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1. Bevezetés

Az eurodpai 6z a legkisebb vadaszhato agancsos nagyvad Europaban. Magyarorszagon pedig
sz¢leskort elterjedése ,,mindenki nagyvadjava” teszi.

Habar az orrvadaszat fogalma egyszertien korbejarhato, a valo €letben vald bizonyitasa sok
esetben nehézségekbe iitkdzik. Ugyanis még a vad tetemének meglétekor sem bizonyithato
minden esetben, hogy az elejtéséhez a legalis vadaszat minden feltétele hianytalanul
megvaldsult.

Eléfordulnak olyan esetek, amelyeknél az allat mar feldolgozasra (nyuzas, zsigerelés, csontozas
stb.) keriilt vagy mar fel sem lelhetd, csupan kiilonbozo bioldgiai maradvanyokbdl (szor, vér,
csont stb.) lehet kovetkeztetni a biincselekmény esetleges megtorténtére [18, 20].

A mikroszatellita alapli egyedi azonositasra alkalmas genetikai modszerek szinte barmilyen
szovetbdl elvégezhetdek és alkalmasak az esetleges maradvanyok, és a lefoglalt hus vagy
trofeak kozotti azonossag elemzésével a vadorzas elkdvetésének vizsgalatara, valamint a tetem
sorsanak nyomonkovetésére [36].

Kutatasunk soran egy eurdpai 6zekre kifejlesztett tetramer mikroszatellitakbol allo markerszett
alkalmazhatosagat vizsgaltuk a hazai 6zpopulacidokon, a magyarorszagi 6zek egyedi szintll

azonositasanak céljabol.



2. Célkitiizés

Célunk egy olyan polimorf mikroszatellita markerkészlet tesztelése volt, amely alkalmas lehet
az eurdpai 6z magyarorszagi populacioin beliil igazsagiligyi c€lbol torténd egyedi szintli
azonositasra.

E cél eléréséhez az alabbi 1épéseket terveztik elvégezni:

— Oz mintak begyiijtése kiilonbozd, egymastol természetes barrierek altal elkiiloniild
hazai teriiletekrdl.

— Koltséghatékonysdg megvaldsitasa érdekében az eredeti modszertantdl eltérd,
farkazasos  technikdval  torténd  fluoreszcens  jelolés  markerszettel — vald
alkalmazhatdsaganak tesztelése.

— Az STRoe markerkészlet alkalmassaganak felmérése egyedi szintli azonositasra hazai
0z populéaciokban.

— Populacios adatbazis kiépitésének megkezdése a hazai 6zalloményon az igazsagiigyi
célu vizsgalatok szempontjabodl is megfeleld markerkészlettel.

— A vizsgalt populéciok genetikai diverzitasanak felmérése.



3. Irodalmi attekintés

2.1 Az eurdpai 6z (Capreolus capreolus) altalanos bemutatdsa

Az eurépai 6z (Capreolus capreolus) a szarvasfélék csaladjanak (Cervidae) elterjedt
képviselbje az eurdpai kontinensen az utolso jégkorszak o6ta [1]. Németorszagbeli fosszilis fog-
Procapreolus sp. mar a késé miocén idején meghoditotta a nyugat-eurdpai térséget is [2].
Napjainkra lzland, frorszag, Ciprus, Korzika, Szardinia és a kisebb szigetek kivételével
mindenhol megtalalhat6 [3]. Nagymértéki elterjedése nagyban koszonheté annak, hogy az
eredetileg erdds sztyeppeken €16 faj nagyon jol alkalmazkodott a mezdgazdasagi kornyezethez
[1].

Megjelenésében konnyen elkiilonithetd mas, Magyarorszdgon is elterjedt szarvasféléktol. A
kifejlett egyedekre ivari dimorfizmus jellemz6. Ezek koziil a legszembetlinébb kiilonbség a him
egyedek agancsviselése. A két ivart tiikorfoltjukrol is meg lehet kiilonboztetni, mivel az
bakoknal vese, sutaknal pedig inkabb sziv alaka [4]. A gidak fehér pettyekkel tarkitott
vorosesbarna szdrzettel jonnek a vilagra majus-juniusi hdnapokban, majd az 8sz kezdetére ez
fokozatosan eltlinik (1. abra). A felnétt egyedek szérzete az éghajlati viszonyoknak
megfeleléen nyaron rovid és vilagos, mig télen megdusul, hosszabb és tomorebb lesz, szine

pedig megfakul, sziirkésbarnara sotétedik [1].

1. abra Bal oldali képen egy ozsuta és egy agancsat viselo 6zbak lathato. Jol lathato mindkét
ivar tiikorfoltja is: a baké vesére, mig a sutaé egy szivre emlékeztet. A jobb oldali képen pedig
egy dzgida lathato pettyes rejtészinezetii szorzetében [82, 83].



Magyarorszagon az Alfold fasitasi programja a masodik vilaghaborut koveto években atrajzolta
az addigi siksag latképét. Az 6si €l6hely elhagyasanak mozgatorugdjaként az Un. parcellas
gazdalkodas kialakulasa szolgalt, amely soran a kiilonb6z6 novénykulturaju kisebb-nagyobb
foldtertileteket cserjés-fas savok és erdécsoportok kiilonitik el egymastol [4]. Az tgynevezett
mezovedo erdosavok és erdéfoltok remek buvo és teleld helyéiil szolgaltak az 6zalloméanynak,
amelyet egyre inkdbb kicsalogatott a megjelend nagytablas gazdalkodas altal biztositott
nyugalom ¢és bd taplalékforras az erdéségekbdl a mezdgazdasagi teriiletekre [1]. Ekkoriban
hoditotta meg az eurdpai 6z a Duna-Tisza kozének és a Tiszantlnak legtobb teriiletét [4]. Az
6z kiemelkedd alkalmazkodo-képességét remekiill mutatja az is, hogy a mezdgazdasagi
technoldgiai fejlesztések (gépesités, novényvédoszerek alkalmazésa) kevésbé zavarjak, mint
mas fajokat [1]. Napjainkra Magyarorszag minden vadaszteriiletén elérheté vadaszhato fajja
valt [4].

A magyar vadaszati szakirodalom két él6hely szerinti 6kotipust kiilonboztet meg [1]. Az erdei
¢s a mezei tipust viselkedése, taplalkozéasa, valamint agancsmindsége is megkiilonbozteti
egymastol [5]. Az erdei tipus sutai kisebb 1étszamu csoportokban, mig bakjai kiilon mozognak,
csak a télen alkotnak nagyobb csapatokat, ezzel szemben a mezei egyedek egész évben

nagyobb, vegyes ivart csapatokban élnek [1].

2.2 Az eurdpai 6z vadaszata Magyarorszdgon

Az eurdpai 0z a legkisebb vadéaszhaté agancsos nagyvad Eurdpaban, Magyarorszagon pedig
széleskorli elterjedése ,,mindenki nagyvadjavd” teszi. Gazdasagi jelentségét husanak
mindsége és élvezeti értéke, valamint sportvadaszati népszeriisége adja [6]. Az adott ivarra
vonatkoz6 vadaszati idényét a mindenkori miniszteri rendelet szabalyozza, igy a bakokat aprilis
15. és szeptember 30. kozott, mig a sutdkat és gidaikat oktober 1-tdl februar utolsé napjaig
16hetik ki a vadaszok [7].

Bér agancstomege toredéke a ddmvadénak és a gimszarvasénak, a fél kilogramm feletti trofeak
mar igen értékesnek szamitanak [8]. A kiilonleges formajti, abnormalis agancsok pedig
kiilonosképpen lelkesitik a vadaszokat. Az 6z trofeaja az allat agancsa, de esetenként annak

bbre vagy a csokevényes szemfoga is lehet az, amelyet gyongyfognak is neveznek [9].



Az eurodpai 6z els6 ismert magyar teritékadata 1950 példanyt emlit 1879-bél [1]. Az allomany
nagysaga a 19-20. szazad forduldjan visszaesdben volt az ellendrizetlen vadaszata miatt [4]. A
mult szazad elsé felében lezajld két vilaghdboru tovabbi karokat okozott a vadallomanyban,
1946-ban csupan 10.000 példanyt tartottak szamon. [4]. A koOrnyezeti pusztitas mellett a
vadonéld allatokat nagy szdmban hasznaltdk fel a katondk és a lakossdg élelmezésére. A
vadaszok behivasra keriiltek, mig a hazatérd fegyveres katondk tovabb garazdalkodtak
ellenallas hijan, igy a vadorzas mértéke megndott [10].

A megfogyatkozott hazai 6zallomany mindségjavuldsa és mennyiségi novekedése a masodik
vilaghaborat kovetden a trofeabiralati rendszer orszadgos kiépitésének és javarészt annak a
martonvasari tréfeanak volt koszonhetd, mely évtizedeken at vilagelsének mindsilt [4],
napjainkban pedig még mindig az elékeld 12. helyet foglalta el a vilagranglistan 2010-ben [8].
A magyarorszagi trofedk kétharmada 6zektdl szarmazik [11] és az érmes trofeak aranya (2.

abra) az elmult harom évben Gjra ndvekedést mutat a korabbi évek hullamzasat kovetéen [12].

Az érmes trofedk szazalékos aranya a kil6tt 6zek szamahoz viszonyitva az adott vadaszati évben
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2. dbra Az elmult 23 vadaszati év érmes oztrofedinak szdazalékos aranya az adott évben kilott
ozek szamahoz képest.



Jelenleg az eurdpai allomanyt csaknem 15 millidé egyedre becsiilik, habar a kontinens
orszagaibol gyijtott adatok megbizhatosaga régionként eltérd lehet [3]. Magyarorszagon a
jelentett 6zéllomany 1984-ben csupan 219.000 volt, mig 2005-ben elérte a 310.852
egyedszamot [13]. A hazai 6zallomany jelenlegi nagysaga 2022. tavaszan meghaladta a
369.000-es jelentett egyedszamot, amibdl a 2022/2023. vadaszati évben kozel 109.400 allat
keriilt teritékre [12]. A nyolcvanas-kilencvenes évekhez képest ma haromszor tobb 6zet 16nek

anélkiil, hogy ez az allomany csékkenését okozna [11, 12].

2.3 Vadorzas

Magyarorszdgon a szabad vadaszat gyakorlatdit a 12-13. szdzadban a hiibérar rendszer
korlatozta elGszor, ezzel tovabb nehezitve a megszaporodott lakossag élelmezését, ami
taptalajul szolgalt az orrvadaszat kialakulasanak [14].

Napjainkban a vadonéld allatok védelmérdl, a vadgazdalkodasrdl, valamint a vadaszatrdl az
1996. évi LV. torvény rendelkezik [10], amely meghatarozza a vadaszatra jogosultak korét és
kotelezettségeit, a vadaszat torvényes formait, valamint a vadaszati jog haszonbérlésének
modjat is. A torvény kimondja, hogy a vad az allam tulajdonaban van ¢és a vadaszteriileten
elejtett, elfogott vad (ideértve annak trofedjat is), a hullatott agancs, az elhullott vad teteme a
vadaszatra jogosult tulajdonaba keriil [15]. Ha a vad nem vadaszteriileten kertil elejtésre vagy
befogésra, illetve a trofedja begylijtésre, gy az ¢léhelyének megfeleld vadaszteriilet szerinti
vadaszatra jogosult tulajdonaba keriil, amennyiben ez nem igazolhatd, ugy a fellelés helyéhez
legkozelebbi vadaszteriileté a tulajdonjoga [15].

Az orrvadészat olyan vadelejtések gylijtéfogalma, amelyek esetén nem teljesiilnek a vadaszat
torvény altal eldirt feltételei, tehat vadorzas valdsul meg. Ez jelentheti illegalis vadéaszati
eszk6zok ¢és modszerek alkalmazédsat, a vadaszati idény figyelmen kiviil hagyasat, a
vadaszvizsga, vadaszati és fegyverhaszndlati engedély nélkiilozését, vagy akar adott
vadaszteriileten valo jogosulatlan vadaszatot [15]. Az elejtett vadak altalaban a fekete piacon,
az illegalis kereskedelemben keriilnek értékesitésre [16]. Az orvvadaszat mellett gyakran
felmeriil az allatkinzas gyanuja is, hiszen az illegalis vadaszati eszk6zok egy része az allat
szenvedését sziikségtelenlil meghosszabbithatja, sulyosbithatja [17, 18]. A vadorzasrdl és
biintetdjogi kdvetkezményeirél a BTK (Biinteté Torvénykonyv) 245. paragrafusa rendelkezik
[19].



Habar az orvvadészat fogalma egyszeriien korbejarhato, a vald életben vald bizonyitasa sok
esetben nehézségekbe iitkdzik. Ugyanis még a vad tetemének meglétekor sem bizonyithato
minden esetben, hogy az elejtéséhez a legalis vaddszat minden feltétele hidnytalanul
megvalosult. El6fordulnak olyan esetek, amelyeknél az 4llat mar feldolgozasra (nyuzas,
zsigerelés, csontozés stb.) keriilt vagy mar fel sem lelhetd, csupan kiilonb6z6 biologiai
maradvanyokbol (szér, vér, csont stb.) lehet kovetkeztetni a biincselekmény esetleges

megtorténtére [18, 20].

2.4 Kozlekedési balesetek okozasa vadonélo allatok altal

A vadonél6 allatokkal valo titk6zés lehetdsége a gépjarmiivezetés velejardja. Eshet6ségét
elkeriilni nem, csak csokkenteni lehet kiilonféle intézkedésekkel mind a kozutkezelok, mind a
jarmiivezetok részér6l. Az Orszagos Vadgazdalkodasi Adattar altal kozolt 2022/23-as adatok
alapjan a vad-gépjarmi iitkozések 83%-at 6zek okoztak a hazai vadaszhat6 nagyvadfajok koziil.
A vizsgalt évben az 6zek a hivatalos kilovéseken feliili elhullasdnak okéat az esetek kozel felében
(45%) kozlekedési balesetek jelentették [12].

A vad-gépjarmii iitk6zések kiemelt idészaka Europaban foleg aprilis-majusra tehetd, amikor a
tavalyi gidak elhagyjak addigi otthonukat és Gjabb teriileteket keresnek fel, valamint a bakok
maguk is igyekeznek teriiletet foglalni, a meglévd territoriumuk hatérait kibdviteni, felkésziilve
az lizekedésre [21]. Hazankban ez a tendencia kevésbé jellemzO, ugyanis a vadeliitéses
balesetek szama juniustol egészen oktoberig emelkedik, amikor az 6zek lizekedése (julius-
augusztus) zajlik. Ebben az id6szakban az allatok veszélyérzete csokken és nappali id6szakban
is aktivabba valnak [22]. Tovabb fokozza a balesetek el6fordulasanak ezen idészakban valo
gyakorisagat, hogy ezekben a nyari honapokban a kedvezétlen ttviszonyok és a hdség miatt
kevéssé eldvigyazatosak maguk a jarmiivezetok is [22]. Valamint az, hogy az allatok a rajuk
altalaban jellemzd hajnali és sziirkiileti oradkban, illetve éjszaka szintén kiemelten aktivak,
ilyenkor pedig a vezetdk latasi viszonyai a nappali 6rakhoz képest csokkennek [21].

A 2023. évi XLIV. torvényben kertiltek kihirdetésre az 1996-0s vadaszati torvény modositésai,
melyek konnyitettek a vad-gépjarmi iitk6zések sordn a vadaszatra jogosultak karrendezési
kotelezettségein. Eszerint ,,nem mindsiil a vadaszatra jogosult felrohatd magatartasanak vagy a
tevékenységi korében eldalld rendellenességnek, ha a vad az életmddjabol, szokésos
taplalkozasi, szaporodasi viselkedésébol kovetkezd helyvaltoztatdsa miatt jelenik meg a lakott
tertileten kiviil kozaton, autdtton, autdopalyan vagy a telepiilés belteriiletén, kivéve, ha a vad

megjelenése a vadaszatra jogosult tevékenységével all okozati osszefiiggésben” [23].



A hivatalos uton bejelentett vadgazolasok és a valoban megtortént vad-gépjarmu iitkdzések
szama kozott jelentds a kiilonbség, ugyanis az elkdveték nem szivesen jelentik be ezeket az
eseteket, igy a valodi esetszamra csak kovetkeztetni lehet [24]. Habar az 0 torvénymodositas
oOta eltelt 1d6 rovidsége miatt még nem all rendelkezésiinkre elegendd adat, varhatoan a jovoben
az eddiginél is kevesebb bejelentés fog megtorténni a jarmiivezetok részérdl, pedig a
vadaszhato fajok eliitése karokozast jelent a vadaszatra jogosultak szdmara. Mindezek mellett
a vadeliitések lehetdséget kinalnak a vad testének elszallitasara és feldolgozésara, esetenként
akar értékesitésére is, ami nem csak gazdasagi karral, hanem human- ¢s allategészségiigyi
veszélyekkel is egyiittjarhat. Ilyen, kockazatot jelent6 fertéz6 agensek lehetnek a teljesség
igénye nélkill a veszettség, brucelldzis, tuberkuldzis, Q-laz, amelyek allatrol-emberre, vagy

vadallatrol-haziallatra valo terjedését az allat nem szakszerii kezelése elésegitheti [25, 26].

2.5 Mikroszatellita alapt egyedi azonositas

Az eurdpai Ozet elterjedésének koszonhetéen Eurdpa szamos orszagdban, szdmos okbol
vetették mar genetikai vizsgalatok ala. Ezek a vizsgalatok kiilonféle mitokondrialis és nuklearis
markereket hasznaltak fel egyiittesen foként populaciostruktira [27-29] és filogenetikai
(fejlodéstorténeti) kutatasokban [30-33]. Mikroszatellitakat (STR-eket, Short Tandem Repeat,
rovid tandem ismétlodések) alkalmaztak populacidanalizisben a diverzitas és heterozigozitas
feltérképezésére [34, 35], valamint az igazsagiigyi felhasznalhatoésaguk felmérésére [36, 37].
Ezekbdl a kutatasokbol eredd sokszinli STR-k felhasznalasa miatt Eurdpa szerte a kutatasok
folyaman megannyi régidt azonositottak az eurdpai 6z genomjaban, amelyek kevés kivételtdl
eltekintve polimorfnak bizonyultak.

A mikroszatellita alapii egyedi azonositasra alkalmas genetikai modszerek szinte barmilyen
szovetbdl elvégezhetéek és alkalmasak az esetleges maradvanyok, és a lefoglalt hus vagy
trofeak kozotti azonossag elemzésével a vadorzas elkdvetésének vizsgalatara, valamint a tetem
sorsanak nyomonkdvetésére [36]. Europan beliil és kivill mar sikeresen alkalmaztak
mikroszatellita markereket illegalis vadaszat elkdvetésének bizonyitdsara és hasonlo esetek
felderitésére [38-41].

A mikroszatellitak kiemelt jelentdségiiket a DNS (dezoxi-ribonukleinsav) -alapu azonositasi
vizsgalatokban azzal érdemelték ki, hogy egyfajta genomidlis szintl ,,ujjlenyomatként” is

értelmezhetdek nagy valtozatossaguk miatt [42].
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Mikroszatellitak alatt a DNS olyan rovid szakaszait értjiik, amelyek 1-10 bazispar hosszisagu
mintazatok tobbszords ismétlésébdl épiilnek fel (pl. GGAAGGAA) [43]. Az azonos
bazismintabol 4ll6 STR-k (révid tandem ismétlédések) az ismétlodések szamaban
kiilonbozhetnek egymastol, igy adott 16kuszon rengeteg allél jelenhet meg adott populacion
beliil (hosszpolimorfizmus), egy egyeden beliil azonban legfeljebb csak kettd, egy anyai €s egy
apai [42]. A mikroszatellitak magasabb rendl ¢l61ényekben — akar csak az eurdpai 6z — igen
nagy szamban és nagy variabilitdsban fordulnak eld a genomban [44]. Az allélek és 16kuszok
magas szama miatt minden egyedben egy egyedi mintdzat lelheté fel, amely alapjan
megvalodsithato a mintak egyedi azonositasa is [45].

Az alapjan, hogy hany bazisbol épiil fel az alapmintazat, megkiilonboztetiink dimer (pl.
TATATA), trimer (TGATGATGA), tetramer, pentamer stb. mikroszattelitakat [46]. Ezen
tulajdonsaguk alapvetéen meghatarozza a laboratoriumi munkaban valo felhaszndlhatdsagukat.
A di- és trimer STR-k PCR (Polimerase Chain Reaction, polimeraz lancreakcio) késziilékben
vald sokszorositasa soran kiilonb6zd, az eredeti allélnél egy-egy ismétlddéssel hosszabb vagy
rovidebb melléktermék keletkezhet. Ezekre a szakaszokra gyakorta hivatkoznak ,,dadogasként”
[47], amely nem csak in vitro, hanem in vivo koriilmények kozott is eléfordulnak [48]. A
»dadogéast” a DNS-polimerdz aktivitdsdnak az ismétlddésen beliill valod sziinetelése ¢és
,hairpin” kialakulasa, amely megakadalyozza az enzim tovabb haladasat és a szubsztrat-enzim
komplex felbomlasahoz vezet, aminek kdszonhetden a termék nem fogja elérni a teljes hosszat
[48].

Az igazsagligyi vizsgalatok soran fontos, hogy kevert mintak (t6bb egyedtdl szarmazo
orokitdanyag) esetén is azonosithatdak legyenek az egyedek. A dimer mikroszatellitak esetében
mar egy egyedtdl szarmazo minta esetén is az egy-két ismétlddéssel rovidebb vagy hosszabb
melléktermékek ellehetetlenitenék a valodi allélhossziisag meghatarozasat [49]. Ezzel szemben
a tetramer STR-ek esetén kevésbé jelentés a dadogas mértéke, ezért joval kevesebb a
melléktermékek szama és konnyebben is elkiilonithetéek ezek a fétermékcesucsoktol [50].
Eléfordul, hogy adott fajban leirt mikroszatellita markerek miikodéképesek mas fajokbol
szarmazo6 mintak esetében is [51]. Ennek oka rendszerint a primerkoté régiok konzervacidja a
rokon, egymashoz genetikai értelemben kozelallo fajok kozott [52].

Kevert mintak (t6bb fajbol szarmazo) esetén jelentds hatranyt jelenthet, ha olyan mértékben
konzervaldédott STR szakaszokat alkalmaznank, amelyek tobb vadaszhat6 fajban is

amplifikalodnak a célfajra fejlesztett primer parral és protokollal.
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Egy 2021-ben megjelent kutatds soran egy 12 mikroszatellita markert tartalmazéd szettet
feltételeinek megfeleld egyedi szintli azonositasra [53]. A kevert mintakban vald
felhasznalhatosag vizsgalatara fajspecifikus teszteket is végeztek, ami alapjan az STRoe deer
markerkészlettel a Cervidae csalad mas fajaibol csak részleges profilt kaptak, valamint nem
specifikus csucsok jelentek meg, mig a Bovidae csalad tagjaibol szarmazo mintak esetén, ahova
foként kér6dzé haziallataink tartoznak, nem specifikus, fajkozotti amplifikacios termékek
keletkeztek [53]. Ezek alapjan a markerszett kifejezetten alkalmas torvényszéki esetekben valo
felhasznalasra, azonban a populaciok kozotti esetleges genetikai eltérések miatt, mint példaul a
fixalodott allélek egyes populacidkban vald jelenléte, amivel damszarvas (Dama dama)
populaciok Eurdpa szintli vizsgalatanal talalkoztak [54], a szett tesztelése a helyi populaciora

mindenképpen sziikséges.

2.6 Fluoreszcens jelolésti univerzalis primerek

Az egyedi azonositds soran hasznalt markerkészleteket kevés kivételtdl eltekintve altalaban
multiplex PCR-ben alkalmazzak [45, 53, 55], ahol az amplifikalt 16kuszok mérete kevéssé van
atfedésben egymassal [56]. Multiplex PCR soran tobb, eltéré hossziisagn DNS-fragment
keletkezik, amelyeket a kapillaris elektroforézissel valo detektalasukhoz és azonositasukhoz
fluoreszcens festékanyaggal kell jelolni [57].

A hagyomanyos modszernél a forward primer kozvetleniil van jelolve a fluoreszcens festékkel
[58]. Ettdl eltéréen, az ugynevezett ,farkazasos” modszernél a kiilonbozé szinjelolések
univerzalis primerekre keriilnek, a lokuszspecifikus forward primerek pedig egy, a megfelel6
szinjel6lés univerzalis primerével megegyez6 farokszekvenciat kapnak az 5° végiikre [59]. A
farokkal ellatott lokuszspecifikus forward primer a korai ciklusokban a templat szalrol
komplement masolatot készit, majd a folyamat végén a termék végére helyezi a farkat. Ezt
kovetden a reverz primer is végighalad a terméken és amikor elkésziti annak komplement
szalat, akkor a farokszekvencidnak megfelelé komplement bazisparokat is beépiti a PCR
fragmentum végére. A farokkal ellatott specifikus forward primerek a korai ciklusokban
kimeriilnek, igy a késdbbi anellacid soran a farokszekvencidra specifikus, jeloléssel ellatott

univerzalis primerek érvényesiilnek [59].
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4. Anyagok és modszerek

4.1 Mintagytjtés

A markerek teszteléséhez hasznalt 6z mintak 2017-2023. kozott hivatasos vadaszok altal
elvégzett legalis kilovésekbdl szarmaznak az orszag harom térségébdl (3. abra).
Vizsgalatainkhoz Osszesen 45 szovetmintat (izom és szOrds bor) hasznaltunk fel az orszag
harom teriiletérél egyenld mértékben: a Budai-hegységbdl (n=15), a Dunantili dombsag
tertiletér6l (n=15), valamint a Dél-Alfoldrol (n=15).
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3. abra Mintagyiijtési teriiletek vazlatosan jelolve. Budai-hegység (narancssarga), Dunantuli-
dombsag (kék), Dél-Alfold (sarga) [84].

4.2 Mintafeldolgozas és DNS preparacio

A mintakon steril eszkozokkel, steril koriilmények kozott bemetszéseket végeztiink, hogy az
izomszovet belsejébdl kivagott minta a lehetd legkisebb eséllyel tartalmazzon barmiféle
kontaminaciot, Kkeresztszennyez6dést. Ezt kovetdéen a kimetszett szovetdarabokbol a
FavorPrep™ Tissue Genomic DNA Extraction Mini Kittel (Favorgen Biotech, Ping-Tung,
Taiwan) tartuk fel és tisztitottuk a DNS-t a protokoll leirasanak megfelelen.
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Az izolalt DNS mindségi ellendrzésére agardzgél-clektroforézist hasznaltunk: interkalalo DNS-
festéket tartalmazd 2%-os agardzgélt ontdttiink, majd minden mintdbol 5 pl-t mértiink a gél
zsebeibe. Az elektroforézist 230 V fesziiltség mellett 40 percig végeztiik, majd a gélt kék fény
atvilagitas mellett digitalizaltuk és az elkésziilt felvételeket értékeltiik.

A kinyert DNS koncentraciéjat Qubit® 2.0 fluorometerrel mértiik meg. A tisztitott DNS
mintakat tovabbi felhasznalasukig -20°C-on taroltuk az Allatorvostudoméanyi Egyetem

Allattenyésztési, Takarmanyozéstani és Laborallat-tudoméanyi Intézetében.

4.3 , Farkazasos” technika

A markereink jelolésére a korabban mar ismertetett ,,farkazasos” technikat alkalmaztuk.
Szinjelolésiik megegyezett az eredetileirasokban kozolt jelolésekkel [53, 59]. A farok
szekvenciak (univerzalis primerek) fobb tulajdonsagait az 1. tablazat tartalmazza.

1. tablazat A kutatas soran felhasznalt négy univerzalis primer elnevezése, szekvencidja,
szinjelolése, bazisparban megadott mérete és anneldcios homérséklet optimuma.

Un;:;zihs Farok szekvencia (5'-3") Plucf)gzts;l: ens H(EZE;Z Pr}l;er Referencia
A tail GCCTCCCTCGCGCCA 6-FAM 15 63 °C [67]
B tail GCCTTGCCAGCCCGC 15 57°C [67]
C tail CAGGACCAGGCTACCGTG 18 59 °C [59]
D tail CGGAGAGCCGAGAGGTG PET 17 59°C [59]

4.4 Monoplex tesztelés

El6szor monoplex PCR-ben teszteltiink kiilon minden markert az eredeti kozleményben
megadott eredeti protokoll alapjan, majd az amplifikélasi reakcidk eredményét agardzgél-
elektroforézissel ellendriztiik. Ha az eredmény nem volt megfelel6 (tul sok melléktermék vagy
nem kellé mennyiségli fotermék keletkezett, esetleg egyaltalan nem keletkezett a céltermék),
ugy gradiens PCR alkalmazasaval kiséreltiik meg a hdmérsékleti program optimalizalasat. Ez
azt jelentette, hogy tobb anellaciés hémérsékleten is megvizsgaltuk a reakcidtermékek
mindségét és mennyiségét. Ezek ellendrzésére szintén agardzgél-elektroforézist alkalmaztunk.

A folyamatot addig ismételtiik, amig el nem értiik az optimalis beéllitasokat.
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A PCR soran sziikséges anyagokat 5 ul végtérfogatra szamitva 0,5 ul tisztitott DNS-t, 1 ul
(10mM) univerzalis, forward és reverz primert tartalmazo6 mixet, 2,4 pl vizet (Ultra Pure Water)
¢s 1 pl DreamTaq PCR Master mixet (ami nukleotidokat, DNS polimerazt, MgClz-t és puffert
tartalmaz) mértiink 6ssze. Az Osszemérés soran 0,1 pl 20 mg/ml BSA-t (Bovine Serum
Albumin) is hozzaadtunk az esetleges inhibitorok gatlasanak céljabol. A reakciok soran

felhasznalt, jelolt primerek fontosabb tulajdonsagait a 2. tablazat ismerteti.

2. tablazat Az altalunk felhasznalt markerek fontosabb adatai: a lokusz neve, farkazasos
technikaval alkalmazott szinjelolésiik, valamint a forward és reverse primerek szekvencidi.

Lokusz neve Unifzc;(r)iélis Forward primer szekvencia (5'-3") Reverse primer szekvencia (3'-5')
Capcapl AGGATGGACAGGACCTTCTGA GATCCTCTCGCTTCTTCCTACT
Capcap2 A tail TGGGTTCCCATTGCCTTCTC GTTTTCATGTGCTTATTGACCATCTGT
Capceap3.1 B tail TGTCTTTCCTTGTCTATCTCTCTGT GTTTGTCAGAGAAACAGAACCAGCAG
Capcap5 D tail ACCAGCTCTCATACAACACCC ACGTGGGTTAATGGTTCAAGGT
Capcapl0 A tail GCACCTCACTGCAATGGAAAG GGAGTGGGAAGGTTGCTCTAG
Capcapl5 GAATGCTGTGGTGTTCTCTGC GTTTCTTGGCTGGATTTCTGTTAGGACA
Capcapl7 A tail TCCATTTGGTTGGTACACGGA GGAAGTCCCACTAGAGGCTCT
Capcap25s B tail CAGATAACACGGTGGCTCTGA CATGGTGCCTGGTACATAGCT
Capcap29 AAGCCCATGACCTGAAACCAA GCTTCCAGCAGGAGGGTATAT
Capcap31 B tail ATTACACCACCAGCTTCCCTG GAGGCCCAGCATCTGAGTAAA
Capcap35s B tail ACCCAAACCAAACACCCTGAA GTTTCTCCCTCGGGATAATCAAGTATT
Capcap36 A tail GGCTCAGGGCTAAGATGTGAT GTTTTTGACCAGGAAGAAAGCCACA

4.5 Multiplex tesztelés és kapillaris elektroforézis

A markereket megkiséreltiik az eredeti cikkben szerepld multiplex PCR 6sszeéllitas szerint
alkalmazni. Amennyiben ez nem adott kielégité eredményt, gy a markerek parositasaval olyan
plexeket allitottunk 6ssze, amelyekben a lehetd legtobb markert tudtuk egy reakcidelegyben
amplifikalni.

A keletkezett fragmentumok detektalasahoz ¢és méretiik pontos meghatdrozasahoz ABI
Prism3500 GeneticAnalyzer késziiléket (AppliedBiosystems) hasznaltunk, GeneScan™-500
LIZ™ méret standarddal és a GeneScanAnalysis v3.1 szoftver analizissel. A kapillaris
elektroforézis soran detektalt allélek méretét az OSIRIS program 2.16-os verziojaban [60]

vizualizaltuk és olvastuk le.
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Statisztikai elemzéseinket a GenAlEx 6.5 programmal [61, 62]  végeztik el, ahol
megallapitottuk az egyes markerek alléljainak tényleges (Na, Number of Allels) és effektiv
szamat (Ne, Number of Effective allels), a varhat6 (He, expected heterozigosity) és megfigyelt
hererozigozitast (Ho, observed heterozigosity), a Hardy-Weinberg egyensulyt (HWE, Hardy-
Weinberg Equilibrum), a Pl (Probability of Identity, identitasvalosziniiség), és Plsibs
(Probability of Identity for siblings, identitasvaloszinliség testvérek kozott) értékét a teljes
mintaszamra, Vvalamint a populaciokra kiilon vonatkoztatva is. A PI és Plips értékek

kiszamitasahoz az alabbi képletek hasznaltuk:

Y o T
Pl = 0,25 + (0,5 z p?) +[05 (2 p?)| - (025 Z )

ahol pi az i-edik allél gyakorisaga adott 10kuszon
Ezen kiviil kiszamoltuk a PD (Probability of Discrimination) és PIC (Polymorphic Information
Content, polimorfizmus informacios tartalom) értékeket is. Eldszér minden lokuszra (adott
populécion beliil) meghataroztuk a PDi-t, amely annak a valoszinliségét mutatja, hogy adott
l6kuszon két véletlenszeriien kivalasztott egyed genotipusosan egyezik.
PD; =1-— Y x?
ahol x; = az i-edik genotipus megfigyelt gyakorisaga

Az igy kapott eredményeket pedig kombinaltuk minden lokuszra:
PD=1- 1_[(1 — PD))
A PIC értéket kiszdmitasahoz a kovetkezd egyenletet alkalmaztuk:
n n
PIC = 1—Zpi2 —Z Z 2p7p;
i=1 j=i+1
ahol a pija megfigyelt allélek gyakorisaga.
A populaciok kozotti genetikai differencialodas mértékének kifejezésére kiszamitottuk a privat
allélek szamat, tovabba a populacio-parokra vonatkoz6 fixacios indexet (Fst, fixation index),

valamint a migransok effektiv szamat (Nm) is.
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5. Eredmeények

5.1 ,,Farkazasos” technika alkalmazasa monoplex tesztelésben

A monoplex tesztelés soran a felhasznalt 12 marker koziil tiz miikodott az eredeti protokollban
leirtak alapjan. Modositott PCR protokollal a Capcap2 markert is sikeresen tudtuk alkalmazni
a késébbiekben (3. tablazat). A Capcap3.1 marker azonban tovabbi PCR bedllitasokat kovetéen
is jelentés mennyiségii mellékterméket adott, ami a valodi, de kis mértékli termékcsucsok
értelmezését, és igy értékelését is a legtobb mintanal ellehetetlenitette. Ezért a kapott adatok

kiértékelésekor ennek a markernek az eredményeit nem vettiik figyelembe.

3. tablazat. Az dltalunk alkalmazott PCR-bedllitasok. A markerek nevei mellett szereplé azonos
szimbolumok a diplexben egyiitt miikods parokat jelélik. A Ciklusszam az adott sorra vonatkozo
ciklusszam. Min: perc, sec: mdsodperc, °C: hémérséklet Celsiusban.

PCR Markerek Kezde’tl .. |Ciklusszam| Denaturicié Anellacio Elongacio | Végso elongicio
program denaturacio
1. Capcap2 1 min 94 °C 35 30sec 94 °C 90 sec 67°C 90 sec 72 °C 20 min 72 °C
2. Capcapl + 1 min 94 °C 5 (30 sec 90°C 90 sec 62°C 90 sec 72°C)
Capeap5 0 5 (30 sec 94°C 90 sec 58°C 90 sec 72 °C)
Capcapl0 A 5 (30 sec 94°C 90 sec 55°C 90 sec 72°C)
Capcapl5 A 20 (30 sec 94°C 90 sec 50°C 90 sec 72°C) 20 min 72°C
Capcapl7 e
Capcap25
Capcap29 ¢
Capcap31 o
Capcap35 »
Capcap36

5.2 Multiplex tesztelés

Az eredeti markerszettdl eltéréen az ugynevezett ,,farkazasos” technikaval jelolt primerek az
eredeti protokollban leirt multiplex PCR rendszerben nem voltak egyiittes miikodésre
birhatéak. A monoplex tesztelés utan maradt 11 markerb6l harom kizarolag monoplexben,
nyolc pedig négy diplexbe rendezve miikodott (3. tablazat). A Capcapl és Capcap29 markerek
esetén a primereket 1:1,5 aranyban mértiik be, minden mas diplexben 1:1 arannyal dolgoztunk.
Ezen feliil az eredeti protokoll igazitdsaval sem tudtunk tobb markert tartalmaz6 multiplexeket

Osszeallitani.
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5.3 Polimorfizmus vizsgalata

A vizsgadlt 45 mintdbol két-két minta (azonos mintagyljtési helyrdl és azonos
iddintervallumbol) minden lokuszon teljesen azonos genetikai profilt mutatott, ezért
duplikatumként (ismétlésbdl adodo mintavételi hibaként) kezeltiik és a tovabbi elemzéseinkben
modositott mintaszammal (n=43) dolgoztunk. A t6bbi minta genotipusa maximum hat 16kuszon
adott egyezést a 11 markerbdl.

Minden altalunk tesztelt marker polimorfnak bizonyult allélszamaik alapjan. Minimum 6t és
maximum nyolc allélszamot figyeltink meg lokuszonként, mig az effektiv allélszam
szélséértéke 1,99 (Capcap25) és 5,67 (Capcapl0) volt. Az allélszamok és effektiv allélszamok
kozott jelentds kiilonbségeket tapasztaltunk a CapcapS, Capcapl7, Capcap25 és Capcap35
marker esetében, ahol az effektiv allélszam kisebb volt, mint a tényleges allélszam fele. A PIC
értéket vizsgalva az el6z6ekhez hasonléan a Capcap5, Capcapl7 és Capcap25 markereknél
volt a legkisebb a kapott szam.

A megfigyelt heterozigozitas 0,4-0,84 kdzott mozgott, mig a varhato heterozigozitast 0,5-0,82
sz€lsOértékek kozott talaltuk. Szembetiing eltérést a Capcapl marker esetében tapasztaltunk,
ahol a megfigyelt heterozigozitds 0,2-vel elmaradt a varhato heterozigozitast6l, valamint
Capcap5, Capcapl7 és Capcap25 markereknél 0,1 értékben volt kisebb a megfigyelt
heterozigozitas, mint a varhato.

A Hardy-Weinberg egyensulytdl valo eltérés dsszesen négy esetben hozott szignifikans eltérést
két szignifikancia szinten: a Capcap2 és Capcap5 esetében p<0,01, mig a Capcap25 és
Capcap29 markernél p<0,001 volt. A vizsgalt 16kuszok polimorfizmusanak vizsgalatakor

megallapitottuk azok PIC értékét is a kiilonboz6 populaciokban (4. tablazat).
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4. tablazat Statisztikai alapértékek a 11 lokuszra a teljes vizsgalt mintaszam alapjan (n=43):
allélszam (Na), effektiv allélszam (Ne), polimorfizmus informacios értek (PIC), megfigyelt
heterozigozitds (Ho), vdarhaté heterozigozitas (He), valamint a Hardy-Weinberg egyensiilytol
valo eltérés szignifikancidja két szinten, ahol ns=nem szignifikans, * P<0,05, *** P<0,001.

Hardy-Weinberg
lérll‘:jz Na Ne PIC Ho He egye;fé‘rlgfgs"alé
szignifikanciaja
Capcapl 5 3.80 0,70 0,53 0,74 0,08 ns
Capcap2 6 4,76 0,76 0,84 0,79 0,016 *
Capcap5 8 2,88 0,62 0,56 0,65 0,022 *
Capcapl0 8 5,67 0,80 0,74 0,82 0,85 ns
Capcapl5s 5 3.92 0,70 0,77 0,74 0,83 ns
Capcapl?7 6 2.57 0,54 0,51 0,61 0,54 ns
Capcap25s 5 1,99 0,47 0,40 0,50 1,2x10* ok
Capcap29 7 3.90 0,70 0,70 0,74 5,98x10%  EE
Capcap31 5 4,33 0,73 0,77 0,77 0,96 ns
Capcap35s 8 3.66 0,69 0,70 0,73 0,18 ns
Capcap36 7 3.64 0,68 0,65 0,72 0,46 ns
minimum 5 1,99 0,47 0,40 0,50
maximum 8 5,67 0,80 0,84 0,82
atlagérték 6,36 3.74 0,67 0,65 0,71
szoras 0,39 031 0,1 0,04 0,03
median 6 3.80 0.7 0.70 0.74

5.4 Egyediség vizsgalata

Az bsszes minta egyiittes vizsgalataval (n=43) megéllapitott PI érték 5,9x10! volt, a
populacidkon beliil a Budai-hegységben (n=15) 3,7x1071°, a Dél-Alf5ldén (n=15) 2x1071°,
Ugyanezekre a mintacsoportokra kiszdmitottuk a Plsibs értékeket is. Az 6sszes mintara nézve ez
7,8x10™ volt, mig a populdciok esetében a Budai-hegységben és a Dél-Alfoldon egyarant
1,2x10* értéket kaptunk, a Dunantili-dombsag populdcidjat tekintve pedig 9,7x107.

A PD értékére a teljes elemszamra szamitva 0,9999999997, a harom populacidra szamitva a
Budai-hegységben 0,9999999817, a Dél-Alfoldon 0,9999999938, a Dunantali-dombsaghan
pedig 0,9999999944 eredményt kaptunk.
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5.5 Vizsgalt populéciok diverzitasa

A populaciok genetikai diverzitasanak leirasahoz kiszamitottuk a rajuk vonatkozo tényleges
allélszamok, effektiv allélszamok, PIC értékek, valamint a varhato és megfigyelt heterozigocia
fokok minimumat, maximumat, atlagat és a hozza tartozo szorasat, tovabba a medianjat is (5.

tablazat). JelentOs eltéréseket a populaciok kozott nem tapasztaltunk.

5. tablazat A populaciokban szamitott valodi (Na) és effektiv allélszamok (Ne), polimorfizmus
informacios ertéek (PIC), megfigyelt (Ho) és varhato heterozigozitas (He) értékek.

Populacio | Na | Ne | PIC | Ho | He
Budai-hegység
minimum 4,00 1,97 0,33 0,40 0,49
maximum 7,00 4,13 0,71 0.87 0,76
atlag 5,27 3,34 0,58 0,59 0,69
szOras 0,24 0,20 0,12 0,05 0,02
median 5,00 3,60 0,61 0,53 0,72
Dél-Alfold
minimum 4,00 1,53 0,50 0,13 0,34
maximum 8,00 5,63 0,74 0,93 0,82
atlag 5.55 3.59 0,66 0,64 0,68
szOoras 0,39 0,36 0,07 0,07 0,04
median 5,00 3,60 0,67 0,67 0,72
Dunantiali-dombsag
minimum 3,00 1,53 0,35 0,54 0,41
maximum 7,00 5,63 0,77 0,85 0,80
atlag 3,36 3,59 0,65 0,73 0,70
SzOras 0.41 0,28 0,13 0,03 0,03
median 5,00 3,80 0,69 0,77 0,74

A populaciok kozotti kolesonhatasok jellemzésére megallapitottuk a populacid-parok kozotti
fixacios indexet (Fst) és a virtualis vandorlo egyedek szamat (Nm, Number of Migrants). A
Budai-hegység és a Dél-Alfold populacioi kozott az Fst 0,02, mig az Nm 11,5 volt. A Dél-
Alfold és Dunantali-dombsag populacioi kozott az Fst értéket 0,02-nek, az Nm értéket pedig
12,6-nek allapitottunk meg, a Budai-hegység és Dunantul-dombsag 6sszehasonlitdsanal pedig

az Fst 0,03-nek, mig Nm 7,9-nek adddott.
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6. Osszefoglalas

Kutatasunk sordn egy eurdpai 6zekre kifejlesztett tetramer mikroszatellitakbol allo markerszett
alkalmazhatosagat vizsgaltuk hazai 6zpopulaciokon, a magyarorszagi 6zek egyedi szintii
azonositasanak céljabol.

A markerszett tesztelésénél a koltségek csokkentése érdekében az eredeti modszertantol
eltéréen univerzalis primerekkel, és a megegyez6 szekvenciaju ,farkakkal” jelolt
I6kuszspecifikus primerekkel dolgoztunk. Az eredeti PCR-protokoll hasznalata soran az eltéré
jelolésmod alkalmazasa miatt kiillonb6z6 akadalyokba iitkoztiink. A Capcap2 marker az eredeti
programmal nem miikodott, igy ennél gradiens PCR moédszerrel hataroztuk meg a 67°C-0S
annelacios hémérsékleti optimumot. Ez varatlanul magasabb volt mind az eredeti program
50°C-t0l 62°C-ig terjedd annelacios tartomanyanal [53], mind az univerzalis ,,A tail”
szakirodalmaban szereplé 63°C-0s [67] annelaciés optimumanal. Univerzalis primerek
hasznélatabol eredd primer-optimum valtozasra a korabbi, ezt a technikat alkalmazo
nemzetko6zi szakirodalomban nem talaltunk emlitést [59, 68, 69], azonban a Tanszék megel6z6
kutatasaiban mar tapasztaltak ezt a jelenséget [70, 71]. Ezen kiviil a 12 marker koziil egynél, a
Capcap3.1-nél egyaltalan nem tudtuk olyan PCR beallitast kidolgozni, ahol az erés és allando
melléktermékcesucs jelenléte ne akadélyozta volna a fétermékcsucsok leolvasasat. Emogott
kétféle jelenség is allhat. Eléfordul, hogy a primerek kdlcsondsen gatoljak egymas mitkodését
primer-dimerizacio révén, és igy specifikus melléktermékként jelenhetnek meg [72]. Ezen kiviil
a primerek nem célhelyre valdé bekotédése a templat szalon is eredményezhet olyan PCR
fragmentumokat, amelyek zavarjak a fétermékek késobbi azonositasat [73].

Az eldzetes tesztelést kovetden a 11 marker mono- és diplexekben keriilt amplifikalasra, mivel
az eredeti multiplex beallitdsok nem jartak sikerrel. Emogott foként primer-interakcios okok
allhatnak, mint a korabban emlitett primer-dimerizacié [72], de el6fordulhatnak olyan
kolcsonhatasok, amelyekben nem primer-dimerek, hanem primer-klusterek képzddhetnek.
Klusterek alatt olyan primer-koélcsonhatast értiink, ahol tobb molekula tapad egymashoz,
ellehetetlenitve ezzel azok rendeltetésszerii miikodését, de a primer-dimerrel ellentétben ez
,lathatatlan” az agar6z gélelektroforézises visszaellendrzésnél [74].

Tovabba a ,,farkazasos” mddszer sajatossaga, hogy egy fluoreszcensen jelolt univerzalis primer
tobb termék jelolésére is felhasznalodik egy multiplex elegyben. Amennyiben a parhuzamosan
termelddo fragmentek egyikébdl tobb van, vagy mas okbol kifolydlag nagyobb affinitassal bir
az univerzalis farok felé, ugy az azonos farokkal jeldlt markerek kompeticioba keriilhetnek, ami

egy vagy tobb marker elégtelen jeloléséhez vezethet. Ezt a fajta primer kompeticiot mar
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korabban leirtdk hagyomanyos fluoreszcens jelolésnél is [75], de mivel az eredeti markerszett
fejlesztésénél ez az akadaly nem jelentkezett [53], ezért az altalunk alkalmazott technikanak
tudhatd be a probléma. A fenti nehézségekbdl kifolyolag bar a markerszett tesztelésének
koltségei csokkentek, a jovobeni rendszeres, valamint nagyobb mintaelemszammal valo
alkalmazasaban id6- és munkaigényessége miatt az eredeti jelolés és PCR-protokoll
alkalmazasat javasoljuk.

A magyarorszagi 6zek genetikai dlloméanya az altalunk vizsgélt 11 mikroszatellita marker
esetében polimorfnak bizonyult, és I0kuszonként 5-8 allélt sikeriilt azonositanunk. Svajcban az
eredeti markerszett alapjan 4-12 allélt taldltak a 12 marker alkalmazéisakor, a vizsgalt
mintaclemszam azonban joval nagyobb (n=513) volt [53]. Feltehetden a mintaclemszam
novelésével és a mintavételi tertilet bovitésével mi is tovabbi allélokat fogunk talalni a magyar
populéciokban.

A faj genetikai soksziniliségét korabban mar tobb kutatés is leirta Eurdpa szerte mitokondrialis
kontroll régio [76, 77] és mikroszatellita markerek kizardlagos [37] és egyiittes alkalmazasaval
egyarant [27-29, 35]. Jelen kutatashoz hasonldo paraméterekkel dolgozva, 12 dimer
mikroszatellitat 30 6zmintdban vizsgalva Poetsch és munkatarsai csupan 1-6 allélszamot irtak
le Eszakkelet-Németorszagban, ennek ellenére szdmitasaik alapjan az egyedi azonositas
feltételei ott is teljestiltek [37]. Ezen feliil olyan populaciokban sem volt alacsonyabb az allélok
szdma, mint a tengerekkel hatarolt Brit-szigeteken, ahol szintén nagymértékii polimorfizmust
irtak le kontroll régi6 és mikroszatellitak egyiittes vizsgalataval [27].

Mas hazai szarvasféléket érintd vizsgalatokkal osszevetve az 6zek mikroszatellita és kontroll
régio altal vizsgalt eredményei kiemelkedéek [76]. A magyar damszarvasok esetében a vizsgalt
25 tetramer mikroszatellita markerbdl csupan négy mutatott polimorfizmust 27 egyed mintai
alapjan [78], mig gimszarvasokban 14 tetramer mikroszatellita koziil tiz esetén talaltak
haromnal tobb allélt 100 egyed vizsgalata soran [79].

Mind az effektiv allélszdmok, mind a PIC értékek alapjan a markerszett legkevésbé informativ
tagjai a Capcapb, Capcapl7, és Capcap25 markerek voltak. Ennek ellenére ezen markerekre
kapott PIC értékek sem maradtak el az eredeti markerszett eredményeihez képest [53], mutatva
ezzel a markerszett hazai populaciora valo hatékony alkalmazhatosagat.

A populécio diverzitasanak felméréséhez megallapitottuk az atlagos varhato heterozigozitast
(0,68-0,7) és az atlagos megfigyelt heterozigozitast (0,69-0,73) is. Eredményeinkhez képest a
korabban emlitett europai kutatasokban kapott értékek ennél alacsonyabbak voltak [28, 35]
vagy hasonlo értéket értek el [27]. Annak megallapitasahoz, hogy a vizsgalt populacioink

mennyire kiiloniilnek el egymastol kiszamitottuk az egymastol vald elkiiloniilést leird Fst és
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Nm értékeket is. Eszerint vizsgalt populacidink kozott kevés az allélfrekvenciabol és a privat
allélokbodl ad6do kiilonbség, az atvandorld egyedek szdma a mintaclemszamhoz viszonyitva
pedig magas. Azonban mas kutatdsok alapjan még nagyobb mintaelemszam alkalmazasa esetén
sem nott a populaciok kozotti differencia mértéke, amennyiben azok elég kozel fekiidtek
egymashoz. Lengyelorszagban tobb mint 200 km-es foldrajzi tdvolsag mellett talaltak gy,
hogy az Fst értékek enyhén emelkedettek voltak a két populacio kozott [28]. Ennek hatterében
feltehetéen az 6zek kivalod adaptacios képessége és szamukra atjarhatatlan fizikai akadalyok
hianya allhat. Ezek alapjan az altalunk valasztott populaciok kozott nem voltak elegendéek a
meglévd természetes vagy mesterséges akadalyok, mint a Duna, vagy az M1, M5, M6 és M7
heterozigozitas, Fst valamint Nm értékek alapjan a hazai populacidkat jelenleg nem fenyegeti
a beltenyésztés és annak kéaros kovetkezményei.

A Hardy-Weinberg egyensulytol vald eltérés Bonferroni-korrekciot kovetéen két marker
esetében (Capcap25, Capcap29) tovabbra is szignifikans volt [63]. Ez leggyakrabban a null
allélok jelenlétével magyarazhato, illetve a nem véletlenszerii parosodassal [64]. A null allélok
olyan allélok, amelyek valamilyen okbol nem jelennek meg a PCR reakciot kovetden, tehat a
detekcié soran a mintat tévesen homozigdtanak értelmezziik az adott 10kuszon [65, 66]. A
jelenség oka lehet a preferencialis sokszorositas a PCR soran, azaz a rovidebb allélok sokkal
nagyobb aranyban termelddnek és kimeritik a primereket, mieldtt azok a hosszabb allélokat
felszaporitandk, igy utobbiak nem jelennek meg termékcsucsként; vagy maga a polimeraz
enzim hibas milkodése miatt (,,slippage”) nem jonnek létre teljes masolatok [65]. Az 6zek
szaporodasi rendszerében nem véletlenszerlien torténik az egymdssal parzo egyedek
kivalasztasa, egy Ozbak altalaban 4-10 6zsutat borithat egy tizekedés ideje alatt [1].
Amennyiben egy bak tobb parzasi iddszakon keresztiil is megdrzi sutdit, az egyes l6kuszok
esetén megemelheti a homozigdtak aranyat. A svajci 6zpopulacidoban a markerszett vizsgéalata
soran a Bonferroni-korrekciot kovetéen nem talaltak szignifikans eltérést a Hardy-Weinberg
egyensulytol egyik 10kusz esetében sem [53]. Ennek hatterében a magasabb mintaclemszam
allhat, ezért feltételezziik, hogy nagyobb hazai mintaclemszam vizsgalata esetén csokken az
eltérés szignifikancidja.

A fentiek elemzésével megallapithatjuk, hogy az eurdpai 6z allomanyai a kontinensen
nagymértékii polimorfizmust és diverzitdst mutatnak, igy Magyarorszadgon is. Azonban fontos
kiemelni, hogy az altalunk vizsgalt populacidkkal nem fedtiik le az orszag teljes teriiletét, sét a
mintavétel foként a déli varmegyékre, valamint Pest észak-nyugati, valamit Komdérom-

Esztergom varmegye teriiletére korlatozodott, igy a teljes, orszagos allomany allapotardl ez a
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kutatas nem adott képet. Ennek fényében tovabbi populaciok bevonasa és a mintaelemszamok
emelése sziikséges az altalunk megkezdett adatbazis novelésének céljabol.

Az igazsagiligyi alkalmazhatdsag vizsgalatahoz a teljes mintaszamra (n=43) és kiilon-kiilon a
harom populacioban is kiszamitottuk a PI és Plsiss, illetve a PD értékeket. A PI eredménye
alapjan hatarozhatjuk meg annak valoszinliségét, hogy két véletlenszertien kivalasztott minta
milyen eséllyel rendelkezik azonos genotipussal, valamint ugyanezen valdszinliséget abban az
esetben, ha testvérekbdl szarmazo mintakat vizsgalnank meg Plsibs kiszamitasanak segitségével
[80]. A populaciokra kiilon szamolt PI értékeket azonos nagysagrendben talaltuk: a Budai-
hegység populacioban 3,7x107°, a Dél-Alfoldi populacioban 2x107°, a Dunantali-dombsag
populaciéban pedig 1,5x1071°. Az dsszes mintara kiszamitott PI érték 5,9x101t volt. A teljes
elemszamra szamitott érték alapjan azt jelenti, hogy 100 milliard egyed vizsgalatanal atlagosan
hat egyed esetében talalnank ugyanolyan genotipust. Figyelembevéve, hogy az 6z becsiilt
egyedszama egész Eurdpaban 15 millidra tehetd, annak az esélye, hogy két magyarorszagi
minta esetén egyez6 genotipust talaljunk igen csekély. Ha feltételezziik, hogy vizsgalt mintdink
testvérektdl szarmaznak, akkor az egyezdség valdszinisége ugyan ndvekedhet, az altalunk
megkapott legmagasabb érték esetén is 12 minta egyezdségét jelentené 100.000 egyedszam
mellett. A szakirodalom 0,001 érték alatt kellden alacsonynak itéli meg természetes populaciok
esetén [80].

Fontos megemliteni, hogy a mintavétel biztonsaga kiemelt tényez6 a mintak egyediségének
vizsgalatanal. Az altalunk vizsgalt mintak koziil két esetben is azonos genotipust kaptunk,
aminek mintavételezési hiba lehetett az oka. A kérdéses mintak ugyanis egy helyrél, egy
iddintervallumban lettek véve. A tobbi egyed profilja maximum hat 16kuszra egyezett a 11-bdl,
valamint a kapott Plsips értékek alapjan annak a valdszintisége, hogy két testvérnek teljesen
megegyezzen a genotipusa mind a teljes, mind a populéciokra kiilon nézve rendkiviil alacsony
volt. Az érintett populacioban (Dunantili-dombsag) az ezt leiré érték 9,7x107° volt, aminek a
szemléletes jelentése, hogy 100 000 egyedbdl atlagosan tiznek fog megegyezni a genotipusa,
amennyiben ezek testvérek. Tovabba annak az esélye, hogy megkdzelitéleg azonos idében
kertiljenek ilyen testvérek teritékre, valamint, hogy ebbdl a ritka eseménybdl egyszerre kettd is
eléforduljon valészintitlennek tiinik.

Tekintettel arra, hogy 11 markert vontunk be a vizsgalatba, aminek mindegyike polimorfnak
bizonyult, €s a teljes magyar 6zpopulacio becsiilt Allomanynagysaga a mintagyljtés idétartama
alatt (2017-2023. vadaszati évek adatai alapjan) 361.000-369.000 kozott volt, ezek az értékek
a nemzetkozi iranyelvek szerint megfelelnek az egyedi azonositas feltételeinek [80]. A PD érték

kifejezi annak valosziniiségét, hogy két véletlenszerlien kivéalasztott egyed genotipusa a vizsgalt
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l6kuszon eltéré genotipust mutat [81]. Ez a vizsgalt populaciokban és Osszmintaszamra
szamitva is megkdzelitdleg egy volt, tehat annak a valdsziniisége, hogy a markerszettel két
egyed genotipus alapjan elkiilonithetd egymastol nagyon magas.

Osszegzésként, a tesztelt markerszettben szerepld 12 marker koziil 11 marker polimorfizmusat
mutattuk ki harom magyarorszagi 6zpopulacidoban. Ezek vizsgélata alapjan, a markerszett
alkalmazaséaval a nemzetkozi irdnyelveknek megfeleléen egyedi szinten azonositani lehet a
hazai dzeket biologiai maradvanyaik alapjan, amely kiilonos jelentdséggel bir torvényszéki
esetek elbiralasaban, legyen szo illegalis vadaszatrol, illegalis hus- és troéfeakereskedelemrol,
vagy vadgdzolasrol. Az utobbi esetekben a nemrégi torvénymodositds fényében kiillondsen
hasznos lehet az altalunk tesztelt modszer a kartérités megitélésé¢hez elengedhetetlen vétkes fél
megallapitasa soran, mivel vita meriilhet fel, ha példaul az 6z csak az iitkozést kovetden, a
helyszintél messzebbre pusztul el.

Emellett a markerszett nem csak igazsagiigyi vizsgalatok, de mas tudomanyos kutatasok
eszkozEéll is szolgalhat, példaul populacié struktira meghatarozasara, és beltenyésztés
felmérését célzo vizsgalatokban. A jovoben mindenképp sziikséges az adatbazis kiépitésének
folytatasa nagyobb mértékii és az orszag tobb pontjat érinté mintagyiijtések révén. Az eurdpai
0z Magyarorszag leggyakoribb vaddszhatd nagyvadja, értékes és gyarapodd allomanyat

érdemes a molekuléris biologiai eszkozeivel is védeni, illetve tamogatni.
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8. Koszonetnyilvanitas

Koszonetet szeretnék mondani témavezetdimnek, Zorkdczy Orsolyanak €s Dr. Zenke Petranak,
hogy belevontak ezen kutatdsukba, valamint irdnymutatést és segitséget adtak a laboratoriumi
munkalatok és a dolgozat megirdsa soran. Koszonettel tartozom Dr. Gaspardy Andrasnak, az
Allattenyésztési és Genetikai Tanszék, valamint Dr. Wagenhoffer Zsombornnak az
Allattenyésztési, Takarmanyozastani és Laborallattudomanyi Intézet vezetSjének, hogy
lehet6séget biztositottak az Intézet Genetikai laboratoriumaban végzett munkahoz.

Tovabba koszonetet szeretnék mondani mindazon a hivatasos vadasznak is, akik biztositottak
szamunkra a kutatdshoz felhasznalt 6zmintdkat. Kdszonetet szeretnék mondani a hozzam
legkozelebb all6 embereknek, a csalddomnak és a bardtaimnak, akik folyamatosan tdmogatast
nyujtottak a munkdmhoz.

A tanulmany az Allatorvostudomanyi Egyetem Budapest stratégiai kutatasi alapja (SRF-001

sz. tamogatas) timogatasaval késziilt.
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