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1. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

Az eurdpai vadmacska (Felis silvestris silvestris [Schreber, 1777]) hazankban fokozottan
védett, 6shonos ragadozofaj. Az elmult évszdzad sordn az antropologiai hatasok (illegalis
vadaszat, erddirtas, kozuti gazolasok) révén a faj egyedszama jelentsen lecsokkent (Bastianelli
silvetsris catus [Linnaeus, 1758]) valo hibridizacidja, amely a faj elterjedési teriiletén beliil a
kiilonbozo régiokban eltéré mértékii. Hazankban és Skociaban a hazi macskakkal vald intenziv
hibridizacigjat tapasztaltdk, mig olasz és német populdcidkban a hibrid egyedek alacsony
aranyban fordultak elé (Lecis et al., 2005, Pierpaoli et al., 2003, Eckert et al., 2010). Annak
érdekében, hogy minél hatékonyabban elkiilonithetdek legyenek a két taxon és a hibridek
egyedei, kordbban is szdmos kutatés zajlott. Ezéltal kertilt kidolgozasra morfoldgiai bélyegek
alapjan torténé fajmeghatarozas, illetve mikroszatellit markerek alkalmazasaval torténd
elkiilonitése a hazi- és vadmacskaknak (French et al., 1988, Menotti-Raymond et al., 1999,
Kitchener et al., 2005). Bizonyos esetekben nem all rendelkezésre egy teljes példany a
morfoldgiai bélyegek alapjan torténd megbizhaté elkiilonitéshez, illetve elegendé DNS minta
a mikroszatellit alapu vizsgalatok elvégzéséhez, ilyen esetekben a mitokondrialis DNS-ben
(mtDNS) azonositott SNP markerek (Single Nucleotide Polymorphism, vagyis egypontos
nukleotid polimorfizmus) hasznalata célszerti, ugyanis mitokondriumok egyetlen sejtben is
nagy kopiaszamban talalhatok, igy ezen SNP markerek alkalmazasaval, elvégezhetd lehet a két
csoport elkiilonitése kismennyiségii rendelkezésre allo6 DNS minta esetén (Gustafsson et al.,
2016). Ebben az esetben az allatkertekben, vadasparkokban ¢16 példanyok fajszintli sziirése
elvégezhetd allatorvosi beavatkozast nem igényld szOrminta vagy székletminta gytijtésével és
vizsgélataval. Ez a modszer alkalmas lehet a vadon ¢l allomany felmérésére szércsapdaval
gyljtott mintakon keresztiil is.

Kutatasunk célja volt a mitokondrium 16S riboszomalis RNS (rRNS) szekvencidjaban
mitokondrialis SNP markerek azonositasa olyan molekularis genetikai modszerekkel, mint a
PCR technologia és a DNS-szekvenalas. Ezek a markerek alkalmasak lehetnek a
Magyarorszagon fokozottan védett europai vadmacska és a vele hibridizaciora képes hazi
macska egyedeinek elkiilonitésére. A vizsgalt mintakon mikroszatellit markerek segitségével
ellendrizziik az egyes mintak hazi macskakhoz, vadmacskakhoz, illetve a hibridekhez vald
tartozasat. A mtDNS 16S rRNS szekvenciakat specifikus primerek segitségével amplifikaljuk
fel, majd a szekvenciakat bioinformatikai modszerek alkalmazasaval elemezziik, valamint
ivarhatarozo PCR elvégzésével azonositjuk a mintak ivarat, annak érdekében, hogy rokonsagi

vizsgalatokat végezziink a mintakon.



2. SZAKIRODALMI ATTEKINTES

2.1 Taxonomiai attekintés

A Carnivora (ragadozok) rend Felidae (macskafélék) csaladjaba sorolt Felinae
(macskaformak) alcsaladba tartoz6 tiz nem egyike a Felis. Filogenetikai kutatasok alapjan a
Felis nemzettségbe olyan fajok tartoznak, mint a homoki macska (Felis margarita [Loche,
1858] és a vadmacska (Felis silvestris [Schreber, 1777]). A vadmacskakat polifiletikus
csoportként tartjak szamon, mely tovabbi 6t alfaji szintli taxonbol all. A vadmacska alfajai az
eurdpai vadmacska (Felis silvestris silvestris [Schreber, 1775]), a kinai alpesi sztyeppmacska
(Felis silvestris bieti [Milne-Edwards, 1872]), az afrikai vadmacska (Felis silvestris lybica
[Forster, 1780]), a dél-afrikai vadmacska (Felis silvestris cafra [Desmarest, 1822]) és az azsiai
vadmacska (Felis silvestris ornata [Gray, 1830]) (Driscoll et al., 2007). Modern molekularis
bioldgiai kutatasok eredményeként a hazi macska (Felis silvestris catus [Linnaeus, 1758]) a
vadmacska egy tovabbi alfajanak tekinthetd, mivel a hazi macska a mitokondrialis DNS
(mtDNS) alapjan az afrikai vadmacskak kladjahoz esik legkdzelebb (Driscoll et al., 2007). Ezt
a 742 db macska minta mtDNS-ének 2604 bp hossza ND5 (NADH dehidrogenaz 5. alegység)
¢s ND6 (NADH dehidrogendz 6. alegység) szekvencidjanak vizsgéalatdval Driscoll és
munkatarsai (2007) bizonyitottak, ezt mutatja az altaluk készitett filogenetikai fa, amely az 1.

abran lathato.
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1. abra. MtDNS szekvenciak Neighbour joining filogenetikai faja. (Driscoll et al.,
2007). Az agak alatta az egynukleotid eltérések szama piros szinnel van jel6lve. A
taxonok magyar és tudomanyos neve mellett zardjelben a kladok megnevezése,
illetve a vizsgalt egyedek szama lathato. A buborékokban lathaté betiik (A-E) a IV.

kladon beliili vonalakat jelolik.

2.2 Macskafélék okologiai szerepe

Kozelmultbeli vizsgalatokkal sikeriilt megallapitani, hogy a macskak haziasitasanak
folyamata nagyjabol 10 000 éve a Termékeny Félhold teriiletén vette kezdetét (Krajcarz et al.,
2022). Az elmult néhany évtized soran a paleogenetikai modszerek fejlodése révén
nyilvanvalova valt, hogy a mai hazi macskak az afrikai vadmacska domesztikalasaval alakultak
ki (Driscoll et al., 2007, Ottoni et al., 2017). 3500 éves bizonyitékok szarmaznak az okori
Egyiptombdl, amely feltételezhetéen évszdzadokig a macska domesztikalasanak kozpontja
lehetett (Ottoni et al., 2017). A mitokondrialis DNS vizsgalatainak eredményeképpen dertilt

fény arra, hogy az afrikai vadmacskara jellemz6 haplotipus mar a késé Ujkékorszakban (i.e.
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5300 - i.e. 4800) jelen volt Kozép-Eurdpaban. Kelet-Eurdépaban a macskak megjelenése
nagyjabol egybeesett az egerek (Mus musculus [Linnaeus, 1758]) megjelenésével, igy
feltételezhetd, hogy a macskak elterjedésében fontos szerepet jatszottak a mezdgazdasagi

kartevok (Krajcarz et al., 2022).

Elterjedését tekintve az europai vadmacska széleskoriien eléfordulod faj, kelet-nyugati
iranyban az Ibériai-félszigettél Kozép-Azsiaig eléfordulnak populaciodi. Eszak-Eurdpaban is
jelen van Skandinavia kivételével, délen a Mediterraneumban is el6fordul. Az europai
vadmacska eléfordulasa az 2. abran lathaté. ElShelyiiket tekintve hagyomanyosan, az elvadult
hazi macskakhoz hasonldan, erdei fajként tartottak szamon, ezzel szemben tobb kutatasi
eredmény alatamasztotta mar, hogy nem kizarolag fas tertileten él6 fajrol van sz6. A macskak
az olyan élettereket kedvelik, ahol a fas erd6foltok mellett el6fordulnak nyilt teriiletek, példaul
szantok is. Mig a fakkal boritott teriileteken btivohelyet keresnek, addig a nyilt teriiletek a
vadaszat helyszinei (Lozano et al., 2003; Bir¢ et al., 2004).

.
v =

B L

2. abra. Az eur6pai vadmacska elterjedése. Eurazsia térképén voros szinnel jelolve

lathat6 az eur6pai vadmacska el6fordulasi teriilete (httpl).

Magyarorszagi vizsgalatok kimutattdk, hogy mind a visszavadult hdzi macskak, mind a
vadmacskak esetén a kisméretli emldsfajok a legjelentdsebb prédaallatok, viszont kiilonbozo
madarfajok zsdkmanyolasa is fontos szerepet jatszik a taplalkozasukban (Bir6 et al., 2005).
Ausztral kutatok altal elvadult hazi macskakon végzett vizsgalat hasonld eredményeket adott:
16 taplalékfajok az emldsok koziil keriiltek ki (Molsher et al., 1999). Magyarorszdgon mind a
vadmacskak, az elvadult hazi macskak, illetve a vadmacska és hazi macska hibridek is alacsony
gyakorisaggal fogyasztottak nyulféléket (Bird et al., 2005). A taplalék-fajok Osszetételét
vizsgalva a vadmacska és hazi macska hibridek niche, masnéven 6koldgiai fiilkéje bizonyult a
legszélesebbnek. Tehat ennél a két csoportndl széles az a tér, amelyet a kornyezeti tényezok

hatdroznak meg, és amelyben a populécié fennmaradni képes. Ezzel szemben a vadmacskék a



taplalkozas szempontjabol specialistanak bizonyultak. Ez a kiilonbség abbol adodik, hogy az
elvadult hazi macskdk haztartasi élelmiszereket, illetve mas hdziasitott allatokat, példaul
baromfit is fogyasztanak, a taplalkozasban ilyen modon elényhdz jutva a vadmacskakhoz
képest (Bir6o et al., 2005). Portugdl vadmacskak téaplalkozasi szokasait vizsgalva azt
tapasztaltak, hogy ragcsalok tették ki az elfogyasztott biomassza tobb mint felét, és a nyulfélek
bizonyultak a masodik leggyakrabban zsdkmanyolt csoportnak (Sarmento, 1996). A
macskafajok taplalkozasi szokasaiban az évszakok kozott eltérést nem figyeltek meg, illetve
egy év alatt alacsony valtozatossag figyelheté meg a taplalkozasukban (Tryjanowski et al.,
2002). Szlovakiaban a téli iddszakban a vadmacskak gyomortartalmat vizsgalva,
megerositették a korabbi kutatdsok eredményeit, miszerint a taplalék legnagyobb részét

ragcsalofajok teszik ki (Tryjanowski et al., 2002).

Az elvadult hdzi macskak altalaban kis teriileten toltik idejiik nagy részét, ritka esetben
vandorolnak nagy tavolsadgra. A vandorlas tavolsadgara pozitivan hat a magas homérséklet,
et al., 2008). El6helyiik méretét -amely altalaban kisebb, mint a vadmacskaké és a hibridjeiké-
nagyban befolyasolja az egyedek testmérete. A fajok kozotti eltérd éldhelyméret lehetséges
magyarazata, hogy mig a hazi macskak az ember kozelében egyszeriibben jutnak elegendd
¢lelemhez, addig a vadmacskéknak ¢és a hibrideknek alkalmazkodnia kell a kiilonb6z6
prédafajok szezonalitasahoz, amely miatt a taplalkozas nagyobb teriileten valdsithaté meg.
Azok az egyedek, amelyek nagyobb testtomegiiek, altaldban nagyobb éldhelyet foglalnak el
(Germain et al., 2008). A himek és a néstények él6helyének méretében nem figyeltek meg
jelentds eltérést, viszont az ¢€lohely elhelyezkedése jellemzden eltér a két nem esetén. A
ndéstények 4altalaban jobb mindségli  élohelyeket valasztanak, nagyobb aranyu
novényboritottsaggal, kedvezdbb éldhelyvalasztisuk miatt kevesebb energiaraforditassal
képesek zsakmanyt szerezni, igy a megtakaritott energiat a szaporodasra képesek forditani
(Oliveiraet al., 2018). Eletmoddjukat tekintve a hazi- és vadmacskak, illetve a két taxon hibridjei
is altalaban nagyobb aktivitdst mutatnak éjszaka, viszont nem é&jjeli allatok (Germain et al.,
2008).

A vadmacskdk ¢és hazi macskak viselkedési mintazata nagyon hasonld, kozottik a
kiilonbségek jelentds részét az ember-allat interakciok okozzak. A hazi macskék és vadmacskak
viselkedésében rejlo kiilonbségek felderitését célzo kutatds soran azt tapasztaltdk, hogy a
fogsagban ¢é16 vadmacskak az idejiik kozel felében virrasztottak, mig a hazi macskak egyéni

pihenéssel toltotték az idejiik legnagyobb részét. Régota ismert, hogy a macskafélék a
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territoriumuk hatarat vizelettel és székletmintaval jeldlik. Ez a jel616 viselkedés intenzivebben
nyilvanul meg a vadmacskanal, amelynek oka feltehetéen a territorium nagyobb teriilete

(Berteselli et al., 2017).

Az elmult évszazadban a vadmacskak egyedszama jelent6sen lecsokkent, amelynek
legfébb okai antropoldgiai eredetiiek. Ilyen emberi tevékenységbdl szarmazo kdzvetlen hatasok
a potencialis él6helyeinek drasztikus csokkenése és fragmentalodasa, amelynek révén Kisebb,
egymastol izolalt él6hely teriiletek alakulnak ki. Valamint az illegalis vadaszat és a kozati
gazolasok is jelent6s mortalitast okoznak a vadmacska populaciokban. Ezek a hatasok
egyiittesen a vadmacskak éves halalozasanak nagyjabol 83%-aért felelések (Bastianelli et al.,
2021). Tovabba olyan veszélyek fenyegetik a vadmacska populaciok fennmaradasat, mint a
zsékmanyallatok egyre csokkend populacidi, és a hazi macskakkal valé a hibridizécio
(Bastianelli et al., 2021). A 2000-es évek elején végzett felmérés szerint hazankban a
vadmacska az egyetlen olyan ragadozo faj, amelynek helyzete az ezredfordulot megel6zo
évtizedben jelentésen leromlott, ennek oka részben a hazi macskak elszaporodasa és a veliik
valé hibridizaci6é (Heltai et al., 2006). Skociaban viszont a nyugati teriileteket leszamitva a
1980-as évek ota a vadmacskaallomany helyzete alig valtozott. A skociai vadmacska allomanyt
115-314 példanybol allé populaciora becsiilik (Breitenmoser et al., 2019). Egészséges
populacidi Franciaorszagban, Németorszagban, Olaszorszagban, az Ibériai-félszigeten, illetve
a Karpatok kozott talalhatok még meg (Biro et al., 2005, Mattucci et al., 2013, Nieto-Blazquez
et al.,, 2022). Az 1964-ben alapitott Természetvédelmi Vilagszovetség, angolul réviden az
IUCN (International Union for Conservation of Nature and Natural Resources) Voros Listajan,
amely a biodiverzitas allapotanak fontos jelzéje, nem fenyegetett statuszban talalhato jelenleg
(http2). A vadmacska nemzetkozi kereskedelmét a CITES Egyezmény (Convention on
International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora) I1. fiiggeléke szabalyozza.
Jelenleg nem fenyegeti a fajt a kihalas veszélye, de annak érdekében, hogy a fennmaradast
veszélyeztetd hasznositas elkeriilhetd legyen, sziikséges a faj kereskedelmét szabalyozni. Az
egyezményhez Magyaroroszag 1985-ben csatlakozott, jelenleg 183 részes fele van, koztiik az
Eurépai Unio (http3). Hazankban a vadmacska 1974 6ta védett, fokozottan védetté 2012-ben
nyilvanitottak, eszmei értéke 250 000 Ft (http4).

2.3 Hibridizacié
A hibridizacionak nagy szerepe van az evoliicid menetében. Mar a korai sejtek és ¢l61ények

kialakulasat is egymastol addig kiilonbozé molekulak és organizmusok egyesiilése alakitotta

Ki. Az ivartalanul szaporod6 baktériumoknal is megfigyelhet6 egyfajta hibridizacio, a rokon
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fajok homoldg rekombinacié vagy plazmidok révén torténé génkicserélédésekor (Barton,
2008). Magasabb rendii fajoknal is gyakran eléfordulo jelenség a hibridizacio a természetben,
ami két egymastol eltérd genetikai allomanyu egyedének sikeres parosodasaval valosul meg. A
folyamat jelentdsége vitatott, mivel a természetes hibridizacié eldsegitheti az evollcidt és az
adaptaciot, a heterozigozitas novelése és 0j allélkombinaciok 1étrejotte révén, ugyanakkor a
hibrid, heterozigota egyedek hatranyba keriilhetnek a sziildi genotipusokhoz képest,
amennyiben az Uj allélkombindciok negativan hatnak az egyedek életképességére,
szaporodasara. A hibrid utodok és a sziil6i fajok fitneszének kiilonbségére eltéré kutatasi
eredmények sziilettek kordbban. Egyes tanulméanyok alapjan a hibridek alacsonyabb fitnesszel
birtak, mint a fajtiszta egyedek (Barton and Hewitt, 1985), mig mas vizsgalat ennek az
ellenkezdjét tamasztotta ala (Arnold and Hodges, 1995). Az F1 hibrid populaciok fitnesz
novekedését a heterdzis hatas eredményezheti, amely az F2 generdcioban a szegregacio révén
mar kevésbé érvényesiil, igy az F2 populécio fitnessze alacsonyabb az eredeti populdciohoz
viszonyitva (Barton, 2008). A hibridizacié a kisméretii, izolalt populaciokat, amelyek genetikai
diverzitasa alacsony megmentheti a beltenyésztéses leromlastol az uj allélek bejutasaval. Farkas
(Canis lupus [Linnaeus, 1758]) populacion figyelték meg, hogy egy jelentSsen beltenyésztett
allomany szaporodasi sikerét jelentdsen novelik bevandorld egyedekkel torténd
keresztezdések (Akesson et al., 2016). Ezzel szemben a hibridizacio negativ hatéssal is lehet
egy faj vagy populacié fennmaradasara, a kiiltenyésztéses leromlas (outbreeding depression)
révén, ekkor a hibrid, heterozigota egyedek fitnesze csdkken a sziiléi fajokéhoz viszonyitva. Ez
valdsziniisithetden abban az esetben torténik, amikor korabban koadaptalt gének valnak szét
hibridizaci6 hatasara, vagy negativ hatast allélkombinaciok keletkeznek. A genetikai keveredés
révén a folyamat szintén negativ kovetkezménye lehet az egyik sziiléi faj genetikai
allomanyanak elimindloddsa az utddgeneraciobol (Roberts et at., 2009). Két eltérd fajt
Kutya (Canis lupus familiaris [Linnaeus, 1758]) és coyote (Canis latrans [Say, 1823])
keresztez6désébdl 1étrejott hibrid egyedeket is vizsgaltak korabban. A hibrid egyedek fertilisek,
de az F2 generacioban az alomszam jelentés csokkenését figyelték meg, amelyet a
termékenység csokkenése vagy sziiletés eldtti mortalitds eredményeként értékeltek (Mengel
1971). A macskafélék csaladjaban a hazi macska €s a leopardmacska (Prionailurus bengalensis
[Kerr, 1792]) hibridizacidjaval alakult ki a bengali macska fajta, illetve a hazi macska és a
mocsari macska (Felis chaus [Schreber, 1777]) keresztezésével alakitottak ki a Chausie
macskafajtat (Li et al., 2016). Nagymacska fajok kozott is ismert jelenség a hibridizacio, a 19.
szazadtol talalhatok feljegyzések afrikai oroszlan (Panthera leo [(Linnaeus, 1758)]) him és
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néstény tigris (Panthera tigris [(Linnaeus, 1758)]) hibrizidaciojabol sziilett liger, illetve him
tigris és ndstény oroszlan parosodasabol sziileté tigon egyedekrdl. Ezek a hibrid egyedek
altalaban nem termékenyek, ritka esetben fordulnak eld fertilis példanyok (McKinnell and
Wessel, 2012). Intraspecifikus hibridizacié két, ugyanahhoz a fajhoz, de -elkiiloniilt
populaciobodl szarmazo egyedek, esetleg alfajok parosodasat jelenti (Chan et al., 2019). Illyen
esemény a Skandinaviaban ¢él6 kisméretli, elszigetelt farkas populacié keresztezodése
bevandorld egyedekkel (Akesson et al., 2016), illetve alfajok kozotti hibridizacié zajlik
Ausztralidban a dingok (Canis familiaris dingo [Meyer, 1793]) és a hazi kutyak (Canis lupus
familiaris [Linnaeus, 1758]) k6z6tt (Elledge et al., 2006).

Konzervaciobiologiai szempontbol is problémat jelent a hibrid egyedek statuszénak
megallapitdsa. A Természetvédelmi Vildgszovetség nem engedélyezi fajkozotti hibridek
felvételét a Voros Listara. Tovabba egyes fajok hatdrai nem egyértelmiien megallapithatoak, és
jelenleg az ismereteink a fajok kozotti génaramlas tekintetében sem teljeskortiek (Chan et al.,

2019).

A hazi macskdk ¢és vadmacskak keresztezOdeésébdl szarmazd hibrid példanyok
eléfordulésat eltérd aranyban tobb eurdpai orszagban kimutattak. Magyarorszagi szabadon €16
macskaféle allomany felmérése alapjan az egyedek megkozelitdleg harmada bizonyult
hibridnek (Lecis et al., 2005). Hazai és olaszorszagi macska mintak vizsgalatanak eredményei
szerint Olaszorszagban a vadmacskak reproduktivan elszigeteltek a hazi macska populacioktol,
kizarolag olyan sz€lsé teriileteken figyeltek meg kismértékii hibridizaciot a hazi macskak €s
vadmacskak kozott, ahol a vadmacskdk alacsony denzitdsa a hazi macskak nagyaranyu
jelenlétével parosult. Ezzel szemben Magyarorszdgon a vadmacskdk hazi macskakkal valo
hibridizacidja a kozelmultig gyakori eseménynek szamitott (Lecis et al.,, 2005). Az
Olaszorszagban végzett vizsgalat eredményéhez hasonléan feltételezhetd, hogy
Németorszagban is ritkan torténik meg a vadmacskak hézi macskékkal valé hibridizacidja. Az
ilyen iranyt németorszagi vizsgalatokkor, mind a mitokondrialis DNS (mtDNS), mind
mikroszatellitek szintjén a hazi macska populaciok nagyobb genetikai variabilitasat tapasztaltak
a vadmacskakkal szemben. A haplotipusok alapjan a vad- és hazi macska populaciok
elkiilontiltek, az anyai vonalon a génaramlas csak kis mértékben van jelen a hazi macskak és
vadmacskak kozott (Eckert et al., 2010). Franciaorszagban végzett felmérés soran azt
tapasztaltak, hogy az északi teriileteken gyakrabban hibridizal a vadmacska a hazi macskakkal,
mint az erddvel slrtin boritott Pireneusokban. Illetve ezzel 0sszefiiggésben megallapitottak,

hogy a vadmacskak és hazi macskak hibridjei a hazi macska populacioban fordulnak elé nagy
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gyakorisaggal, tehat a hibridizacido nagyobb rendszerességgel fordul el6 him vadmacska és

ndstény hazi macska kozott, mint forditva (Beugin et al., 2020).

A hazai természetvédelmi szabalyozasban a hibrid egyedek is védettséget élveznek (1996.

évi LIIL torvény a természet védelmérol).

2.4 A hazi macska és vadmacska morfologiai eltérései

A hazi macskak ¢és a vadmacskak, illetve ezek hibridjeinek morfologiai elkiilonitésére

Kitchener és munkatarsai (2005) altal kidolgozott viszonylag hatékony, konnyen alkalmazhatd

¢s nem-invaziv 7PS (7 Pelage Score) moddszer 7 tulajdonsag pontozasan alapul. A modszer

szerint a vizsgalni kivant példanyok minden tulajdonsag alapjan 1, 2, vagy 3 pontot kaphatnak.

A tulajdonsédgokat és azok pontértékét az 1. tablazat mutatja, és a 3. dbran lathato a vadmacskak

¢s hazi macskak kozotti morfoldgiai eltérések.

. Pontértéek
Tulajdonsag
1 2 3
‘ _ hianyzik/ teljes ‘ o

dorsalis oldali csik ) folytatodik a farkon  a farok alapjaig fut
farkat takarja

farokcsucs alakja kap atmeneti tompa
hianyzik/ dorsalis nem egyértelmiy/

farok savozottsaga ‘ kiilonallo
csikhoz kapcsolodik — Osszeolvadt

szaggatott oldals6 ) ]
>50%/ nincs minta 25-50% szaggatott <25% szaggatott

savok

far pettyezettség stirli/ nincs minta néhany nincsenek pettyek
vékony/ nem

nyak savozottsag atmeneti 4 vastag sav
savozott
nem egyértelmii/ .

véllak savozottsaga atmeneti 2 vastag sav

nem savozott

1. tablazat. A hazi macskak, vadmacskak és azok hibridjei elkiilonitésére

hasznalhat6 7PS modszer alapjaul szolgald 7 tulajdonsag és azok pontértekei

(Kitchener et al., 2005).
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elvadult cirmos
vadmacska hazi macska

vadmacska a legtobb sav nem elvadult cirmos szaggatott sivok
. szaggatott  kevés vagy hazi macska sok petty

nincs petty farkon folytatods
farokrdl hidnyzo g ol ot

dorsalis csik {

elkiilonils 4,
farok savok ‘%&’ - . ; p Y
farksavok a g8 r S i
hatvonalhoz ¢ -
vastag, tompa csatlakoznak'

&MM b végii farok keskeny, kup

végli farok

3. abra. A hazi- és vadmacskak morfoldgiai kiilonbségei. Az abra bal oldalan a
vadmacskak, mig jobbra a cirmos hazi macskak mintazata lathato (http5).

1 pont a hazi macskara jellemz6 tulajdonsagokat jelenti, mig 3 a vadmacskakra jellemzdek.
Nincsen egyetlen olyan morfoldgiai tulajdonsag, amely alapjan hatékonyan és megbizhatéan
elkiilonithet egymastol a vadmacska és a hazi macska. A 7 tulajdonsagot egyiitt értékelve, ha
az egyed minimum 19 pontot ér el a pontozas soran, és egyik tulajdonsagra sem kap 1 pontot,
ugy a modszer szerint vadmacskdnak tekinthetd. Tovabbi 8 morfologiai tulajdonsagot is
meghataroztak, amelyek egyikére sem kaphat 1 pontot, olyan egyed, amelyik vadmacska. Ezek
az 1 pontot ér tulajdonsagok a kovetkezdk: az allon, a haton vagy a test oldalan talalhat6 fehér
folt, a pofa savozottsaganak hianya; sotét pettyek hianya a test also részén; a hatso lab
savozottsaga; a farok vége nem sotét, vagy fekete; illetve a fiil hatulsé részének szine a fej
szinével megegyezd. Egyes példanyokban az Osszefiiggd tulajdonsagok kiilonbozdségeire a
hibridizacié adhat magyarazatot, mivel igy a hibrid egyedben néhany vadmacska jellegzetesség

elfedhetett bizonyos hazi macskara jellemz6 tulajdonsagokat. Az F2 generacioban, illetve
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amikor a hibrid egyed az egyik sziiléfajjal keresztez6dott, az alaki tulajdonsagok még nagyobb

varianciajat tapasztaltak (Kitchener et al., 2005).

Altalanossagban elmondhatd, hogy a vadmacskak koponyéaja nagyobb és robusztusabb a
haziasitott fajhoz képest. A XX. szdzad elején €It vadmacskak koponyajanak mérete jelentésen
kiilonbozik a kozelmultban élt, illetve a jelenben €16 vadmacskak koponyajatol. Mivel a hazi
macskak ¢és vadmacskak hibridjeinek koponyamérete szamottevéen atfed a modern
vadmacskaéval, illetve meglehetésen nagy a variancia az egyes példanyok kozott, igy a
koponyaméret alapjan nehéz a két csoport elkiilonitése (French et al., 1988). A morfologiai
modszerek megbizhatosagat Ballesteros-Duperon és munkatarsai  (2014) vizsgaltak a
vadmacskak és hazi macskak elkiilonitésében. A morfoldgia alapjan tortént fajmeghatarozas
megegyez0 eredményt mutatott a genetikai alapu fajmeghatarozassal, viszont egyes formai
tulajdonsagok megbizhatobban hasznalhatok az elkiilonités soran, mint masok (Ballesteros-
Duperon et al., 2014). Mig az afrikai vadmacska és a hazi macska mérete a kozépkorig
folyamatosan redukalodott, addig az europai vadmacska testmérete az idok folyaman stagnalt

(Krajcarz et al., 2022).

2.5 Molekularis genetikai markerek
2.5.1 STR (Short Tandem Repeat)

A rovid tandem ismétlédések (STR), egyszerli szekvencia ismétlddésnek (SSR) is nevezik,
illetve masnéven mikroszatellitek, olyan 1-6 bp hosszli szekvencia szakaszok a genomban,
amelyek egymads utdn sokszor ismétlddnek. Az 1980-as években fedezték fel a jelenlétiiket,
mivel funkciéjuk nem volt ismert, igy junk, azaz szemét DNS néven emlegették. Majd a PCR
(Polimerase Chain Reaction) technologia megjelenésével és fejlodésével a mikroszatellitek a
genotipizalds alapjava valtak. A mikroszatellitek altaldban a genom nem-koédold részein
fordulnak el6 olyan nagy szdmban, hogy a genom akar 3%-at is kitehetik. Funkciojuk igen
sokréti, jelenleg is megismerés alatt allnak (Ellegren, 2004). Igen magas a mikroszatellitek
polimorfizmus ardnya, mert a genom tobbi részéhez képest magasabb mutécios rataval birnak.
Kialakuldsuk és hosszmutéaciojuk a replikdcié sordn megcsusz6 polimerdz eredménye. Az
1smétl6do szakasz replikacidjanak megkezdddése utan a két szal el tud valni egymastol. A két
szalon eltérd hossz alakul ki. Amennyiben a két szal egymashoz képest elcstiszva kapcsolodik
ismét Ossze, akkor hurok képzddik. Az ismétlddések szama aszerint né vagy csokken, hogy
melyik szalon alakul ki a hurok. Amennyiben az Gjonnan szintetizal6do szal képez hurkot, az
ismétlédések szdma nd; ha a templat szal, akkor csokken a mikrosszatellit hossza (Ellegren,

2004). A hosszpolimorfizmus kialakuldsanak mechanizmusa a 4. dbran lathato.
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Ismétlések szama no Ismétlések szama csokken

1 2 3 4 ., ., 1 2 3 4
Iniciacio —
A A — — — — — — — -— - — —
1 2 3 456 6 7 8910 12 3 4565 6 7 8 9 10
3,4, 3,4,
P —
A, 2 — 1 2
— ettt d—d—a—s—a— | DISSZOC14C10 - A A
12 3 45 6 7 8 91 12 3 456 7 8 9 10
;gﬁh Rehibridizacio | 1, 2, 3, 4
— e — At — — — —— és téves e i e e e e i i e i
1 2 3 45 6 7 8 9 10 12 4 5 6 7 8 9 10
kapcsolodas
¥
1,205 6.7 8 9 101 [T omaEs]| 1.2.3,4,5,6,7,8 9,10
IS T 50 | hossisigh |STRSTTTE G 7 5 0 10
mint a templat

4. abra. A mikroszetellitek kialakulasanak mechanizmusa. A polimeraz
megcsuszasa révén valtozik a mikroszatellit ismétlésszama. Kép forrasa: Ellegren,

2004.

A mikroszatellitek a magas polimorfizmus rata mellett olyan fontos tulajdonsadgokkal birnak,
mint a kodominans oroklésmenet €és a kozel semleges hatasuk a szelekciora. Felhasznalési
lehetdségiik kozé tartozik a genetikai térképezés, a gének lokalizacigja, egyedi azonositas,
illetve apasagi vizsgalatok. Populacidogenetikai vizsgalatokra is alkalmasak, segitségiikkel
lehetdség van a migracids és evolucios folyamatok megértésére, illetve populaciok genetikai

variabilitasanak megismerésére (Fan and Chu, 2007).

2.5.2. SNP (Singe Nucleotide Polymorphism)

Az SNP-k (Singe Nucleotide Polymorphism), magyarul egypontos nukleotid
polimorfizmusok a genomban természetesen el6forduld szekvencia variaciok, amely egyetlen
nukleotid megvaltozasat jelenti a DNS szekvenciajaban (5. abra) (Collins et al., 1998). A
legtobb SNP a genom nem kodold szakaszain talalhatd, amennyiben ezek a bazis
kodolo SNP-K), akkor gyakran funkciovaltozast eredményeznek (Collins et al., 1998). A nem
kodolo szakaszokban taldlhatd SNP-k bar nincsenek hatassal a fenotipusra, de fontos genetikai
markerekként hasznalhatéak Gsszehasonlitd genetikai, betegségek genetikdjat kutato, illetve
farmakogenetikai kutatasok soran (Kim and Misra 2007). Az SNP-k hasznalata mellett szol,
hogy nagyobb szamban fordulnak el6 a genomban, stabilabbak, illetve pontozasuk is jelentésen

egyszeriibb, mint a mikroszatelliteké (Collins et al., 1998).
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Egyed 1
Anyai- - -CGATATTCCATCGAATGTC. . .
Apai - -CGATATTCCEATCGAATGTC. ..

Egyed 2
Anyai - - .CGATATTCCEATCGAATGTC. ..

Apai ...CGATATTCCEATCGAATGTC. ..

Egyed 3
Anyai .. .CGATATTCCHATCGAATGTC. ..
Apai ---CGATATTCCATCGAATGTC. ..

Egyed 4
Anyai...CGATATTCCEATCGAATGTC. ..
Apai ...CGATATTCCEATCGAATGTC. ..

5. abra. SNP bemutatasa négy egyed egy par kromoszomajan (http6).

Bar az egyes szekvencia poziciokban mind a négy nukleotid el6fordulhat, az SNP-k
altalaban két alléllal el6forduld polimorfizmusok, amelyek kialakuldsa tranzicids és
transzverziés mutacids mechanizmuson alapul. Tranzicid sordn a purin bazisok masik purin
bazisra, mig a pirimidin bazisok pirimidin bazisra cserélddnek. Ezzel szemben transzverzid
soran a purin bazis pirimidinre, a pirimidin bazis purinra cserélédik. Az SNP-k kétszer olyan
gyakran alakulnak ki transzverzio kovetkeztében, mint tranzicio hatasara (Vignal et al., 2002).
Annak a kritériuma, hogy a szekvencia egy nukleotidos eltérése SNP-nek legyen tekinthetd,
hogy a legalacsonyabb frekvencidval rendelkezd allél frekvencidja is legalabb 1% legyen

(Vignal et al., 2002)

2.6 Molekularis genetikai médszerek
2.6.1 Sanger-szekvenalas

A kutatasok soran kisebb modositasokkal mostandig gyakran alkalmazzék a Sanger és
munkatarsai (1977) altal kidolgozott szekvenalasi modszert a DNS nukleotid sorrendjének
meghatarozasara. A médszer kidolgozasanak alapjaul az a megfigyelés szolgalt, hogy a 2,3-
dideoxinukleotid-trifoszfat gatolja a DNS polimeraz mikodését, mivel azon nem talalhato
szabad 3’ hidroxil-csoport, ahova a kdvetkez6 nukleotid be tudna épiilni. Sanger az altala
kidolgozott szekvenalas els6 1épésekor a kétszali DNS szal egyszalusitasat végezte el. Ezt
kovetden az egyszalsitott DNS mintakhoz DNS polimerazt, illetve 2P radioaktiv izotoppal
jelolt primert adott, majd 4 olyan elegyeket készitett, amiben az egyik nukleotid kis
koncentracioban, dideoxi formaban (ddNTP), mig a masik 3 nukleotid dezoxinukleotid (ANTP)
alakban volt jelen. A szintetizal6dé szal hossza a dideoxinukleotid beépiilésének helyétol fiigg,

mivel ahova beépil a dideoxinukleotid, ott a szal szintézise leall. Ezt kovetOen
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szobahémérsékleten inkubalta az elegyeket, végiil pedig denaturalas utan akrilamid
gélelektroforézissel valasztotta el azokat. A modszer 15-300 nukleotid hossziusagu szakasz
szekvenalasara alkalmas, ennél hosszabb DNS szakaszok meghatarozasara ezzel a modszerrel
ugy van lehetdség, ha a szekvencia meghatarozast megel6zéen enzimek segitségével tobb,
rovidebb termékekké alakitjak az egyetlen hossz(i DNS szalat, majd ezen rovid szakaszokat
egymastol elkiilonitve szekvenaljak, ezt kovetden pedig ezek eredményének illesztésével
allapithato meg az eredeti DNS szakasz teljes nukleotid sorrendje (Sanger et al., 1977). A

modszer kidolgozasaért Frederick Sanger 1980-ban kémiai Nobel-dijban részesiilt.

2.6.2 Kapillaris fragmentanalizis

A kapillaris fragmentanalizis egy molekuldris genetikai modszer, amely egy DNS
molekula fluoreszcens jeldlésén, majd méretszerinti elektroforetikus elvalasztasan alapul, végiil
belsd standardhoz kertil viszonyitasra. A fragmentanalizis, mint molekularis genetikai mddszer,
olyan kiilonb6z6 modokon hasznalhat6 fel, mint mutaciok kimutatasara, genotipizalasra, DNS
profilozasra, illetve kiilonbozd betegségek és kromoszéma rendellenességek azonositasara.
Hagyomanyosan a DNS fragmentumok elvalasztasa slab gélen tortént, amely anyagat tekintve
poliakrilamidbdl vagy agar6zbdl késziilt. A kordbbi moddszer eldnyei kozé tartozott, hogy
olcson, egy gélen akar tobb minta is elvalaszthat6 volt. Negativuma, hogy tobb orat is igénybe
vehet, illetve a lathatova tételhez hasznalt etidium-bromid mutagén hatast. A kapillaris
fragment analizis ezzel szemben gyors, érzékeny elvélasztast és egyszerli adatkezelést tesz
lehetévé (Smith and Nelson, 2003). Fragmentanalizishez olyan primerek hasznalatosak,
amelyek fluoreszcens festékmolekulakkal (kék, zold, piros, sarga) jeloltek. Az elektroforézist
megelézéen a fragmentumok amplifikalasa PCR-rel torténik. Majd ezt kovetden zajlik a
kapillaris elektroforézis, ami a DNS molekulak méret szerinti elkiilonitését végzi. A 6. abran
egy sematikusan abrazolt, elektroforézishez hasznélatos berendezés lathato. A negativ toltésii
DNS fragmentumok a pozitiv t6ltésii andd felé vandorolnak, mikdzben egy lézersugaron
haladnak keresztiil, ez eltér6 hullamhosszon gerjeszti a fragmentekhez kapcsolt
festékmolekulakat. A fluoreszcenciat egy kamera detektalja, végiil a fluoreszcencia

intenzitasok digitalizalasra keriilnek (Smith and Nelson, 2003).
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adatgytijtés

EE—
— detektor
hémérseklet szabalyozott teriilet
magasfesziiltség kapillaris
oszlop
katod ano6d
puffer és minta puffer

6. abra. A kapillaris elektroforézis vazlatos abrazolasa. Kép forrasa: Smith and
Nelson, 2003.

2.6.3 Mitokondrialis elemzés

A mitokondrium az eukariota sejtek ATP termel6 sejtszervecskéje, amely olyan funkciok
ellatasaért felelds, mint sejtek energiahaztartdsa ¢és metabolizmusa, valamint az apoptozis.
Felépitését tekintve kettds membrannal rendelkezik, amely egy intermembran teret zar kozre.
Kialakulasukat az endoszimbionta elmélettel magyarazzadk, mivel a mitokondriumok sajat
genommal rendelkeznek. Az elmélet szerint az evollcio egy korai szakaszan egy 6si eukaridta
sejt bekebelezett egy szabadon el6 Eubaktériumot, és a bekebelezett sejt sejtorganellumma valt.
Bels6 membranjuk morfologidja alapjan krisztas, tubularis és vezikuldris formajat lehet
elkiiloniteni, igy feltételezhetden polifiletikus eredetli sejtorganellum, tehat az evolucid soran
tobbszor tortént endoszimbiotikus esemény (Margulis and Bermudes, 1985). Az torzsfejlodés
soran a mitokondrialis genomban kodolt gének jelentds része atkeriilt sejtmagi szabalyozas ala,
viszont néhany gén megmaradt a mitokondrialis genom részeként. A mtDNS kb. 16,6 kb
hosszisagu szekvencia, amely kétszalu, cirkularis formaban taldlhaté meg a mitokondriumok
matrixdban. A mitokondriumok replikacidja a sejtmagi genom replikaciojatol fliggetleniil
zajlik. A gerincesek mtDNS-ének replikacidjanak és a transzkripcidjanak szabalyozasaért a
mitokondrialis genom kontrol régidja a felelds. Tovabba két riboszomalis RNS-t (16S rRNS és
12S rRNS), 22 transzfer RNS-t (tRNS) ¢s 13 fehérjét kodolo szekvencia talalhatoé az emlésok
mtDNS-ében (Harrison, 1989). A mitokondriumban kodolt fehérjék a 1égzési lanc felépitésében

¢s az ATP szintézisében vesznek részt. A MIDNS szerkezetét az 7. abra mutatja be.
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7. abra. A mitokondrialis genom felépitése. Kép forrasa: Raju et al 2011.

Fontos sajatossdga az emldsok mitokondriumanak, hogy jellemzden anyai agon, haploid
formaban 6roklédnek, néhany kivételes esetben mutat apai 6rokl6dést is (Luo et al., 2018). Egy
egyeden beliill altalaban a mitokondrialis genom genetikailag uniform, ezt nevezik
homoplazmianak. Mivel a mitokondriumok minden szomatikus és ivarsejtben nagy szdmban
vannak jelen, igy a mtDNS-ben bekdvetkezé mutaciok altalaban az egyed teljes mitokondrium-
allomanyénak csak egy részét érinti. Heteroplazmia az az allapot, amikor vad tipusu €s mutans
mitokondriumok egyarant megtalalhatok egy egyedben (Gustafsson et al., 2016). In situ
koriilmények kozott a mtDNS rekombinacidjat nem figyelték meg, viszont a nukleéris
genomhoz viszonyitva 5-10-szer gyorsabb mutacids rataval birnak, amelynek oka, hogy a
mitokondriumb6l hianyoznak azok a hibajavitd enzimek, amelyek a sejtmagi DNS
replikacidjanak jelen vannak. Ezen tulajdonsagai miatt alkalmas a mtDNS a haplotipus
azonositas révén populdciogenetikai vizsgalatok, és kiilonbozd betegségekkel Osszefiiggd
genetikai valtozatok azonositasara (Castro et al., 1998). Eckert és munkatarsai (2010) a hazi
amelyek kozott 31 polimorf régiot ismertek fel. A vadmacskdk €s hazi macskak kozott nem
azonositottak atfedd haplotipusokat, 23 haplotipus volt jellemzd a hazi macskakra és 18 a

vadmacskakra (Eckert et al., 2010).
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1 Mintagyiijtés és tarolas

A vizsgalatban 72 macskaféle mintat vizsgaltunk, melybdl 16db fenotipus alapjan hazi
macska, mely szovetmintikat az Allatorvostudomanyi Egyetem munkatarsai biztositottak
szamunkra. 56db minta a nemzeti parkok munkatarsai altal keriiltek begytjtésre 1997.
decembere és 2023. oktobere kozott, Magyarorszag teriiletérol. 43db minta fenotipus alapjan
vadmacska csoportba lett sorolva a mintagytijtok altal, 13db minta esetében fenotipus alapjan
nem volt meghatarozhato a faj. A mintdk besoroldsa nem Kitchener et al., 2005 alapjan tortént.
A 8. abran lathato térképen jeloltem a vadmacska mintak szarmazasi helyeit. 3 vadmacska
minta szdrmazasi helyérél nem volt informacionk. A mintdk a beérkezést kovetden egyedi
mintaazonositd kodot kaptak, illetve rogzitésre keriilt a gylijtés pontos helye, id6pontja,
valamint a feltételezett faj is. A mintakat a laboratoriumba érkezést6l a DNS-izolalas
megkezdéséig -20°C-on, egyedileg csomagolva taroltunk.
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8. dbra. Magyarorszag térképén a vizsgalatban résztvevo mintak szarmazasi helyei.
1. Nyugat-Magyarorszag (n=4), 2. Dunantuli-dombsag (n=1), 3. Budai-hegység
(n=12), 4. Borzsony (n=9), 5. Matra (n=8), 6. Biikk-vidék (n=14), 7. Zempléni-

hegység (n=1), 8. Hortobagy (n=4). Kép forrasa: Google Earth.

3.2 DNS-izolalas
A szovetmintdkbol a genomi és mitokondridlis DNS izoldldsat megel6zden a mintak

elokészitésekor nagyjabol 30mg tomegli szovetdarab keriilt eltavolitasra egy erre a célra kijelolt
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1,5ml trtartalmu, jelolt Eppendorf csdbe. A DNS izolalas MagCore® HF16 DNS izolalo robot
(RBC Bioscience, Taiwan) segitségével, a szovetbdl torténd DNS-izolalasra alkalmas 401-es
kit hasznalataval tortént, a gyarto utasitasainak megfeleléen. A vérmintakbol a DNS izolalasasa
szintén MagCore® HF16 DNS-izolald robot segitségével tortént, a vérb6dl DNS-izolalasra
alkalmas 101-es kit hasznalataval, a gyartd utasitasainak megfeleléen. A MagCore® HF16
DNS izolal6 robot a 9 abran lathat6. Az izolalt DNS-t szovetminta €s vérminta esetén is 100pl

vizben vettiik fel.

MagCore®

=

xed

9. abra. A laboratoriumban talalhaté6 MagCore® HF16 DNS izolalo6 robot, amellyel
a DNS tisztitasa tortént.

crer

(NanoDrop ND1000 Spectrophotometer) ellendriztilk. A mintakat a tovabbi vizsgalatok
elvégzéséig -20°C-on taroltuk. A DNS mintakat a tovabbi vizsgalatok elvégzése eldtt 15ng/ul

koncentréciora higitottam.

3.3 Fajhatarozas mikroszatellit markerekkel, és a fragmentek analizise

A mintak populaciogenetikai vizsgalatdhoz 19 mikroszatellit markert hasznaltunk,
amelyek részletes adatait a 2. tablazat mutatja be (Menotti-Raymond et al., 1999). A 16kuszok
felszaporitasa 3 multiplex PCR reakcioval tortént. Az egyes PCR mixek Osszemérése 25ul
térfogatban tortént, 6ul (15ng/ul) mintaval. Az egyes 16kuszok esetében a forward és reverz
iranyu primereket primermixként 10 pM koncentracioban alkalmaztuk. A PCR program soran
95°C-on 15 percig zajlott a kezdeti denaturacid, amit 30 cikluson keresztiil 94°C-on 30
masodperc denaturacid, 58°C-on 30 masodperc annelacio és 72°C-on 1 perc elongacié kovetett.

60°C-on, 30 percig tortént a végso elongacio.
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Lokusz Jelolés* Termék hossza (bp)

FCAO001 NED 190-212
FCAOQ08 VIC 122-148
FCA023 PET 127-147
FCA043 VIC 116-128
FCAO045 PET 146-160
FCA090 6-FAM 93-120
FCAQ96 VIC 184-224
FCAQ97 NED 138-148
FCA126 6-FAM 139-145
FCA132 6-FAM 137-153
FCA149 PET 124-132
FCA220 6-FAM 214-222
FCA223 PET 195-227
FCA229 PET 160-170
FCA310 NED 121-137
FCAS06 6-FAM 232-258
FCA559 NED 141-195
FCAG98 NED 237-267

F115 PET 193-217

2. tablazat. A hasznalt mikroszatellit markerek és a fontosabb informaciok
(Menotti-Raymond et al., 1999). A NED sarga, a VIC zold, a PET piros és a 6-
FAM kék szin( festékkel tortént jelolést jelent.

A PCR reakciok eredményességét 1,5%-0s agardz gélelektroforézissel ellendriztiik,
reakcionként Spl-t vittiink fel a gélre 2ul 6xLD (Thermo Fisher, USA) festékkel és Sul
desztillalt vizzel elkeverve. A futds 120V-on 30 percig tortént, GeneRuler 100bp+ létraval.

A kapillaris elektroforézist megel6zden a denaturdlas érdekében a 100x-os higitast
kovetden a PCR termékek 1pul-¢hez 10,3ul-t mértem Hi-Di formamid és LIZ500 (Gene Scan™-
500LI1Z™ Size Standard) 33:1 aranyu keverékébdl.

Az igy elOkészitett mintak kapillaris elektroforézisét a Eurofins Biomi Kft. (G6dollo)
laboratoriumaban végezték. A futasfajlokat Peak Scanner™ (v1.0, Applied Biosystems) (10.

abra) és Geneious Prime® (Biomatters Ltd.) szoftver segitségével vizsgaltuk meg.
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10. abra. Az 1. mikroszatellit plex futasfajl ellenérzése Peak Scanner™ szoftver

hasznalataval.

A mintak genetikai struktirajanak vizsgalatara a Structure 2.3.4 (Pritchard et al., 2000)
modell alapt egyedi genotipusok alapjan klaszterezd szoftvert hasznaltuk. Kizarélag nem
kapcsolt markerekbdl 4116 egyedi genotipusadatok felhasznalasaval Markov chain Monte Carlo
(MCMC) algoritmussal modellezi az allélfrekvencidkat. A genetikai strukturaltsag analizisét
750 000 MCMC Iépéssel és 250 000 I1épéses burn in periddussal egytdl négyig terjedd K
lefuttatott lehetséges klaszterek koziil a legvaldsziniibb kivalasztasdhoz a Structure Harvester
programot hasznaltam (Earl and vonHoldt, 2012) A vadmacskak csoportjahoz tartozénak abban
az esetben tekintettiik az egyedeket, amennyiben tobb, mint 75%-ban genetikailag a vadmacska
csoporthoz tartoztak. Hazi macskanak akkor tekintettiik, ha kevesebb, mint 25%-ban hasonlitott

genetikailg a vadmacskakhoz.

3.4 A mtDNS szakaszok felszaporitasa és szekvenalas

A mitokondrialis  genom  16S rRNS  régidjanak  felszaporitasat  5°-
AATTGACCTTCCCGTGAAGAGG-3’ €s 5’-CCTAGGGTAACTTGTTCCGTTG-3’
primerpar hasznalataval végeztiik, amely kb. 258 bp hosszusagl szakaszt szaporit fel hazi

macskaban és vadmacskaban egyarant (Cossios and Angers, 2006).

A PCR reakciok 25l térfogatban zajlottak. A reakcid elegyek egyenként 12,511 DreamTaq
RNaz mentes vizet és Sul, 15ng/ul templatot tartalmazott. A PCR program a kdvetkezéképpen
zajlott: kezdeti denaturacié 95°C-on 3 percig, majd 35 ciklus alatt ciklusonként 95°C-on 30
mp-ig denaturacio, 62,5°C-on 30 mp-ig annelaci6 és 72°C-on 2 percig az elongacio zajlott. A
végsd elongacid 72°C-on 15 percig tortént. A PCR reakcio ellendrzése 1%-os agaroz gél
elektroforézissel (120V, 30 perc, GeneRuler 100 bp+ 1étraval). Pozitiv eredményt kdvetden a

PCR termékeket szekvenalashoz visszatisztitottam. A PCR termékek tisztitdsahoz
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NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up kitet (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG) hasznaltunk a

gyart6 utasitasai szerint.

agardz gélen (120 V, 30 perc, GeneRuler 100 bp+ 1étraval) megfuttattuk.

A pozitiv mintdkon a szekvenalé PCR-t és annak termékeinek kapillaris elektroforézisét a
Eurofins Biomi Kft.-nél (Go6dollo) végezték. A visszaérkezett futasfajlokat SeqMan Pro
(DNAStar, Inc) és Unipro UGENE 46.0 szoftver segitségével vizsgaltuk meg.

Végiil sajat eredményeinket osszevetettilk az NCBI nyilvanos adatbazisdban megtalalhato

szekvencidk koziil a KJ193070 vadmacska mitokondrium 16S rRNS szekvencidjaval.

3.5 Ivarhatarozas amelogenin gén segitségével és rokonsagi vizsgalat

A DNS minték ivaranak meghatarozasat az amelogenin gén segitségével végeztiik (Pilgrim
et al., 2005). Az ivarhataroz6 PCR-hez a 5’-CGAGGTAATTTTTCTGTTTACT-3’ és 5’-
GAAACTGAGTCAGAGAGGC-3’ primerpart hasznaltam, amely him egyedbdl szarmazo

minta esetén két, 194 és 214 bp hosszu terméket ad, mig néstényekbdl szarmazo minta esetén
egy, 214 bp hosszu termék képzddik (Pilgrim et al., 2005). A PCR reakciok 25ul térfogatban
zajlottak. A reakcio elegyekhez mintanként 12,5u1 Multiplex PCR Mixet, 0,25ul forward,
illetve szintén, 0,25ul reverz primert, 9ul desztillalt vizet tartalmazott, valamint a templatbol
3ul-t (15ng/ul) adtunk az elegyekhez. A PCR program soran az elddenaturacio 95°C-on 15
percig zajlott, ezt 35 cikluson keresztiil 30 masodpercig 94°C-on denatuéci6, 55°C-on 30
mésodpercig annelacié és 72°C-on elongacid kovetett. Végiil 72°C-on 30 percig a végso
elongacid tortént. Miutan lezajlott a PCR reakci6, 5Sul termék gélelektroforézisét 2ul 6xLD
(Thermo Fisher, USA) festékkel és Sul desztillalt vizzel elkeverve 2%-os agaroz gélen 140V-
on 90 percig végeztiik, GeneRuler 100bp+ létraval.

A vizsgalatban résztvevé mintak rokonsagi kapcsolatait a COLONY 2.0.6.7 (Jones and
Wang, 2010) szoftver segitségével elemeztiik. A program valosziniiségi modszer alapjan
dolgozik, paronkénti valoszinliségek alapjan hatarozza meg a sziil6i és testvéri kapcsolatokat.
A szoftver beallitasahoz teljes poligamiat hasznaltunk az anyai és apai oldalrdl is, és a Best

Cluster, Fullsib, Paternity és Maternity eredményeket vizsgaltuk.
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK
4.1 Mikroszatellit lokuszok vizsgalata

A Structure 2.3.4 egyedi genotipusok alapjan klaszterez6 szoftver eredményei alapjan
végeztiik a mintak csoportokba sorolasat (1 = referencia hazi macska, 2 = referencia vadmacska,
3 = vizsgalt mintak). A klaszterezé program a mintak ketté csoportra vald bontasanak (K = 2)
macskék csoportja (pirossal jeldlve) egyértelmilien elkiiloniilt a vadmacskak klaszterétdl
(zolddel jeldlve). A vizsgalt mintak kozott talalhato kilenc olyan egyed, amely kevesebb, mint
25%-ban hasonlit a vadmacskak csoportjahoz, ezek a mintdk a vizsgalat alapjan hazi macskak,
valamint 6t olyan minta talalhat6 a vizsgalt mintak k6zott, amelyik kevesebb, mint 75%-ban
hasonlitanak genetikailag a vadmacskakhoz, viszont tobb, mint 25%-ban tartoznak a hazi
macskak klaszterébe. Ezt az 6t mintat az analizis alapjan hazi macska és vadmacska hibridjének

tekintettik. A vadmacska klaszterbe 26 minta sorolhato.

A M9 B

LK) (mean +- SD)

Deltak = mean(|L"(K}|} / sd{L(K))

Mean of est. Ln prob of data

e

10 15 20 25 30 35 20 20 22 74 26 28 30
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0.20 25%

0.00

1

5 3

11. abra. A K értékek valoszintiségének logaritmusa (’A’), illetve a K érték
valtozasa (’B”) a Structure 2.3.4 szoftver altal készitett analizis alapjan. A
legmagasabb DeltaK (K = 2) érték alapjan a mintak két klaszterre valo bontasa a
legvaldsziniibb, ennek az analizisnek az eredménye lathato a C’ dbran. A
klaszterez6 analizisben a szdmok a csoportokat jelolik:1 = referencia hazi macskak,
2 =referencia vadmacskak, 3 = vizsgalt mintadk. Fajhoz sorolas 75% feletti, illletve

25% alatti valoszintiségnél tortént.
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4.2 Mitokondrialis DNS vizsgalata

2 mintanal a szekvenalas sikertelen volt. A szekvencidk KJ193070 referencia szekvencidhoz
illesztését kovetden a 16S rRNS szekvencidkban négy variabilis pozicidt azonositottunk, ezek
az altalunk hasznalt 520 bp hosszu KJ193070 referencia szekvencia 294., 323., 371. és 372.
asszociaciot sem a vadmacskak, sem a hazi macskak csoportjaval, igy ezt a tovabbiakban nem
vizsgaltuk. A 16S rRNS szekvenciak vizsgalatakor haromféle haplotipust azonositottunk, ezek

a 3. tablazatban lathatdak.

c.323 c.371 c.372

KJ193070 C C T
Haplotipus 1 C C T
Haplotipus 2 T T C
Haplotipus 3 T C T

3. tablazat. A mitokondrium 16S rRNS vizsgalatakor azonositott mitokondrialis

haplotipusok, melyek az egyes csoportokkal asszocialtak.

Az egyes haplotipusok az atalunk vizsgalt csoportok (hdzi macskak, vadmacskak és
hibridek) kozott eltéré gyakorisaggal fordultak elé, amelyet a 4. tablazat, és a 12. abra
szemléltet. A 3 haplotipus koziil a vizsgalatunkban résztvevd mintdkban 2 haplotipus kozel

magasabb gyakorisaggal fordult eld, mig a 3. haplotipus jelentdsen kisebb gyakorisaggal.

Hazi macskak Vadmacskak Hibridek
Frekvencia Frekvencia Frekvencia
Haplotipus 1 (CCT) 0,087 0,833 0,400
Haplotipus 2 (TTC) 0,652 0,048 0,600
Haplotipus 3 (TCT) 0,261 0,119 0,000

4. tablazat. A vizsgalt mintak genetikai klaszterekbe sorolasat kovetden az egyes

haplotipusok frekvencidja csoportonként.
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A harom mitokondrialis SNP varians eloforduldsa a vadmacskak, hazi
macskak €s hibridek csoportjaban

35db
90,0%
e 83.3%
15db
65,2% 3db
60,0%
60,0%
m Hazi macska
43‘101’0/ B Vadmacska
o Hibrid
6db
30.0% 26,1%
>db Sdb
8.7% 2db 11,9%
4,8% 0db
0,0%
0.0%
CCT TTC TCT

12. abra. Az altalunk azonositott harom haplotipus a mtDNS 16S rRNS

crcr

macskak, vadmacskak és hibridek csoportjaban (lasd 3. és 4. tablazat). Az oszlopok
felett a haplotipusok egyes csoporton beliil azonositott darabszama, alatta a

haplotipus frekvenciaja a csoportban.

Az 5. tablazatban lathaté a vizsgalatban résztvevd egyes egyedek mitokondridlis
genotipusa az altalunk azonositott SNP poziciokban a vadmacskak, hazi macskak, valamint a

vizsgalt mintak csoportjaban.

A 13. ébran a klaszterezd analizis és a mitokondrialis SNP-k eredményének Osszesitett

tablazata lathato.
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Minta Pozicid Minta Pozicio

azonositd 3537 371 372, azonositd. "33 371 372,

KJ193070 C C T KJ193070 C C T
2323 T T C 6522 C C T
2325 T T C 6523 C C T
2327 T T C 6524 C C T
2328 T T C 6525 C C T
4731 T T C 6526 C C T
5963 T T C 6527 T C T
5964 T T C 1533 C C T
5965 T T C 1534 C C T
5966 T T C 2330 C C T
5967 T C T 2331 T T C
5068 T T C 2332 T T C
5969 T T C 2333 C C T
5970 T T C 2334 C C T
5971 C C T 2335 T T C
6824 ] ] ] 2551 C C T
6825 T T C 5722 C C T
2489 C C T 6319 C C T
4379 C C T 6324 C C T
5487 T C T 6649 T C T
5489 T C T 6650 C C T
5491 T C T 6771 C C T
5494 C C T 6772 T T C
5495 C C T 6823 C C T
5496 C C T 6833 ] ] ]
5502 C C T 6834 T C T
5511 T C T 6835 T C T
5566 C C T 6836 T C T
5692 C C T 6837 T C T
5693 C C T 6838 T C T
5697 C C T 5836 C C T
5702 T T C 6201 C C T
5895 C C T 6202 C C T
6204 C C T

6209 T T C

6246 C C T

6284 C C T

6323 C C T

6200 C C T

5700 T T C

5706 C C T

5. tablazat. A mtDNS 16S rRNS-en talalhato variabilis poziciok. Bal oldalon feliil
a referencia hazi macska mintak, alatta a referencia vadmacska mintak, jobb

oldalon pedig a vizsgalt mintak alléljai lathatoak.
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13. Abra. A mitkondrium 16S rRNS szekvenciajaban azonositott SNP markerek eredményei a mikroszatellit markerekkel a Structure

ével Osszevetve
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4.3 Ivarhatarozas és rokonsagi vizsgalat

Az altalunk vizsgalt 72db macskaféle minta koziil az ivarhataroz6 PCR elvégzését

kovetden 37 minta bizonyult ndsténybdl, 34 minta himbdl szarmazonak, mig egy

minta esetében az ivarhatarozas sikertelen volt.

A rokonsagi kapcsolatok vizsgalatakor a COLONY program segitségével négy lehetséges

testvércsoportot azonositottuk, ezek a 6. tablazatban lathatoak.

’ Lehetséges testvércsoportok
Faj | Testvér | Testvér | Testvér | Testvér |Testvér| Gytjtés helye
Valoszinliség 1 2 3 4 5
100% Fs 5487 5489 5491 Bp. Zoo
99,27% Fs 5494 5495 5496 2551 Miskolc Zoo
Fe | 6834 | 6835 | 6836 | 6837 | 683y | LukkiNemzeli
100% Park Igazgatosag
100% Fs 6201 6204 MezOnagymihaly

6.tablazat. A COLONY program segitségével azonositott testvércsoportok
valosziniisége, illetve a csoporthoz tartozé mintak azonositd kodjai. A fajok
roviditései a kovetkezok: Fs = vadmacska, Fc = hazi macska
A rokonsagi kapcsolatokat megerdsiti a gylijtés ideje és helyszine, mely a

kiilonboz6 testvércsoportoknal azonos.

4.4 Eredmények értékelése

Tobb korabbi kutatas sordn, amelyek célja a vadmacskak allomanyainak felmérése volt
(Lecis et al., 2005, Eckert et al., 2010, Mattucci et al., 2013), alkalmaztak a hazi macskakon
leirt primer parok valamelyikét (Menotti-Raymond et al., 1999), amelyek koziil mi is
hasznaltunk ezen kutatds soran. A klaszteranalizis soran a 19 mikroszatellit lokusz
hasznalataval elkiiloniilt egymastol a hazi macskdk és vadmacskak csoportja. Eurépaban a faj
kiilonbozd elterjedési régidiban eltéré mértékben fordul eld a hazi macskékkal torténd
hibridizaci6. Korabbi felmérések alapjan Magyarorszagon jelentdsen veszélyezteti a faj

fennmaradasat ez a tényez6 (Pierpaoli et al., 2003, Lecis et al., 2005).

Kutatasunk soran az STR markerekkel tortént vizsgalat soran 72db macskaféle mintat
vizsgaltunk. A populacidgenetikai vizsgalat soran 16 hazi macska és 16 vadmacska referencia
mintaval tortént a vizsgalt mintaink analizise. A 40db vizsgalt minta koziil a Structure analizis
alapjan 26db minta szarmazott vadmacskatol és 9db hazi macskatol. 5db minta bizonyult a két

taxon hibridjébdl szarmazonak. Az altalunk hasznalt mikroszatellit marker-szettel a
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hibridizacid F1 szintig allapithaté meg, F2 szint felett kevésbé allapithaté meg megbizhatoan a
hibridizacié megléte. F3 szinttdl az SNP markerek megbizhatobbnak bizonyulnak a
mikroszatelliteknél. A fenotipus alapjan vadmacskénak besorolt 43db minta koziil 7db
bizonyult a 19 mikroszatellit lokusz alapjan hazi macskanak, ez a fenotipus alapjan vadmacska
mintak 16,28%-a. A fenotipus alapjan vadmacska mintak 4,65%-a bizonyult az STR markerek
alapjan hibridnek (2 minta). A fenotipusosan vadmacska mintak 79,07%-a, azaz 34 minta
bizonyult valéban vadmacskanak az STR lokuszok alapjan. A fenotipus alapjan nem hazi
macskanak besorolt minta (56db) koziil 42db volt vadmacska (75%), 9db hazi macska (16,1%),
¢s 5db vadmacska és hazi macska hibridje (8,9%).

A mtDNS 16S rRNS szekvencidk elemzésekor a mitokondrialis szekvenciagenom 16S
rRNS referencia szekvencia 323., 371. és 372. pozicidiban 3 olyan SNP markert tudtunk
azonositani, amelyek asszocialtak a mintak klasztereivel (1asd 3. tablazat). Ezek kozott az SNP-
k kozott 3 haplotipust azonositottunk, amelyek frekvencidja eltéré volt a vadmacskak, hazi
macskak és hibridek kozott, illetve a mintakban is eltérd gyakorisaggal fordultak el6. A mtDNS
macskaja koziil 2db az 1. haplotipusba (CCT) tartozott (hazi macskak 9%-a), 15 minta a 2.
haplotipust (TTC) hordozta (ez a hazi macska mintak 65%-a), mig 6 egyed a 3. haplotipusba
(TCT) tartozott (ez a hazi macska mintak 26%-a). A 42db vadmacskakhoz sorolt mintabol 35
hordozta a 1. haplotipust (CCT) (83%), 2 mintaban volt megtalalhat6 a 2. (TTC) haplotipus (ez
a vadmacska mintak 5%-a volt), a vadmacska mintak koziil 5 hordozta a 3. haplotipust (TCT)
(ez a vadmacskak 12%-a volt). A hazi macska ¢és vadmacska hibridjeként azonositott 5 minta
koziil 2 a Haplotipus 1 (40%), mig 3 a Haplotipus 2-t (60%) hordozta. A hibridek kozott a 3.
haplotipust nem azonositottuk. A mikroszatellit markerek altal meghatarozott fajszinti
besorolds nem minden esetben egyezik a mitokondridlis SNP markerek altali besoroléassal,
mivel egy esetleges fajok kozotti keresztezddést kdvetden tobb generacioval a mikroszatellit
markerek elkiilonitd képessége jelentdsen csokken. Két minta (5700 és 5702), amelynél a
gyljtés helye és ideje azonos volt, a mitokondridlis szekvencia elemzése soran a hdzi macskakra
inkabb jellemzd genotipust azonositottuk, ezzel szemben a mikroszatellit markerek eredménye
alapjan az 5700 a hibridek, mig az 5702 a vadmacskak klaszterébe keriilt besorolasra. Tehat a
mtDNS 16S rRNS szekvencia utalhat egy korabbi hibridizacidés eseményre.

A testvércsoportok jelenléte megerdsiti a mitokondrialis genotipus vizsgalatakor kapott
eredményeket, mivel azoknal a mintdknal, amelyeknél feltételezhetd testvéri kapcsolatot

sikeriilt kimutatni, megegyez6 mitokondrialis SNP-k kimutatasa valdsult meg.
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A kutatocsoport macskaféle genetikai munkajabol a sajat kutatasi eredményeim, hogy 18
DNS-t izolaltam szovet és vérmintabol, tovabba 16S rRNS vizsgalatot végeztem 72db mintan,
valamint 13db STR vizsgalatot csindltam 19 mikroszatellit markerrel. A vizsgalt mintak ivarat
amelogenin gén segitségével hataroztam meg. Ezenkiviil a klaszterezd analizis 0sszeallitasat és

kiértékelését, valamint a 16S rRNS szekvencidk elemzését €s értékelését végeztem.
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5. OSSZEFOGLALAS

A Magyarorszagon fokozottan védett, erdds és fiives teriilethez egyarant kotddo europai
vadmacska (Felis silvestris silvestris [Schreber, 1777]) helyzete az elmult évszazadban
jelentdsen leromlott. Fennmaradéasat az €lohely pusztulasa és az orvvadaszat mellett a hazi
macskakkal (Felis silvestris catus [Linnaeus, 1758]) torténé intenziv hibridizacio is
veszélyezteti. Hazankban a védett fajok hibridei, igy a vadmacska hibridek is védettséget
¢élveznek, azonban a faj fennmaradasa szempontjabdl nélkiilozhetetlen a fajtiszta vadmacskak
azonositasa.

A kutatas soran autoszomalis lokuszok mikroszetellit markereivel vizsgaltuk a hazank
teriiletérél szarmazd macska mintakat, és végeztiik el azok klaszterekbe sorolasat. Majd a
mitokondrialis genom (mtDNS) 16S rRNS régio elemzésekor kerestiink eltérést a vadmacskak
¢s hazi macskdk szekvencidjaban. Végiil az amelogenin génre specifikus primerpar
hasznélataval a mintdk ivardnak meghatarozasa zajlott, hogy a mintdk esetleges rokonsagi
kapcsolata vizsgalhato legyen. 72 mintdnak hataroztuk meg a mikroszatellitek altal a
mintdk mikroszatellit markerek alapjén torténd analizisekor a hdzi macskak és vadmacskak
csoportja elkiiloniilt egymastol. 40 vizsgalt mintabol 26 bizonyult vadmacskanak, 9 a hazi
macskak klaszterével mutatott egyezdséget és 5 mintat hibridként azonositottunk. A 16S rRNS
szekvenciak elemzésekor harom olyan SNP-t azonositottunk, amely asszocialt a vadmacskak,
vagy hazi macskak csoportjaval. Ezek az SNP-k a mtDNS 16S rRNS 323., 371. és 372.
pozicidiban voltak megtalalhatok. Valamint ezen SNP-k harom haplotipusat ismertiik fel,
amelyek eltéré frekvenciaval voltak jelen a mintakban, illetve az egyes csoportok (hazi
macskak, vadmacskak) kozott is eltéré gyakorisagot tapasztaltunk. Az ivarhatarozé PCR
elvégzésével 37 ndstény €s 34 him mintat azonositottunk. A rokonsagi kapcsolatokat célzo

vizsgalata sordn négy testvércsoportot talaltunk a mintaink kozatt.

A mitokondrialis haplotipusok kevésbé bizonyultak megbizhatonak a fajmeghatarozasban
az autoszomalis markerekhez képest. A mt 16S rRNS CCT haplotipusa 83,3%-0s ardnyban volt
jelen a vadmacskakban, mig a TTC haplotipus 65,2%-ban asszocialt a hdzi macskak
csoportjaval. A fajelkiilonités megbizhatdésaga tovabbi tetranukleotid STR markerek
bevonasaval novelhezd. A hibridizaci6 detektalasa Gjgeneracios szekvendlasi modszerekkel a
legmegbizhatobb, mely soran tobb ezer SNP keriil detektalasra. A fajazonossag meghatarozasa
jelenleg mikroszatellit-markerekre épiil, melyekkel pontosabban megallapithatd az esetleges
hibridizacid, azonban hazankban a jelenlegi szabéalyozas alapjan a védett fajok hibridjei is
védettséget élveznek, igy amennyiben a mtDNS eredmény vadmacska anyasagot feltételez, az

allat torvényileg visszahelyezhetd a természetbe, am ez természetvédelmi szempontbdl vitatott.
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(SNPs). https://www.genome.gov/genetics-glossary/Single-Nucleotide-Polymorphisms.
Utoljara megtekintve:2023. 10. 15.
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7. KOSZONETNYILVANITAS

A TDK dolgozatom megirasa soran szamos olyan szakember volt segitségemre, akik
nélkiil nem késziilhetett volna el a dolgozat, ezért halas koszonet illeti dket. Elsdsorban
koszonettel tartozom a témavezetdimnek Dr. Stéger Viktornak és Ninausz Noranak, akik
szaktudasukkal, tandcsaikkal ¢és tiirelmiikkel tdmogattak a munkdm soran. Koszonet illeti
tovabba Fehér Pétert, aki témavezet6im mellett segitségemre volt a laboratoriumi munka

elsajatitasaban, valamint tanacsaival hozzajarult a dolgozatom mindségének emeléséhez.

A Biikki Nemzeti Park Igazgatosag teriiletérdl szarmazé mintak gytjtésében kdszonettel
tartozom Gombkotd Péternek a Biikki Nemzeti Park Igazgatdosdg gerinces zoologiai
szakreferensének, illetve a Biikki Nemzeti Park Igazgatosag Természetvédelmi Orszolgalat
munkatarsainak. Koszonom tovabba az Orségi Nemzeti Park Igazgatésag és a Budakeszi

Vadaspark munkatarsainak a mintagyijtést.

Nem utolsé sorban szeretném koszonetemet kifejezni Dr. Varga Laszlo tanar urnak, aki

segitette tétmavalasztasomat.
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8. FUGGELEK

Minta | Faj fenotipus 165 rRNS Yariébilis Ivar
azonositd alapjénp Faj STR alapjan poziciok
108. 156. 157.
2323 Hazi macska | Hazi macska T T C | No6stény
2325 Hazi macska | Hazi macska T T C | No6stény
2327 Hézi macska | Hazi macska T T C Him
2328 Hézi macska | Hazi macska T T C Him
4731 Hézi macska | Hézi macska T T C | NOstény
5963 Hézi macska | Hazi macska T T C Him
5964 Hézi macska | Hézi macska T T C | NOstény
5965 Hézi macska | Hézi macska T T C | NOstény
5966 Hézi macska | Hazi macska T T C Him
5967 Hézi macska | Hézi macska T C T | Nostény
5968 Hézi macska | Hézi macska T T C | Né6stény
5969 Hézi macska | Hézi macska T T C Him
5970 Hézi macska | Hézi macska T T C | Né6stény
5971 Hézi macska | Hézi macska C C T Him
6824 Héazi macska | Hézi macska - - - N0stény
6825 Hézi macska | Hazi macska T T C Him
6524 Vadmacska VVadmacska C C T Him
6525 Vadmacska Vadmacska C C T Him
1533 Vadmacska VVadmacska C C T Him
1534 Vadmacska Vadmacska C C T Him
2333 Vadmacska VVadmacska C C T Him
2334 Vadmacska Vadmacska C C T Him
2489 Vadmacska Vadmacska C C T | Nostény
2551 Vadmacska Vadmacska C C T Him
4379 Vadmacska Vadmacska C C T Him
5487 VVadmacska Vadmacska C C T | Nostény
5489 VVadmacska Vadmacska T C T | Nostény
5491 Vadmacska Vadmacska T C T Him
5494 Vadmacska Vadmacska C C T | Nostény
5495 Vadmacska Vadmacska C C T | Nostény
5496 Vadmacska Vadmacska C C T | Nostény
5502 Vadmacska Vadmacska C C T | Nostény
5511 Vadmacska Vadmacska T C T Him
5566 Vadmacska Hibrid C C T Him
5692 Vadmacska Vadmacska C C T Him
5693 Vadmacska Hibrid C C T | Nostény
5697 Vadmacska Vadmacska C C T Him
5702 Vadmacska Vadmacska T T C | Nostény
5722 Vadmacska Vadmacska C C T | Nostény
5895 Vadmacska Vadmacska C C T | Nostény
6200 Vadmacska Vadmacska C C T | Nostény

39




6201 VVadmacska Vadmacska C C T Him
6202 VVadmacska Vadmacska C C T Him
6204 VVadmacska Vadmacska C C T | Nostény
6246 VVadmacska Hazimacska C C T | NOstény
6284 VVadmacska Vadmacska C C T Him
6323 VVadmacska Vadmacska C C T Him
6324 Vadmacska Vadmacska C C T | Néstény
6649 Vadmacska Vadmacska T C T Him
6650 Vadmacska Vadmacska C C T | Néstény
6771 Vadmacska Vadmacska C C T | Néstény
6823 Vadmacska Hézimacska C C T Him
6319 Vadmacska Hazimacska C C T | N6stény
6833 Vadmacska Hézimacska - - - Him
6834 Vadmacska Hazimacska T C T Him
6835 VVadmacska Hazimacska T C T | Nostény
6836 Vadmacska Hazimacska T C T | Nostény
6837 Vadmacska Vadmacska T C T | Nostény
6838 Vadmacska Vadmacska T C T | Nostény
5706 Vadmacska Hibrid C C C | Nostény
2330 Vadmacska C C T | Néstény
2331 Hazimacska T T C Him
2332 Hibrid T T C Him
2335 Vadmacska T T C Him
5836 Vadmacska C C T

6522 Vadmacska C C T | Nostény
6523 Hibrid C C T Him
6524 Vadmacska C C T Him
6525 Vadmacska C C T Him
6526 Vadmacska C C T Him
6527 VVadmacska T C T | Nostény
6772 Hazimacska T T C Him
6209 Hibrid T T C Him
5700 Hibrid T T C | Nostény

1. Tabléazat. Az eredmények Gsszesitett tablazata.
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5566Fs (1>180)
§527Fs (1>180)
2327Fc(1>180)
5963Fc(1>180)
5702Fs (1>180)
5964Fc(1>180)
2323Fc(1>130)
5965Fc(1>180)
5968Fc(1>180)
5966Fc(1>180)
4731Fc(1>180)
2335Fc(1>130)
5970Fc(1>180)
2328Fc (1>180)
59€9Fc (1>180)
2331Fc(1>130)
5971Fc(1>180)
6204Fs (1>180)
6202Fs (1>180)
525Fs (1>180)
2551Fs(1>130)
6526Fs (1>180)
6524Fs (1>180)
6523Fs (1>180)
2489Fs (1>130)
§522Fs (1>180)
5576Fs (1>180)
2333Fs(1>130)
3625Fs (1>180)
2334Fs (1>180)
5967Fc (1>180)

R

c.294 c.323 c.371, ¢.372

v v w

CCTATGGAGCTTTARTTAACCGACCCARAGAGACCATATGARCCAACCGACAGGARCAACARACCTCTATATGGGCCGACAATTTAGGTTGGGGTGACCTCGGAGAATARAACARCCTCCGAGTGATTTARATCTAGACTAACCAGTCGARRGTACTACATCACTTATTGATCCAARRACY
CCTATGGAGCTTTARTTAACCGACCCARRGAGACCATATGARCCAACCGRCAGGARCAACARACCTCTATATGGGCCGACAAT T TAGGTTGGGGTGACCTCGGAGAATARAACARCCTCCGRGTGATTTARATCTAGACTAACCAGTCGARRGTACTACATCACT TATTGATCCAARRACY
CCTATGGAGCTTTAATTAACCGACCCARRAGAGACCATATGARCCAACCGACAGGAACAACARACCTCTATATGGECCGGCARTTTAGGTTGGGETGACCTCGGAGARTARARCARCCTCCGAGTGATTTARRT CTAGACTAACCAGTCGARAGTAT CACATCACTTATTGATCCARARACP
CCTATGGAGCTTTAATTAACCGACCCAAAGAGACCATATGAACCAACCGACAGGAACAACAAACCTCTATATGGGCCGGCAATTTAGGTTGGGGTGACCTCGGAGAATARARCAACCTCCGAGTGATTTARAT CTAGACTAACCAGTCGAAAGTAT CACATCACTTATTGATCCARARACP
CCTATGGAGCTTTARTTARCCGACCCAAAGAGACCATATGAACCAACCGACAGGARCAACARACCTCTATATGEGCCGGCART TTAGGT TGEGETGACCTCGGAGAATARAACAACCTCCGAGTGATTTAAATCTAGACTARCCAGTCGAAAGTAT CACATCACTTATTGATCCARARACY
CCTATGGAGCTTTARTTAACCGACCCARAGAGACCATATGARCCAACCGRCAGGARCAACARACCTCTATATGGGCCGECAAT T TRGGTTGGGGTGACCTCGGAGARTARAACARCCTCCGRGTGATTTARATCTAGACTAACCAGTCGARRGTATCACATCACT TATTGATCCAARRACY
CCTATGGAGCTTTAATTAACCGACCCARAGAGACCATATGARCCAACCGACAGGAACAACARACCTCTATATGGGCCGGCAATTTAGGTTGGGETGACCTCGGAGARTARARCARCCTCCGAGTGATTTARRT CTAGACTAACCAGTCGARAGTAT CACATCACTTATTGATCCARARACP
CCTATGGAGCTTTAATTAACCGACCCAAAGAGACCATATGAACCAACCGACAGGAACAACAAACCTCTATATGGGCCGGCAATTTAGGTTGGGGTGACCTCGGAGAATARARCARCCTCCGAGTGATTTARAT CTAGACTAACCAGTCGAAAGTAT CACATCACT TATTGATCCARARACP
CCTATGGAGCTTTAATTAACCGACCCARAGAGACCATATGARCCAACCGACAGGARCAACARACCTCTATATGGGCCGGCAATTTAGGTTGGGGTGACCTCGGAGAATARAACARCCTCCGAGTGATTTARATCTAGACTAACCAGTCGARRGTATCACATCACTTATTGATCCAAARACY
CCTATGGAGCTTTARTTARCCGACCCAARGAGRCCATATGAACCARCCGACAGGARCAACARACCTCTATATGEGCCGGCARTTTAGGT TGEEETGACCTCGGAGRRTARAACAACCTCCGAGTGATTTAARTCTAGACTARCCAGTCGAARGTATCACATCACTTATTGATCCARRRACY
CCTATGGAGCTTTAATTAACCGACCCARRGAGACCATATGARCCAACCGACAGGAACAACARACCTCTATATGGGCCGGCARTTTAGGTTGGGETGACCTCGGAGAATARARCARCCTCCGAGTGATTTARRT CTAGACTAACCAGTCGARAGTAT CACATCACTTATTGATCCARARACP
CCTATGGAGCTTTAATTAACCGACCCAAAGAGACCATATGAACCAACCGACAGGAACAACAAACCTCTATATGGGCCGGCAATTTAGGTTGGGETGACCTCGGAGAATARARCARCCTCCGAGTGATTTARAT CTAGACTAACCAGTCGARAGTAT CACATCACTTATTGATCCARARACP
CCTATGGAGCTTTAATTAACCGACCCARAGAGACCATATGARCCAACCGACAGGARCAACARACCTCTATATGGGCCGGCAATTTAGGTTGGGGTGACCTCGGAGAATARAACARCCTCCGAGTGATTTARATCTAGACTAACCAGTCGARRGTATCACATCACTTATTGATCCAARAACY
CCTATGGAGCTTTARTTAACCGACCCARRGAGACCATATGARCCAACCGRCAGGARCAACARACCTCTATATGGGCCGGCAAT T TRGGTTGEGGTGACCTCGGAGAATARAACARCCTCCGAGTGAT TTARATCTAGACTAACCAGTCGARRGTATCACATCACT TATTGATCCAARRACY
CCTATGGAGCTTTAATTAACCGACCCARAGAGACCATATGARCCAACCGACAGGAACAACARACCTCTATATGGGCCGGCARTTTAGGTTGGGETGACCTCGGAGAATARARCARCCTCCGAGTGATTTARRT CTAGACTAACCAGTCGARAGTAT CACATCACTTATTGATCCARARACP
CCTATGGAGCTTTAATTAACCGACCCAAAGAGACCATATGAACCAACCGACAGGAACAACAAACCTCTATATGGGCCGGCAATTTAGGTTGGGETGACCTCGGAGAATARARCARCCTCCGAGTGATTTARAT CTAGACTAACCAGTCGARAGTAT CACATCACTTATTGATCCARARACP
CCTATGGAGCTTTAATTAACCGACCCAAAGAGACCATATGARCCAACCGACAGGARCAACARACCTCTATATGGGCCGGCAATTTAGGTTGGGGTGACCTCGGAGAACARAACARCCTCCGAGTGATTTARATCTAGACTAACCAGTCGARRGTACTACATCACTTATTGATCCAAAAACY
CCTATGGAGCTTTARTTAACCGACCCARAGAGACCATATGARCCAACCGRACAGGARCAACARACCTCTATATGGGCCGGCAAT T TAGGTTGGGGTGACCTCGGAGARCARAACARCCTCCGRGTGAT TTARATCTAGACTAACCAGTCGARRGTACTACATCACT TATTGATCCAARRACY
CCTATGGAGCTTTARTTAACCGACCCAAAGAGACCATATGAACCAACCGACAGGAACAACAAACCTCTATATGGGCCGGCAATTTAGETTGEGGTGACCTCGGAGARCARARCAACCTCCGAGTGATTTAARTCTAGACTARCCAGTCGARAGTACTACATCACTTATTGATCCARARAC Y
CCTATGGAGCTTTAATTAACCGACCCAAAGAGACCATATGAACCAACCGACAGGAACAACAAACCTCTATATGGGCCGGCAATTTAGETTGGGETGACCTCGGAGAACARARCARCCTCCGAGTGATTTARAT CTAGACTAACCAGTCGARAGTACTACATCACTTATTGATCCARARACP
CCTATGGAGCTTTAATTAACCGACCCARAGAGACCATATGARCCAACCGACAGGARCAACAAACCTCTATATGGGCCGGCAATTTAGGTTGGGGTGACCTCGGAGAACARAACARCCTCCGAGTGATTTARATCTAGACTAACCAGTCGARRGTACTACATCACTTATTGATCCAAAAACD
CCTATGGAGCTTTARTTAACCGACCCARAGAGACCATATGARCCAACCGRCAGGARCAACARACCTCTATATGGGCCGGCAAT T TAGGTTGGGGTGACCTCGGAGAACARAACARCCTCCGRGTGAT TTARATCTAGACTAACCAGTCGARRGTACTACATCACT TATTGATCCAARRACY
CCTATGGAGCTTTAATTAACCGACCCARAGAGACCATATGARCCAACCGACAGGARCARCARACCTCTATATGGGCCGGCARTTTAGGTTGGGETGACCTCGGAGAACARARCARCCTCCGAGTGATTTARRT CTAGACTAACCAGTCGARAGTACTACATCACTTATTGATCCARARACP
CCTATGGAGCTTTARTTAACCGACCCAAAGAGACCATATGAACCAACCGACAGGARCAACAAACCTCTATATGGGCCGGCARTTTAGET TGGGGETGACCTCGGAGAACARAACAACCTCCGAGTGATTTAART CTAGACTARCCAGTCGARAGTACTACATCACTTATTGATCCARARACY
CCTATGGAGCTTTAATTAACCGACCCARAGAGACCATATGARCCAACCGACAGGARCAACARACCTCTATATGGGCCGGCAATTTAGGTTGGGGTGACCTCGGAGAACARAACARCCTCCGAGTGATTTARATCTAGACTAACCAGTCGARRGTACTACATCACTTATTGATCCAAAAACY
CCTATGGAGCTTTARTTAACCGACCCARRGAGACCATATGARCCAACCGRCAGGARCAACARACCTCTATATGGGCCGGCAAT T TAGGTT66GGTGACCTCGGAGARCARAACARCCTCCGAGTGAT TTARATCTAGACTAACCAGTCGARRGTACTACATCACT TATTGATCCAARRACY
CCTATGGAGCTTTAATTAACCGACCCARAGAGACCATATGARCCAACCGACAGGAACARCARACCTCTATATGGGCCGGCARTTTAGGTTGGGETGACCTCGGAGAACARARCARCCTCCGAGTGATTTARRT CTAGACTAACCAGTCGARAGTACTACATCACTTATTGATCCARARACP
CCTATGGAGCTTTAATTAACCGACCCAAAGAGACCATATGAACCAACCGACAGGAACAACAAACCTCTATATGGECCGGCAATTTAGETTGGGETGACCTCGGAGAACARARCARCCTCCGAGTGATTTARAT CTAGACTAACCAGTCGARAGTACTACATCACTTATTGATCCARARACP
CCTATGGAGCTTTARTTAACCGACCCAAAGAGACCATATGAACCAACCGACAGGAACAACARACCTCTATATGEGCCGGCAAT TTAGGTTGEGETGACCTCGGAGAACARAACAACCTCCGAGTGATTTAAATCTAGACTARCCAGTCGAAAGTACTACATCACTTATTGATCCARARACY
CCTATGGAGCTTTARTTAACCGACCCARAGAGACCATATGARCCAACCGACAGGARCAACARACCTCTATATGGGCCGGCAAT T TAGGTTGGGGTGACCTCGGAGARCARAACARCCTCCGRGTGATTTARATCTAGACTAACCAGTCGARRGTACTACATCACT TATTGATCCAARRACY

CCTATGGAGCTTTAAT TARCCGACCCARAGAGACCATATGAACCAACCGACAGGAACAACAAACCTCTATATGGGCCGGCAATTTAGET TEGGGTGACCTCGGAGAAT ARARCAACCTCCGAGTGATTTAAAT CTAGACTAACCAGTCGARRGTACTACATCACTTATTGATCCARRRACP

1. Abra. A 16S rRNS szekvenciak illesztése SeqMan szoftverrel. A variabilis nukleotidok piros szinnel jeldltek.



npops = 3

nloci = 19
FCA132
pop = hazimacska
2323 153
2325 153
2327 137
2328 137
4731 137
5963 137
5964 135
5965 141
5966 143
5967 153
5968 141
5969 153
5970 155
5971 139
6824 139
6825 139
pop = vadmacska
489 139
4379 155
5487 153
5489 139
5491 139
5494 145
5495 153
5496 145
5502 155
5511 139
5566 155
5692 153
5693 145
5697 153
5702 155
5895 155
pop = vizsgalt
6522 137
6523 141
6524 159
6525 155
6526 155
6527 139
1533 159
1534 155
2330 153
2331 151
2332 139
2333 155
2334 151
2335 151
2551 153
5722 155
6319 139
6324 155
6649 139
6650 151
6771 155
6772 139
6823 151
6833 143
6834 139
6835 139
6836 139
6837 139
6838 139
5836 139
6201 151
6202 137
6204 151
6209 153
6246 153
6284 155
6323 159
6200 131
5700 153
5706 139

155
153
157
159
141
141
157
145
151
155
153
159
155
139
155
155

155
155
155
155
151
155

149
159
149
155
155
153
157
155
155

161
141
159
157
155
155
159
157
157
157
151
161
157
161
155
155
161
159
151
151
161
145
155
159
155
155
155
155
155
153
161
155
161
155
153
155
161
135
155
153

FCA043

120
120
120
118
126
124
124
120
126
120
120
120
126
126
126
120

130
118
118
120
118
118
132
120
120
118
118
118
118
118
120
120

120
118
120
120
130
130
118
120
120
120
120
118
126
130
132
120
126
118
118
118
120
126
120
120
126
126
128
126
128
130
130
120
130
120
130
118
126

126
120

132

126
120

132

126

FCA096

208
208
208
208
208
208
208
208
208
208
184
208
184
208
208
208

220
184
184
184
184
226
224
224
222
220
224
220
220
226
208
220

208
208
224
208
184
208
220
214
220
208
208

220
208
226
208
184
216
216
184
218
208
220
208
184
208
184
208
208
226
184
210
184
224
216
220
216

208

208

218

FCA097

146
148
140
138
148
146
144
138
146
136
146
150
144
146
136
146

138
136
136
136
136
138
136
138
138
140
138
138
136
138
138
142

138
138
136
138
136
136
136
136
140
148
140
138
136
138
138
138
142
136
136
136
138
148
136
146
136
148
136
142
142
136
138
138
138
140
136
136
136
136
142
136

148
148

144
148
150
144
146
150
144
152
150
144
146
144
148

146
146
138
138
138
150
138
150
140
146
140
138
144
146
138
150

152

152

138

138
148
148
150

150
150
140
150
138
150
144
138
136
138
136
146
136

259

261

235

249
249
257
257
249
249
253
251
259
249
257
259
259
253
259
247

259
261
261
261
259
261
259
259
261
261
261
257
259
261
259
261

253
261
259
261
253
253
261
259
259
257
259
259
259
265
261
261
247
261
259
261
261
247
261
255
259
259
259
259
259
259
261
261
261
261
259
261
259

261
249

FCA023

153
147
147
153
153
149
153
145
153
157
153
153
153
153
147
157

137
137
135
135
135
137
137
137
137
137
135
137
147
137
137
137

137
143
137
135
157
153
133
135
133
153
157
137
145
135
137
155
153
135
139
157
153
153
141
153
153
153
153
141
153
153
137
137
137
143
137
137
137
157
147
143

233

223

231

231

FCA126

137
135
135
135
141
131
129
135
131
135
137
135
137
137
141
141

133
127
133
133
133
133
131
131
133
135
137
135
133
111
111
131

131
131
135
131
137
111
131
133
131
111
133
137
131
135
133
133
133
111
131
135
131
145
135
135
135
135
127
135
135
133
133
133
133
135
111
131
131
131
135
111

137

FCA220

214
214
214
214
216
214
214
216
216
218
212
214
214
214
214
214

220
214
202
202
212
212
212
212
212
214
212
212
216
216
212
214

208
214
208
212
214
212
212
210
214
214
214
212
212
212
212
212
214
208
212
212
212
212
208
214
216
216
214
216
216
216
214
214
214
216
214
216
212
208
212
212

218
216
220
216
214
214

FCA310

137
127
119
119
137
137
127
119
127
137
125
137
127
127
137
137

137
137
137
137
137
137
137
137
137
137
137
137
137
137
137
137

137
137
119
137
137
137
137
137
137
137
137
135
137
137
137
137
137
137
137
137
137
137
137
139
127
127
137
137
127
119
137
137
137
137
137
137
137
137
137
137

137
137
137
137
137
137
127
139
137
137
127
137
137
137
137
137

137
137
137
137
137
137
137
137
137
137
137
137
137
137
137
137

137
137
119
137
137
137
137
137
137
137
137
137
137
137
137
137
137
137
137
137
137
137
137
139
137
127
137
137
137
137
137
137
137
137
137
137
137
137
137
137

124

124
126
124
130

128

124
128
132
132
132
128

134

124

132
132
128
128
126
134
134
134
134
130
134
128
128
136
124
130

134
128
136
136
136
132
132
134
132
134
134
136
136
128
134
128

134
136
134
128
136
136
132
132
132
130
124
134
132
132
132
134
132
134

130
128
128
134
134
134
130
130
130
132
132
132
132
136
136
130
136
134
126
134

FCA229

164
170
170
170
176
170
170
170
170
170
170
170
176
170
170
174

154
158
170
170
170
154
154
174
152
158
152
154
156
154
156
170

152
164
156
158
170
154
156
156
170
170
170
156
154
154
154
152
164
164
154
154
174
170
156
170
170
170
170
166
170
172
170
164
172
154
154
156
154
156
152
156

FCA090

2. Abra. A Structure bemeneti fjl az STR adatokkal.
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FCAS06

238
236
238
258
246
274
242
236
238
240
238
242
236
240
240
240

260
254
250
250
250
240
252
240
260
262
236
238
238
254
260
238

236
234
252
252
254
252
248
256
260
236
254
260
250
260
252
238
258
242
248
258
258
250
262
260
236
236
236
260
236
236
250
254
250
236
256
260
260
258
236
240

FCA008

138
132
120
130
134
132
130
130
120
120
130
120
130
130
130
130

122
134
134
134
128
134
136
134
136
134
132
136
136
134
134
134

136
132
136
138
136
134
134
132
132
132
120
118
118
138
134
134
134
132
136
134
138
118
134
124
118
132
132
130
130
134
136
132
136
120
134
120
134
128
134
130

132

138

136

136

FCAS59

131
111
175
111
179
111
175
171
111
171
107
115
171
111
107
107

131

131
131

131

131
131
111
131
131

131

131
111

131
131
131
131
131
107
131
179
131
171

171
131
179
179
179
171
179
171
171
179
171
171
179
171
179
107

131
131
131
187
131
187
131
131
131
131
179
179
131
131

179
131
131
131
131
171
131

171
183
171
179
179
131
131
131
171
179
131
135
175
179
179
187
171
171
171
131
171
179
175
175
175
179
131
131
131
187
171
179

FCA001

2

189
189

201
191
191
195
187
189
191
195
191
195
189
191
191
191
191

201

195
197
195
193
193
193
193
193
201

191
191
191
193

193
195
197
191
197
201
191

195
195

195
191
193

189
197
197

195
191
195
193
201
201
201
191
191

191
191

FCA045
141

141
141

141

155
141
153
153
155
153
155
155
153
155
155
159
157
151
157
153

153
159
155
153
155
153
147
147
159
159
153
159
151
157
159
141

153
153
153
153
157
157
151

159
155
155
155
147
157
153
151
143
153

153
153
155
159
157
155
157
157
157

153
153
153
161

153
153
153
153
155

F115

213
213
205
205
205
209
209
209
213
205
209
193
193
185
205
193

209
197
209
237
193
193
205

225
201
213
213
213
213

237

197
185

221

221
209

213

205
233

213

209
201

237

237
213
245
237
245
217

205
189

217
245
245



16S rRNS:

95°C ]15:00 |1x
94°C ]0:30

58°C  |0:30 30x
72°C  |1:00

60°C |30:00 |[1Ix

Reagens 1x (lll) 95°C 0:03:00 1
Templat (15ng/pl) 5ul 95°C | 0:00:30
DreamTaq Green 2x 62,5°C | 0:00:30 35
MM 12,5ul
284F primer 0,5ul 72°C | 0:02:00
284R primer 0,5ul 72°C 1 0:1500 1
H20 6,5ul
Osszesen 25ul
STR multiplex PCR:
Feline plex 1: Feline plex 2: Feline plex 3:
Reagens Konc. 1x (ul) | Reagens Konc. 1x (ul) |Reagens Konc. 1x (ul)
Templat 15ng/ul 6 | Templat 15ng/ul 6 | Templat 15ng/ul 6
Multiplex PCR Mix |2 x 12,5 | Multiplex PCR Mix 2 x 12,5 | Multiplex PCR Mix |2 x 12,5
FCAO023 primer mix | 10 uM 0,52 | FCA310 primer mix 10 uM 0,2 | FCA559 primer mix | 10 uM 0,22
FCAO043 primer mix | 10 uM 0,21 | FCA126 primer mix 10 uM 0,52 | FCAQ08 primer mix | 10 uM 0,33
FCAQ96 primer mix | 10 uM 0,42 | FCA149 primer mix 10 uM 0,48 | FCA045 primer mix | 10 uM 0,25
FCAOQ97 primer mix | 10 uM 0,55 | FCA220 primer mix 10 uM 0,5 | FCA090 primer mix | 10 uM 0,44
FCA132 primer mix | 10 uM 0,5 | FCA229 primer mix 10 uM 0,26 | FCA506 primer mix | 10 uM 0,53
FCA223 primer mix | 10 uM 0,39 | FCA035 primer mix 10 uM 0,33 | FCAO001 primer mix | 10 uM 0,53
FCAG98 primer mix | 10 uM 0,64 | FCA391 primer mix 10 uM 0,42 | F115 primer mix 10 uM 0,53
Desztillalt viz 3,27 | Desztillalt viz 3,79 | Desztillalt viz 3,67
Osszesen 25 Osszesen 25 Osszesen 25
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Ivarhataroz6 PCR:

Reagens koncentracié | 1x (ul) 95°C | 15:00 1 x
Templat 15 ng/ul 3 94°C | 0:30
Multiplex PCR Mix 2 X 12,5 55°C | 0:30 35 x
368 FR 10 uM 0,5 72°C | 0:30
Desztillalt viz 9 72°C | _30:00 | 1x
Osszesen 25

2.Tablazat. A felhasznalt PCR protokollok. Feliil a mitokondrialis 16S rRNS felszaporitasahoz hasznalt protokoll, alatta a mikroszatellit 10kuszok vizsgalatahoz
hasznalt multiplex PCR, legalul pedig az ivarhatarozashoz hasznalt PCR protokollja.
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