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1. BEVEZETES

1.1. Az eurdpai damvad (Dama dama) altalanos leirasa

A damszarvas (Dama dama) a szarvasfélék (Cervidae) csaladjaba tartozo nagytestii vad,
melynek jellegzetes, lapatszerii agancsa megkiilonbozteti a tobbi rokonfajtol [1].
Torzsalakjanak bundédja mindkét ivarndl vordsesbarna alapon fehér foltos, de tobbféle
szinvaltozatban el6fordulnak egyedek. A bikak és tehenek az év nagy részében kiilon
csoportokban élnek, altalaban csak szaporodasi idészakban gyiilnek 6ssze oktober kdrnyékén,
szaporodasi rendszeriikre pedig a poliginia jellemzo (egy him tobb ndsténnyel is parosodik egy
szaporodasi idOszakban) [2,3]. A dadmszarvas altal kedvelt éldhelytipusok a ritkdsabb fas
tarsulasok, de ez évszakok, nemek, kor ¢és teriiletek szerint valtozhat [2, 4]. A fiives ¢s zart erdei
tarsulasokban is megfigyelhet6 a faj. Korabban az eurdpai damvadat alfajként (Dama dama
dama) tartottak szamon a Dama genus-on beliil a mezopotamiai damvaddal egyiitt (Dama dama
mesopotamica) [5]. Ma mar a molekularis genetikai vizsgalatok alapjan kiilon fajként tartjak

Oket szamon [6, 7].

Az eurdpai damszarvas nevével ellentétben eurdzsiai eredetii, tobb kutatds is megerdsitette,
hogy a mai Torokorszag (Kis-Azsia) teriiletén é16 damvadak alkotjak az utolsé Gshonos
populaciét [8, 9]. A faj mara kozmopolita elterjedéstivé valt (1.4bra) [S], melyet els6sorban nem
természetes folyamatok, hanem ember altali betelepitések eredményeztek, amik mar a romai
civilizacié kora eldtt megkezdddtek [9]. Erre azért volt sziikség, mert korabban, még a
Pleisztocén (jégkorszakok) idején, a faj szinte teljesen kipusztult Europabol, ami akkor a f6
elterjedési tertilete volt [10]. A klimatikus hatasokat a legujabb kutatasok szerint csak
Szicilidban, a Balkanon és Kis-Azsia teriiletén élte tal a damszarvas [9]. A megmaradt kis
populacidk valdsziniileg nem rendelkeztek a sziikséges alkalmazkodo képességgel és genetikai
diverzitassal, hogy maguktol visszahdditsak teriileteiket, ezért ez csak emberi beavatkozassal

volt lehetséges [11].

A Pleisztocént kovetden a korai Neolitikum idején kezdddott meg a damszarvas telepitése [9,
12]. Els6ként az Egei-tenger egyes szigeteire (Rodosz [12], Kréta [9]), majd a Bronzkorban
tobb mediterran teriiletre is betelepitették nyugati irdnyban [12]. Késobb az egyik legnagyobb
hatast a faj elterjedésére a Romai Birodalom gyakorolta, hiszen a romaiak terjesztették el
Kozép-és Eszak-Europaban [13]. Igy egészen Portugalidig [14] és a spanyol szigetvildgig
(Mallorca [15]) elterjedt, s6t Britannidba is a romaiak vitték be a ddmszarvast [16]. A késo
kozépkorban a Brit-szigeteken, és mas Eszak-eurépai régiokban tjabb telepitési hulldm
kovetkezett, ami valdsziniileg nagyban meghatarozta a mai populaciokat [13]. Ezt kdvetden a
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18-20. szazadban zajlott nagyobb mértékii transzlokacidja a damszarvasnak, igy az 1900-as
évekt6l az Antarktiszt és Azsiat leszamitva (kivéve Kis-Azsia), valamennyi kontinensen jelen

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

1.2. A magyarorszagi dimszarvas-gazdalkodas jellemzo6i
A magyar damszarvas populaciordl a 17. szazadbdl szdrmaznak az elsé irasos feljegyzések
Gyulaj (Tolna megye) kornyékérdl. A betelepiilés koriilményei, illetve az alapitd egyedek

eredete jelenleg még ismeretlen [18].

Manapsag a Magyarorszagon €él6 nagyvadak koziil a damvad rendelkezik a harmadik
legnagyobb allomannyal, az europai 6z (Capreolus capreolus) és gimszarvas (Cervus elaphus)
utan [19]. A legfrissebb adatok szerint tobb mint 40 000-re ndtt az egyedszdma [19]. A
legjelentdsebb populaciok Pest és Tolna megyében talalhatdéak (kb. 5000 egyed), ezek a
populécidk egyeébként mar az 1980-as években is meghatdrozdak voltak [5, 19]. A legkevesebb
damszarvas Jasz-Nagykun-Szolnok és Borsod-Abatj-Zemplén megyékben van (kb. 200-200

egyed) [19].

A fajnak jelentés vadgazdalkodasi értéke van az orszagban, egyrészt a vadhis, masrészt az
agancs trofeak miatt. Ezt bizonyitja az is, hogy a 2021-es évben az egyedek 42,5%-a kilovésre
kertiilt (kdzel 17 000 ddmvad), melybdl 421 970 kg vadhus és 1492 érmes trofea szarmazott. Az
utobbiak koziil 628 a legrangosabb arany mindsitést kapta [19]. Az érmes tréfedk 6nmagukban
is nagy értéket képviselnek, illetve az értékesitett vadhus is, de a ddmszarvas (€s egyéb vad)
vadaszata koré épiilt szolgaltatasok tovabbi bevételt nyljtanak az egyes vallalkozasoknak és az

allamnak [19]. A 2020/2021-es vadészati évben a vadgazdéalkodasbol szarmazé bevétel 30,889



milli6 Ft volt, tehat a faj gazdasagi értéke nemcsak a beldle szarmazd termékekbdl, hanem a

vadaszati engedélyekbdl és szolgaltatasokbol is all [19].

Magyarorszag szamara igy egyértelmiien egy gazdasagilag értékes fajrél van sz6, ami
természetvédelmi és kulturalis értékekkel is rendelkezik [20]. Ezeket figyelembe véve vették
bele a damszarvast is az 1996.évi LV.-6s torvénybe, mely a vad védelmérdl, a
vadgazdalkodasrol, valamint a vadéaszatrél szol [20]. A torvény alapjan csak a meghatarozott
teriileteken, megfeleld6 modszerekkel, vadaszati idény idején ¢és vadaszati engedéllyel
rendelkezve lehet elejteni a ddmvadat. Amennyiben barmelyik feltétel nem teljesiil a kilovés

soran, akkor illegalis vadéaszatrol van szo.

Sajnalatos modon tobb kutatds is kimutatta Magyarorszdgon az orvvadaszat novekvo
tendenciajat, de pontos szamokat nehéz mondani [21, 22]. A damszarvasok kiilondsen csabitd
zsékmanyt jelenthetnek ezeknek a vadédszoknak, hiszen az orszagbdl keriilnek ki az egyik
legjobb mindségii trofeak. Kiilondsen Gyulaj kornyékén talalhatoak a legértékesebb példanyok,
innen mar tobb, a Nemzetkozi Vadaszati és Vadvédelmi Tanacs (CIC) vilagranglistajan

szerepl agancs is szarmazik [23].

Az orvvadészatot azonban nehéz felfedezni és bizonyitani. Bar sokszor még a vadasznal van az
illegalisan elejtett vad, de annak minden kétséget kizard bizonyitasa, hogy az adott egyedet
ténylegesen nem megfeleld koriilmények kozott 16tte ki, sokszor lehetetlen. A torvényszéki
alkalmazottak munk4jat tovabb neheziti a tény, hogy egyelére nem all rendelkezésre a hazai
damokat egyedi szinten azonositani képes genetikai modszer, amellyel a kilovés helyszinén és
az elkovetdnél talalt damszarvastdl szarmazd biologiai anyagmaradvanyokat 6ssze lehetne

hasonlitani, €s a vadaszt az elkovetés helyszinéhez vagy az elejtett allathoz kotni [24, 25].

A damok védelme érdekében tehat sziikség lenne egy, a jogkdvetkezményekkel jar6 esetekben
is hasznalhato, egyedi azonositasra alkalmas genetikai markerszett létrehozasara, mely
alkalmas lenne a fent emlitett ligyek megoldasara. A kutatasunk célja tehat egy ilyen
markerkészlet kifejlesztése. Ilyen kutatdsokkal az igazsagiligyi allatgenetika tudomanya

foglalkozik.

1.3. Igazsagiigyi célu allatgenetika vizsgalatok a Cervidae csaladban

Az igazséagiigyi genetika célja a blinesetekkel kapcsolatos bioldgiai bizonyitékok vizsgalata a
blintény megoldasanak érdekében. A 2000-es évektél mar nemcsak embereken elkdvetett
bilincselekmények esetében alkalmaznak genetikai vizsgalatokat, hanem megkezdddtek a

vadvilag védelme érdekében végzett kutatasok is [22, 26, 27, 28, 29, 30]. A vadon ¢l6 allatok
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ellen, mint amilyen az altalunk kutatott ddmszarvas is, els6sorban az orvvadaszat és illegalis
kereskedelem a leggyakrabban elkdvetett blincselekmény [31]. Emellett az allati eredeti
biologiai nyomok genetikai vizsgalatat igényelhetik az esetleges vadgazolasok [32], illetve
azok az esetek is, mikor a hustermékeket nem a cimkézésnek megfeleld allatfajbol allitjak eld
[33, 34]. Az emlitett igyek megoldasdhoz sokféle genetikai markert alkalmaznak a kutatok,
melyek a fajok elkiilonitésére [33, 34, 35, 36, 37], az ivar meghatarozasara [38] vagy akar
egyedi azonositasra [22, 26, 27, 28, 29] alkalmasak.

A vadvilag ellen elkovetett vagy vele kapcsolatos torvényszeéki tigyek gyakori dldozatai a
Cervidae csaladba tartozo fajok, mint amilyen a damszarvas is [22, 26, 27]. Ezek a taxonok
ugyanis j6 mindségli vadhussal és értékes agancs trofeaval rendelkeznek, ami kivalo célponttd
teszi Oket az orvvadaszok szamdra. Mivel tobb idetartoz6 faj vilagszinten elterjedt [5, 39], ezért
ez a probléma nemcsak regiondlisan fordul el6 [25, 26, 27]. Az ellenik elkovetett
btincselekmények felderitése érdekében tobb, a szarvasfélék csaladjaba tartozd fajra
igazsagiligyi hasznalatra megfeleld modszert dolgoztak ki, melyek segitséget nyujthatnak a
magyar ddmvad populacidra tervezni kivant markerszettiink fejlesztésében [22, 26, 27, 28, 29,
30, 35, 36, 37, 38]. A felsorolt fajok esetében mar megvaldsultak hasonld kutatasok: gimszarvas
[22], brit kolumbiai 6szvérszarvas (Odocoileus hemionus columbianus) [26], 6szvérszarvas

(Odocoileus hemionus hemionus) [26], europai 6z [27], és vapiti (Cervus canadensis) [28, 29].

Az aldbbiakban emlitett modszerek nem mindegyike rendelkezik még validalassal, igy nem,
vagy csak korlatozott mértékben felelnek meg a torvényszeéki alkalmazas altal eldirt
kovetelményeknek [24, 40]. A validalasi folyamat részeként egyrészt fel kell tiintetni a
fejlesztéshez hasznalt relevans referencia cikkeket, a vizsgalt faj pontos adatait (pl. taxonomiai
besorolas), a mintdk feldolgozasahoz hasznalt moédszereket (pl. DNS (dezoxiribonukleinsav)
kinyerés modja), illetve a primerek informacioit (lokusz, szekvencia) [40]. A markerkészlethez
meg kell tovabba allapitani a megegyezési valoszinliséget (MP: match probability) és a
valoszinliségi ratat (LR: likelihood ratio) [27]. Az MP annak a valdszinlisége, hogy adott
populaciobdl random kivélasztott egyed DNS profilja megegyezik a populacié egy masik
egyedének genetikai profiljaval [27]. Az LR pedig megmutatja, hogy mennyire valdszinii egy
bizonyos allapot egy alternativa teljesiilése esetén [27]. Mindkét esetben az alacsony értékek

kedvezoek a validalashoz [27].

Tovéabbi fontos szempontok az érzékenység, stabilitds, faj-specificitas, ismételhetdség és

robusztussag [24, 27, 40]. Erzékenység alatt tulajdonképpen a modszer limitalé tényezdit



értjiik, vagyis milyen koriilmények kozott nem alkalmazhato mar a moddszer (pl. DNS
mennyiség, PCR (polimeraz-lancreakcid) beallitas) [40]. Stabilitasnal azt vizsgaljak, hogy
milyen mértékiit DNS degradacio mellett miikodik még a markerkészlet [27]. Faj-specificitas
esetében a rokon fajokra kell kereszttesztelni a markereket, €s megallapitani, hogy naluk milyen
mértékben miikddik a készlet [24, 27]. A megismételhetéségnél azt kell vizsgalni, hogy a
markerek ugyanannak a DNS mintdnak az ismételt vizsgalata soran hanyszor produkaljak
ugyanazt az eredményt [27, 40]. A robusztussag is ehhez hasonlo, de itt a koriilmények, eltérd
tipusu berendezések, illetve elemzési modszerek valtozatossaga mellett kell ugyanazt az

eredményt kapni [27].

Ezeket a validalasi I1épéseket eddig kevés vadonéld fajra fejlesztett markerkészlet tudta
teljesiteni [27]. Azonban a nem validalt azonositasi mdodszerek eredményei és tapasztalatai igy
is értékes informaciét adhatnak a damszarvasok egyedi azonositdsat megcélzo

modszerfejlesztés szempontjabol, mely a kutatasunk célja.

Az els6, szarvasokat érinté kriminalisztikai célu kutatas 1998-ban volt az Amerikai Egyesiilt
Allamokban [38]. A kiilonbozé szarvasféléktSl szarmazé mintak ivari azonositasa volt a cél,
ezt az Y kromoszoman taldlhaté SRY gén (ivart meghatdrozd Y kromoszomdas gén) PCR

modszerrel torténd sokszorositasaval és kimutatasaval végezték.

Alapvetden az ehhez hasonlo, csupan az ivar azonositasat célzo modszerek kevésbé terjedtek
el a forenzikus vildgban, hiszen ezek csak bizonyos esetekben nyujthatnak segitséget a
biintények megoldasaban, mint egyébként a faji elkiilonitést célz6 modszerek is [41]. A faji
elkiilonités egyik lehetséges felhasznalasa példaul a hustermékek hamis felcimkézésének
vizsgalata [33, 34, 35]. Ebben az esetben ugyanis a termék faji 6sszetétele a kérdés, tehat tobb

fajspecifikus genetikai marker alkalmazasaval pontosan kiderithetd, hogy mibdl késziilt az aru.

1.3.1 Mikroszatellita alapu genetikai vizsgalatok

Sokszor azonban egyedi szintli azonositas sziikséges a vadvilagi biinesetek megoldasahoz [22,
26, 27, 28, 29]. Ehhez legtobb esetben mikroszatellitakat hasznaltak, melyeket STR-eknek
(rovid tandem ismétlédések) is hivnak. Ezek a DNS részek 1-7 bazispar hosszasagi
egységekbdl 4llnak (pl. ATCATC), melyek egymas utan tobbszor ismétlddnek a
szekvencidban. A mikroszatellitak mutacidés rataja igen magas [42], igy nagy mérték
polimorfizmust mutatnak. A variabilitds a bazismotivum ismétlddésének szamaban mutatkozik

meg, tehat hosszpolimorfizmusrél van sz6 [26]. Adott lokuszon minden eltérd szami
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tobb allél fordulhat el6 egy lokuszon, de egy egyeden beliil maximum két kiilonb6zd lehet (egy
apai €s egy anyai). Mivel a komplexebb ¢él6lényekben nagy szdmu mikroszatellita talalhatd a
genomjaban, melyeknek egyenként is sok allélja lehet populacios szinten, igy ezeknek a
markereknek a kombinalasaval egyedi szintli genetikai ,,mintazatot” (genotipus) kapunk, amely
kimutatdsa fontos része a forenzikus célu vizsgalatoknak is [26]. Emellett mikroszatellitakat

alkalmaznak példaul populacié struktura [43, 44] és genetikai diverzitas kutatasdhoz is [45].

A mikroszatellitak tovabbi elonye, hogy primerkoto helyeik konzervaltak annyira, hogy adott
lokuszon taldlhat6 marker tadvolabbi rokonagban 4ll6 taxonoknal is meglegyen [46]. Tehat, az
egyik fajnal a mikroszatellita lokusz PCR sokszorositasahoz hasznélt primer el6fordulhat, hogy

egy kozeli rokon fajnal is miikddni fog [22, 27].

Forenzikus vizsgalatoknal a mikroszatellitdkon beliil a tetranukleotidokat szoktak
leggyakrabban alkalmazni, vagyis azokat a markereket, melyekben négy bazisparbol all az
1smétldddé motivum (pl. TAGA) [22, 26, 27, 28, 29]. Ennek tobb oka is van. Az ennél hosszabb
penta- és hexamer mikroszatellitdk ugyanis nem annyira gyakoriak az él6lényekben, és
rendszerint kevés alléllal rendelkeznek ahhoz, hogy egyedi azonositasra hasznalhassak Oket
[26]. A rovidebb di- és trimer mikroszatellitdk pedig a PCR sordn sokszor alterméket adnak,
vagyis kevesebb vagy tobb ismétlddést tartalmaz a termék, mint a kiinduldsi DNS [22, 26]. Ez
az Un. ,,dadogés” jelensége, ami abbol adodik, hogy hurok képzddik a DNS-en a PCR sorén,
ami miatt megszakad a DNS szalat szintetizadlo enzim (DNS polimeraz) mikodése [47]. A
szintetizalas jra induldsakor a hurkolodott rész kimarad, tehat rovidebb lesz a termék, vagy
duplan szintetizalodik, vagyis hosszabb lesz a termék. Mivel a forenzikus vizsgdlatoknal
kifejezetten fontos az eredeti mikroszatellita ismétlédés szamanak megallapitasa, kiilondsen

példaul kevert mintdk esetében, igy ezek a markerek sem ajanlottak a kriminalisztikaban.

A mikroszatellitakkal valo hatékony munka része a multiplex PCR-ben valo felszaporitasuk és
kimutatasuk lehetdsége is. A multiplex PCR lényege, hogy parhuzamosan t6bb marker terméke
amplifikalodik a reakcid sordn ugyanabbdl a DNS mintdbol. A tapasztalatok alapjan ez nem
mindig lehetséges, egyes esetekben ugyanis a primerek dimerizacioja 1éphet fel, ami gatolja a

PCR reakcio miikodését [28].

A PCR amplifikacié soran sokszorositott DNS fragmenteket (mikroszatellita all¢lokat) ki is kell
mutatni a reakciot kovetden, erre legszélesebb korben haszndlt modszer a kapillaris
elektroforézis, amely akar egy bazispar kiilonbséget érzékelni képes preciz technika [48]. Ehhez

fluoreszcens jeloléssel kell ellatni a PCR soran keletkez6 termékeket, mivel igy lehetségessé



valik a fluorofor 1ézeres gerjesztésén alapuld detektalas. Ennek leggyakrabban alkalmazott
modja a forward primerek fluoreszcens jellel valo ellatdsa, ami igy a keletkezd termékre is
rakeriil [49]. Az egyes primerek fluoreszcens jeldlése azonban meglehetdsen koltségigényes,
szemben a harom primeres ,farkas” technikaval. Ez ugyanis egy univerzalis primerhez
(masnéven farok szekvencia vagy adapter) kapcsolt fluoreszcens jelet hasznal, a hagyoményos
reverz és farok szekvenciaval ellatott forward primer mellett. igy amikor a PCR kezdeti
ciklusaiban az adapter szekvenciaval ellatott forward primer termékeket képez, ezekhez mar a

jeldlt univerzalis primer is kapcsolddni tud, €s jeldlt termékeket hoz 1étre [50].

A markerkészlet fejlesztése soran fontos szempont az is, hogy hany mikroszatellita
alkalmazaséaval érhetd el az egyedi szintli azonositas, ami fajonként és régionként valtozhat [22,
26, 27, 28, 29]. Az dszvérszarvas ¢€s brit kolumbiai 0szvérszarvas esetében az USA-ban elég
volt nyolc marker [26], ugyanitt a vapitinél tobb, mint tiz kellett [28, 29]. Magyarorszagon a
gimszarvas azonositasdhoz tiz mikroszatellita szintén elégnek bizonyult a vizsgalt
populacidkndl [22], mig Svajcban az eurdpai 6znél 13 markert alkalmaztak [27]. A fajok és
tertiletek kozotti kiilonbséget az okozza, hogy a mikroszatellitdk eltérd szamt allélokkal
rendelkezhetnek és eltérd allél-gyakorisaggal az egyes régiokban/fajokban. igy adott teriileten
adott fajra kifejlesztett markerszett legtobbszor csak valtoztatasokkal alkalmazhaté mashol, és

féleg mas fajra [26].

Sok esetben a markerkészleteket nemcsak a célfajra tesztelik, hanem a rokonfajokra is, a szett
faj-specificitasanak vizsgalata érdekében [22, 24, 27]. Ez mas fejlesztéseknek is hasznos, mert
ezek a kereszttesztelések kimutatjak, hogy egyes markerek adnak-e terméket a rokon fajokban
is. Amennyiben igen, akkor ezek a mikroszatellitak belevehetdk a rokon fajra fejleszteni kivant
markerkészlet tesztelésébe [22, 27]. Példaul a gimszarvas és eurdpai 6z markerkészletének
tesztelésekor egyes mikroszatellitdk specifikus terméket eredményeztek damszarvasok

esetében is [22, 27].

Osszességében a tapasztalatok azt mutatjak, hogy az egyes szarvasfajoknal viszonylag kevés
szamu, nagy polimorfizmust mutatdé marker is alkalmas lehet az egyedi azonositasra [26]. Ez
azonban fligg az adott taxon genetikai adottsagaitol és diverzitasatol is, igy a fejlesztésiinkhoz
mindenképp hasznos megismerni a damszarvason végzett eddigi genetikai kutatasokat, hogy

atfogobb képet kapjunk a faj genetikai hatterérol.



1.4. Damszarvassal kapcsolatos genetikai kutatasok

A damszarvas kozmopolita faj [5], igy tobb orszagban is érdekelte a kutatokat a populaciok
genetikai Osszetétele (pl. Irorszag [3], Ausztralia [51] stb.). Szamos teriileten végeztek mar
kutatast a fajjal kapcsolatban, legyen az egészségiigyi [52], evolucidbioldgiai [53] vagy éppen

populacidstrukturara vonatkozé vizsgalat [13].

Az eddigi kutatasok egyontetiien a damszarvas populaciok alacsony genetikai diverzitasat
mutattak ki regionalisan, tobbféle genetikai marker vizsgalataval is [3, 13, 18, 51, 52, 54, 55,
56, 57]. llyen nukleédris DN'S marker volt a PRNP gén (prion protein gén), aminek egyes alléljai
novelik a CWD (kronikus sorvadésos betegség) megjelenésének esélyét a szarvas egyedekben,
ezért vizsgaltak meg a spanyol populdcié damszarvas egyedein [52]. A gén teljesen monomorf
volt valamennyi vizsgalt ddmvad mintan. Ugyanilyen monomorfnak bizonyult tobb vérbdl és
szOovetbdl szarmazd enzim és protein is, egyediill a peroxidaz [57] és katalaz [55, 57]
rendelkezett két-két alléllal, ami szintén alacsony variabilitasnak szamit. Erdekes modon a
mikroszatellitdk sem mutattak sokkal jelentdsebb polimorfizmust a fajon beliil, pedig kdzel 40
dinukleotid markert teszteltek ir €s tasman populaciokban is [3, 51]. Itt maximum 6t alléllal
rendelkezett egy marker, de legtobbszor csak két-harom allél volt [51], pedig rokon fajokban

ugyanezek a dinukleotid mikroszatellitak magas polimorfizmust mutattak [58].

Az egyik kutatds nemcsak egy adott région belill mérte fel a damszarvasok genetikai
diverzitasat, hanem tiz eurdpai orszagbdl (koztiik 14 darab Magyarorszagrol) és Kanadabol is
vett mintakat [13]. Ez a napjainkig legatfogobb kutatas a (nem tetranukleotid) mikroszatellitak
mellett mitokondrialis DNS-t (mtDNS) is vizsgalt. A regionalis alacsony polimorfizmus mellett
kimutatta, hogy az egyes régiokban ¢€l6 populaciok kozott nagy lehet a genetikai diverzitas.
Ennek oka a populdciok kozotti vandorlds (génaramlds) hianya, €s az eltérd biotikus és

abiotikus hatasokhoz valo6 alkalmazkodas [13].

Ezzel szemben a regionalisan alacsony genetikai diverzitast ennél joval tobb hatas okozhatta.
Egyrészt a palacknyak hatas, mivel nagy mértékben lecsokkent a ddmszarvasok egyedszdma
(ilyen esemény példaul a Pleisztocénban a jégkorszakok miatt tortént kihalas volt) [10, 13]. Az
ezt kovetd ember altali transzlokaciok szintén tovabb rontottak a faj genetikai diverzitdsat,
hiszen ezek a betelepitések legtobbszor kis egyedszammal torténtek (pl. tasmén populacional
minddssze 12 egyeddel [59]) [13, 51]. Ennek veszélye, hogy érvényesiil az alapitohatas, illetve
genetikai sodrodas kovetkezhet be, mindkettd jelenség diverzitascsokkentd hatasu [3, 13, 51].

Emellett egyes kutatdsok kimutattdk a damvad populéciokon beliili beltenyészettséget is [3,
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18]. A damszarvasok szaporodasi rendszere sem tdmogatja kelloképpen a genetikai diverzitas
novekedését, a fajra jellemz6é poliginia miatt ugyanis a dominans himeknek nagyobb a
szaporodasi sikere [3]. Ez azt vonja maga utan, hogy a dominéans egyedek all¢ljai terjednek el
nagy mértékben a populacion beliil, mig a nem dominans himek alléljai rendkiviil ritkak

lesznek, igy az effektiv populacioméret a tényleges populacioméretnél kisebb.

Ami kifejezetten a magyar damszarvas populaciot illeti, eddig két genetikai kutatast kozoltek
vele kapcsolatban [13, 18]. Az egyik a mar emlitett legatfogobb kutatas, melyben 14 darab
hazai mintat is elemeztek [13], mig a masik kifejezetten az északkelet-magyarorszagi
damszarvas populaciot vizsgalta 41 mintaval [ 18] (2.abra). A két kutatas dsszesen 6t haplotipust
talalt a mintavételezett teriileteken az mtDNS vizsgéalatdval, ebbdl az egyik haplotipus
minddssze egy egyedben volt jelen. Ez a tobbi orszaghoz képest viszonylag magas diverzitast
jelent [13, 28], de a mas fajokban kimutatott haplotipus valtozatossaghoz képest ez is
alacsonynak tekinthetd, tehat Magyarorszagon is érvényesiil a regionalis alacsony genetikai

diverzitas.

Bockereki-erdo

Tiszadob
iszado 13*

8
Guth

2

2.dbra: A magyar damszarvas populdciobdl eddig tortént mintavételezések helyei (csillag és név), a mintdk szama (szam) és a hozzajuk
kapcsolédo kutatasok: sarga - [13], kék - [18].
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2. CELKITUZESEK

Célunk egy olyan polimorf mikroszatellita markerkészlet kifejlesztése, mely alkalmas a magyar
damvadak egyedi szintii azonositasara, figyelembe véve annak késébbi, jogkdvetkezményekkel

jaro esetekben (pl. orvvadaszat) torténd alkalmazhatdsagat is.
Ennek eléréséhez az alabbi 1épéseket terveztiik véghez vinni:

e damszarvas mintdk gyljtése olyan hazai teriiletekrdl, amely populacidirdl genetikai
informacio6 eddig nem allt rendelkezésre

e a szarvasfélék (Cervidae) genetikai vizsgalatara eddig hasznalt tetramer
mikroszatellitdk nemzetkdzi irodalomban valo felkutatisa

o akivalasztott mikroszatellitak tesztelési modszerének kidolgozasa, sziikséges esetekben
primerek tervezésével

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

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

e kapillaris elektroforézis alkalmazisa a vizsgalt mikroszatellitdk polimorfizmusanak
meghatarozasara a magyar damszarvasokban

e apolimorf markerekkel a ddmszarvasok egyedi szintii beazonositésa.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

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

rendelkezésiinkre a vizsgalatokhoz, melyek az orszag tobb pontjan keriiltek elejtésre

O Isaszeg

Pil
Vértes*' ”52**17
6 Lajosmizse

2

Szekszard

1

3. dbra: A kutatdsban felhaszndlt damszarvas minték szarmazasi helye (csillag és név) és szama.

A kilovést kovetden az egyedekbdl kimetszett kis mennyiségli izomszdvetbdl, illetve szOrds
bérmintabol tortént a DNS kinyerése a FavorPrep™ Tissue Genomic DNA Extraction Mini
Kittel, a hozza tartoz6 protokoll szerint. A mintak elokészitésekor a rendelkezésiinkre bocsatott
szovetdarab belsejébdl tortént a kinyeréshez sziikséges anyag steril szikével torténd kimetszése
annak érdekében, hogy minél kisebb esélye legyen a kontaminacionak. A genetikai anyag
kinyerését kovetden a tisztitott DNS-minta mindségét agardzgél elektroforézis segitségével
ellendriztiik, mig a mennyiségi ellenérzés a Qubit® 2.0 Fluorometer hasznalataval tortént. A
megmaradt szovetmintakat és a kipreparalt DNS-oldatokat a tovabbi felhasznalasig -20°C-on

taroltuk.

3.2. Markerek kivalasztasa (tetranukleotid mikroszatellitak)

Az egyedi azonositdsra alkalmas markerkészlet fejlesztéséhez nuklearis, tetranukleotid
egységekkel rendelkezé mikroszatellita markereket kerestiink a damszarvashoz kozel allo
Cervidae-be tartoz6 rokonfajokban. A markereket és a vizsgalatukra alkalmas primer

szekvencidkat (amennyiben ezek elérhetéek voltak) korabbi kozleményekbdl, illetve a
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GenBank-bol (NCBI: National Center for Biotechnology Information) kerestiik ki, és végiil 100

potencialis STR markert valasztottunk ki tesztelésre (1.tablazat).

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

markerek GenBank-i elérhet6sége, mivel ezeket a mikroszatellitakat nem publikaltak.

Marker- Vizsgalt faj Mikroszatellita marker Publikaci6
csoport
eurépai 6z Capcap2, Capcapl0, Capcapl5, Capcap25, [27]
(Capreolus capreolus) — STRoe  Capcap29, Capcap3l, Capcap36, Capcap37
gimszarvas C01, C229, T26, T108, T123, T156, T172, [22]
A (Cervus elaphus) - DeerPlex T193, T501, T507
OheA, OheB, OheC, OheD, OheE, OheF,
Oszvérszarvas OheG, OheH, Ohel, OhelJ, OheK, Ohel, [26]
(Odocoileus hemionus) - Ohe OheM, OheN, OheO, OheP, OheQ, OheR,
OheS, OheT, OheV
ApoV17, ApoV19, ApoV43, ApoV47,
disznészarvas ApoV49, ApoV53, ApoV54, ApoV56,
B (Axis porcinus) ~ApoV ApoV75, ApoV79, Apov8l, ApoV4, [60]
ApoV101, ApoV118, ApoV127, ApoV133,
ApoV135, ApoV144, ApoV145, ApoV146
ApoV85 KX269170
diszndszarvas
(Axis porcinus) ApoVel [60]
?JZ;Z;?;&Z@ZS;MU Mgoual6, Mgoual9, Mgoua20, Mgoua21 [61]
szitka szarvas SBTDO01, SBTD02, SBTD03, SBTDO04, [62]
(Odocoileus hemionus sitkensis) SBTD05, SBTD06, SBTDO7
C WY37, WY62, WY68, WY69, WY82 [63]

szikaszarvas
(Cervus nippon)

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

JN643715-22,
JN563734-35

C89, T56 [26]
vapiti C02, C32, C36, C105, C276, T40, T107,
(Cervus canadensis) T115, T267

T268, T530 [28]

Huszonhat marker esetében nem volt publikalt primerszekvencia, ezeknél mi terveztiik a
primerparokat a Primer Designer 4 (http://www.scied.com) programmal (2. tablazat). Az alabbi
szempontokat vettiik figyelembe a tervezésnél: a forward és reverz primerek olvadasi
homérsekletének kozelsége, a megfeleld guanin-citozin ardny (40-60%), a megfeleld
primerhossz (kb. 18-25 bazispar), lehetéleg 200 bazispar alatti PCR termékek képzddése, a
forward és reverz primer szekvencidjanak kiilonbozésége és a homo-dimerizacio (,,hairpin”)

elkertilése érdekében a primeren beliili komplementer részek hianya [64].
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2. tablazat: A sajat tervezésii primerparok az adott mikroszatellitara (lokusz), a forward (F) és reverz (R) primerek

szekvenciaja

Lokusz Primer szekvencia (5'-3") Lokusz Primer szekvencia (5'-3")
OheA F: GTTCACTAGGGAGGCACTGT SBTD01 F: TCACTCACCCACTCATCT

R: CCCTCCCACATTGGATCTCA R: TGGATGGTTGGATATGTAG
OheB F: GTCTGCTCATCCACCATCTA SBTD02 F:CTCTGCTGACCTGTTATCTC

R: CTCTGTCTGCCTTCTCAAGT R: ATGGAAGAAAGGATGTCTG
OheC F: TTCCATCCACTCATCATTCT SBTD03 F: GCCACCTCTTCTTAATATC

R: ACATATTGGAGGCATGTAGG R: ATGGTAGGGACCTAACAG
OheE F: AGACAGGGTTCCAATGAGAC SDO03 F: GAGCCTGGCCAACATGGTA

R: CAGCCTTCCTGGACTAGAGA R: CTGCCACCACAACCAGCTAA
OheF F: CAGGCGATCAAGAAATGTGG SD04 F: TTCTCCACCACTCCTTCT

R: GTGGCTTCTGGATGGAGAAC R: AGTAATAGATGTGCGGTCTC
OheG F: AGAGTTAAGTGCAGCCTAAG SD05 F: GGTGACAGTGCAAGACTC

R: CTGTGTTCATGGACCACACT R: CGTTTTCCAGCACTATTC
OheH F: CTTGCTGCCATTGCCAGATA SD06 F: TCCTGGTGTGAGCCACAGT

R: TCCCAGAGGGCAGATGTCTAT R: CTGAGACATGCCACTGCACT
Ohel F: ACATGGTGGGCATTCAGTAG SDO7 F: GGCAACATAGCGAGAACT

R: CATCAGGGTTCTCTGAAGAC R: CCATGGAGGTAAGACTCTTC
OheJ F: ATCACAGTTGCCAAGACGAC SDO08 F: CACCGCCCCTGGCCTTTT

R: CGGATGGATGAGTAGGTTGA R: GAGGTTGCAGTCAGCCGAGATTG
OheL F: GGCACATGCTCATAAGTGAA SD09 F: GCTGCTCAAGAAAGTTACC

R: CCCTGTGGTCTAGCAAATTC R: GTAATTGTAGGGCCAGTT
OheS F: AACCTGGCAAGTTACAGTCC SD10 F: GTGGCCTCTGGCTTCATT

R: TCAGGCATGTGGAGCAACAA R: GCCTGGCAACATAACAAGAC
OheT F: CACAAGTCAGCAGCCTCTAA SD11 F: GTTCAACAGAGGAAGCTGTA

R: GCCCAATCAGATGTTGTAGA R: TCTAGGCAACAGAGTGAGAC
OheV F: TCAGGCAGGTAGTAAGTGTC SD12 F: GCCAAGCTCTTCTTCATCCT

R: GAGCACAGGACCTGATACTT R: GCTGCGGTGGAGCTATTAT

A kutatasunkhoz a korabbi publikaciokbol kivalasztott, illetve tervezett primereink forward (F)
szekvenciait univerzalis primerekkel ellatva rendeltiik meg [50]. Ezek az adapterek lehetové
teszik a ,,farkas” fluoreszcens jelolés alkalmazasat a tovabbi vizsgalatok soran. A megfeleld

adapterek kivalasztasanal figyelembe vettiik a késébbi multiplexek kialakitdsanak lehetdségét.

3.3. A harom tesztelt markercsoport
A kutatds soran harom csoportba osztottuk a tesztelni kivant markereket, a hozzajuk tartozo,

rendelkezésre allo informaciok alapjan.

A. markercsoport: harom publikacido mikroszatellitait (6sszesen 39 db) vizsgaltuk elGszor,
melyek az STRoe [27], DeerPlex [22] és Ohe [26] neveket kaptak. Azért keriiltek egy
csoportba, mivel valamennyi markerre multiplex PCR-t is fejlesztettek az eredetileg vizsgalt

fajnal. Az STRoe multiplexben a PCR beallitas az 0sszes 13 primerpar egyiittes tesztelésére
15



volt kialakitva, de mi 6t markert nem teszteltiink, mivel ezek bizonyitottan nem eredményeznek
terméket damszarvasban [27]. Igy az eredetileg igen hosszi PCR programot gradiens PCR

alkalmazaséaval probaltuk a kivalasztott nyolc markerre optimalizalni és leréviditeni.

B. markercsoport: a 2021-ben megjelent, Hill altal leirt ApoV mikroszatellitakat (21 db)

tartalmazza [60], melyekre szintén fejlesztettek multiplexeket.

C. markercsoport: azok a markerek (6sszesen 40 db) keriiltek ebbe a csoportba, melyek nem
lettek multiplexekben tesztelve [60, 61, 63] vagy pedig kevés szamu markerrel voltak

multiplexeik fejlesztve [62].

3.4. Markerek monoplex tesztelése és PCR optimalizalasa

A kivalasztott mikroszatellitakat két-két damszarvas mintan elsé korben monoplex PCR-ben
teszteltiik, tehat egy ddmszarvas mintdbol minddssze egy marker termékét sokszorositottuk fel
a reakcioban. A legtobb marker esetében volt mar publikalt PCR protokoll, igy el6szor ezeket
a beallitasokat hasznaltuk. Az amplifikalasi reakciok eredményét agar6zgél elektroforézissel
ellendriztiik, hogy milyen mindségii (mennyire specifikus) és mennyiségii termék keletkezett,

illetve 100 bazisparos létra hasznalataval a termékek hosszat is becsiiltiik.

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

optimummal rendelkeznek, ezt is figyelembe vettiik a tervezéskor.

Amennyiben tobbféle PCR beallitds mellett sem adott terméket egy marker, vagy nem
megfeleld mindségiit és/vagy mennyiséglit, akkor gradiens PCR segitségével probaltuk
optimalizalni a reakciot. Ennek 1ényege, hogy ugyanazt a marker-monoplexet tobb anellacios
homérsékleti beallitdson egyszerre amplifikaltuk, és megnéztiik, hogy melyik homérsékleti
beallitas eredményezi a legjobb mindségli és mennyiségii terméket [65]. Ezekkel a 1épésekkel

hét sajat PCR programot fejlesztettiink ki (3. tablazat).

16



3. tablazat: A kutatas soran kifejlesztett PCR protokollok, a szovegben a megfeleld PCR program szamaval (1. oszlop) hivatkozunk rajuk.

PCR program Kezdeti denaturacié Ciklus 1.denaturacié 1.anellacio

1.elongicié 2.denaturaci6 2.anellacio 2.elongiacié Végso elongacio

1 min 94°C

1 min 94°C

1 min 94°C

1 min 94°C

1 min 94°C

1 min 94°C

1 min 94°C

35

35

35

15+20

15+20

35

35

30 sec 94°C

30 sec 94°C

30 sec 94°C

30 sec 94°C

30 sec 94°C

30 sec 94°C

30 sec 94°C

30 sec 56°C
30 sec 58°C
30 sec 64°C
1 min 55°C
1 min 60°C
1 min 58,8°C

1 min 63,3°C

17

1 min 72°C

1 min 72°C

1 min 72°C

40 sec 72°C

40 sec 72°C

40 sec 72°C

40 sec 72°C

30 sec 94°C

30 sec 94°C

1 min 50°C 40 sec 72°C

1 min 55°C 40 sec 72°C

30 min 60°C

30 min 60°C

30 min 60°C

20 min 72°C

20 min 72°C

20 min 72°C

20 min 72°C



3.5. Primerek fluoreszcens jelolése ,,farkas” technikaval

A ,.farkas” technika egy alternativ fluoreszcens jeldlési modszer kapilléris elektroforézises
detektalashoz, melynek soran mindossze négy fluoreszcensen jeldlt szekvenciadarabot kell
hasznalnunk (univerzalis primerek). Ezek raadasul a forward primerekhez kapcsolt
megegyez6 adapter szekvenciakkal szabadon kombinalhatok, igy koltséghatékonyan

hasznalhatok multiplex fejlesztéshez is (4. tdblazat).

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

Univerzalis
Hossz Olvadasi

primer Farok szekvencia (5'-3") Fluorofor (bazispdr) hémérséklet (Tm) Publikacio
Tail A GCCTCCCTCGCGCCA FAM 15 63 °C [66]
Tail B GCCTTGCCAGCCCGC VIC 15 57°C [66]
Tail CAGGACCAGGCTACCGTG NED 18 59 °C [50]
Tail D CGGAGAGCCGAGAGGTG PET 17 59 °C [50]

3.6. Multiplex PCR vizsgalati rendszerek osszeallitasa

A monoplex reakciok eredménye alapjan a jol mikod6 primerparokat multiplexekbe
rendeztiik a koltséghatékony és gyorsabb tesztelés érdekében, tligyelve arra, hogy az egy
multiplexbe keriild markerek més szinti fluoreszcens jeloléssel rendelkezzenek a hasonlo

vagy atfed6 hosszisagi PCR termékek esetében (5. tablazat).

Az 0Osszedllitott multiplex PCR rendszereket kezdetben két-két ddmszarvas mintan
teszteltiik. Az eredményeket agardzgél elektroforézissel ellendriztiik az alabbi szempontok
alapjan: jott-e az Osszes termék, megfeleld hosszisaguak voltak-e, volt-e melléktermék, a
kiilonbdz6 markerek termékei kiegyensulyozottan jottek-e. Amennyiben ezek valamelyike
nem teljestiilt, a primerardnyok vagy a PCR homérsekleti, esetleg idoparaméterein modositva
probaltunk javitani az eredményeken. A multiplex reakcidkban nem sokszorosithato

markereket monoplex reakciokban teszteltiik tovabb (5. tablazat).

3.7. Markerek polimorfizmusanak detektalasa kapillaris elektroforézissel

Markertdl fiiggéen kiilonbozé populaciokbol szarmazo, kiilonbozé szamu (5-20 db)
damszarvas DNS-mintén teszteltiik a specifikusnak latszé mikroszatellitak polimorfizmusat.
A fluoreszcens jeloléssel ellatott primerekkel végzett monoplex, illetve multiplex PCR
eredményeként 1étrejott fragmensek méret szerinti elvalasztdsdhoz ¢és detektalasahoz
kapillaris elektroforézist alkalmaztunk. Az elektroforetikus elvalasztds ABI Prism3500

GeneticAnalyzer késziiléken (AppliedBiosystems), GeneScan™-500 LIZ™ méret
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standarddal és a GeneScanAnalysis v3.1 software segitségével tortént (Biomi Kft, G6do116).

A kapott eredményeket a Peak Scanner™, illetve OSIRIS programmal elemeztiik.

5. tablazat: A miikodé markerek forward primereinek univerzalis primer jelolése, valamint a markereknél
hasznalt PCR program (a referencidk, illetve a 4.tablazatban feltiintetett beallitasokkal). A multiplexekben

egylittesen sokszorosithaté markerek bekeretezve lathatok.

Lokusz Univ_erzz'llis PCR Lokusz Univ_erzz'llis PCR
primer program primer program
Cco1 Tail B ApoV19 Tail A
T156 Tail B ApoV135 Tail B 2.
T172 Tail [27] ApoV146 Tail D
T501 Tail A ApoV43 Tail A
T507 Tail D ApoV94 Tail D 2.
C229 Tail A ApoV145 Tail D
T108 Tail B 27] ApoV4aT Tail A 3.
T123 Tail D ApoV56 Tail B
T193 Tail ApoV79 Tail B
OheB Tail A ApoV118 Tail D 2.
OheC Tail D ApoV144 Tail A
OheF Tail B [31] Co02 Tail 4,
OheN Tail A C32 Tail A 5.
OheO Tail C105 Tail 5.
OheE Tail C276 Tail A 7.
OheG Tail B T40 Tail A 7.
Ohel Tail A T56 Tail B 5.
Ohe] Tail A [31] T107 Tail D 4,
OheK Tail D T115 Tail A 7.
OheR Tail T267 Tail D 6.
OheH Tail B T268 Tail B 4,
OheM Tail A SBTO02 Tail 6.
OheP Tail 31] SBT04 Tail A 5,
OheQ Tail D SBTO06 Ta!I B 4,
OheV Tail Mgoul6 Ta!I 4.
CapCap2 Tail A Mgoul9 Ta!IA 4,
. Mgou20 Tail B 4.
CapCap29 Tail .
. [32] Mgou21 Tail 4,
CapCap36 Tail A SD03 Tail D 5.
CapCap37 Tail SD04 Tail A 7
CapCapl0 Tail A WY37 Tail B "
CapCap15 Tail [32] WY62 Tail A 7
CapCap25 Tail B WY6S Tail D 6.
CapCap31 Tail B WY69 Tail 5.
ApoVLT7 Tail A WY82 Tail D 6.
Apov4d Tail B 1. ApoV61 Tail D 7.
ApoV127 Tail D
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4. EREDMENYEK

A kutatashoz 48 damvad szovetmintat gytjtottiink 6t, eddig nem vizsgalt hazai teriiletr6l
(Vértes, Lajosmizse, Isaszeg, Pilis, Szekszard), valamennyi hasznalhato allapot volt a DNS

kinyerést kovetd agardzgél elektroforézis €s Qubit kvantalas (1-50 ng/ul) alapjan.

Korabbi publikacidk ¢s a GenBank adatbazisa segitségével 100 potencilis mikroszatellita
markert sikeriilt kivalogatnunk, melyek mas szarvasfajokban polimorfak és tetramer
ismétlodéseket tartalmaznak. Ezek kozil 26 nem rendelkezett publikalt primer
szekvenciaval, igy ezek tervezését mi végeztiik el (2. tablazat). A primertervezés soran
kidertilt, hogy a 100 markerbdl hét darab eltéré névvel, duplan szerepel a kozleményekben,
melyek koziil a leirt szempontrendszeriink alapjan az egyiket kivalasztva folytattuk a

tesztelést.

4.1. Monoplex tesztelés

A kutatds soran tesztelt 100 mikroszatellita marker damszarvasban valo PCR
mikddoképesnek). Hét mikroszatellita kiillonbozo nevekkel szerepelt a kiilonbdzo
kutatasokban (eltéré primerekkel vizsgaltak), de azonos lokuszt jelentenek a szekvenciaik
Osszehasonlitdsa alapjan, a PCR tesztelés soran mindkét primerpart kiprobaltuk, hogy

melyik ad a specificitas, termékhossz és jelerdsség szempontjabol megfelelobb terméket.

4.1.1. A. markercsoport
A legtobb Ohe primerpar esetében a leirt modszertan jonak bizonyult, egyediil az OheA és
OheD nem adott semmilyen terméket a PCR program tobbszori valtoztatasa ellenére sem,
igy ezeket a markereket nem hasznaltuk tovabb. Tovabbi harom primerpart (OheL, OheT,
OheS) szintén elvetettiink a monoplex tesztelésnél, mivel ezek duplumként szerepeltek mas
néven. A tobbi 16 Ohe marker specifikus terméket adott az eredeti PCR programjukon, igy
ezeket tovabb alkalmaztuk a PCR beallitasukkal egytitt [26].

A tiz DeerPlex markerbdl a T26 kivételével minden primerpar specifikus terméket
eredményezett. A T26 egyaltalan nem adott terméket, igy ezt nem alkalmaztuk tovabb, mig
a tobbi markert a sajat protokolljukkal teszteltiik tovabb [22]. A nyolc STRoe markernél az
eredeti PCR bedllitasnal valamennyi mikroszatellita miikodott, de a program lerdviditése
érdekében az Osszes markert gradiens PCR-en is amplifikéltuk. Azonban az eredményeink

azt mutattak, hogy az eredeti protokoll jobban miikodik [27].
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6.tablazat: A kutatds sordn tesztelt 100 mikroszatellita marker damszarvas mintdkon valé PCR
sokszorositasanak eredményei. Az azonos szinnel jeldlt markerek ugyanannak a mikroszatellitdnak kiillonb6z6
elnevezései, mas-mas primerparral vizsgalva. DOlt betiivel kiemelt lokuszok: sajat tervezésii primerek. A
vizszintes vonallal athuzott markerek nem miikodtek ddmszarvasban (28 db). A vizsgalt faj mellett szerepld
vastagon kiemelt elnevezések (STRoe, DeerPlex, Ohe és ApoV) a markereket vizsgaldo multiplexek kdzos

elnevezése, ahogy hivatkozunk rajuk a szévegben.

Marker-

Vizsgalt faj Mikroszatellita marker Publikacio
csoport
eurépai 6z Capcap2, Capcapl0, Capcapl5, Capcap25, [27]
(Capreolus capreolus) — STRoe  Capcap29, Capcap31l, Capcap36, Capcap37
gimszarvas CO01, F26; T108, T123, T156, T172, [22]
A (Cervus elaphus) - DeerPlex T193, T501, T507
OheA; OheB, OheC, ©heb; OheE, OheF,
Oszvérszarvas OheG, OheH, Ohel, OheJ, OhekK, [26]
(Odocoileus hemionus) - Ohe OheM, OheN, OheO, OheQ, OheR,
OheS; OheV
ApoV17, ApoV19, ApoV43, ApoV47,
L ApoV49, ApeV53; ApoeVs4: ApoV5e,
d/is?gosgfgass ApoV ApoV75, ApoV79, ApeM8l, ApoVys, [60]
B (Axisporcinus) -Ap ApoV101, ApoV118, ApoV127, ApeVi33;
ApoV135, ApoV144, ApoV145, ApoV146
Apo\V85 KX269170
diszndszarvas
(Axis porcinus) ApoVel [60]
(C}h;lgigﬁw\gr;c;zgr:S;ira) Mgoual6, Mgoual9, Mgoua20, Mgoua21 [61]
szitka szarvas SBTBOL, SBTD02, SBTDBO3; SBTDO4, 62]
(Odocoileus hemionus sitkensis) SBFBO5; SBTDO06, SBFBS7
C WY37, WY62, WY68, WY69, WY82 [63]
szikaszarvas SD03, SD04, SDO5, SD06, SDOZ. SDOS.
(Cervus nippon) SD09- SD10- SD1L SD12 INGA43715-22,
g ' ' JN563734-35
£89; T56 [26]
vapiti C02, C32, ©36; C105, C276, T40, T107,
(Cervus canadensis) T115, T267
T268, ¥530 [28]

4.1.2. B. markercsoport
A 21 darab ApoV marker publikalt PCR beallitasok szerint zajlott monoplex tesztelése 6t
esetben (ApoV75, ApoV8l, ApoV85, ApoVI101l ¢és ApoVI133) egyaltalan nem
eredményezett terméket, igy ezeket a markereket nem hasznaltuk tovabb. A tobbi
mikroszatellita legtobbje a specifikus termék mellett mellékterméket is produkalt, ami
zavarta volna késébb az eredmények kiértékelését, igy ezeket gradiens PCR programmal is
megvizsgaltuk, hogy megallapitsuk a primerparok miikddési optimumat. Az ApoV53 és
ApoV54 esetében gyenge terméket kaptunk minden bedllitdsndl, igy ezeket nem

alkalmaztuk tovabb. A tobbi marker esetén a gradiens vizsgalatnak kdszonhetden harom
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PCR protokollt sikeriilt kialakitanunk (az anellacios hdmérsékletek, és egyes idoparaméterek
térnek el az eredetitdl), igy specifikus termékeket kaptunk (1., 2., 3. PCR program,
3.tablazat). A harom uj beallitas elénye, hogy igy minden primerpar a lehet6 legk6zelebb all

a mikodési (homérsékleti) optimumahoz.

4.1.3. C. markercsoport
A harmadik markercsoport mikroszatellitai az eredeti PCR beallitasokon amplifikalva nem
adtak specifikus termékeket, mellékterméket eredményeztek vagy nagyon gyenge terméket
hoztak 1étre, ezért két Gj PCR protokollt (4-5. program, 3. tablazat) dolgoztunk ki. Mindkét
protokoll alapja a STRoe PCR beallitasa volt [27], mivel ezen a programon tobb, kiilonb6zo
igényli primerpar volt képes egyszerre lefutni, és itt is ezt szerettik volna elérni. A
programok soran tehat mindig eldszor egy magasabb, majd egy alacsonyabb anellacios

hémérsékleten végeztiik a ciklusokat.

Tiz marker egyik PCR beallitds mellett sem eredményezett terméket, ezért ezeket nem
teszteltiik tovabb: SBTDO01, SBTDO03, SD05, SD06, SD07, SD08, SD09, SD10, SD11 ¢és
SD12. A C36 ¢és C02, illetve a T530 a T268 primerpar ugyanazt a két markert amplifikalta
hasonl6 specificitassal, viszont mivel C02 és T268 révidebb terméket adott, igy ezeket
vizsgaltuk tovabb. Tizenharom marker egyik PCR beallitassal sem adott megfeleld terméket
(pl. mellékterméket képeztek), igy ezeket gradiens PCR-en is megvizsgaltuk. A C89,
SBTDOS és SBTD07 markerek esetében a gradiens tartomany egyik homeérsékletén sem
sikeriilt erds, melléektermék nélkiili és specifikus terméket eldéllitani, igy ezeket nem
alkalmaztuk tovabb. A C276, T40, T115, T267, WY 62, WY 68, WY82, SBTD02, SD04 és
ApoV61-nél viszont sikeresen megallapitottuk a megfeleld anellacios hdmérsékletekkel a
miikodési optimumot (6. és 7. PCR program, 3.tablazat). gy Osszességében ebbdl a
markercsoportbol 15-6t nem teszteltiink tovabb, 25 pedig specifikus terméket

eredményezett, igy tovabb folyt veliik a vizsgalat.

4.2 Multiplex tesztelés
A multiplex tesztelés mar csak a monoplex futtatdsok soran miikddd 72 marker bevonasaval
zajlott. Az eredeti publikacidkban leirt multiplexek tesztelése soran a DeerPlex, Ohe, STRoe
¢s ApoV markerek esetében sikeriilt bizonyos valtoztatdsokkal miikodé multiplexeket
létrehoznunk az univerzalis adapterrel ¢€s fluoreszcens jellel ellatott primereinkkel

(5.tablézat).

22



A DeerPlex markerek esetében annyi valtozas tortént, hogy a T26 kikeriilt az egyik
multiplexbdl, mivel ez méar a monoplex teszteléseknél sem eredményezett terméket. A t6bbi

beallitas (PCR protokoll, marker 6sszedllitas) az eredeti publikacid szerint mikodott [22].

Az Ohe markereknél a leirt PCR protokollt alkalmaztuk [26], de a markerek multiplexbe

rendezését mi magunk végeztiik.

Az STRoe markereknél két multiplexbe szedtiik szét az eredetileg egyiitt miikodd
primerparokat, mivel a tesztelések soran csak igy eredményeztek j6 mindségli terméket. A

hasznalt PCR protokoll a korabban publikalt maradt [27].

Az ApoV markerek esetében tobb valtoztatast kellet elvégezniink. Egyrészt a monoplex
tesztelésnél kifejlesztett harom j PCR protokollt (1-3., 3. tablazat) alkalmaztuk, illetve a

multiplexek 0sszetételét is atalakitottuk az 5. tdblazatban feltiintetett modon.

A tobbi publikdlt multiplex nem megfelelden mikodott [62], illetve a sajat multiplex
fejlesztések soran sem adtak megbizhatéan miikodo marker-egyiitteseket. Tobb lehetséges
multiplex Osszeallitast is leteszteltiink, de sok esetben kiestek markerek, melléktermék
keletkezett, vagy éppen gyenge termékek jottek 1étre, igy egyiket sem alkalmaztuk a tovabbi

teszteléshez.

Osszesen tehat 12 multiplex rendszert sikeriilt kialakitanunk a ,,farkas” primerjeldléssel,
melyekben a 72 miikodé marker koziil 47 szerepel. A 25 darab multiplexbe nem sorolt

mikroszatellita markert monoplex reakcidban sokszorositottuk (5.tablazat).

4.3.A markerek polimorfizmusanak felmérése kapillaris elektroforézissel
Az A. markercsoportban 33 mikroszatellita adott specifikus PCR terméket, igy ezeken
végeztiink polimorfizmus felmérést nagyobb mintaszdmon mind az 6t mintavételezési hely
legalabb egy szOvetmintajan (mintaclemszamok: 7.tablazat). Hat marker bizonyult
polimorfnak (2-5 allél) és 27 marker monomorfnak a vizsgalt damszarvasmintak alapjan. A
B. markercsoportban 14 volt miikodéképes, melyekbdl a nagyobb mintaszamon elvégzett
elemzések alapjan 6t mikroszatellita volt polimorf (2-3 allél), a tobbi marker koziil nyolc
monomorfnak bizonyult, mig az ApoV43 esetében nem volt pontosan eldonthetd a kis
mintaelemszam miatt, igy tovabbi vizsgalat sziikséges (7.tablazat). A C. markercsoport 25
miik6dé markerébdl 6t bizonyult polimorfnak (2-4 allél), 13 marker monomorf volt, hét

mikroszatellitandl pedig nem volt egyértelmiien eldonthetd (7. tdblazat).
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Osszességében 16 marker bizonyult polimorfnak (2-5 allél), 48 mikroszatellita volt
monomorf (1 allél), mig nyolc esetben nem volt egyértelmiien eldontheté az eredmény a

vizsgalt ddmszarvasmintak alapjan (7.tablazat).

7. tablazat: A kapillaris elektroforézis vizsgalat eredményei a markerek polimorfizmusanak felméréséhez. A
markerek neve mellett szerepel a ddmszarvas mintdk szama (db), amin tesztelve lett a mikroszatellita, és a
megfigyelt allélok szama. A "tovabbi vizsgalat" kategoriaba sorolt markerek esetében nem volt egyértelmi az

eredmény. A polimorf markerek vastag zold betiivel kiemeltek.

Vizsgalt Vizsgalt

Lokusz minta (db) Allélszam Lokusz minta (db) Allélszam
Co1 20 1 ApoV47 10 3

C229 20 2 ApoV49 10 2

T108 20 1 ApoV56 10 1

T123 20 1 ApoV79 10 1

T156 20 2 ApoV94 10 1

T172 20 1 ApoV118 10 1

T193 20 1 ApoV127 10 1

T501 20 1 ApoV135 10 2

T507 20 1 ApoV144 10 2

OheB 20 1 ApoV145 10 1

OheC 20 1 ApoV146 10 2

OheE 20 1 Co02 10 1

OheF 20 2 C32 10 tovabbi vizsgalat
OheG 20 1 C105 10 tovabbi vizsgalat
OheH 20 1 C276 10 2

Ohel 20 1 T40 10 1

OheJ 20 1 T56 10 tovabbi vizsgalat
OheK 20 1 T107 10 4

OheM 20 1 T115 10 1

OheN 20 1 T267 10 1

OheO 20 1 T268 10 3

OheP 20 1 SBTO02 10 1

OheQ 20 2 SBT04 10 tovabbi vizsgalat
OheR 20 1 SBTO06 10 1

OheV 20 1 Mgoul6 10 1
CapCap2 16 1 Mgoul9 10 1
CapCapl0 16 1 Mgou20 10 2
CapCapl5 16 1 Mgou21 10 1
CapCap25 16 1 SDO03 10 tovabbi vizsgalat
CapCap29 16 2 SD04 10 tovabbi vizsgalat
CapCap31 16 1 WY37 10 1
CapCap36 16 5 WY62 10 2
CapCap37 16 1 WY68 10 1
ApoV17 10 1 WY69 10 1
ApoV19 10 1 WY82 10 tovabbi vizsgalat
ApoV43 10 tovabbi vizsgalat ApoV6l 10 1
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5. (SSZEFOGLALAS

Kutatasunk célja a ddmszarvasok egyedi szintli azonositasdnak megvalositashoz sziikséges
potencialis genetikai markerkészlet Osszeallitasa volt, melyet polimorf mikroszatellitak

segitségével kivantunk elérni.

Bér a dinukleotid egységekbdl allé mikroszatellitdk feltehetden nagyobb polimorfizmussal
rendelkeznek, ezért nagyobb szdmban vizsgaltak és elérhetdek szarvasfélékben (é€s mas
allatfajokban) [67, 68], de nem annyira megbizhatdak. Szerkezetiikbdl kifolydlag ugyanis
sokkal inkabb ki vannak téve a pontatlan analizisnek, ennek kdvetkezményeként pedig az
eredmények nehezen és sokszor megbizhatatlan modon értékelheték ki [22, 26]. A
kutatasunk soran ezért tetranukleotid mikroszatellitakat kerestiink, és valamennyi
hozzaférhetd, a Cervidae csaladban korabban leirt és tesztelt tetramer STR-t megvizsgaltuk
(100 primerpar, 93 lokusz). Egyediil az STRoe markerek koziil hagytunk ki 6t darabot a
tesztelésbdl (az eredeti 13-bol), mivel ezek a kordbbi vizsgélatok alapjan nem hoztak

terméket damszarvas mintakon, igy az 0ijboli tesztelésiiket sziikségtelennek itéltiik meg [27].

A markerek csoportokban torténé (A-C. markercsoport) tesztelésének tobb praktikus oka
volt. Az A. csoportba olyan markerek keriiltek, melyek rendelkeztek publikalt
multiplexekkel a rokon szarvasfélékben [22, 26, 27], igy itt allt rendelkezésiinkre a legtobb
informacié vizsgalataink megkezdéséhez. A B. csoportba tartozo ApoV markerekkel
folytattuk a kutatast, melyek szintén multiplexekbe voltak rendezve, azonban csak a
kozelmultban (2021-ben) publikaltak le 6ket [60], mikor mar zajlott az A. csoport tesztelése.
A C. csoport mikroszatellitdi nem, vagy csak kevés markerrel voltak multiplexekben
tesztelve az eredeti kutatasokban [60, 61, 62, 63]. A kivalasztott markerek csoportokban vald
vizsgélatanak tovabbi oka a konnyebb kezelhetdség volt, szemben azzal, mintha egyszerre

kezdtiink volna hozza a 100 primerpar vizsgalatahoz.

5.1. Monoplex PCR tesztelés

Egy adott fajra optimalizalt primerparok és PCR bedllitdsok egy masik faj esetében eltérden
miikddhetnek, illetve a sokszorositott termékek mérete és szama (aspecifikus termékek) is
kiilonb6z6 lehet. Mivel a tesztelt markereink vizsgalati modszerei eredetileg nem
damszarvasokra lettek optimalizalva, els6 korben monoplex PCR reakciokban néztiik a
markerek fajspecificitdsat. Az altalunk alkalmazott hosszabb, univerzalis szekvenciakkal

kiegészitett primerek (amelyek sziikségesek voltak, hogy késdbb, a megfelelden mitkoddkre
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a fluorofort rakapcsolhassuk) szintén eltértek az eredeti publikaciokban alkalmazott primer

jelolésektol, igy modositottak az optimalis anellaciés homérséklet.

A letesztelt 100 primerpar koziil végiil 72 mikodott ddmszarvasokban, a maradék 28 kikertilt
a fejlesztésbdl. Ezek koziil 6t primerpar azért keriilt ki, mert egy masik primerparral azonos
markert amplifikalt, és a melléktermék nélkiili, er6sebb terméket ado, illetve rovidebb
terméket eredményezd primerpart hasznaltuk a tovabbi vizsgalatokhoz. A révidebb PCR
termékek elonye, hogy kis mennyiségli, degradalodott (pl. téredezett) DNS-bdl nagyobb
valdszintiséggel kimutathatok, illetve a preferencidlis amplifikdlodds miatt a hosszabb
markerek sokszor kiesnek a multiplexekbdl [69]. Tizennyolc mikroszatellita esetében tobb
PCR beallitas mellett sem keletkezett termék, ennek oka feltehetéen a primerkotd régidban
bekovetkezett pontmutaciok lehetnek, amik miatt nem tudott végbe menni a reakci6 [70, 71].
Masrészt eléfordulhat, hogy primer hibridizacio (0sszekapcsolodas) tortént, ami rovid
duplaszali melléktermékeket eredményez [72]. Ez azt jelenti, hogy a primerparok
attervezésével ezek a mikroszatellitdk is potencidlisan eredményezhetnek specifikus
terméket damszarvasban, de ehhez a mikroszatellita szekvenciajanak ismerete sziikséges a
fajban [70]. Ot STR marker esetén valamennyi kiprobalt PCR beallitas mellékterméket
eredményezett, melynek oka a primerparok nem megfeleld specificitasa volt, bekapcsolodva

igy nem csak a célzott, de komplementer DNS szakaszokhoz is [71].

5.2. Multiplex fejlesztés és a ,,farkas” fluoreszcens jelolési technika alkalmazhatosaga
Mivel kutatasunkban jelentés mennyiségii primerpart terveztiink a monoplex reakciok utan
multiplex rendszerben vizsgalni, igy egy alacsonyabb koltségli, alternativ fluoreszcens
jelolést alkalmaztunk (,,farkas” technika). Végsé soron 12 multiplex bizonyult elég
megbizhatonak, hogy ezek termékeit kapillaris elektroforézissel elkiilonitsiik és detektaljuk,

igy multiplexekben Osszesen 47 mikroszatellitat amplifikaltunk.

Egyes markerek esetében voltak mar kiprobalt és publikalt multiplex beallitasok, igy
elséként ezeket teszteltiik le, majd a tobbi markert is bevontuk a fejlesztésbe. Ha valamelyik
lokusz terméke lathatdan gyengébb volt a multiplexiinkben a tobbihez képest, akkor
noveltik a primereinek aranyat a mixben [74]. Melléktermékek képzodése esetén az
anellacids id6 csokkentése vagy a hdmérséklet ndvelése volt eredményre vezetd. Eldfordult,
hogy a primerek gatoltak egymas miikdodését, ennek oka elsé sorban a primerek
dimerizalodasa volt [74] és az Osszetapadas miatt akadalyoztak a PCR reakciot, melyet a

multiplex rendszer szétszedésével és ujra tervezésével oldottunk meg. A masik probléma
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forréds az alternativ fluoreszcens jeldlés hasznalata volt. A kutatas sordn ugyanis azt vettiik
¢észre, hogy a fluoreszcens jel hozzaadasa nélkiil specifikus terméket adtak a ,,farokkal”
ellatott primerek, ellenben azzal, amikor a fluoreszcens jellel ellatott univerzalis primert is
hozzaadtuk a reakcidhoz. A jelolt univerzalis primer tehat bizonyos mértékben
megvaltoztatta a primerparok miikodési optimumait, igy az eredetileg hasonl6 koriilmények
kozott miikodé primerek, amik egy multiplexbe keriiltek, tobbet nem voltak képesek
ugyanazon a PCR beadllitason egyiitt miikodni. Korabbi publikidciok nem szédmoltak be
hasonlé tapasztalatokrol az univerzalis primerekkel kapcsolatban [pl. 50, 75], ugyanakkor
azt emlitették, hogy az univerzalis primerek hasznalata primer dimerizaciot okozhat, ami
miatt nem keletkezik megfelelé mindségii és mennyiségli termék [76]. fgy a ,farkas”
technika sajat tapasztalataink alapjan is megnehezitette a multiplexek tesztelését és
fejlesztését (25 markert kizarolag monoplex reakcioban sikeriilt sokszorositanunk), ezért a
jovoben a polimorf markereket hagyomanyos fluoreszcens jeldléssel tervezziik multiplex

reakcidkban Osszeallitani.

5.3. Multiplex PCR vizsgalati rendszerek osszeallitasa

A 72 mikroszatellita koziil 16 bizonyult polimorfnak, ezek koziil kettdé eredetileg
gimszarvasra lett fejlesztve, kettd 0szvérszarvasra, kettd eurdpai Ozre, 6t diszndszarvasra,
harom vapitire, egy Guazauvird-szarvasra ¢és egy szikaszarvasra. A felmért hazai
damszarvasokon egyediil a szitka szarvasra leirt markerek kozott nem taldltunk eddig
megfeleléen miikodot, illetve olyat, ami tobb alléllal is rendelkezik. Ha megvizsgaljuk
ezeknek a Cervidae csaladba tartozé fajoknak a rokonsagi viszonyat (4. abra) [77],
megfigyelhetd, hogy a rokonsdg mértékének nem volt kdze ahhoz, hogy melyik fajbol
kivalasztott marker mikodott megfelelden, illetve mutatott polimorfizmust. A
damszarvastol tavolabb elhelyezkeddé eurdpai Ozre ¢€s a kozeli rokonsagban 4llo
gimszarvasra fejlesztett mikroszatellitdk koziil (a gimszarvas T26-os markere kivételével)

mindegyik miikoddképes volt ddmokban és két-két darab polimorfizmust is mutatott.

A 16 polimorf mikroszatellitanak tobb esetben csak két allélja volt a felmért hazai
damszarvasokban. Ez az eredmény, hasonléan a kordbbi nemzetkozi publikacidkhoz [3, 11,
13, 18, 51, 52, 54, 55, 56, 57], a damszarvas regionalis szint{i alacsony genetikai diverzitasat
mutatja. Ennek oka ismeretlen, mivel nincsenek pontos adatok a magyar populacio
eredetérél és az esetleges betelepités vagy bevandorlas koriilményeirdl [13, 18]. Mas
kutatasok az alapito hatast [3, 13, 51], genetikai sodrodast [3, 13, 51], beltenyészettség [3,

57], palacknyak hatast [13, 57] és a ddmszarvasok szaporodasi rendszerét [3] azonositottak,
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mint lehetséges okokat, igy feltételezhetd, hogy a magyar populacié esetében is ezek
okozhatjak a csokkent polimorfizmust. Ugyanakkor az is kijelenthetd, hogy mas régiokban
ennél alacsonyabb polimorfizmust tapasztaltak, de ezeknek a kutatasoknak az
Osszehasonlitasa egzakt mdédon nem lehetséges, hiszen maés mintaelemszammal ¢€s
markerekkel dolgoztak. Egyelére tehat kevés damszarvas mintan vizsgaltuk a
mikroszatellitak polimorfizmusat, illetve a mintak nem fedik le Magyarorszag teljes
teriiletét, ezért messzemend kovetkeztetéseket nem lehet levonni a hazai allomany
diverzitasara vonatkozdan. Ezen okokbodl statisztikai szdmitasokat sem végeztink a

markerkészlet azonositasi képességével kapcsolatban.
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4. Gbra: A Cervidae csalad torzsfaja [77], amin piros keretben szerepelnek a damszarvasra vizsgalt markerek eredeti fajai
(fentrdl lefelé): eurdpai 6z, Guazauvira-szarvas, oszvérszarvas, disznoszarvas, gimszarvas, szikaszarvas. A vapiti nem
szerepel a torzsfan, igy hozzavetdleges helye piros nyillal jelolt, mig a vizsgalt damszarvas fekete keretben szerepel.
Tovabbi kutatasunkban szeretnénk nagyobb mintaszamon megvizsgalni a 16 polimorfizmust
mutatd mikroszatellitat és felmérni, hogy egyiittes alkalmazasuk mennyiben éri el az egyedi
szintli azonositashoz sziikséges értéket. Amennyiben sziikséges, bdviteni fogjuk a
markerkészletet a tobbi, specifikus terméket adé marker vizsgalataval, illetve a fejlesztésbol
kivett primerparok (28 db) ujra tervezésével, hogy ezek is specifikus terméket adjanak.
Ezekkel a 1épésekkel tijabb polimorf markereket talalhatunk, illetve lehetség szerint teljes

genom analizis alapjan is keresnénk 0j mikroszatellitdkat [27]. Ehhez egy referencia

genomra van sziikség, melybdl szoftverek segitségével sajat szempontrendszer szerint lehet
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markereket vélogatni, a szempontok: tetranukleotid legyen a marker, 60-400 bazispar
hosszu, ne legyen megszakitva az STR motivum, és csak egy féle bazispar ismétlddés

szerepeljen benne [27].

Osszességében a jelenlegi markerkészlet még nem alkalmas egyedi szint{i azonositasra a
damszarvas dllomanyon beliil, de a tovabbi tervezett fejlesztéssel a jovoben az lehet. Tobbek
kozott az értékes vadhus miatt [78] novekvd mértékii orvvadaszat miatt fontos lenne a
markerkészlet mieldbbi kifejlesztése, hiszen ez a faj hatékonyabb védelmét segitené eld. A
kifejlesztett markerszett egyébként mas orszdgokban is alkalmazhaté lehet a helyi
allomanyokon vald eldzetes tesztelése utan. Illetve az orszdgos allomany genetikai
felmérésére szintén hasznalhatd, ami informéciot szolgaltat a populacié hatékonyabb
szabalyozasahoz/fenntartasahoz is. Lathato, hogy ez a markerkészlet nemcsak forenzikus
célokra lenne alkalmazhat6, hanem vadgazdalkodasi tandcsadésra, populacio struktura

vizsgalatara és a magyar allomany eredetének kutatasara is.
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