyik felmendje keresztezOdhetett a multban farkassal, ugyanis a fajtat eredetileg
vadaszathoz tenyésztették ki a 19. szazadban [129], azaz volt alkalom introgressziora. Mivel
ezen a mintan nem végeztiink mitokondridlis DNS vizsgalatot, igy nem jelenthetjiik ki biztosan
a hibridizéciot, csupan feltételezhetjiik.

A mitokondridlis kontroll régid6 HVI részének szekvencia eredményei azt mutatjak,
hogy csupan ezzel a modszerrel a kutyakat nem lehet minden esetben elkiiloniteni a farkasoktol
(6. abra), amint ez a korabbi kutatasok alapjan varhato volt [32, 33, 34]. A magyarorszagi
kutyak mtDNS szekvencidi kevésbé diverznek bizonyultak — igy kevésbé valnak el az
agglomeratumokon beliil egymastol — a farkasokhoz képest, amint ezt mas kutatasok is

alatamasztjak [45, 50, 51, 65]. Azon feltételezett hibridek koziil — amiket az STR vizsgélatokba
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is bevettiink (W1-5, W7) és a Structure farkasnak jelolt — csupan a W2 keriilt a kutyakkal egy
csoportba. Mitokondrialis szekvencia alapjan tovabba a W12, W17, W25, W28 mintak kertiltek
a kutyakkal k6zos csoportba, ami azt mutatja — amennyiben a hibridizacios esemény kizarhatod
—, hogy a mitokondridlis HVI régié vizsgédlata dnmagaban nem elegendé a megbizhat6d
eredményekhez [35].

Az apai agon uniparentalis MSY markereket végiil nem vettiik bele az STR alapt
statisztikai vizsgalatokba, mert nem bizonyultak megfelelonek az altalunk kitlizott célokhoz,
ugymint a vizsgalt lokusz polimorfizmus foka, az eredmények megbizhatosaga, illetve
reprodukalhatosaga. Ez egyrészt a dimer szerkezetli struktarajuknak koszonhetd (kevésbé
megbizhaté modon azonosithatok) [130]. Masrészt annak, hogy tobb kopiaban is eléfordulnak
az Y-kromoszoman és a kiilonbozo kopiak PCR sokszorositasdhoz hasznalt primerek csak egy-
egy bazisban térnek el egymastol [52]. Egyéb kutatasokban az MSY 41 A/B marker szintén
nem bizonyult kell6képpen diverznek [69], ezért a jovOben mdas Y-kromoszomas lokuszok
tesztelését tervezzik.

Osszegezve kijelenthetjiik, hogy a tesztelt 14 autoszomas STR markeriink és a mtDNS
HVI1régid egyiittes vizsgalata tobbnyire alkalmas volt a farkasok és kutyak helyes besorolasara.
A kérdéses mintdknal azonban sziikségesnek latjuk tovabbi uni-, és biparentalis markerek, a
megkiilonboztetést lehetdveé tevo gének [72, 94], illetve az in. SNaPshot eljaras [9] bevonasat
a kutatasba. A magyarorszagi farkas és kutyapopulacidé megkiilonboztetéséhez sziikséges
genetikai adatbazisok létrehozdsa sordn azonban sziikségesnek tartjuk a relevans mintdk
szamanak novelése mellett olyan tovabbi lokuszok vizsgalatat, melyek a jovOben megfelelnek
az igazsagiigyi alkalmazashoz sziikséges kritériumoknak [131], valamint lehetévé teszik az
eredmények nemzetkozi szintli Osszehasonlitdsat. Mivel a farkasok genetikai kutatasaval
vilagszinten igen intenziven foglalkoznak, ezért szdmos mikroszatellita, mtDNS és nuklearis
SNP vizsgalati modszert és markert alkalmaznak [131]. Egy nemzetkdzileg elfogadott és
harmonizalt marker készlettel ¢és modszertannal, igy eredményeink Osszevethetdségével
segiteni tudjuk a kontinensen, illetve a hazankban is zajlo farkasgenetikai kutatasokat mind a

konzervaciobiologia, mind pedig az igazsagiigyi alkalmazas teriiletén.
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Osszefoglalas

Tobb évtizednyi tavollét utan a sziirke farkas (Canis lupus L., 1758) a 21. szazad elején
rekolonizalni kezdte egykori teriileteit az Aggteleki és a Biikki Nemzeti Parkban. Eurépaban az
erds emberi jelenlét miatt a farkasok kénytelenek nagy teriileteken osztozni az emberekkel, ami
konfliktusok forrasa lehet. Farkas oldalrdl a haziallat dllomanyok megtizedelésében, emberi
oldalrél pedig a farkasok elleni illegalis vadaszatban és a termékeikkel vald kereskedelemben
mutatkozik meg. Indirekt modon, a kutydk nem megfeleld tartasaval, az emberek feleldsek a
hibridizacidért, €s ezzel az adott teriileten €16 farkas populacié genetikai leromlasaért. Az ilyen
¢s ehhez hasonld (biin)cselekményeknél vizsgalt kérdés, hogy az elkdvetd/aldozat az farkas
vagy kutya, esetleg hibrid. Erre a kérdésre évtizedek 6ta szdmos genetikai kutatas probal valaszt
adni. Jelen kutatdsomban azt vizsgdlom, hogy igazsagiigyi alkalmazas szempontjabol mely
genetikai modszerek a legalkalmasabbak farkasok, kutydk, illetve hibridjeik egymastol valo
elkiilonitésére megbizhatdo modon.

A vizsgalatokhoz 0Osszesen 35 darab farkastdl, kutya-farkas hibridtdl, illetve
csehszlovak farkaskutyatdl szarmazd (szér, bor, {lrilék, nyal, tisztitott DNS) mintat
gyljtottiink/kaptunk. Az 6sszehasonlité kutya adatbézis kialakitdsdhoz rendelkezésiinkre alltak
magyarorszagi kutydktol szdrmazé tisztitott DNS mintak. Vizsgéalatainkhoz a DNS kivonas
utan egyarant alkalmaztunk uniparentalis (mitokondrialis kontroll régid, Y-kromoszoémas
mikroszatellita ill. SRY) és biparentdlis (autoszomas mikroszatellita) markereket, melyeket
PCR technikdval sokszorositottunk fel. A kontroll régié szekvencia analizissel kapott
pontmuticidos mintdzata alapjdn meghataroztuk a kérdéses kutya és farkas egyedek
haplotipusat, majd a POPART programmal analizaltuk az eredményeket. A multiplex forméban,
fluoreszcensen jelolt primerekkel sokszorositott mikroszatellita markereket kapillaris
elektroforézissel detektaltuk. A kimutatott allélekbdl felallitott genetikai profilokat a Structure
2.3.4 programmal bayesi csoportositassal analizaltuk.

A vizsgalt farkas és kutyamintakbol sikeriilt a mitokondriélis kontroll régi6 alapjan a
haplotipust meghatdrozni — melyeket feltoltottiink a GenBank adatbazisdba —, és nem talaltunk
azonos pontmutacids mintazatot kutyak és farkasok kozott. A nukleéaris markerek analizise nem
minden esetben jart sikerrel, mivel sok esetben csak kis mennyiségli, degradalt biologiai minta
allt rendelkezésre, illetve az Y kromoszémas markerek esetén a vizsgdlati modszer korlatozo
tényezdinek. A kimutatott mikroszatellita alléleloszlasok alapjan szintén kiilonbség
mutatkozott a farkas- és kutyaallomanyok kozott.

Osszességében eddigi eredményeink is aldtdmasztjak annak lehet8ségét, hogy
nagyszamu genetikai marker parhuzamos vizsgalatdval — melyek megfelelnek az igazsagiigyi
célu alkalmazas kritériumrendszerének —, kell6 statisztikai valdszintiséggel alatdmaszthato
egy kérdéses eredetii minta alfaj szintli besorolasa.
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Summary

After several decades of absence, the grey wolf (Canis lupus) started recolonizing its
former territories in Hungary in the beginning of the 21% century. First the Aggtelek National
Park and then the areas of the Biikk National Park were invaded by them. Due to the intense
presence of mankind, wolves are forced to share great areas of land with humans, thus
potentially leading to several conflicts. From the wolves' perspective, it means the decimation
of domestic livestock. As far as humans are concerned, these conflicts may manifest in the
illegal hunting of them and trading with their products. Indirectly, people are responsible for
hybridization as well, because of inappropriate canine husbandry and as a result, the genetic
deterioration of wolf population. When facing such instance, it should be examined whether the
perpetrator/victim is a wolf, a dog, or a hybrid. Many genetic studies trying to get the answer
for this question. The aim of my study is to find an appropriate genetic method to distinguish
wolves, dogs, and their hybrids, which can be used in a forensic application as well.

For this research, altogether 36 samples (hair, skin, faecal matter, saliva, and purified
DNA) from wolves, hybrids as well as from Czechoslovakian wolfhound were collected. For
the comparative canine database DNA samples from Hungarian dog populations were used
(haplo- and genotypes were partially available). After DNA isolation, uniparental
(mitochondrial control region, Y-chromosome microsatellites and SRY) and biparental
(autosomal microsatellites) markers were amplified by polymerase chain reaction. Based on the
point mutation pattern of the control region determined by sequencing analysis, haplotypes
were grouped using POPART. Microsatellite markers amplified with fluorescently labelled
primers were detected by capillary electrophoresis. Genetic profiles based on the detected
alleles were analysed using Structure 2.3.4 and were grouped by the Bayes theorem.

The mitochondrial control region (HV1) haplotypes were successfully determined from
the examined samples, these sequences were uploaded to the GenBank database. We did not
find similar point mutation pattern between wolves and dogs. In contrary, the analysis of nuclear
markers was not always successful. This is partially because in some cases only a little amount
of degraded biological samples were available, and because of the suboptimal nature of the
investigative method regarding the Y-chromosomal markers. However, based on the detected
microsatellite allele distribution difference was shown between wolf and dog groups, further
markers and more wolf samples should be involved.

Overall, our previous results support that simultaneous application of large number of
genetic markers — meeting with the standards of the forensic application criteria —, could be
adequate to determine the precise taxonomic origin of a questionable sample with appropriate
statistical probability.
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