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1 Bevezetés

1.1 Irodalmi és torténeti attekintés

1.1.1 A nem-humdn igazsdgiigyi genetika célkitiizései

Az igazsagiigyi genetikai vizsgalatok alapvetd kérdése annak a megéllapitasa, hogy a
torvényszEki eljaras soran bizonyitékként szolgal6 biol6giai nyom milyen biztonsaggal
eredeteztethetd egy adott fajtdl, annak egy egyedétdl vagy populaciéjatol. Ez csak akkor
lehetséges, ha az adott nyombol ki tudunk mutatni olyan tulajdonsagot, amely
jellemezhet egy adott fajt, annak egy populicidjat vagy egyedét. Ezeket a
tulajdonsagokat az él6lények orokitdanyagiban kereshetjiik. A DNS polimorfizmusnak
koszonhetden, a genom minden pontjdban megegyezd két él6lény nem élhet a F6ldon,
azonban a kérdésfeltevés vonatkozdsaban (ma még) nem vizsgilhatjuk meg a teljes
orokitdanyagot. Az adott ¢él6lény genomjidnak rendkiviili  sokféleségébdl
(polimorfizmusabol) egyfajta ,,mintat véve” annyi polimorf DNS markert vizsgalunk
amennyi megfeleld erdvel valaszt adhat a kérdéseinkre. A mi kérdésfeltevésiink az volt,

hogy az A&ltalunk kivélasztott polimorf markerek individualizilé ereje elegendd-e a

bioldgiai nyom adott egyedtd]l szarmaztatasdhoz.

1.1.2 A nem-humdn igazsdgiigyi genetika rovid torténete

Mar a polimeradz lancreakcidé (PCR) felfedezésének évében, 1985-ben Alec Jeffreys és
csoportjanak koszonhetden keriilt sor a DNS-vizsgalatok elsd torvényszéki
alkalmazasara. Dr. Jeffreys munkéassaga alatt rajott arra, hogy a genom nagyon sok igen
variabilis tandem ismétlddést (in. miniszatellitik, VNTR) tartalmaz, amelyek megfeleld
polimorfizmust mutatnak ahhoz, hogy egy egyed un. ,,genetikai ujjlenyomata” lehessen
(Jeffreys et al., 1985ab). A miniszatellitak vizsgalatdhoz RFLP-alapu (restrikcids hossz-
polimorfizmus) technol6giat alkalmazott. Ebben az évben fedezték fel a polimeraz
lancreakcidt (PCR), amely kikiiszobolte a Jeffreys-proba legnagyobb héatranyat, ugyanis
a DNS templat sokszorozdsanak kdszonhetéen joval kevesebb genomi DNS is elegendd

volt egy vizsgalathoz. 1987-ben a Jeffreys mddszert madarakra is alkalmazhatova tették



(Burke et al., 1987), majd Thommasen-nek koszonhetden 1989-t61 a nem-human
igazsagiigyi genetikdban altalanosan elterjedt egyedazonosité maédszer lett (Thommasen
et al., 1989). A Jeffreys-féle eljarast fajmeghatarozasra is alkalmazhatova tették,
amelyet mitokondridlis DNS markeren el0szér Cronin végzett 1991-ben, majd Parson
2000-ben kidolgozta a fajazonositds szekvencia meghatirozason alapulé moédszerét
(Cronin et al., 1991; Parson et al., 2000).

Torvényszéki eljarasokban eldszor 1990-ben kezdték el markerként hasznélni az emberi
mikroszatellitikat (STR), 1994-ben pedig mar megjelent az els6é human STR-ket
tartalmaz6 multiplex PCR-kit (Butler, 2011), amely elérelenditette a nem emberi STR
markerek fejlesztését. Az els6 nem-human multiplex rendszereket haziallatokra
dolgoztdk ki. Stockmarks® (Applied Biosystems) kit néven az 1990-es évek végétdl mar
elérhetok voltak. Szarvasmarhara, kutyara és lovakra kidolgozott formaban jelenleg is
kereskedelmi forgalomban van. Hazankban els6ként Padar és munkatarsai végeztek
olyan nem-human eredetli - kutya STR markereket alkalmaz6 - vizsgalatokat, amelynek
eredményét bliniigyek megoldasara is felhasznaltak (Pdddr et al., 2001, 2002). Kutyak
egyedazonositdsdra ma mar a nagyon szigori nemzetkozi eldirdsoknak (SWGDAM) is
megfeleld multiplex PCR kit is elérhetd (Wictum et al., 2013). Egy adott bioldgiai nyom
fajosszetételének vizsgalataban a real-time PCR technoldgiat kovetik, Kanthaswamy és
munkatérsai 2012-ban kidolgoztak ember-kutya-macska fajkeverékbdl all6 mintak

mennyiségi analizisét is (Kanthaswamy et al., 2012).

1.1.3 Vadvildg igazsdgiigyi genetika

Jelen munka célkitiizései jol beilleszthetok a nem-huméan igazsagiigyi genetikanak egyik
agaba, a vadon él6 fajok védelmével foglalkoz6 vadvilag igazsagiigyi genetikdba (tin.
wildlife forensic genetics, Ogden et al., 2009). A védett fajokkal torténd illegalis
kereskedelem, az orvvadaszat és mas tipusu természetkarositd tevékenységek nagy
veszElyt jelentenek kornyezetiink hosszi tdvi megdrzésére. A vadvilag igazsagiigyi
genetika a természetkarossal kapcsolatos blniigyek megoldasan keresztiil segiti a
természeti kincseink védelmét. Kiilonosen nagy hangsulyt fektet a Washingtoni
egyezmény altal kategorizalt veszélyeztetett fajok védelmére (CITES — Washington

Convention on International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora). E



tudoméanyigban a markerek fejlesztésének fO0 iranya a fajmeghatarozas, az
egyedazonositas és az egyedek populdcids eredetének meghatarozisa. A fogsagban
tartott és szaporitott védett allatfajok esetében sziikség lehet rokonsagi vizsgalatokra is.
Ez foleg akkor kérdéses, ha az adott védett faj tartisa vagy kereskedelme kizardlag a
vad populdciokbdl valé szarmazas esetében tiltott. A wildlife forensic genetics
molekuléris genetikai eszkoztara alapvetfen a konzervacié genetikai kutatisokban
alkalmazott mddszereken alapul, de a DNS bizonyitékok statisztikai interpreticidja a
humén igazsagiigyi genetikdban hasznalt alapelveket koveti (Ogden et al., 2009). Vadon
€10 allat- és novényfajokra az utobbi két évben egyre ndvekvo szdmban jelennek meg
bliniigyekben is hasznilhaté egyed-, vagy populdciés szarmaztatisra alkalmas tobb
mikroszatellita markert tartalmaz6 (multiplex) PCR rendszerek (van Asch et al., 2010;
Caratti et al., 2010; Lorenzini et al., 2011; White et al., 2012; Andreassen et al., 2012).
Farkasokra és muflonokra specializalt multiplex STR rendszerekkel a torvényszéki
eljarasok soran tobb orvvadaszati esetet is megoldottak mar (Caniglia et al., 2010;
Barbanera et al., 2012). A novekvo szamu marker és modszer standardizalasa
érdekében a Nemzetkozi Igazsagiigyi Genetikai Tarsasag (ISFG) 2012-ben tobb ajanlast
tett kozzé, amelyeket lehetdségeinkhez mérten mindig szem el6tt tartottunk (Linacre et

al., 2011).

1.1.4 STR markerek

A genom 150 bazisparnal kisebb magasan repetitiv elemeket tartalmazd tombjeit
mikroszatellitaiknak vagy rovid ismétlddé egységeknek (STR) nevezziik. Altalaban 2-6
bazisparbol all6 DNS szakaszok (tin. repeat egységek) ismétlédnek tandem modon
egymasutan. Az ismétl6do egységeket hatarold szekvencidk (tin. flanking régidk) veszik
koriil, amelyek meghatirozzak az adott tandem mddon ismétl6dd egység kromoszéma
lokalizacigjat. Az STR lokuszok ismétlodéseinek szidma az egyedek kozott nagy
valtozatossdgot mutat, és ez a polimorf tulajdonsag teszi Oket alkalmassa genetikai
alapu egyedazonositasra (Butler, 2011). Az STR lokusz kiilonbozé alléljai altalaban
méretilkben kiilonboznek egymastdl, ezért az STR polimorfizmusokat a hossz-
polimorfizmusok kozé soroljak.

A humén genomban polimorf mikroszatellitdk ezreit azonositottdk. Az emberi 23-as



kromoszéma tobb mint 8000 STR-t tartalmaz. Az allat-, és ndvényfajok esetében a
mikroszatellitdk izoldlasanak legaltalanosabb moddszere az ismert genom szekvenciiju
rokon fajokbo6l nyert mikroszatellitik adoptacidja (Dawnay et al., 2008) vagy az
ismeretlen genombdl biotechnoldgiai dton nyert izolalas (Jones et al., 2000). A mai
Ujgeneracids szekvenalasi modszerekkel inditott genom programok sordn egyre tobb
fajbol szarmazé STR markert fedeznek fel.

Az STR ismétl6do szekvencidkat repeat egységiik hosszdnak megfeleléen nevezik el: a
di-, tri-, tetra-, penta-, hexa-repeat egységek 2, 3, 4, 5, 6 nukleotidbdl allnak.
Napjainkban a humén igazsagiigyi genetikdban elsdsorban a tri-, tetra és pentamer
repeatekbdl all6 mikroszatellitidkat hasznaljak, a nem-human vizsgilatokban azonban
még elsésorban dimer repeatekbdl 4all6 markerek (dimer mikroszatellitik) a
dominénsak.

Az STR szekvencidk nem csak repeat-ek szamdban, hanem struktirdjiban is
variabilitast mutatnak. Az egyszerii repeat régioval rendelkez6 mikroszatellitdk azonos
hosszisagu €s szekvencidju egységekbdl allnak. Az Osszetett struktirajuak két vagy
tobb kiilonbozd egyszerti, egymassal szomszédos repeat-et tartalmaznak. A komplex
STR-ek esetében a kiillonbozd szekvencia Osszetételli és valtozd hosszisagu repeat-
egységeket valtoz6 méretlh kozbeiktatott szekvencia szakitja meg. A komplex
hipervariabilis STR-ek ezen feliil igen nagy valtozékonysagot mutatnak.

Nem minden STR allél mérete felel meg az ismétlodd egységek egész szamu
tobbszorosének. Vannak olyan, un. intermedier (koztes, mikrovaridns) allélok is,
amelyek a repeat-ben vagy a flanking régidban egy vagy tobb nukleotidot ért
megvéltozist hordoznak, s emiatt ezek mérete a konszenzus allél méretével nem
egyezik meg (Butler, 2011). El6fordulhatnak azonban olyan mikrovarians allélok is,
amelyek méretilkben megegyeznek, azonban az azonos szamu, de eltér6 DNS
szekvencidju repeatek miatt vagy a flanking régiok szekvencia eltérése kovetkeztében
kiilonboznek (Wang et al., 2012).

Az STR markerek igazsagiigyi célu bevezetését nagyban eldsegitette, hogy a hatarold
szekvencidjukra tervezett és hibridizdlod6 oligo (primer) szekvencidk segitségével a
PCR reakci6 sordn felsokszorozhatok. Ennek kovetkeztében a  bioldgiai
anyagmaradvanyokbdl igen sok informéici6 nyerhetd, legyen sz6 annak egyedi

szarmazasarol vagy faji Osszetételérol. Masik igen kedvezd tulajdonsaga, hogy egy



reakcié soran egyidejlileg tobb DNS-lokusz is felsokszorozhat6é (ez az tn. multiplex
PCR), valamint a felsokszorozand6 DNS szakaszok (amplikonok) leroviditésével igen
leromlott mindségli és toredezett (degradalt) DNS tartalmd mintdk is vizsgalhatova
valnak. A multiplex PCR e tulajdonsigainak koszonhetdéen akar néhany sejt genetikai
allomanya is elegendd lehet az egyed-, vagy fajazonositds szamara. A munkéank sorin
azt szerettik volna elérni, hogy legalabb 5 nanogramm gimszarvas eredetli 6rokitd
anyag (azaz kb. 800-1000 sejt DNS-tartalma) elegendd legyen az egyedek azonositasara
kidolgozott rendszeriinkhoz.

A jelenlegi elfogadott gyakorlat szerint az STR allélok DNS-fragmens analizissel az
esetek dontd tobbségében egyértelmiien elkiilonithetdk egymastol. Az STR lokuszok
multiplex PCR-alapd szimultan vizsgélata lehetdséget teremtett human igazsagiigyi
genetikdban a személyazonositas gyors kivitelezésére (Kimpton et al., 1994). Az 1990-
es évek folyaman a mikroszatellitakat valasztottak a személyazonositas f0 genetikai
markeréiil (Butler, 2011). A nem-humén és a human igazsagiigyi gyakorlatban eldirt
kovetelmény a PCR reakcid sordn alkalmazott primer szekvencidk keresztreagild
képességének vizsgalata, ugyanis ennek eshetdsége megnehezitheti vagy bizonytalanna
teheti az adott célorganizmus vizsgalatat. Egyedazonositas céljabol csak az adott faj

s 20z

hasznalhat6 (Linacre et al., 2011).

1.1.5 STR allélok nevezéktana

A nem-huméan igazsagiigyi genetikai vizsgalatokban alkalmazott STR lokuszok és
alléljaik nevezéktana az ISFG human mikroszatellitdkra kidolgozott ajanlasain alapul
(Gill et al., 1994, 1997a, 2001; Bdr et al., 1997; Olaisen et al., 1998). A komplex
struktdraju STR lokuszok alléljainak elnevezésében az Eichmann és munkatarsai altal
kidolgozott mddszer javasolt (Eichmann et al., 2004).

A legfontosabb nem-human igazsagiigyben alkalmazhat6 szabalyok:

. A szekvencidk leolvasdsa mindig 5’-3° irdnyban torténhet, és a tipizalashoz
hasznalatos DNS szal az kell, hogy legyen, amelyet a nyilvanos adatbazisban eldszor
publikaltak.

Az allélikus nevezéktanra vonatkozé ajanlasok f6 pontjai:



. Az elnevezés a teljes ismétlddési egységek (repeatek) szdma szerint torténik,
amely egyszer( 0sszetételt STR markereknél konnyen alkalmazhato.

. Amennyiben az ismétlodé régié nem teljes egységet (repeat) is tartalmaz
(mikrovariansok, koztes (intermedier) allélok), gy a teljes repeatek szdma utan egy
ponttal elvédlasztva kell feltiintetni a hidnyos ismétlddd egység meglévo béazisainak
szamat.

. Az djonnan felfedezett STR-ek alléljait a varidns és nem-varidns ismétlodési
egységek egyiittes szamanak alapjan kell elnevezni.

. Komplex STR-ek esetében, amelyek eltérd szekvencidju és tobbféle méretii
repeatekbdl allnak, tobb alternativ nevezéktan is 1étezik. Ennek alapjat az ismétl6do
régié hosszanak definidldsa jelenti. A régidé nukleotidokban kifejezett hosszat ezutan
osztani kell a tetramer ismétlodé egységek szamaval. Ez azonban til sok mesterséges
mikrovarians allélt eredményezhet, ezért az Eichmann-féle modszer szerint a definialt
1smétlodo régidt ugy kell modositani, hogy az minél kevesebb intermedier elnevezést
eredményezzen (Eichmann et al., 2004).

. Koztes allélok az tn. flanking (hatarol6) régidk egyszerli inszercids/delécids
muticidjanak koszonhetden is megjelenhetnek (Fiiredi et al., 1999), ahol az eredeti
primereket hasznalva N.1 és N.2 koztes allélok keletkeznek, amelyeket a fent emlitett
esetektdl valo megkiilonboztetés végett + illetve - jellel ajanlatos jeldlni. A + jel
inszerciora, a - pedig deléciora utal.

. Koztes allélok keletkezhetnek flanking régié nukleotidjainak egyszerii
transzverzios vagy tranzicids mutaciojaval is. Ebben az esetben a mutacidés pont
1smétlddo egységtdl szamitott helye jeldlendd. Példaul a humén Y-kromoszémés

DYS391 lokusz repeat régiojatél downstream 87 nukleotid tavolsagra detektalt C-G

s sz

Az emberi és nem-emberi igazsagiigyl genetikdban alkalmazott mikroszatellitdk
standardizalt elnevezésli alléljai, DNS szekvencidi és a lokuszok kromoszomas
elhelyezkedése bizonyos fajok esetében a nemzetkozi STRBase adatbazisban

hozzaférhetd (Butler and Reeder, 1997).
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1.1.6 A humdn és nem-humdn igazsdgiigyi genetikai vizsgdlatok statisztikai
interpretdciojdnak nemzetkozileg elfogadott ajdnldsai
Az igazsagiigyi genetikdban a DNS-bizonyiték statisztikai interpretacidéjanak
legéltalanosabban elfogadott mddszere az in. Bayes-elvli hipotézistesztelés (Ewett and
Weir, 1998). A valdszinliség szamitas Bayes-tételének esé€ly formdju leirdsa szerint a
nyomozd hatésag, ill. a birdsag altal az igazsagiigyi szakértonek feltett alapkérdést: pl.
Mekkora a valosziniisége annak, hogy a helyszinen taldlt vérnyom egy adott egyedtol
szdrmazott? mindig legalabb egy masik hipotézis valoszinliségéhez kell viszonyitani:
pl. Mekkora a valosziniisége annak, hogy a vérnyom az adott populdciobol
véletlenszeriien kivdlasztott mdsik egyedtol szdarmazott? Az elsé kérdés altalaban a vad
feltevésére (H,), a masodik kérdés pedig 4altalaban a védelem hipotézisére (H,)
vonatkozik.
bonthatd. Az Un. likelihood tag a genetikai vizsgalatra vonatkozik. A prior valészinliség
a DNS bizonyiték ismerete nélkiil, az egyéb koriilmények ismeretében (/) az adott
kérdésre vonatkoz6 posterior valdszintiségi értéket adja meg.
E1) PlEH,.1) P(H 1)

P(H,
EU_P@WwUXHHM)

P(H,

A likelihood azt mutatja meg, hogy mekkora a DNS-vizsgidlat eredményének
valoszinlisége a vad, ill. a védelem feltevésének (H, és H,) teljesiilése esetén. A
rendelkezésre 4116 DNS bizonyitékbdl (E) - pl. a gyanusitottdl lefoglalt agancstréfeabol
- kimutatott gimszarvas DNS profil (G;) és a helyszini nyombdl kimutatott gimszarvas
genetikai profil (G,) - ismeretében a két likelihood hanyadosa (LR):

H,,1)

H,1I)

9

G.H,1) PG

H,1) PG,
(LHMHXHQ

H,.1) PG,

Plc.G.
PG..G.

ahol az egyenlet jobb oldaldnak masodik tagja a helyszini profil populacios
eléfordulasat kifejezd valdszintiség. A vad hipotézisének likelihood értéke: Mekkora a
valosziniisége annak, hogy éppen a vérnyombol kimutatott DNS-profilt hatdrozzuk meg
akkor, ha feltessziik, hogy a vérnyom az adott egyedtol szdrmazott?, a védelem
ellenhipotézisének valdszinlisége, Mekkora a valosziniisége annak, hogy éppen a

vérnyombol kimutatott DNS-profilt hatdrozzuk meg akkor, ha feltessziik, hogy a
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vérnyom az adott populdciobol véletlenszeriien kivdlasztott mdsik egyedtol szdrmazott?.
Fontos azt hangsilyozni, hogy az ellenhipotézis likelihood értékének szamitisa csak
akkor korrekt, ha a statisztikai kalkuldcidhoz felhasznalt populéaciés allél-, vagy
profilgyakorisdgi adatbazis tipusit a nyomozati informacié (pl. a biincselekmény
elkovetésének helye) hatarozza meg.

Amennyiben G, = G,, vagyis a genetikai profilok megegyeznek, a bioldgiai nyom csak
az adott (al)faj egy egyedének genetikai anyagat tartalmazza valamint a laboratériumi
genotipizalas (profil kimutatds) hibaja kizarhat6, akkor a val6szinliségi hanyados (LR) —
legegyszeriibb form4jaban — a DNS-profil egyezési valoszinliségének (pM) reciprokéval
egyezik meg.

1 1

LR =
G.,.H,I) pM

PG,

A pM azt fejezi ki, hogy mekkora annak az esélye, hogy a referencia egyeden kiviil még
egy olyan egyedet taldlunk a populacidban, amelynek DNS-profilja teljes egyezést
mutat a bioldgiai nyom genotipusdval. Az 1990-es évek elejéig az egyezési
valoszinliség szamitdsakor a szakértok azzal a feltételezéssel éltek, hogy a profilok
fiiggetlenek egymdstol, vagyis az egyezést mutaté profil megfigyelésének vart
val6szinlisége nem fligg az elsd profil megfigyelésének valdszinliségétdl. Az egyezési
val6szinliség kalkulicidja a Fisher-Wright modell alapjan a Hardy-Weinberg (HW)
torvényszertiségeknek megfelelden tortént. Nem minden adatbazisban teljesiilnek
azonban a HW szabalyok, ugyanis bizonyos populacids tényezdk befolyasolhatjak a
populécién beliili allélok és genotipusok random parosodisabdl ad6déd egyensulyat. A
struktdraltsag, vagyis az alpopuléacidk esetleges jelenléte a populacion beliil a Wahlund
hatas kovetkeztében a populacid heterozigta genotipusainak tulbecslését és a
homozigéta genotipusainak alulbecslését okozza. Az alpopuldcidkban €16 egyedek
kozott, amennyiben teljesiilnek a HW kritériumok, a parvalasztds valOszinlisége
nagyobb, mintha az, az alpopulacidban el6 és az azon kiviili egyedek kozott torténne.
Az alpopulaciot alkoté egyedek kozott tehat bizonyos mértékii genetikai korrelacid
létezhet. Ennek kovetkeztében az adott alpopuldciobol szarmazd egyed kalkulalt
profilgyakorisiga nagyobb anndl, mintha azt a teljes adatbazis allélgyakorisagi
értékeibdl szamitanank. Balding és Nichols (Balding and Nichols, 1994) megoldast

keresett az adatbazison beliili lehetséges alpopulaciok meglétének problémédjara. A
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kutatok a profil egyezési valdszinliséget megadd képleteikbe a kozos leszarmazasi
egylitthatét (0-theta faktor) épitették be, hogy kiegyenlitsék a struktdraltsdg
kovetkeztében kialakult Wahlund hatidst. Amennyiben az alpopuldciéoban a HW
egyensuly feltétele teljesiil akkor a @ = Fs7. 1996-ban az USA Nemzeti Kutatdtanacsa is
javasolta (National Research Council, 1996) a szamitasi mddszert, amelynek hatasara
ez a megkozelités a szakértdi tarsadalomban elfogadottd valt (Ewett and Weir, 1998).
Ayres és Overall (Ayres és Overall, 1999) ravilagitott arra a problémara, hogy Balding
és Nichols formuldi azon a feltételezésen alapultak, hogy az alpopuldcion beliil a
parvalasztas véletlenszerli. Ez a feltétel azonban 4llati populaciokban ritkan teljesiil. A
beltenyészet hatdsa hasonld a Wahlund effektushoz. A populicion beliil a két hatas
egyiittes fellépése esetén a & = F;7. Ennek alapjan Ayres és Overall tanulmanyukban a
profil egyezési valoszinliség szamitasara egy olyan formulat javasolt, amely az Fgr
mellett az Fjs (populacion beliili Gn. beltenyésztési egyiitthatd) értékét is tartalmazta. A
nem-human igazsagiigyi genetikai bizonyitékok statisztikai interpretaciojanal ez a

formula a nemzetkozi szinten elfogadott (Linacre et al., 2011).

1.1.7 A gimszarvas és annak hazai jelentosége

Rendszertani helyét tekintve a gimszarvas (Cervus elaphus) a Cetartiodactylia renden
beliil a Parosujju patasok (Artiodactylia) monofiletikus csoportjdba, azon belill a
Szarvasfélék csaladjaba (Cervidae) tartozik. A Cervidae csaladot anatdmiai bélyegek és
molekuléris filogenetikai elemzések alapjan 23 nemzetségre és 47 fajra oszthato.

A jelenlegi taxondémiai allaspont szerint a csaldd harom alcsaladja (Ujvilagi
szarvasfélék - Capreolinae, ()Vilégi szarvasfélék - Cervinae, Vizidzformak -
Hydropotinae) koéziill a gimszarvas az Ovildgi szarvasok (Cervinae) csoportjaba
sorolhaté. Az Ovilagi (Cervinae) és Ujvilagi (Capreolinae) szarvasfélék az eliilsé labak
két szélso elcsokevényesedett 1abkdzépcsontjainak helyzete alapjan jol elkiilonithet. A
Plesiometacarpalia csoportndl, ahovd az Ovilagi formak, igy a hazai dam-, és
gimszarvas is tartozik, a két széls6 csokevényes labkozépcsont a labtécsontok
iziiletéhez kapcsolédik, mig az Ujvilagi forméaknal ezek az ujjpercekhez izesiilnek. A
szarvasfélék elsd tagjat a Hindukus-hegységbdl szarmazd 25 millio éves leletekbdl

ismerjiik. Ennek a két csaladnak az elvalasa mar a késéi Miocénben (7-8 millié éve)
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tengerszint csokkenés kovetkeztében kialakult nagy kiterjedési fiives teriiletek okoztak.
Ekkor érhették el az Eszak-Amerikai foldrészt is. A Floriddban taldlt Eocoileus
gentryorum 5 millié éves leleteibdl kideriilt, hogy ekkor mar éltek cervidak az amerikai
foldrészen. Késobb, a Pleisztocénben 1étrejott Panamai foldhidon keresztiil terjedtek el
Dél-Amerikaban. A Cervus nemzetség kb. 5 és 2 milli6 éve a Pleisztocénben jott 1étre.
Az Ovilagi csoporthoz tartozé vapitik 6sei a Pleisztocénben kezd6dott glacialis-
interglacidlis periédusok idején kelhettek at Azsiabdl Beringidn keresztiil Eszak-
Amerikaba. Erre az iddszakra tehetd az Osszes mai modern Cervidae fajok Oseinek
1étrejotte is (Pitra et al., 2004; Groves and Grubb, 2011; Myers et al., 2013).

A Cervus elaphus faj Holarktikus elterjedésti, korabban 22 alfajat kiilonboztették meg.
A mai rendszerezok tobb faj/alfaj statuszat vagy meglétét modositottak. A citokrém b
gén muticioinak filogenetikai elemzése soran kidertiilt, hogy a genetikai tavolsag Cervus
nemzetség - meglepd mdédon a Thorold szarvast (Przewalskium albirostris) és a
szikaszarvas (Cervus nippon) alfajait is magaban foglal6 - két kladra oszthat6 (I-IL.). A
Tarimi csoport két tagja, a Jarkand-, és az Afgan gimszarvas (Cervus e. yarkandensis,
Cervus e. bactrianus) a Nyugati klad csoportjahoz (I) sorolhat, amelybe az Eszak-
afrikai, EurOpai és a Balkani gimszarvasok tartoznak. A Balkani csoport tagjai (Cervus
e. hippelaphus) jol elkiiloniilnek a Nyugat-, és Eszak-eurépai gimszarvasoktél. A
Cervus e. montanus alfaj megléte erésen megkérddjelezhetd. A szikaszarvas alfajai a
Thorold szarvassal egyiitt a Keleti kladba (II) tagozddnak. Ennek tagjait ma mar nem
alfajként, hanem kiilon fajként kezelik, igy az Eszak-Amerikai és Kelet-Azsiai vapitiket
i1s. Az eurdpai gimszarvasok és a szika-, Thorold szarvasok szekvencia hasonldsaga
tehat igen nagy lehet (Mahmut et al., 2002; Polziehn and Strobeck, 2002; Pitra et al.,
2004; Ludt et al., 2004).

A gimszarvas, mint nagytestli herbivor hazai faunank okologiai és vadgazdalkodési
szempontbodl is nagy jelentdséggel bird tagja. Vadaszhaté nagyvad, amelynek l1étszama
emelkedd tendencidt mutat. Hazai allomanya a 2012/2013-as vadaszati idény teriték
adatai alapjan 100.000 egyednél tobbre becsiilhetd (Csdnyi et al., 2010). A tréfea
minOsége szempontjdbol a magyarorszagi gimszarvas kiemelkedd mas eurdpai

allomanyokhoz képest. A jelenlegi szabad teriiletrél szarmaz6 troéfea vilagranglista els
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10 tagjanak fele Magyarorszagrol szarmazik, koztik a méltan vilaghirti, 1986-ban
elejtett Karapancsai gimszarva bika agancstrofedja, amely a lista harmadik helyezettje.
Ezek a magyar rekorder tréfedk a déli-, délnyugati orszagrészrdl szarmaznak. A szarvas
agancs kvalitativ morfologiai karaktereit vizsgilva Koller és munkatarsai 1988-ban
(Koller et al., 1988) szignifikns regiondlis kiillonbségeket mutattak ki magyarorszagi
gimszarvas populaciok kozott, azonban ezek a vizsgalatok céafoltdk a Szederjei-féle
rasszok meglétét (Szederjei, 1965). Mar koran felvetddott annak a lehetdsége, hogy a
gimszarvas agancs kvantitativ és kvalitativ  jellegeinek allomanyok kozotti
kiilonbségének genetikai hattere is lehet. Hartl és munkatirsai mar 1990-ben vizsgaltak
ennek lehet6ségét (Hartl et al, 1990). Polimorf izoenzimeknél (pl. izocitrat-
dehidrogenaz, IDH) kismértékii, de szignifikans alléleloszlés kiilonbségeket mutattak ki
magyarorszagi allomanyok (Zala megye, Somogy megye, Gemenc, Pilis, Borzsony)
kozott, a hazai démek lehetdségét tehat mar ok is felvetették.
Az elhullasbdl és a legilis elejtésbdl szarmazé éves egyedszam csokkenés 2011/2012
vadaszati szezonban hozzivetdlegesen 49.000 példany volt (Csdnyi et al., 2010). Vadon
€10 gimszarvas allomanyunkra nagy veszélyt jelent az orvvadaszat. Sajnos az illegélis
elejtésbol szarmazd veszteséget azonban csak becsiilni lehet. Sugir (Sugdr, 2002)
szerint az orszagos viszonylatban az illegalis elejtésbdl adddd veszteség 8-10 ezer
egyedre tehetd. Pechtol (Pechtol, 2001) szerint a felderitett esetek szama 1999-2000-
ben 252 volt, az okozott kar pedig tobb szdzmilli6 Forint. A hivatdsos vadiszok
véleménye szerint minden harmadik nagyvad az orvvadaszok zsakmanya lesz (Nagy,
2002). A vadorzok éltal ellopott vad szdma elérheti, vagy meg is haladja a hivatalosan
kozzétett éves teriték akar 50%-at is (Homonnay, 2004).
Az orvvadaszat és vadlopas elleni védekezés egyre nagyobb probléma, a megoldas
sziiksége a jogalkotds szintjére is begylriizott. A Biintetdé Torvénykonyv 2012-es
modositasanak koszonhetden, amely 2013. julius. 1-én Iépett hatdlyba, az orvvadaszat
blintet6jogi kategdria lett (Hatdlyos Jogszabdlyok Gytijteménye, http://net.jogtar.hu/):
,,245. § Aki

a) vadaszteriileten vadaszatra vald jogosultsag nélkiil, illetve idegen vadaszteriileten
vadaszként engedély nélkiill vad elejtésére vagy elfogdsira irdnyuld tevékenységet
végez,

b) kiilon jogszabadlyban meghatirozott, a vadfaj valamennyi egyedére kiterjedd
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vadaszati tilalmi 1d6 hatélya ala es6 vadfaj egyedét ejti vagy fogja el,

c) kiilon jogszabalyban meghatarozott tiltott vadaszati eszkozzel, tiltott vadaszati
modon vagy kiméleti teriileten vad, illetve fokozottan védett vagy védett gerinces allat
elejtésére vagy elfogasara iranyul6 tevékenységet végez,

blintett miatt harom évig terjedd szabadsagvesztéssel biintetendd.”
A torvény adta lehetdségeket kiegészitve a munkédnk sordn létrehozni kivant genetikai
alapui egyedazonositd rendszer megkonnyitheti a terepen dolgozé hivatasos vadaszok
munkajat is, ugyanis nem teszi sziikségessé az orvvadaszok sokszor igen nagy
veszéllyel jaro tettenérését. Az altalunk megoldott orvvadészati eset jol példazza, hogy a
blincselekmény megalapozott gyandjidhoz a tett helyszinérdl biztositott minta is

elegendo lehet.

1.2 Célkitizések

Doktori munkdmnak egyik célja az volt, hogy az orvvadaszat elleni kiizdelemben
hasznalhat6 olyan eszkozt hozzunk 1étre, amellyel az elkdvetdt a tettenérés sziiksége
nélkiil lehessen Osszefliggésbe hozni kozvetleniil a tett helyszinével. A hatésag altal
biztositott vér-, vagy egyéb szdvetmintakat a beldliik kimutatott genetikai profil alapjan
szarmaztatni lehet a feltételezhetden illegélis elejtésbol szarmazd gimszarvas tréfedjabol
vagy husabol. A mikroszatellitikbol all6 genetikai profil individualizalé erejének
felméréséhez sziikséges populdcids vizsgdlatok uttoré jelleggel szolgdltak a hazai
gimszarvas allomény populaciogenetikai vizsgalataban is, ugyanis mas szerzOk altal
(Hartl et al., 1990) kordbban nem vizsgalt élohelyekr0l szdrmazé egyedeket is
bevonhattunk a populacidés felmérésbe. A masik cél a gimszarvas magyarorszagi
populacidgenetikai felmérésének folytatdsa volt, ugyanis a populacion beliil izolalt
szaporodasi kozosségekrdl (démekrdl) és azok térbeli lokalizacidjarol nagyon keveset
tudunk. Ezek meglétének kimutatasa nemcsak a korabban emlitett igazsagiigyi genetikai
vonatkozasok miatt fontos. Vadbioldgiai és vadgazdilkodasi jelentoséggel is bir. A
démek térbeli elhelyezkedéséhez igazitott vadgazdilkodasi egységek hatarai az
okologiai szemléleti vadgazdalkodas fontos részét képezik. Ennek megvalosuldsa
esetén ugyanis a valés populidciddinamikai paraméterek mérésével pontosabb

hasznositési ratak becsiilhetok (Csdnyi and Lehoczki, 2010).
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A gimszarvasok populdciogenetikai vizsgalataban szdmos kivalé publikacio is
megjelent mar, amelyek az allomanyok genetikai strukturdjat vizsgaltak, a térben
elkiiloniilt populaciok kozott géndiverzitas €s alléleloszlas kiilonbségeket mutattak ki
valamint az izolalt populacidk kozott becsiilték a génaramlas mértékét (Kuehn et al.,
2003, 2004), ezekhez vizsgalatokhoz a szarvasmarha, juh és rénszarvas ismert dimer
STR markereit adoptaltak. Dinukleotid mikroszatellitdkat alkalmaz a Zsolnai és
munkatarsai altal rokonsagi vizsgalatok céljabdl kifejlesztett 8 markert tartalmazé STR
készlet is (Zsolnai et al., 2009). Bizonyos populéacié genetikai kutatisok mar vegyesen
alkalmazzak a di-, és tetramer markereket (Pérez-Espona et al., 2008). Orvvadaszati
esetek egyedek identifikalasaval torténd megoldisahoz eldszor Jobin munkacsoportja
alkotta az els@ szarvas egyedazonositisra alkalmas dimer mikroszatellitakbol allo
rendszerét 2008-ban (Jobin et al., 2008), amit 2010-ben a Sitka szarvasokra kidolgozott
rendszer kovetett (Brinkman et al., 2010). A dimer markereket ismert genotipizalasi
nehézségeik kovetkeztében huméan forenzikus célokra mar nem hasznaljak (Butler,
2011). A multiplex PCR rendszer fejlesztésénél ezért a szakirodalomban rendelkezésre
allo tetranukleotid egységeket tartalmazd szarvas markerekbdl indultunk ki (Jones et

al., 2000, 2002; Meredith et al., 2004).

A tetranukleotid mikroszatellitakbol 4allo, egyedazonositas és populicié genetikai
célokat szolgalé multiplex PCR rendszer 1étrehozasara a kovetkezd munkafazisokat

taztuk ki:

L Az STR markerek igazsagiigyl hitelesitésének részét képezik a populacids
felmérések. Az allélpolimorfizmusok meghatarozasahoz populidciés mintavételezésbe
kezdtiink. Tobb olyan gimszarvas €l6helyet is be szerettiink volna vonni a felmérésbe,
amelyeket kordbban mas szerzOk még nem vizsgiltak. A mintagyQjtést kiszélesitését

terveztiik az eddig még kevésbé vizsgalt észak-magyarorszagi allomanyokra.

II. A specifikus PCR primerek tervezhetdsége érdekében a szakirodalomban
meglévo, oszvérszarvas (Odocoileus hemionus) és amerikai vapiti (Cervus canadensis)
eredetli tetranukleotid mikroszatellita lokuszok gimszarvas ortologjainak meg kellett

hatarozzuk a DNS szekvenciasorrendjét. Ehhez a csoportunk altal kifejlesztett un. ,,zoo-
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kloning” eljarast szandékoztuk alkalmazni.

III. A rendelkezésre all6 gimszarvas markerek koziil azokat kellett 6sszevalogassuk,
amelyek polimorfizmus foka elegendd az egyedek identifikdlasahoz. A markerek
allélszamat és azok gyakorisagdt magyarorszagi populdciokon még nem vizsgiltak,
ezért ezt fel kellett mérjik. Ennek elsd 1épéseként a PhastSystem technoldgia

alkalmazasaval polimorfizmus alapu szelekcidt terveztiink.

IV. A polimorf markerekbdl multiplex PCR rendszerek l1étrehozasat terveztiik.

V. A genotipizalast a huméan igazsagiigyi genetikai vizsgélatokban is alkalmazott
modszerekre alapoztuk. A markerek fluoreszcens festékkel torténd jelolésével
automatizalt kapillaris-gélelektroforézis rendszert kivantunk bevezetni. A markerek
jeloléséhez az Ot szines DS-33 fluoroférjait kivantuk felhasznélni, az allélok
elvalasztasahoz az ABI3130 kapillaris-gélelektroforézis késziilék allt rendelkezésiinkre,
az allélméret meghatarozasahoz pedig a GeneScan 500 LIZ standardot alapul véve a

GeneMapper v3.2 szoftvert valasztottuk.

VI. A multiplex mikroszatellita készlet igazsigiigyi alkalmazhatésaga érdekében
meg kellett vizsgaljuk azt, hogy a kivalasztott polimorf lokuszok egyiittes identifikald
ereje elegendd statisztikai erdvel rendelkezik-e ahhoz, hogy egy bioldgiai nyomot egy
bizonyos egyedtdl szarmaztassunk. Ehhez sziikséges a lokuszok Hardy-Weinberg
egyensulyanak és azok fiiggetlen ©roklodésének vizsgalata. El kellett végezziik a
populécié genetikai Osszetételének vizsgalatat is, hiszen ennek befolyasa van a tobb

lokuszos genetikai profil identifikal6 erejére.

VII. Orvvadészati esetekben nagy jelentdséggel birhat, ha egy biol6giai nyomnak

nemcsak egyedi eredetét tudjuk valdsziniisiteni, hanem az azt hétrahagy6 egyed

c 202

(alpopulaciok) genetikai homogenitasat ahhoz, hogy azok alkalmasak-e az egyedek

populacids eredetének valosziniisitésére.
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2 Anyagok és modszerek

2.1  Populaciés mintavétel

A mintékat a kordbbiakban mas szerzok altal is vizsgalt (Hartl et al., 1990) északkelet-,
€s délnyugat-magyarorszagi gimszarvas allomanyokbol (EK és DNY) gyiijtottiik
kiegészitve Oket a godolldi-dombsagi, cserhati-, biikki- és matrai allomanyokbdl
szarmaz6 egyedekkel (Szabolcsi et al., 2008). A mintdk szdrmazasi helyét és tipusat
tablazatos formaban kozoltik (F.1., F.2. abrak). Az EK és DNY allomanyokbdl
Osszesen 100 db mintat vizsgéltunk, 48 db-ot az északkeleti é€s 52 db-ot a délnyugati
allomanybol. A mintik szoveti eredete vegyes volt, 56 db vérmintat, 37 db izommintat
és 7 db hullott agancsot tartalmazott. A vérmintak egy 5x5 cm méretii itatos papirlapon
beszaradt allapotban érkeztek, amelyeket hivatisos vadaszok gyujtottek az elejtett

szarvasokbol.
2.2 Molekularis biol6giai médszerek
2.2.1 DNS izoldlds

Az itatos papirokon 1évo vérfoltok kivagott darabjaibdl a DNeasy Blood & Tissue Kit
(QIAGEN®) felhaszndlasaval DNS-t tisztitottunk. Az izom mintdkbél kb. 0,2 cm’-nyi
darabot 500 ul SEB (DNS extrakcios puffer) 10 ul proteindz K (Fermentas, 20 mg/ml)
enzimet tartalmaz6 oldatban egy éjszakat emésztettiik (Lincoln and Thomson, 1998). Az
oldatot ezutdn fenol/kloroform/izo-amilalkohol 25:24:1 aranyu elegyével extrahéltuk,
majd Microcon YM-100 makromolekula sziirdvel koncentridltuk. A szlrletet TE
oldatban -20°C-on téroltuk.

A hullott agancsokbdl — a mintavételi feliilet fizikai tisztitasa (csiszolas), etilalkoholos
lemosasa és UV fénnyel torténd sterilizdldsa utan — furéhegy segitségével kb. 200-250
mg csontport nyertiink ki. A csontporbdl a DNS kinyerését Kalmér és munkatarsai altal

publikalt mddszerrel végeztiik (Kalmdr et al., 2000).

2.2.2 DNS koncentrdcio meghatdrozdsa
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A minték teljes nukleinsav tartalmat Nanodrop 2000 UV-Vis spektrofotométer (Thermo
Scientific) felhasznaldsaval mértiik meg. A késziilék szoftvere a mintdk DNS
kalkulélta. Az Osszefiiggés szerint ¢ = A x ¢ /b; ahol ¢ az oldat koncentracidja (M), A a
mért abszorbancia egység (AU), ¢ az extinkciés koefficiens (M'cm™), és b a
rétegvastagsag (cm). A késziilék egyik kiilonlegessége az, hogy mérdedényt nem
igényel, az oldatb6l 2 pl-es cseppet kell egy specidlis mintatartoba helyezni. A mintak
tisztasagat a mért abszorbancia hanyadosokkal (A260/280, A260/230) ellendriztiik. Az
olyan mintakbdl, amelyek A260/280 értéke 1,8 - 2,0 intervallum kozé esett, valamint
amelyek A260/230 értéke >2,5 ng/ul-es higitasokat készitettiink (NanoDrop
2000/2000c Spectrophotometer V1.0., User Manual).

2.2.3 Gimszarvas mikroszatellita ortologok azonositdsa a ,,zoo-kloning” eljdrdssal

A vadvilag igazsagiigyi genetikdban a vadonéld éllatfajokra alkalmazhaté genetikai
markerek szdma altalaban igen alacsony, ami a legtobb faj teljes genomszekvencidjanak
hianyabol fakad. Egy adott faj STR markereinek forrasa legtobbszor a mas rokon
fajokbol torténd adoptacié vagy a biotechnoldgiai mddszerekkel végzett STR izol4cid
(Jones et al., 2000; Dawnay et al., 2008). A mi esetiinkben a kiillonb6z6 szarvasfajokbol
izolalt tetranukleotid mikroszatellitik gimszarvas ortoldgjainak szekvencidjat csak a
lokuszok klonozasaval és ujra szekvenaldsaval lehetett megismerni, amelyhez a
munkacsoportunk &ltal kifejlesztett tn. ,,zoo-kloning” eljarast alkalmaztuk (Molndr et
al., 2007; Gyurjdn et al., 2007; Borsy et al., 2009; Stéger et al., 2010 ). A munkank
kezdetén a GenBankban 22 tetranukleotid marker volt elérhetd, amelyeket
Oszvérszarvasbdl (Odocoileus hemionus) valamint amerikai vapitibdl (Cervus
canadensis) izolaltak (Jones et al., 2002; Meredith et al., 2004). Eszrevettiik, hogy a
publikalt 25 mikroszatellita klénban 3 forditott komplementer par volt (C02-C36, T268-
T530, T40-T27), ezért 6sszesen 22 mikroszatellitaibol indulhattunk ki (Szabolcsi et al.,
2008).

Ahhoz, hogy a gimszarvas mikroszatellita ortoldg szekvencidkat felsokszorozhassuk, a
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forrasfajpol szarmazé mikroszatellitak flanking régiéjara komplementer (nem
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fajspecifikus) primerekkel gimszarvas genomi DNS-en PCR reakciot végeztiink. A nem
fajspecifikus primereket az OLIGO ver4.0 szoftver (Rychlik, 2007) segitségével az
adatbazisban 1év6é 22 - Oszvérszarvas és vapiti - mikroszatellita szekvencia 5 és 3’
végeire terveztiik oly moédon, hogy az amplikon, az ismétl6dd régié mellett minél
hosszabb hatarol6 régioval rendelkezzen. Ugyeltiink arra is, hogy az amplifikicié sordn
az adott annealasi hdmérséklet (7,,) mellet primer dimerek és un. ,hairpin” struktirik
ne képzddhessenek. Figyelembe vettiikk azt is, hogy a nem fajspecifikus primer és a
gimszarvas templat szekvencidja kozott baziseltérések (tin. ,,mismatch”-ek) lehetnek. Ez
a jelenség gitolhatja a primer templathoz kotddését és ezzel egyiitt a PCR reakciodt.
Ennek kikiiszobolése érdekében az adott primer parhoz tartozdé T, értéket ugy
valasztottuk meg, hogy az 3-4 °C -al a kalkulélt 7, érték (in. melting temperature —
olvadasi hémérséklet) alatt legyen. Az oligo szekvencidk T, értékét a METABION
internetes weboldalin elérhetd szoftver segitségével szamoltuk ki
(http://www.metabion.com/support/biocalc.php). A tervezett primer a 13-50 nukleotid
nagysagtartomanyba esik, igy az Osszefliggés a

T. =100.5+ (41(yG + zC)/(wA + xT + yG + zC)) - (820/(wA + xT + yG + zC)) +16.61og[I]
egyenlet szerint szamolhato, ahol x, y, z és w az adott nukleotidok szadma, I az egyszeres

toltésii kation egyensulyi koncentracidja, ami az alkalmazott PCR reakcidban 50 mM.

Annak érdekében, hogy az Y-kromoszomas mikroszatellitdk amplifikaciojat elkertiljiik,
templatként gimszarvastehénbdl izolalt genomi DNS-t valasztottunk. A PCR reakci6 25
ul-es végtérfogata (a kivalasztott gimszarvastehén egyedbdl izoldlt) 1-5 ng DNS
templatot, 25-25 pmol forward és reverz primert, 2,5 ul 10x PCR puffert (Applied
Biosystems, 10x PCR Buffer II), 2,5 ul 25mM-0s MgCL,-ot (Applied Biosystems,
25mM MgCLy,), 1 ul 10mM dNTP keveréket és 0,5 ul AmpliTaq® Gold (5 Units/ul,
Applied Biosystems) DNS polimerdz enzimet tartalmazott. A PCR reakcié ciklusai a
kovetkezok voltak; 10 min 94°C -os kezdeti denaturaciét 35 ciklusban 94 °C -on 45 sec
denaturacid, majd X°C -on 40 sec primer hibridizaci6é (annealas) és végiil 72°C -on 1
min 20 sec DNS komplementer szal szintézis (elongacid) kovetett. A PCR végso
elongacidja 72°C -on 10 min volt. A PCR termékek méretét agar6z-gélelektroforézissel
vizsgaltuk. A PCR termékbdl 8 pl-t mértiink be a 2 %-os agar6z gél zsebeibe. A
elektroforézist 1xTBE pufferben végeztik. A relativ méret meghatarozashoz

standardként a 100-1000 bp DNS létrat (Fermentas GeneRuler™) hasznaltunk. A
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primer szekvencidkat €s az annealdsi hOmérsékleteket (X) tablazatos forméaban kozoltiik
(F.1. tablazat).

Azokat a gimszarvas lokuszokat, amelyeken a PCR reakciok eredményesnek
bizonyultak, vagyis a PCR termék(ek) mérete hozzavetdlegesen megfelelt a vart —
ortolog szekvencia alapjan kalkulalt — méretnek, a szekvencia meghatarozas érdekében
klénoztuk. A PCR fragmenseket pCR ™4-TOPO® TA (Invitrogen, 1. dbra) vektorba
ligaltuk, majd E. coli TOP10 baktériumtorzsbe transzformaltuk.

5
2 pCR4-TOPO’
4.0 kb

1. abra pCR ™ 4-TOPO® TA kl6nozé vektor és annak topoizomeraz enzimekhez

(TOPO) kotott klonozo helye, valamint az M 13 oligok kotohelyei.

A ligélési reakci6 6 pl-es végtérfogata 2,5ul PCR terméket, 1 pl sdoldatot (1,2M NaCL,
0,06M MgCL,), 0,7 ul plazmid vektort (10ng/ul) és 1,8ul vizet tartalmazott. A
transzformalashoz hasznalt TOP10 kompetens sejteket a kit eldirdsai szerint -80 °C-on
taroltuk. Transzformélas soran a sejteket 10 percig jégen tartottuk, majd a ligalasi
reakcioval elegyitve tovabbi 5 percig jégen hagytuk. 42 °C -on 1 perc hdsokkot
kovetden 5 percen at jégen hiitottiikk a sejteket, visszafogva ezzel a baktérium sejtek
sajat restrikciés-modifikacids rendszerét. A szelektiv taptalajon val6 szélesztés elott 1
oran keresztiil antibiotikum-mentes 250 ul SOC tipoldatban, 37 °C -on regeneraltuk a
sejteket. 120 pl sejteket tartalmazé SOC médiumot szélesztettiink 80 pg/ml ampicillin

tartalmi LB agarlemezre, majd a lemezeket egy éjszakan at 37 °C —os termosztitba
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helyeztiik.

A klénozas sikerét a felndtt baktériumtelepekbdl szirmazo6 plazmid DNS klénozo6 helyét
kozrefogd primerekkel (M13) PCR reakcid sordn ellendriztiik. Plazmid DNS
tisztitisdhoz az QIAprep Spin Miniprep Kitet hasznaltuk (Qiagen). A pozitiv klénok
valodisagat szekvendlassal igazoltuk, amelyet ABI PRISM® 3100 DNS szekvenald
késziiléken  végeztek a  MezOgazdasigi  Biotechnolégiai  Kutatokézpont
laboratériuméban. A gimszarvas nukleotid szekvencia adatok elérhetok a GenBank

adatbéazisban (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=Nucleotide) (F.2. tablazat).

2.2.4 Gimszarvas mikroszatellitdk polimorfizmus szelekcioja

Célunk az volt, hogy a marker készletinkben a legtobb alléllal rendelkezd
mikroszatellitdk szerepeljenek. A szakirodalombol ismert volt, hogy egy mikroszatellita
lokusz kozel rokon fajokbdl szarmazd ortoldgjainak polimorfizmusa eltéré lehet
(Poetsch et al., 2001). Ennek ismeretében nem tamaszkodhattunk Jones és Meredith
(Jones et al, 2002; Meredith et al., 2004) vizsgalati eredményeire, lokuszaink
polimorfizmusat meg kellett vizsgaljuk. Mintdnak, az északkelet-, és délnyugat
magyarorszagi alloménybol véletlenszerlien 14-14 referencia egyedet valasztottunk
(Szabolcsi et al.).

A 14 gimszarvas tetranukleotid mikroszatellita szekvencidra fajspecifikus PCR
primereket terveztink az OLIGO verd.0 szoftver segitségével. Az oligokat ugy
terveztik, hogy a PCR termékek méretet hozzavetblegesen a 100-200 bp
mérettartominyba essenek és a primerekben bels6 hurkok (,hairpin”-ek), primer
dimerek ne képzddhessenek. A templat specificitdis maximalizdlasa érdekében a
primerek hossza meghaladta a 20 nukleotidot valamint az optimalizalt annedlasi
hdomérséklet (7,,) minden primerpar esetében egyenld volt vagy 1-2 °C -al meghaladta
a primer oligok — 2.2.3 fejezetben leirt médon kalkulalt — atlagolt T, értékét.

14 referencia egyeden lokuszonként (monoplex) PCR amplifikaciét végeztiink. A PCR
reakci6é Osszetétele az AmpliTaq® Gold (Applied Biosystems) DNS polimerdz enzim
kivitelezett PCR eleggyel. A reakcid ciklusai a kovetkezOk voltak; 10 min 94 °C -os

kezdeti denaturdcidt 30 ciklusban 94 °C -on 45 sec djabb denaturécid, majd X °C -on 40
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sec annealas és végiil 72 °C -on 1 min elongacid kovetett, végso elongacidja 72 °C -on
10 min volt. Az amplikonok detektilasat és elvalasztasat nagy felbontist poliakrilamid
gélelektroforézissel végeztiik (Buzds and Varga, 1995; Pamjay et al., 1999; Triga et al.,
1999). Figyelembe véve azt, hogy a tetranukleotid mikroszatellitidk alapvetd ismétlodo
egységei 4 nukleotid méretliek, az allélok elkiilonitéséhez és ebbdl kovetkezden a
lokuszok polimorfizmusanak a teszteléséhez elengedhetetlen a 4 bazisparnal nagyobb
felbontasu gélelektroforézis. A tomoritd poliakrilamid gél 5%T 3%C, mig az elvalasztd
28l 7%T 7%C 0Osszetételll volt, amely a 100-120 bazispar mérettartomanyban akér az 1
bazispar elvalasztasit lehetové tette. Az elektroforézishez a PhastSystem (Pharmacia)
késziiléket hasznaltuk. A késziilék a mintafelvitelt, az elvalasztast és a festést
automatizalt médon végezte. Ennek koriilményeit 1. tablazatban foglaltuk Ossze. A
futtatd puffert (1x TA) tartalmazd agaréz csikokat — az tn. ,buffer strips” — a

laboratoriumban allitottuk el6. A PCR termékbdl 0,5 pl-t mértiink a poliakrilamid gélre.

1. tablazat  PhastSystem poliakrilamid gélelektroforézis rendszer alkalmazott PCR

termék futtatasi és (eziistnitrat alapu) festési folyamatai.

Fazisok Homeérséklet | Idotartam
Futtatas 10mA, 45Vh, 15°C, ~20 perc
Fixdlo oldat 20°C
Erzeken)ilto oldat 50°C 5 perc
Mosds -2x
Festés Festo/oldat 40°C 8 perc
Mosds -2x 30°C 0,5 perc
Elohivds -2x 0,5/4 perc
Stop oldat o 2 perc
Tartosito oldat S0°C 3 perc

A polimorfizmus teszt sordn a poliakrilamid gélen elohivott PCR fragmensek méretének
meghatirozasaval elvégeztiik a detektalt alléltartomanyok becslését. A kivitelezéshez a
100-1000 bazispar DNS (Fermentas, GeneRuler™) fragmens méretstandardot

hasznaltuk.
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2.2.5 PCR fragmensek meghatdrozdsa, elvdlasztdsa és szelektdldsa kapilldris

gélelektroforézissel

A nagyobb felbontisi fragmens méret meghatirozashoz (= 0,5 nt) - vagyis a
gélelektroforézisnél pontosabb genotipizdlashoz - a kapillaris elektroforézist
valasztottuk, amelyhez az ABI PRISM® 3130 késziilék allt rendelkezésiinkre. A
forward primerek 5° végét floureszcens festékkel jeloltiik, amelyhez a DS-33 (Applied
Biosystems) standard maétrix fluoroférjait vélasztottuk. A fluoreszcens oligokkal
felsokszorozott =~ DNS-szakaszok ~ méret  szerinti  elvédlasztasat  kapillaris-
gélelektroforézissel végeztiik, amelyhez ABI PRISM® 3130 késziiléket hasznéltunk. Az
elektroforézis koriilményei a kovetkezOk voltak; POP-4 polimerrel toltott 36 cm-es
kapillaris, 8 sec injektalas és 15 kV fesziiltség mellett az elvalasztas 2000 sec-ig tartott.
A mintikhoz kevert belsé méretstandard - GeneScan™ " 500 LIZ (Applied Biosystems) -
segitségével a GeneMapper® ID ver3.2 szoftver (Applied Biosystems) linearizalt
illesztéssel kiszamitotta a késziilék altal detektalt fragmensek pontos méretét. A szoftver
a detektalt jel alakjat is vizudlizalta, amelynek morfol6gidja alapjan a mikroszatellita
allélok elkiilonithetok (Butler, 2011). A kapillaris elektroforézishez a kovetkezd
Osszetételll mixet hasznéltuk; 1 ul PCR termék, 0,2 ul bels6é méretstandard és 9,8 ul Hi-

Di™ formamidot (Applied Biosystems). A denaturélés ideje 95 °C —on 3 perc volt.
2.2.6  Multiplex rendszerek létrehozdsa

Célunk két — 5-5 mikroszatellita lokusz paralell amplifikacigjat egyidoben végzd -
multiplex PCR rendszer (két 5-Plex PCR) 0sszedllitasa volt. A multiplex PCR
reakciokban a lokuszok hatékonyabb szétvalasztisa érdekében 5 szines elektroforézis
rendszert terveztiink. Elsd 1épésben a 10 mikroszatellita lokuszt tigy kombinaltuk a két
5-Plex rendszerben, hogy ketté marker kivételével mindegyik STR kiilon 5° flourofért
hordozzon, valamint az azonos jelolést hordozé mikroszatellitdk allélméret tartomanyai
kozott a legkisebb tavolsag 20 nukleotid legyen. Arra is ligyeltiink, hogy az allél
mérettartomanyok felsé hatara ne haladja meg a 250 nukleotid egységet.

Masodik 1épésben a rendelkezésre 4ll6 primereket az OLIGO ver4.0 szoftver

felhasznalasaval ugy moddositottuk, hogy az ,.er0sebb” primer interakcidkat (primer
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dimerek), amelyek 7, értéke 50 mM [K'] koncentracié mellett 50°C feletti értéket
mutatott, ne tartalmazzon. A primerparokkal el6szor monoplex PCR reakciét
végeztiink, amelynek koriilményeit az 2.2.4 fejezetben mar részleteztik. A PCR
termékek mennyiségét és mindségét 7,14%T 5%C Osszetételll poliakrilamid gél
felhasznalasaval Multiphor II késziiléken (Pharmacia) ellendriztiikk. A futtatds TB-
BRFK oldatban 150mA, 225Vh és 15°C volt. A fragmenseket eziistnitrat alapu festését
Budowle és munkatérsai altal kidolgozott mddszere szerint végeztem (Budowle et al.,
1991). A PCR termékeket a 2.2.5 fejezetben ismertetett modon kapilléris
gélelektroforézissel vizsgaltuk.

Harmadik 1épésben a két 5-Plex PCR (DeerPlex I-II) reakciét a dNTP, Mg2+,
primerkoncentraci6 és az annedlasi homérséklet fliggvényében igy optimalizaltuk, hogy
az allélikus eredeti PCR termékek mennyiségét maximalizaljuk, a lokuszok kozotti
imbalanszot kiegyenlitsiik valamint a PCR artifaktumok (dupla ,,peak”, primer dimerek
és nem STR termékek) mennyiségét minimalizdljuk. A templdt minden esetben
ugyanazon gimszarvas egyed 1-5 ng mennyiségii genomi DNS-e volt. Az optimalizalt
PCR reakci6 desztillalt vizzel kiegészitett 25 pl-es végtérfogata 1-5 ng DNS templétot,
Ix higitasti PCR puffert (Applied Biosystems, 10x PCR Buffer II), 2,75 mM MgCL;-ot
(Applied Biosystems, 25mM MgCL,), 1.2 mM dNTP keveréket és 0.5 pl AmpliTaq®
Gold (5 Units/ul, Applied Biosystems) DNS polimeriz enzimet és az F.2. tablazatban
feltlintetett primer keveréket tartalmazott. A reakci6 ciklusai a kovetkezOk voltak; 10
min 95 °C -os kezdeti denaturaciét 29 ciklusban 94 °C -on 40 sec djabb denaturicio,
majd 62/64 °C -on (DeerPlex I — 62 °C, DeerPlex Il — 64 °C) 40 sec annealas és végiil
72 °C -on 1 min elongéicid kovetett, végso elongacidja 60 °C -on 60 min volt. A PCR
terméket a 2.2.5 fejezetben ismertetett modon analizaltuk, minden detektéalt allélra
meghataroztuk a szamitott allélméret szérasat (SD) és az allélikus méret-tartomanyt (tn.
size range).

A mintak elektroferogramjanak kiértékelése sordan a T172 marker alléljainal un kettOs
csucsot detektaltuk. A jelenség hatterében az all, hogy a Taq polimeraz enzim a forward
szal 3> végének adenilacidjat a PCR termékek egy részén nem fejezi be. Ennek
eredményeképpen az elektroferogramon az allél csicsok kettdsek (,,split-peak™) vagy
véallasak (,,shoulder-peak™) lesznek, ami megneheziti az allélok méret szerinti

azonositasat. A jelenséget részben a TS01 marker alléljainal nem kettés, hanem harmas

26



csucsokat detektaltunk. A jelenséget részben a részleges lancvégi adenilacionak
tulajdonitottuk.

A Taq polimeraz enzim hatékonyabb templat fiiggetlen adenildcidjanak eléréséhez mind
a két marker esetében az un. ,,pig-tailing” eljarast alkalmaztunk, vagyis a reverz primer
oligok 3’ végéhez a templat DNS széllal nem komplementer GTTTCTT szekvenciat

szintetizaltattunk (Brownstein et al., 1996; Butler, 2011).
2.2.7 STR Allélok szekvencia sorrendjének meghatdrozdsa

Az STR lokuszok ismétlodd egységeinek strukturdjanak Osszetételét szekvenalassal
vizsgaltuk meg. Ehhez homozigdta genotipusi egyedeket vélasztottunk. A
polimorfizmus teszthez hasznalt primer oligo parokkal PCR amplifikéciot végeztiink. A
kapott PCR terméket QIAquick PCR Purification Kit-el (Qiagen) tisztitottuk. A forward
és a reverz primerekkel direkt szekvenalast végeztiink a BigDye Terminator v1.1 kit
felhaszndlasaval. A reakcié sordn kapott terméket a Performa® DTR Ultra 96-Well
Plates (Edge Biosystems) segitségével tisztitottuk. A szekvencia analizist ABI PRISM
3130 késziilékkel és Chromas Lite 2.0 szoftverrel végeztilk. Néhany allél szekvencia
vizsgélatdhoz csak heterozigdta egyed éllt rendelkezésiinkre. Ezekben az esetekben a
kapott PCR termékekre az 2.2.3 fejezetben ismertetett klonozasi és DNS szekvendlasi

eljarast alkalmaztuk.
2.2.8 Populdcios egyedek genotipizdldsa a DeerPlex I-1I rendszerekkel

A DeerPlex I-1I lokuszokkal végzett genotipizilas alapvetden két részbol all. Elso
1épésben az egy egyedhez tartozd két multiplex PCR reakcié sordn felsokszorozott
allélikus eredeti DNS-szakaszok méretének meghatarozasara keriilt sor az ABI
PRISM® 3130 kapillaris-gélelektroforézis késziilék és a GeneMapper® ID ver3.2
szoftveren végzett analizis alkalmazasaval (Isd 2.2.5 fejezet). Mivel az STR lokuszok a
hossz-polimorf markerekhez tartoznak, igy a futtatds soran a DNS-szakaszok méretére
kapott adat az allél tipusara vonatkozd informacionak felelt meg. A genotipizalas
masodik részében a mért, és morfolégidja alapjan allélikus eredetli csucsokat 1

nukleotid kiterjedésii és maximalisan 0,25 nt szoérasi mérettartoméanyokba osztottuk.
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2.2.9 A DeerPlex I-1I rendszerek fajspecifikussdgdnak tesztelése

A multiplex PCR rendszerek fajok kozotti keresztreakcidjanak tesztelését tobb parosujju
patds faj DNS-én valamint emberi eredetii DNS-en is elvégeztik ugyanis az
igazsagiigyben vizsgalat helyszini dllatmintak esetében a human eredetli DNS-el torténd
keveredés lehetdsége minden esetben fenndll. A fajspecifikussag tesztelése a nem-
humén igazsagiigyi DNS vizsgalatokban eldirt nemzetkozi ajanlas (Linacre et al.,
2011). A Ruminantia alrendbe tartozé fajok koziil azokat vontuk be a vizsgélatba,
amelyek igazsigiligyi szempontbdl vagy célfajok, vagy kontaminatorok lehetnek.
Vadsertésbol (Sus scrofa), muflonbdl (Ovis orientalis), 6zbol (Capreolus capreolus) és
damszarvasbdl (Dama dama) izomszovet mintdkat gylijtottiink, majd azokbol a DNeasy
Blood & Tissue Kit (QIAGEN®) felhasznalasidval genomi DNS-t tisztitottunk. A mintik
DNS tartalmat az 2.2.2 fejezetben ismertetett médon kvantifikaltuk. Szarvasmarha (Bos
taurus) és human DNS-hez a jelenleg is piaci forgalomban 1évé kontroll DNS-ekbdl
jutottunk hozzd, amelyeket a kvantifikalashoz standardként hasznaltunk (Stockmarks®
Bovine Identification Kit Control DNA, AmpFlSTR® Yfiler® PCR Amplification Kit
Control DNA - Applied Biosystems). A fajspecifikussag teszteléséhez 5 ng templat
DNS-t hasznaltunk. A DeerPlex I-1I multiplex PCR-ek fragmens analizisét a 2.2.5

fejezetben ismertetett modon végeztiik el.

Standard oldatok:

5xTBE puffer: 445mM Tris, 445mM boérsav, 10mM EDTA (pH 8.0)

TB-BRFK oldat: 60,55¢g Tris, 17,31g boérsav, 2 ml 0,2% bromfenolkék/ 1000ml
vizben

LB médium: 10g Bacto tripton, 5g Bacto élesztd kivonat, 10g NaCl /1000 ml
vizben (pH 7.0)

LB agar lemez: 12g agar/1 liter LB médium

Tomoritd torzsoldat: 40%T 3%C; 19,4¢g akrilamid, 0,6g biszakrilamid /50ml vizben
Elvalaszt6 torzsoldat: 40%T 7%C; 18,6g akrilamid, 1,4g biszakrilamid /50ml vizben
TOomorito gél: 5%T 3%C; 0,625 ml tomoritd torzsoldat, 0,5ml 10xTA puffer,
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25ul 10% APS, S5ul TEMED /5ml vizben

Elvalaszto gél: 7%T 7%C; 1,75 ml elvalasztd torzsoldat, 1 ml 10xTA puffer,
50ul 10% APS, 5ul TEMED /10 ml vizben

Agardz csik: 2,8% agardz, 0,55% SDS, 0,2M TRIS, 0,2M Tricin

10xTA puffer: 6,78g TRIS, konc. ecetsav pH= 6,4 /50ml vizben

SEB oldat: 10mM Tris, 100mM NaCl, 39mM DTT, 10mM EDTA, 2% SDS

TE oldat: 10mM Tris, 0,1mM EDTA (pH 8.0)

2.3 Populacio genetikai €s statisztikai mdédszerek

2.3.1 Hardy-Weinberg egyensiily (HWE) teszt

A HW egyensuly tesztelését az Arlequin v3.1 (Excoffier et al., 2006) és a Genepop v4.0
(Rousset, 2008) szoftverekkel is elvégeztik. A nullhipotézis a megfigyelt diploid
genotipusokban az allélok véletlenszerli parosodasa volt. A HW tesztet szepariltan,
lokuszonként végeztiikk el. Tesztstatisztikdnak mindkét esetben a ,,Hardy-Weinberg
exakt tesztet” alkalmaztuk, amely a Fisher-féle teszthez nagyon hasonld, azzal a
kiilonbséggel, hogy a megfigyelt allélok szamanak megfelelé méretli (kxk) kontingencia
tablat alkalmaz (Guo and Thompson, 1992). A p-érték kiszamitasahoz a szoftverek
Markov lanccal alternativ tablakat generdlnak. Minden generalt kxk kontingencia tablara
Ly értéket kalkuldlnak, ami annak a valészintisége, hogy az adott kxk téblat
generdlt kxk méretli tidblakra dtmeneti valdszinliségi értéket R = L (,17)/ L () szamolnak
(Guo and Thompson, 1992). Amennyiben R értéke 1-nél magasabb akkor az atmenet
megtorténik. A moddszer rendkiviil érzékeny a kiindulasi allapotra. Ahhoz, hogy a
generdlt, alternativ kontingencia tiblak allélfrekvencia ért€kei az altalunk megfigyelt
adatoktol minél kevésbé fiiggjenek (minél jobban eltérjenek egymastol), a Markov
lancban dememorizacids 1épésekre van sziikség. A 1épések szamat valamint a generalt
tablak szamat a szoftverek altal ajanlott értéken végeztiik el (Excoffier et al., 2006;
Rousset, 2008). A lokuszonként kapott p értékek a generdlt kxk méretli tablak azon

hanyadat adja meg, amelyeknek az L értéke a kiindulasi tdblaval megegyezd vagy
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kisebb volt. Ha tehat a p érték kisebb, mint az 5 %-os konfidencia szint akkor a

nullhipotézis, vagyis az allélok lokuszon beliili random parosodasa (HWE) elvethetd.

2.3.2 Kapcsoltsdgi egyensiily (LE) teszt

A mikroszatellita lokuszparok kozotti kapcsoltsagi egyenstly tesztelését az Arlequin
v3.1 szoftverrel végeztiik el. A populaciés mintdk tobb lokuszos genetikai profiljaiban a
gamétak haplotipusai nem ismertek, ezért tesztstatisztikaként a valoszinliségi hanyados
(likelihood-ratio) tesztet hasznaltuk. A val6szinliségi hanyados S = - 2log(Ly+/Ly) Chi-
négyzet eloszlast kovet. Ly+ a 1étrejott adatok valoszinlisége kapcsoltsdgi egyensulyt
feltételezve, vagyis a hipotézis szerint a haplotipus frekvencidk az allélgyakorisagokbol
multiplikdlhaték. Ly az adatok valdsziniisége a kapcsoltsagi egyensily hidnyaban.
Ebben az esetben a haplotipus frekvencidk becslését az EM algoritmus segitségével
végzi. A szoftver nagyon sok 1épésben (esetiinkben 10000) lokuszonként permutélja a
meglévo allélokat, majd minden 1épésben elvégzi az Ly« és az Ly becslését. Ez a
permutaciés moddszer adja az S érték nulleloszlasat. Megjegyezziik, hogy a HW
egyensulytalansag a kapcsoltsiagi egyensuly szignifikdns eltérését okozhatja (Excoffier

and Slatkin, 1998).

2.3.3  Bonferroni korrekcio

Ha a Hardy-Weinberg és a kapcsoltsagi egyenstlyt a lokuszok 6sszességén vizsgaljuk,
akkor a statisztikai elemzés sordn a lokuszok ugyanazon hipotézisen elvégzett
tesztsorozatban vesznek részt. Ilyen esetben az A4ltaldnosan hasznalt 5%-os
szignifikancia szint nem hasznalhat6. Ennek az oka az alfa inflacidnak (,,alpha
inflation”) nevezett jelenség, ami egymastdl fiiggetlen tesztek esetén matematikailag is
konnyen levezethetd. ac a hiba valdszinlisége a teszt sordn, ap az egész vizsgalatra
vonatkozé hiba valészintisége és n darab tesztet végziink a vizsgélat soran. Annak a
valOszinlisége, hogy

- az egyes tesztek sordn nem kovetiink el hibat: (- ac),

- ,,n” darab teszt soran nem kovetiink el hibat: (1- ac)”,

- ,,n” darab teszt sordn legalabb egyszer hibat kovetiink el: 1-(1- ac)".
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A fenti levezetés alapjan tehat ap = I-(I- ac)’, ami alapjan 5 teszt sordn annak a
valészinlisége, hogy legaldbb egyszer hibat kovetiink el, mar nem 5%, hanem 22,62%.

Az alfa inflacié mértéke nem fiiggetlen tesztek - igy a kapcsoltsagi egyensuly tesztelése
soran alkalmazott paros Osszehasonlitisok - esetén komplikéltabb. Ilyenkor csak azt
tudjuk, hogy ac<ar <n x ac. Ebben az esetben, ha az egész vizsgilatra vonatkoz6 hiba
valoszinliségét szeretnénk 5%-os szinten tartani, akkor az n dsszehasonlitas soran ac/n —
nal kisebb p-értékii eredményeket kell szignifikdnsnak tekinteniink. Ezt az eljarast
nevezik Bonferroni-féle korrekcidnak (Ewett and Weir, 1998; National Research

Council, 1996; Reiczigel et al., 2010).
2.3.4  Populdcio statisztikai fogalmak

A mikroszatellitdk polimorfizmusanak szamszeriisitéséhez szdmos mérdszamot

hasznaltunk, amelyeket az aldbbiakban ismertetiink.

Nei-féle géndiverzitas (h): egy lokuszra h= n(l—fo)/(n—l); a tobb lokuszos
géndiverzitas h, =1—H(l— h.). n a mintaban el6fordulé allélok szama, x; az i-dik

allél megfigyelt gyakorisiga (Nei, 1973; DeGiorgio ez al., 2010). A szamitasa
megegyezik a heterozigotak elfogulatlanul becsiilt gyakorisdgaval (Hg). A géndiverzitas
egy olyan valdszinliség, ami azt fejezi ki, hogy a populaciobdl véletlenszerlien

kivélasztott két haplotipus kiilonbozik.

A polimorfizmus informdcios tartalom (PIC) kifejezhetd annak a valdsziniiségeként,

hogy a sziil6i genotipusban egyértelmlien meghatarozhaté az utdédba 6rokloédo allél,

vagy mas definiciét hasznalva egy sziil6-utdd relacidban az anyai és az apai allélok

egyértelmiien meghatarozhatok. Természetesen két olyan eset lehetséges ahol ez nem

kovetkeztethetd ki, akkor, ha az egyik sziilé6 homozigéta €s akkor, ha mindkét sziilo

valamint az utdd is ugyanazt a heterozigéta genotipust hordozza. A PIC értéket minden
n n-1 n

lokuszra kiszamitottuk: PIC =1— (z p,.zj —~ (Z > 2p; pjz.j, ahol p; az i-edik és p; az j-
i=1 i=l j=i+l

edik allél megfigyelt gyakorisaga, n az allélszam (Botstein et al., 1980; Guo and Elston,

1999).
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Igazsdgiigyi megkiilonbozteto erd (power of discrimination, PD): azt fejezi ki, hogy két
egyedet a populdcidbol véletlenszertien kivalasztva atlagosan mekkora a valdsziniisége

annak, hogy a két egyed a vizsgalt lokuszon eltérd genotipust hordoz. Az dtlagos

egyezési valosziniiség (probability of match, pM) a PD-bdl kifejezhetd: PD =1— Zx,. ,
wbb lokuszra szamolva  PD,,, =1-[J(l-Yx). PDbsl kalkuldlt egy

lokuszos pM =1- PD, to6bb lokuszra kombinalva pM,  , = H pM . , ahol x; az i-edik

genotipus megfigyelt gyakorisaga (Jones, 1973).

Az dtlagos egyezési valosziniiség (probability of match, pM) megfeleltetheté a
konzervaci6é genetikdban hasznalt dtlagos azonossdg valosziniiségének (probability of
identity, Pl,,.). Mindkét érték annak a valészintiséget adja meg, hogy a vizsgélt
populdcidban véletlenszertien kivalasztott két egyedben ugyanazt a genetikai profilt
figyelhetjilk meg. A kalkulacibhoz az API-CALC 1.0 szoftvert hasznaltuk (Ayres and
Overall, 2004), amely a Paetkau és mtsai szerint kidolgozott 10 lokuszos Pl,,. (pM)

érték szamitasat - Pl , = H (zl_ pi+ zini (2 piD; )2 )— az Ayres és munkatérsai altal

kidolgozott algoritmus szerint korrigélni tudja a populécid heterogenitasaval (Fsy) és a
beltenyészet koefficienssel (Fjs) (Paetkau and Strobeck, 1994; Ayres and Overall,
1999).

Az igazsagligyi genetikdban az adott célgenotipusra alkalmazott pM szamitési
modszerére - a Bayes-elvll hipotézistesztelés alkalmazdsa mellett (National Research
Council, 1996) — ugyancsak az Ayres-féle kalkul4ciot hasznéltuk. A pM korrigalt értéke
az Fgrés az Fg paraméterekkel:

(ZF:?T + (1 _ FST)pi)
(1+F)

ST ST/ i

A F =R 2 1= o XoF, +1-F, )
’ [+ By N+2,)
Plaa|a4,)=20-F) i+ _(IP;STF)’) )ﬁisz;(l)— FrlPs) apor

P(AiA,.|A,. A,.) a véletlenszerl egyezés valoszinlis€ége homozigéta célgenotipus esetén,

és P(A,. A_,‘AiAj) a véletlenszerii egyezés valdszinlisége heterozigdta célgenotipus esetén.
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A kis mintaszdm kovetkeztében (<100) a populdcidés minta nem minden esetben
reprezentélja a valos populéacidban eléforduld ritka allélokat. A 0,01 %-os értéknél nem
nagyobb gyakorisagd allél ritka allélnak tekinthetd (Chakraborty, 1992). Az
igazsagiigyi vizsgéalatok soran olyan célprofilok is eléfordulhatnak, amelyekben egy
vagy tobb allél — azok alacsony valds populacids frekvencidja kovetkeztében — nem
szerepelnek a populaciés adatbazisban. A minimdlis allélgyakorisagi érték (pmin)
bevezetése lehetové teszi, hogy azoknak a ritka alléloknak a gyakorisagat is
megbecsiilhessiik, amelyek a populédcids adatbazisban nem szerepelnek (Budowle,
1996). A minimalis allélgyakorisag egy olyan kiiszobértéknek is tekinthetd, amely folott
a megfigyelt allélok gyakorisdga bizonyos (altalaban 95%-o0s) konfidencidval
megbizhaténak tekinthet6. A p,, értéke a lokusz heterozigbta gyakorisaganak
novekedésével nd, a populaciés minta méretének novekedésével pedig csokken

(Chakraborty, 1992):.
1

Doin = 1—[1—(1—0{}} ahol a a valasztott szignifikancia szint, » a mintapopulacio

egyedszdma és ¢ a gyakori allélok szama. A c¢ érték kifejezhetd a megfigyelt
heterozigdta gyakorisagbdl (H,) a kovetkezd Osszefiiggés szerint:
HO 2n-1 T 2nr 2nr

r= K= —.’A:Zl.’B:Z -,P=AT—-BT?,c=K-P, r aritka
1-H, io I +1i = = 2n—1i

allélok gyakorisaga. Nelson €s munkatarsai (Nelson, 1978) nyoman a minimaélis

1
allélgyakorisag a p . =1—a?"egyenlet szerint is kifejezhetd.
A genotipus gyakorisdg konfidencia intervallumdt Chakraborty és mstai altal
kidolgozott médszere alapjan becsiiltiik (Chakraborty et al., 1993). A mintavételi
variancia egy adott (/) lokusz homozigéta és heterozigta genotipusa esetében

4p12 (1_ pz)
2n

P +49, —4pyq,
n

V(B = V(B,)= 4plql[ } Ha a lokuszok fiiggetlenségét

feltételezziik, akkor tobb lokuszos genotipus mintavételi variancidja a markerek

Lv(p)

szorasnégyzetének Osszegével egyenld, vagyis V[ln(P,mmb)]z =s, . ahol

l

2
!

L
In(P,,,) = Zln(P,). L a mikroszatellita lokuszok szamaval, n a minta egyedszdmaval
=1
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egyenld. A tobblokuszos genetikai profil 95%-os biztonsaggal becsiilt konfidencia

intervallumat azlIn(P, )+ Z,s,,, Osszefliggés alapjan definidlhatjuk, ahol Z, a

standard normalis eloszlas kétoldali kritikus értéke, ami 5%-os hiba (o = 0,05) esetén

1,96.

2.3.5 A populdcio genetikai struktirdja

F-statisztika €s molekularis variancia analizis

Az egyes populaciok kozotti genetikai kiilonbség - vagyis a tobb lokuszos genotipusok
(genetikai profilok) populdciok kozotti variabilitdsdnak - becsléséhez Wright-féle F-
statisztikai analizist végeztiink (Wright, 1951). A Wright-féle beltenyészet paraméterek
(Fis, Frr, Fst (~ 0)) becslését molekularis varianciaanalizissel (ANOVA és AMOVA)
végeztiik el, amelyhez a Genepop és az Arlequin szoftvert hasznaltuk (Excoffier et al.,

1992, 2006; Rousset, 2008). Mindkét modszer alapja az, hogy a teljes molekuléris
variancia (o7, ) un. ,,variancia komponensekre” bonthat6 (o, 0, ,0"). Figyelembe véve
azt, hogy a vizsgalatunkba bevont populdciés minta két alcsoportra bonthaté (EK-,
DNY-i alpopulciés minta), ezért o;-nek harom komponensét vizsgilhattuk. Ao - a
populéciok kozott és a o, - a populacion beliil az egyedek kozott 1étrejott allélvariancia
és o’- az egyeden beliill a gamétdk kozott fenndlls allélvariancia. A ,variancia

komponensek™ segitségével az F-statisztikai paraméterek a kovetkezd egyenlet szerint

kifejezhetdk:
o’ o +0; o}
FST = 2 FIT = 2 FIS = 2 2
o; o; o, +0;

Az ANOVA és az AMOVA elemzése soran kapott Fsr azt fejezi ki, hogy a
populacidkban meglévd totdlis molekuléris variancia mekkora része tulajdonithaté a
populacidk kozotti variancidanak. A kalkuldlt Fig érték a teljes allélvariancidnak azt a
hanyadat fejezi ki, amely a populacidkon beliil az egyedek kozott mérhetd. Az F értékek
statisztikai szignifikancidjat nem paraméteres permuticids teszttel hataroztuk meg

(Excoffier et al., 1992).
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A szimulaciét végzd szoftver az egyedekben megfigyelhetd lehetséges

haplotipusokat/gamétakat véletlenszeriien djra szétosztja a teljes populacion beliil (o)
és a két populicion (EK-DNY) beliil (o;), valamint az egyedek genotipusait
véletlenszertien Ujrarendezi a két populacié kozott (o). A szoftver a beallitds szerint

tobb mint 1000 ilyen replikaciét hajt végre és minden egyes 1épésben F' értékeket
kalkuldl. A szimuldcidval kapott p érték annak a gyakorisigat adja meg, hogy a
replikaciok hanyad részében haladta meg a szimulé4cids F érték az aktualis F értéket. Ha
a kapott p < 0,05, akkor a = 0,05 szignifikancia-szint mellett a nullhipotézist (Hy : Fjs =
0, Fir =0, Fsr = 0) elvethetjiik.

,ZAssignment teszt”

Igazsagiigyi genetikdban a DNS bizonyiték statisztikai interpretacidéja rendkiviili
jelentoséggel bir. A helyszini minta genetikai profiljaval (célprofil) véletlenszerlien
egyezést add gimszarvas egyed valdszinliségét befolyasolhatja a vélasztott referencia
adatbéazis, ugyanis az EK és DNY alpopuldciés adatbizisok hatissal lehetnek a
genetikai profilok gyakorisagara, ezaltal befolyasolva a DNS bizonyiték erejét. Ennek
érdekében megvizsgiltuk az adatbazisok genetikai profilokra gyakorolt hatasit. Az Un.
»assignment teszt” (Paetkau et al., 1995) alkalmazasaval azt is megvizsgéltuk, hogy
ennek a hatdsnak a mértéke prediktdlhatéva teszi-e egy gimszarvas egyed populacios
eredetét.

Az adatbazis profilgyakorisdgra gyakorolt hatasa a becsiilt beltenyészet paraméteren
kiviil annak inhomogenitasatol is fiigg. Az EK és DNY populaciok genetikai
struktdrajanak analizisét az azt alkotd egyedek vizsgalataval folytattuk. A populacid
homogénnek tekinthetd-e, vagyis a populéacion beliil csoportokba rendezhetok.

Els6 1épésben a két populaci6 egyedeit egyenként kiemeltiik sajat (referencia)
populacidjukbol és a sajat alléljaik hidnyaban kiszdmitottuk profil gyakorisigukat a
referencia adatbazisukban, majd visszahelyeztiik 6ket. Ezzel a 1épéssel kikiiszoboltiik
annak lehetdségét, hogy a sajat adatbazis elfogult legyen az adott egyed mikroszatellita
allél-egyiittesének gyakorisagira nézve (Brenner, 1998). A kiemelt egyedek profil
gyakorisagit a nem referencia adatbdzis allélfrekvencia értékeivel is kiszamoltuk. Ezzel

az analizissel egy olyan bliniigyi helyzetet szimulaltuk, amikor pl. az illegalisan elejtett
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gimszarvasbodl szarmazo6 helyszini vérmintabol €s az allat agancs trofedjabol ugyanazt a
9 vagy 10 lokuszos genotipust mutatjuk ki, azaz a blincselekmény soridn keletkezett
biologiai nyom egy gimszarvas egyedtdl szarmazhatott. Ebben az esetben — és ha a
laboratériumi hiba kikiiszobolhetd - az egyezési valdszinliség (pM) megegyezik a
profilgyakorisag (P) értékkel (Balding, 1995; National Research Council, 1996; Ewett
and Weir, 1998). A P értéket — a kapcsoltsigi egyenstly feltételezésével, a termék
szabalynak megfeleléen — az Ayres és Overall altal kidolgozott médszerrel kalkulaltuk
ki (Ayres és Overall, 1999). A populéacids adatbazisainkban csak azokkal az allél
frekvencia értékekkel kalkuldltunk, amelyek elérték, vagy meghaladtak a p,,;, értéket. A
P érték torzitatlan becslése érdekében Paetkau és munkatarsai egyszer, Balding és
munkatarsai pedig kétszer adtdk hozza a populidcidhoz a vizsgalt egyed alléljait
(Balding, 1995; Paetkau et al., 1995). Tekintetbe véve az EK-DNY populécidk kis
(<100 egyed) minta nagysagat, és a populacionként becsiilt viszonylag magas minimalis
allélfrekvencia értékeket a Balding és a Paetkau modszer szerint alkalmazott posterior
allélgyakorisdgi értékek meghatarozdsat nem alkalmaztuk, ugyanis csak nagy
populaciés adatbazisok esetén adnanak elfogulatlan becslést, ahol a p,;, értékek
rendkiviil alacsonyak (Balding, 1995).

Minden kiemelt egyed mindkét populacié alapjan kapott P értékékét sorét diagramon
(,,scatter plot’) abrazoltuk, amelynek x és y- tengelyén az EK és DNY adatbazis 4ltal
kapott 10 lokuszos gyakorisagi értékek logaritmusai szerepelnek. A populacios
adatbazisonként kalkulalt P értékparok kozott jelentds kiillonbség lehet, amelynek
szamszerlsitéséhez egy P értékpar diagramot is készitettiink. Ennek y- tengelye az
egyedekhez tartozé P értékpérok tizes alapu logaritmusa, az x- tengelyén az Osszes, a
populacidés adatbazisba vett egyedet feltiintettiik. A diagramon az északkeleti- (EK),
délnyugati- (DNY) és teljes (T) populaciés adatbazisok alapjan kalkulalt P értékek
95%-o0s konfidencia intervallumat is abrazoltuk.

forraspopuléacidjukban a legmagasabb, vagyis az egyedek abba a populacioba
sorolhatok, amelyikben a legnagyobb a genotipusuk valdsziniisége (Paetkau et al.,
1995). A vizsgalt egyed valoszinliség alapd (LBM - ,likelihood based method”)

populéciés eredetének meghatarozasa Bayes elvii modszert haszndl, vagyis egy

36



P
valOszinliségi hinyadost (LR) kalkuldl. Az LR, :FA’ ahol P- az egyed a tobb

B

lokuszos genotipus gyakorisdga az A vagy B populacidban (Yang et al., 2005).
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3 Eredmények és kiértékelésiik

Molekularis genetikai eredmények

A Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) DNS szenvencia adatbazisaban

jelenlévd Osszesen 22 tetranukleotid mikroszatellita lokusz faji eredete eltéré (Cervus
canadensis €s Odocoileus hemionus), nem a gimszarvasbdl izolalt STR lokuszok. Egy
adott mikroszatellita ortolog hatirold régidiban fajok/alfajok, de akar elkiiloniilt
populacidok vagy egyedek kozott is szekvencia eltérések lehetnek. Ennek kovetkeztében
a tervezett primer €s a templat kozotti esetlegesen nem teljes szekvencia
komplementaritds (Gn. ,,mismatch”) miatt a polimerdz lancreakcié soran allélkiesés
vagy akar teljes reakcid gatlas is felléphet. A PCR primerek tervezéséhez meg kellett
ismerjik a rendelkezésre all6 tetranukleotid mikroszatellita lokuszok gimszarvas

ortolégjainak hatarol6 (un. ,,flanking”) szekvenciait.

3.1 A ,zoo-cloning” alkalmazdsa a gimszarvas mikroszatellita markerek

azonositasahoz és szekvencia analiziséhez

Munkacsoportunk jelentds eredményeket ért el a gimszarvas agancs (csont)
fejlodésében szerepet jatszo gének kutatdsaban (Isd 2.2.3 fejezet). A gének ismeretében
sok kérdést tisztaztunk a porc-, az enchondralis csontfejlodés és a gimszarvas ciklikus
fiziologids csontritkuldsdban szerepet jatszo génregulacidban. Figyelembe véve azt a
tényt, hogy a csoport tevékenységének kezdetén nagyon kisszdmu szarvas cDNS
szerepelt az adatbazisokban, a szarvas ortoldg gének azonositisdhoz egy tun. ,,zoo-
klénozasi” eljarasnak elnevezett modszert fejlesztettiik ki. Az alapelv az, hogy a
szarvasfélék (Cervidae) és a szarvasmarha félék (Bovidae) kozel rokon csaladok, vagyis
az ortolog génekben magas foku szekvencia hasonldsagot feltételeztiink. A gimszarvas
csontszovetbdl (borda) nyert cDNS-ek szekvencia ismerete alapjan szarvasmarha/juh
BLAST szekvencia adatbazisban azonositottuk az ortoldg célgént. A gimszarvas gén

teljes szekvencidjanak megismerése érdekében a PCR amplifikacidhoz sziikséges oligo
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kapott PCR termékek szekvendlasat a gimszarvas mikroszatellita géneknél ismertetett
modon végeztem el. Munkdm soran a ciklikus fiziol6gids oszteopordzisban upregullt
ENOI gén azonositasat és szekvencidjanak megismerését végeztem el (Borsy et al.,
2009, GenBank acc.no.: EF619484), ennek részletesebb ismertetését a dolgozat
terjedelme miatt nem kozlom. A tetranukleotid mikroszatellita gének ortologjainak

vizsgalata a ,,z00-kl6nozasi” eljarason alapult.

A munkénk kezdetén rendelkezésiinkre all6 Osszesen 22 tetranukleotid mikroszatellita
ortologbdl 14 -et sikeriilt a gimszarvas tehén DNS temlaton felsokszorozni és sikeresen
plazmid vektorba klénozni, majd szekvencia sorrendjét meghatarozni (Szabolcsi et al.,
2008). Ezeket a lokusz adatokat a Genbank szekvencia adatbazisba toltottiik fel (F.2.
tablazat). Azt a 8 STR ortologot, amelyeknél vagy a nem fajspecifikus primerekkel
elvégzett PCR reakci6 vagy a klonozas eredménytelennek bizonyult, tovabb nem
vizsgaltuk. A rendelkezésiinkre 4ll6 14 gimszarvas mikroszatellita ismétl6dd (tn.
,»flanking”) régidinak szekvencia sorrendjét 6sszehasonlitottuk a génbankban publikalt
Cervus canadensis és Odocoileus hemionus ortoldgjaival. A szekvencia illesztéseket az
F.3. tablazatban kozoltiik.

A hatérol6é (un. flanking) régidkbol a teljes lokusz amplifikdlasahoz hasznalt PCR
primer oligok (un. ,.klénoz6 primerek) kotd helyeit kivettikk az Osszehasonlitasbol,
mivel azok nem a gimszarvas szekvencia templat alapjan késziiltek. A T172 és a T123
lokuszok esetében egyik flanking régidban sem, mig a T108 lokusznal csak egy allélnal
mutattunk ki szekvencia eltérést. A vapitibdl izolalt T107, T156, T193, T501 és a T507
markerek ortolog szekvencia illesztésénél a relativ eltérések szdma (mutélt nukleotid
pozici6/osszes nukleotidok szdma) alacsony volt (T107- 1/177,50; T156- 1/90,50;
T193- 1/301,00; TS01- 1/74,75, T507- 1/127,66). Hasonl6an kevés bar viszonylagosan
tobb szekvencia eltérést mutattunk ki az Oszvérszarvasbol izoldlt T180 lokusznél
(relativ eltérések szdma: 1/64,30), amely nagysagrendileg megfelel a C02 vapiti erdetli
lokusznal detektalt értéknek (relativ eltérések szama: 1/50,00). A flanking régid
méretéhez viszonyitott legtobb muticidt az Oszvérszarvas eredeti CO1, C143, C229
valamint - nem vart eredményként - a vapiti eredeti T26 STR markerek esetében

mutattuk ki (relativ eltérések szdma: 1/20,00; 1/30,60; 1/30,44; 1/22,11)
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A gimszarvas templat szekvencia alapjan tervezett 20 tn. specifikus PCR oligo koziil 7
primer kotohelye hordozott mutaciét az ortoldg szekvencidkhoz viszonyitva. Ezek koziil
a CO1 STR marker reverz primerének kotd helyében két eltérést — egy tranziciot és egy
inszercio - is kimutattunk, a tobbi 6 PCR oligo esetében 1-1 bazispart érintd mutacidkat
azonositottunk (4 tranzicid, egy transzverzid és egy delécid). Mar egy tranzicios
komplementaritis kiilonbség is megakadalyozhatja a PCR primer anneélddasat és ezzel

a PCR termék létrejottét (Leibelt and Budowle, 2003; Takayama et al., 2007).

3.2  Gimszarvas tetranukleotid mikroszatellita lokuszok szelektalasa a polimorfizmus

teszt alapjan

A 14 - mostmér — gimszarvas mikroszatellita lokuszbol lehetett kivalogatni azt a 10
STR markert, amelyek majd a DeerPlex I-II multiplex PCR rendszereket alkotjak. A
mikroszatellita ortolégok polimorfizmusa kiilonb6z6 fajokban igen eltérd lehet (Poetsch
et al., 2001). Ennek ismeretében gimszarvas lokuszaink polimorfizmusat tesztelniink
kellett. A tesztet a 2.2.4 fejezetben ismertetett poliakrilamid-gélelektroforézissel
végeztik. A 14 gimszarvas STR lokuszb6l a polimorfizmus teszt sordn azokat
szelektaltuk ki, amelyek a 14 referencia egyedben legalabb harom alléllal rendelkeztek
(F.2. tablazat). 10 mikroszatellita marker bizonyult polimorfnak, vagyis ezeknél a
lokuszokndl a 14 egyed vizsgalata soran tobb mint harom allélt tudtunk elkiiloniteni. A
tobbi STR markert (C02, C143, C180, T107) a rendkiviil alacsony foku allél
polimorfizmus (3 vagy annal kevesebb allél) miatt kihagytuk a DeerPlex fejlesztésének

tovabbi 1épéseibdl (Szabolcsi et al.).

3.3 A DeerPlex I-1l multiplex PCR rendszerek

A 2.2.6 fejezetben targyalt, a T172 marker alléljaindl detektalt dn. kettds cstcs
kikiiszobolése érdekében a reverz primerek 3’ végéhez GTTTCTT oligonukleotidot
szintetizaltattunk (Un. ,,pig-tailing” eljaras, Brownstein et al., 1996, Butler, 2011). A
primer modifiké4ci6 hatasat 23 db véletlenszerlien kivalasztott allél esetében vizsgaltuk.
A PCR oligok mdédositasa eldtt a jelenség minden vizsgalt allél esetében megfigyelhetd

volt. A csicsok atlagos tavolsaga 0,755 bazis (SD = 0,039), a két csticsmagassig
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ardnyanak atlaga pedig 0,736 (SD = 0,095) volt. Az tn. ,,pig-tailing” eljaris hatasara a
részleges lancvégi adenilacio jelenségét a T172 lokusz esetében oly mértékben sikeriilt
lecsokkenteni, hogy az elektroferogramok kiértékelése soran az un. kettds csics egy

esetben sem volt jelen (2. dbra).

2.4bra Az é4brén feliil a T172 és a T501 alléljainak elektroferogramjan detektalt un.
,.kettds” és ,harmas” csdcsok lathatéak, az abran alul a két marker reverz
primer oligojanak modifikacidja (,,pig-tailing”) utdn kimutatott allélok
elektroferogramja lathat6. Piros nyil - ,split-” vagy ,,shoulder-peak”-ek

(S1,S2), Fekete nyil — allélikus eredetii adenilélt csticsok (allél ,,peak”™).
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A T501 marker alléljaindl a POP-4 polimerrel végzett fragmens analizis sordn un.
harmas csucsot figyeltink meg, ami megnehezitette az allélok pontos méret
meghatirozasat (2. dbra). A ,,split” csicsok (S1, S2) egymastdl mért atlagos tavolsidga
0,952 (SD = 0,049) nt, az S2 ,,split” csucs és az adenilalt allél csics kozott mért atlagos
tavolsag 0,857 (SD = 0,047) nt volt. Az S2 ,split-peak” csicsmagassaga bizonyult a
legnagyobbnak, az S1 intenzitdsa 4tlagosan 23,2 szdzaléka (SD = 0,05) volt az S2
csucsnak, mig az adenildlt allél intenzitasa atlagosan 72,2 szézaléka (SD = 0,1) volt S2-
nek. A T501 marker PCR terméke mononukleotid ismétlodést tartalmaz (F.4-b.
tablazat). A tiz adenin monomer ismétlédés a Taq polimeraz enzim csiszasat idézheti
eld minden egyes amplifikacios 1épés lancnovekedési fazisaban. Ennek eredménye az

un. ,stutter” termék lesz (Walsh et al., 1996). A Taq polimerdz enzim a monomer
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1smétlodo egység felsokszorozasa soran nemcsak egy, hanem tobb ,,stutter” terméket is
létrehozhat. Ezek a val6s allél méretéhez képest akar tobb ismétlddé egységgel is
kisebbek lehetnek (Clarke et al., 2001; Fazekas et al., 2010). Az Gn. harmas csucs
jelenlétét részben a polimerdz enzim részleges adenilacidjanak részben a ,,stutter”
termékeknek tulajdonitottuk ezért — hasonléan a T172 markerhez — itt is az un. ,,pig-
tailing” eljarast alkalmaztuk. A primer mddositas hatdsara az elektroferogramokon az
S1 csticsmagassaga oly mértékben csokkent, hogy véletlenszeriien kivalasztott 23
allélbol mindossze haromszor figyeltilk meg és S1 csticsmagassdga az adenilalt allél
értékének mar csak 6,4 szazaléka volt. A primer oligo mddositasa utan S2 un. shoulder-
peak” formajaban volt kimutathato (2. abra). A vallak atlagos tavolsagara 1,033 nt (SD
=0,054), a csicsmagassag aranyanak atlagara pedig 0,471 nt (SD = 0,071) mértiink.

A T501 lokusz modositott primerrel felsokszorozott fragmenseinek méret
meghatirozasit POP-7 polimerrel, 50 cm-es kapillarison is elvégeztilk. A nagyobb
felbontas hatasara az elektroferogramon a monomer ismétlddések okozta ,stutter”
termékek csucsai jOl azonosithatok (3. dbra), amelyek kozott a valds allél méretéhez

képest 3-4 nukleotiddal kisebbek is azonosithatdk.

3.abra Az abran bal oldalon a T501 lokusz 6.1 alléljanak POP-4 polimerrel, 36 cm-
es kapillarissal és a jobb oldalon a POP-7 polimerrel, 50-cm-es kapillarissal
késziilt elektroferogramja lathaté. Mindkét rendszerrel detektalt un. ,kettds”
csucsok a fekete nyilakkal jelolve lathatéak, a piros nyilak a nagyobb

felbontasu elvalasztas soran detektalhato ,,stutter” cstcsokat jelolik.

A két multiplex PCR reakci6 0sszetevoinek (2.2.6 fejezetben kozolt) optimélis aranyai
mellett minden allélnal egy allélikus és egy ,.stutter” csucsot detektaltunk, a T501

lokusz alléljainal vallas, vagyis kettds csticsokat.
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A polimeraz lancreakcié soran nemcsak allélikus eredetli fragmensek hanem un. nem
specifikus miitermékek is képzOdhetnek. A PCR sordn ugyanis a genomban a
véletlenszerlien annedl6dd primer szekvencidk — tun. ,,mispriming” — egymassal
(forward-reverz) vagy onmagukkal felsokszorozott termékeket hozhatnak létre. Ezek
konnyen felismerhetdk atipikus csticsmorfoldgidjukrdl (Gill et al., 1997b), és éltalaban
nem allélikus pozicioban illetve a lokuszok allélméret tartoményén kiviil helyezkednek
el. A DeerPlex I PET fluoreszcens festék jeleiben két nem specifikus csics volt
felismerhetd (133,82 — SD = 0,527; 141,02 — SD = 0,51), amelyek ugyan az allélméret
tartomanyon beliil voltak, de nem estek egyik allélikus pozicidba sem. A T193 és a
T108 markereknél azonos méretli, allélméret tartominyon kiviili miiterméket
azonositottunk (88,9 — SD = 0,364; 88,25 — SD = 0,388). A DeerPlex Il multiplex
rendszer két fluoreszcens jelében kaptunk atipikus, nem allélikus pozicidba esd 5
szazalékos intenzitds meghaladé miiterméket (T172(VIC): 86,34 — SD = 0,449;
TS507(PET): 118,01 — SD = 0,03). Ezeknek, a mispriming jelenség eredményezte
csucsoknak az intenzitisa az optimalis templat DNS mennyiségét alkalmazva a 100

DeerPlex I-11 profilban egyszer sem érte el az allélikus csticsok 15 szazalékat (4. dbra).
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4.abra Az 4bran a DeerPlex I (feliil) és II (alul) elektroferogramja lathat6. Fekete
nyilakkal a mitermékeket (,,artifatumokat” — AF) jeloltiik. AF NED,-PET,-
VIC: a NED,PET és VIC fluoreszcens festékeket hordoz6 primerek altal
felsokszorozott miitermékek. Az 4bra x -tengelyén a kalkuldlt
fragmensméretek, az y -tengelyen a relativ fluoreszcencia egységek értékei

lathatok. A nyilakkal nem jelolt cstiicsok allélikus eredetliek.

| AF VIC AF PET
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3.4  Allélpolimorfizmusok felmérése a DeerPlex I-1I rendszerekkel

Az anyagok és modszerek 2.2.6 fejezetében ismertetett DNS templat mennyiséggel és
multiplex PCR protokoll alkalmazisaval mértiik fel az STR lokuszok
allélpolimorfizmusat a magyarorszagi gimszarvas allomanybol szarmazé 100 egyed
alapjan. A Genemapper szoftver az allélok futdsi idejébél és a GeneScan™™ 500 LIZ
(Applied Biosystems) belsd standard fragmensei altal illesztett kalibraciés egyenesbdl,
linearis illesztéssel szamitja ki az allélok méretét. A detektalt allélcsicsok maximalisan

= 0,5 nt kiterjedési és maximaélisan 0,25 nt szérasi fragmensméret tartomanyokba
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voltak besorolhatok. Az allélcsucsok koziil a legszélesebb mérettartomanyt a T156
marker 9-es alléljanal mértiik (0,95 -14 db allél). Hirom marker — T156, T172 és T26 —
esetében 0,25 nukleotidndl nagyobb szoérasi fragmens mérettartomanyokat is
detektaltunk (F.5-a., F.5-b. tablazatok). A kapillaris elektroforézis koriilményeinek (pl.
homérséklet, fesziiltségvaltozas, elektroforézis puffer koncentricié stb.) valtozasa
befolyassal van a - GeneScan' " 500 LIZ - méret standard és az amplikon fragmensek
kozotti mobilitas kiillonbségre (Buel et al., 2003), vagyis a standard alapjan kalkulalt
méretek valtozhatnak. A harom marker bizonyos allélfragmens mérettartomanyanak
szoras novekedése ezzel az anomdlidval is magyardzhat6. A nemzetkozi
szakirodalombdl ismert jelenség, hogy az azonos méretli, de eltérd szekvenciaji DNS
fragmensek elektroferotikus mobilitdsa eltérd lehet (Butler, 2011). A human SE33
lokusz egyes alléljaindl a vad tipushoz képest egy bazisparnyi szekvencia kiilonbség
olyan masodlagos strukturdlis valtozist eredményezett, amely 0,84 nukleotid egységgel
novelte a mutans allél atlagos méretét (Wang et al., 2012). A harom gimszarvas lokusz
egy-egy alléljandl (T156 — 9, 172 — 12, T26 — 9.1) tapasztalt 0,25 nukleotidnal nagyobb
szorasértékét tehidt nemcsak az elektroforézis koriilményeinek valtozdsa, hanem a
szekvenciavaridns allélok megléte is okozhatta. A 100 egyed allélcsicsainak
méretcsoportokba rendezése soran Osszesen 135 allélt kiilonitettiink el (Szabolcsi et al.).
A mikroszatellitidk hossz-polimorfizmus alapi markerek, amelyek alléljait a méret és a
szekvencia egyarant jellemez. Tehat meg kellett vizsgaljuk azt, hogy az allélok milyen
DNS szekvenciaval és ismétlodo (repeat) egységekkel jellemezheték. Ennek érdekében
50 allélikus poziciobol egy-egy fragmenst kivalasztva meghatiroztuk azok DNS
szekvencidjat. A T26, T501, T507 és a T156 lokuszokon beliil olyan allélcsics
tartomanyokat is kimutattunk, amelyek atlagai kozott egy, két vagy harom nukleotid
kiilonbséget mértiink. A szakirodalombdl ismert tény, hogy a tetranukleotid STR
markerek intermedier alléljai kozotti szekvencia kiillonbség akar egy bazispar is lehet
(Butler, 2011), ennek lehetdségét a fent emlitett harom marker esetében szekvencia-

analizissel meg vizsgaltuk.
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3.5 A kivalasztott fragmensek szekvencia-analizise

A kivalasztott fragmenseket a kivéalasztott egyedbdl monoplex PCR amplifikacidval
felsokszoroztuk. Elsésorban a homozigéta egyedeket valasztottuk ki, de néhany
fragmens esetében csak heterozigota egyedekre tamaszkodhattunk. A homozigéta
egyedekbdl a PCR termék tisztitdsa utan direkt szekvenalast végeztiink, amelyekhez a
markerek specifikus primereit hasznaltuk. A heterozigota egyedek esetében a PCR
terméket eldszor pCR4 TOPO-TA vektorba ligaltuk, majd a plazmidot E. coli DH5
kompetens sejtbe klonoztuk. A pozitiv klénok plazmid inszertjein M13 oligo
segitségével szekvencia analizist végeztiink. Minden esetben megkaptuk az adott
lokuszon heterozigéta egyed mindkét alléljanak DNS szekvencidjat. A szekvenalt
allélokat tiblazatos formaban kozoltik (Isd F.4-a., F.4-b. tablazatok). A fragmens
analizissel elkiilonitett 135-bol 50 allél teljes DNS szekvenciijanak vizsgalatat végeztiik
el. A populécids felmérés soran elkiilonitett allélokbdl 28 intermedier (mikrovarians)
tipusi allélnak bizonyult. Ez a magas mikrovaridns ardny a markerek ismétlodo
T507 marker 10 és 10.1 alléljai esetében egyértelmiien igazolhat6 volt. Az allélcsticsok
méretének atlagai kozott mért atlagosan két és harom bazis kiilonbség szekvencia
vizsgélattal is bizonyithatdo volt a T156 és a T501 markerek intermedier tipusu

alléljainal.

3.6 A populaci6 gimszarvas egyedeinek genotipizalasa DeerPlex I-1I rendszerekkel

A 10 lokuszos genotipus meghatirozasat az allélok mérete alapjan végeztik el. A
populaciés egyedek allél polimorfizmus vizsgilata soran mért elektroforetikus
mérettartomanyba esé allélokat a bevezeto fejezetben emlitett nemzetkozi ajanlasokat
alkalmazva - az ismétlddd régiok struktirdja alapjan - neveztik el. A 100 egyed
genotipizalasa sordn azonos genotipust nem taldltunk, az egyedek 10 lokuszos

genotipusat (genetikai profiljat) tdblazatos formaban kozoltiik. (F.6. tablazat)
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3.7 A 10 mikroszatellita lokusz jellemzése

A 10 markerb6l a T108, T156, T172 és a T507 tartalmazott egyszeri ismétlédod
egységeket (F.4-a., F.4-b. tablazatok). A nemzetk6zi ajanladsok alapjan az allélokat
szammal jeloltik, amely az egyszerli markereknél a tetramer ismétlddd egységek
szamaval egyenld. A T108, T156, és a T507 markerek esetében a polimorf repeat
egység a GATA, a T172 esetében - ennek reverz komplementer szekvencija - a TATC
motivum volt. A T507 marker esetében még egy addiciondlis (TA) dimer ismétlodést is
azonositottunk, amely a populacios vizsgilatok sordn nem bizonyult polimorfnak.
Eltérve a nemzetkozi ajanlasoktol a kettds egységeket nem szamitottuk bele az allélok
elnevezésébe, ugyanis ez rendkiviil megnovelte volna az intermedier jelolésti allélok
szamat. A szekvencia analizis soran kideriilt, hogy a T156 markernél a (GT) dimer
egység delécidja okozta az N.2 varians allélok jelenlétét.

A C229, T123 és a T193 mikroszatellitdk ismétlddd régioi Osszetett struktdardjiak (F.4-
a., F.4-b. tdblazatok). A nemzetkozi ajanlasok szerint az Osszetett markerek alléljainak
elnevezésében minden azonositott egységtipust szamitasba kell venni. A TI123
mikroszatellita (TAGA); egysége — a 100 egyed vizsgalata sordn - nem bizonyult
polimorfnak €s nem szomszédos a polimorf tetramer egységekkel, ezért az allélok
elnevezésekor a hdrom (TAGA) struktura nukleotidjainak szamaval nem noveltiik a
jeloléseket.

Az ismétlédo régid szekvencia analizise alapjan a CO1, T26 és a T5S01 mikroszatellitak
komplex strukturajiak, vagyis kiillonb6z6 méretli €s szekvenciaju ismétlodo egységeket
tartalmaznak (F.4-a., F.4-b. tablazatok). A COl1 marker kiilonb6zd ismétlédo
egységeibdl csak a CATC repeat mutatott hossz-polimorfizmust, azonban tekintetbe
véve a repeat egységek szekvencia valtozatossagat és azok mennyiségét, nem tértiink el
a nevezéktani ajanlasoktdl. A polimorf dimer és tetramer struktirak mellett a T26 és a
T501 lokuszoknal monomer ismétlddéseket - tUn. ,,A-stretch” - is azonositottunk,
amelyek in/del muticiéi mindkét marker esetében hozzjarultak a nagyszamu un.
mikrovarians allél 1étrejéttéhez. A T501 marker esetében a szamos intermedier (pl.: 9.3,
10.2., 11.2) allél kialakuldsat a TCTA egységek kozé beékelddd TC inszercid is

eredményezte. A T26 mikroszatellita 12.1, 13.1 és 15.1 alléljainak monomer A;

sz 2
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T501 alléljainél kordbban leirt monomer stutterek — amely a POP-4 polimerrel végzett
elvalasztas soran ,,vallas” csicsokat eredményez - a hossza 9-11 nukleotidbol 4ll6 ,,A-
strech”-nek tulajdonithat6. A T26 rovidebb, 6-7 nukleotid hosszi homopolimer A
ismétlodése esetében hasonld allélcsics morfoldgiat nem figyeltiink meg. A T26 és a
T501-hoz hasonlé hiperpolimorf komplex lokuszok alléljainak elnevezésére a
nemzetkodzi ajanldsok nem adnak szigord kovetelményeket (Gill et al., 1994, 1997a,
2001; Bir et al., 1997; Olaisen et al., 1998, Eichmann et al., 2004). Az elnevezésnek
tiikkroznie kell az adott allél bazisparban kifejezett hosszat. Mindkét lokusznal a tetramer
egységek szamét vettiik alapul. Az intermedier elnevezések minimalizalasa érdekében a
monomer ismétlodéseknél egy-egy kiindul6 struktirat vettiink referencidnak és csak az
attdl szamitott eltéréseket jeloltiik az allélnevekben. A T501-es lokusznal a standard
homopolimer régié az ortoldg fajbol (acc.no. AF442815) izolalt Ay struktdra lett, mig

ez a T26-nal az A7 (Szabolcsi et al.).

3.8 A DeerPlex I-1l markereinek fajspecifikussaga

Az ISFG nem-humén mikroszatellita markerekre vonatkoz6 ajanlasa az alkalmazott
primerek fajspecifikussaganak a vizsgélata (Linacre et al., 2011). Ez tobb szempontbdl
is nagyon fontos. A populdciés mintdk gylijtése sordn ugyanis az ember illetve mas
elélények (pl. gombak, fonalférgek) bioldgiai anyagmaradvanyaval torténd
kontaminaci6 nem volt kizarhat6. Ennek lehetdsége genotipizalasi nehézségeket
okozhat ugyanis a PCR reakciok sordn a gimszarvasra specifikus primer
oligonukleotidok mas fajok (akar mikrobdk) genomjdba is annedlédhatnak és a
felszokszorozas soran kapott amplikonok csokkenthetik a gimszarvas eredetii STR
allélok intenzitasat valamint — ritkibb esetben — az allélméret tartomanyokba esve
nehezithetik az allélok tipusanak meghatarozdsat. A nem gimszarvas genombol
felsokszorozott amplikonok és a gimszarvasbdl szarmaz6 nem STR eredetti, de allélikus
mérettartomanyba esé amplikonokat mikroszatellita  allélként nagyon Kkis
valoszintiséggel detektalhattunk, ugyanis a nem allélikus PCR termékek a korabbiakban
mar emlitett jellegzetes allél morfologia kovetkeztében konnyen kisziirhetdk az
analizisbol. A populaciés mintdk feldolgozdsa sordn kontrollmintdkat hasznaltunk

(agancsmintak esetében annak feliiletérdl biztositott torletminta), amelyekben a nem
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STR eredetli amplikonok azonosithatdk, am ilyeneket egyik kontrollmintdban sem
detektaltuk. A tervezett gimszarvas specifikus primer szekvencidk més fajokkal
esetlegesen  fellépd  szekvencia  egyezését a  Genbank  adatbazisiban
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) ellendriztiik, am 85 szazalék folotti szekvencia
hasonldsagot nem talaltunk.

A human forenzikus gyakorlatban alkalmazott multiplex PCR kitek az ortoloég lokuszok
szekvencia hasonlésiga miatt keresztreakciét adnak mas féemlds fajokkal (Applied
Biosystems, AmpFISTRPNGM ™ PCR Amplification Kit User Guide). A markerek
fajspektrumat a DeerPlex lokuszokra is le kellett tesztelni. Méas, kozel rokon patés
fajokbol ugyanis konnyen amplifikalédhatnak STR allél eredetii PCR termékek. Ennek
kovetkeztében akar mas patds faj részleges vagy teljes genotipusa is a gimszarvas
mintakba keriilhetett, megvaltoztatva ezzel az allélok eloszlasat.

A DeerPlex I-II lokuszok fajspecifikussaganak viszgalatit - vagyis a primerek
keresztreakciojat — emberi €s a leggyakoribb recens patds fajokon is elvégeztiik.
Tekintetbe véve azt, hogy a szikaszarvas (Cervus nippon) és a javorszarvas (Alces
alces) Magyarorszagon igen ritka €s az el0bbi faj nem is 6shonos (Kdszoni, 1999;
Boldogh, 2002), ezeket a szarvas fajokat nem vettiik bele a keresztreakcié vizsgalataba.

Gimszarvas primerekkel PCR termékeket az emberi, a vadsertés €s az 6z mintdkban
sem mutattunk ki. A muflon genom esetében harom, a szarvasmarha minta esetében egy
— nem allélikus mérettartomanyba esd - csicsot detektaltunk. A damszarvas templiton 9
lokusz mutatott keresztreakcidt, ellenben a T26 marker nem amplifikalédott. A 10
amplikonb6l 5 fragmens mérete nem volt beilleszthetd egyik allélikus
mérettartominyba sem, a cstcsok morfologidja azonban tipikusnak volt nevezhetd.
Allélikus termékeket damszarvason egyediil a T26 lokusz esetében nem kaptunk. A
mikroszatellita markerek tehat a Cervinae alcsaladra specifikusak (Szabolcsi et al.). A
gimszarvas fajspecifikussagot a T26 marker esetében sem lehet kijelenteni, ugyanis a
szikaszarvason keresztreakcids vizsgalatokat — a mintavétel nehézségei miatt - nem

végeztiink.
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Populaciégenetikai és statisztikai eredmények

Tekintve azt a két tényt, hogy a populacid struktirija mind a mai napig nem teljesen
ismert, valamint azt, hogy a mikroszatellita lokuszok kapcsoltsagi csoportjai, a Slate-
féle kapcsoltsagi térképen lokalizalt négy marker kivételével (T108, T156, T172 és a
T193), nem ismertek (Slate et al., 2002). Az allélok lokuszon beliil és lokuszok kozott

------

3.9  Hardy-Weinberg egyensiily teszt

A lokuszon beliili véletlenszerii parosodas vizsgalatat a Hardy-Weinberg exakt teszttel
végeztiik el, aminek szignifikancia szintjét a Bonferroni eljarassal korrigaltuk (Szabolcsi
et al.). A dememorizicids 1épések szdma az Arlequin szoftvernél 1000, a Genepop
szoftver esetében 10000 volt. Az Arlequin lokuszonként 100172 generalt tabla adataibol
kalkulalta az L, értéket, a Genepop lokuszonként eltérd szamu 1€pésbdl (917-23257)
becsiilte a L, eloszlast. A lokuszonként kapott p értékeket tablazatos formaban kozoltiik
(2. tdblazat). A tiz lokusz Hardy-Weinberg egyensulyat az alpopulaciokon (EK, DNY)
€s az egyesitett mintapopulacion (T) teszteltiink, ezért az 5 %-os szignifikancia szintet a
Bonferroni Osszefiiggés szerint 0,5 %-ra csokkentettiik. A korrigalt értéken a tiz
lokusznal csak a T501 markernél a teljes és az EK populaciéban - a Genepop vagy az
Arlequin szoftver altal kapott p érték alapjan - taldltunk szignifikins eltérést a
panmiktikus egyensulytol. A markereket egyenként vizsgalva, az 5 % szignifikancia
szinten a T501 marker alléljainal minden popul4ciés mintaban, a COl markernél az EK
és a T108 lokusznal a teljes populaciés mintan beliil volt elvethetd az a hipotézis, hogy
az allélok a lokuszon beliill random mddon péarosodnak (2. tablazat). A jelenség
Osszefiiggésben allhat a T501 marker hiperpolimorf jellegével. Az allélok szdmahoz
viszonyitott relative kis populacios (EK- 48, WP- 100) egyedszam kovetkeztében egyes
ritka allélokat esetleg nem detektaltunk. A minta populacidbol , kiesett” allélok a vart és
a kalkulalt genotipus gyakorisagok kozotti kiilonbségen keresztiil eltolhatjak a Hardy-
Weinberg egyensilyt (NRC, 1996).

50



2. tablazat

A lokuszonként szdmitott Hardy-Weinberg exakt teszt eredménye az EK-

észak-keleti, DNY- dél-nyugati és a teljes (T) populacidban. Arlequin,

Genepop — a két alkalmazott szoftver. H,, Hp - megfigyelt és vart

heterozigdta gyakorisag, p - a tesztstatisztika értéke.

Lokusz Populacio EK Populacio DNY Egyesitett (T) Populacio
Arlequin | Genepop Arlequin | Genepop Arlequin | Genepop
Hp Hg P p Ho Hg p p Hop Hg p p
T108 |0.750(0.780| 0.5142 0.5446 |0.731|0.810| 0.1284 0.0960 |0.740|0.822| 0.0096 0.0099
T172 |0.833(0.879| 0.4956 | 0.4806 |[0.904 |0.870| 0.6871 0.6884 |0.870|0.891 | 0.0785 | 0.0569
T123 |0.875(0.856 | 0.1132 0.1079 |0.788|0.827 | 0.6333 0.6357 |0.830|0.859| 0.3641 0.3702
C229 | 0.500 | 0.555| 0.2000 0.1965 |0.481|0.447 | 0.5266 0.5298 |0.490 | 0.500 | 0.2441 0.2393
T26 |0.917]0.921| 0.6610 | 0.6377 |0.827(0.881 | 0.1562 | 0.2175 [0.870(0.914 | 0.2053 | 0.1459
Co1 0.833|0.868 | 0.0435 | 0.0493 |0.827(0.840| 0.5618 | 0.5071 |0.830(0.875| 0.1324 | 0.1196
T501 |[0.917(0.940| 0.0014 | 0.0109 |0.731|0.886| 0.0276 0.0721 |0.820 | 0.920 | 0.0065 0.0000
T193 |[0.917(0.904 | 0.5180 0.5243 |0.827 | 0.900 | 0.3087 0.3119 |0.870|0.914 | 0.4509 0.4749
T507 |0.854(0.882| 0.8426 | 0.8320 |0.827|0.821| 0.8212 | 0.8108 |0.840|0.868 | 0.2659 | 0.3078
T156 |0.854 |0.867 | 0.1846 0.1758 |0.846|0.910| 0.0616 0.0756 |0.850|0.903 | 0.1043 0.1022
3.10 Kapcsoltsagi (LE) teszt és marker lokalizacio
Igazsagiigyi genetikdban alkalmazott mikroszatellita markerek kromoszomas

lokalizacigjanak pontos ismerete elengedhetetlen, hiszen a multiplex PCR rendszerek
alapkritériuma az alkalmazott markerek fiiggetlen oroklodése (Butler, 2011). A teljes
gimszarvas genom DNS szekvencidja jelenleg nem ismert (Genbank), egyediil a
mitokondridlis genom szekvencidjat publikdltdk (Wada et al., 2010). A gimszarvas
haploid kromoszoémaszama 34 (Gustavsson and Sundt, 1968). Slate és munkatirsai a
termékeny gimszarvas - David szarvas F; hibridek visszakeresztezésével kapcsoltsagi
térképet készitett (Slate et al., 2002). Tobb mint 600, I és II tipusi markert hasznéltak,
amelyeket 33 autoszomas kapcsoltsigi csoportra valamint a nemi kromoszémara (PAR
- pszeudoautoszoémalis régid) lehetett elkiiloniteni. A szerzd az ortoldg markerek
szinténidjara alapozva gimszarvas - szarvasmarha Osszehasonlitdé kapcsoltsagi
géntérképet is készitett, amely alapjan a szarvasmarha kromoszémak €s a gimszarvas

kapcsoltsdgi csoportok OsszevethetOk. Mdis szerzOk FISH alapu térképezéssel

elvégezték a gimszarvas - szikaszarvas — szarvasmarha kromoszoma ortolégok
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parositasit (Bonnet et al., 2001), amely megerdsitette Slate €s munkatirsainak
eredményeit. A Slate altal készitett kapcsoltsagi géntérképen a II. tipusi markerek
kozott megtaldlhatok a DeerPlex rendszereinkben alkalmazott T108, T156, T172 és a
T193 tetranukleotid mikroszatellitidk. Ennek a négy markernek tehat mar ismert volt a
kromoszomas elhelyezkedése. Az altalunk felhasznalt tovabbi hat polimorf STR lokusz
kapcsoltsdgi viszonyait a szarvasmarha — gimszarvas genom szekvencidjanak
hasonlésagéra alapozott térképezéssel valamint LD statisztikai teszttel vizsgéltuk.

A GenBank adatbazisban a teljes szarvasmarha genom DNS szekvencidja annak
kromoszémas lokalizacioval egyiitt hozzaférhet6. A BLAST programot alkalmaztunk
annak érdekében, hogy a 10 tetranukleotid lokusz szarvasmarha ortologjat megkeressiik.
A szarvasmarha kromoszoma gimszarvas parjat a Slate-féle Osszehasonlité térkép
felhasznalasaval azonositottuk. A BLAST keresés eredményeképpen a 10 STR
markerbdl kilenc ortologjat sikeriilt azonositani a szarvasmarha genomban. A
szekvencia hasonlésagon alapuld keresés soran egyediil a T5S07 lokusz lokalizacidja
nem volt egyértelmiien meghatarozhaté (Szabolcsi et al.). A vizsgalat alapjan a T26 és a
CO1 markerek ortolégjai a 16-os szarvasmarha kromoszéméan lokalizaltak, amely a
Slate-féle Osszehasonlitd térkép szerint a gimszarvas 14-es kapcsoltsidgi csoportjaval
homoldég. A két STR lokusz azonos kromoszOéméan vald elhelyezkedése a vizsgalat
azonossaga az ortolog pérjaval azonban relative alacsonyabb (79,37%), mint a tobbi 8
lokusz esetében (szdzalékos nukleotid egyezés (%): T123:86,24; T501:87,39;
T108:88,69; C01:89,9; T172:91,21; T156:93,91; C229:96,54). Ezen kiviil, a T26 lokusz
kérdéses szarvasmarha ortoldgja az ismétlodo régid struktiraja miatt egyértelmiilen nem
tekinthetdé mikroszatellitinak. A szarvasmarha ortolog ismétlodé régidjaként a
(TATC),TGTC(TATC), szekvencia motivumot tudtuk azonositani. A repeat région
beliil a kozbeiktatott TGTC egység miatt az Un. ,loop” (hurok) képzddés és ennek
kovetkeztében a polimerdz enzim ,,slipped-strand” mechanizmusa is gatolt lehet, vagyis
a T26 szarvasmarha ortoldg STR génnek egyértelmiien nem definidlhaté (Walsh et al.,
1996; Clarke et al., 2001; Ellegren et al., 2004). A szekvencia hasonldsagi vizsgalat
tehat nem zarja ki annak lehetdségét, hogy a T26 lokuszhoz igen hasonl6 szarvasmarha

szekvencia nem az ortolog mikroszatellita gén.
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A 10 marker egymastdl fiiggetlen 6roklédésének vizsgalatat LD statisztikai teszttel is
elvégeztiik. A teszt soran dsszesen 45 lokuszpér kapcsoltsdgat vizsgéltuk a harom - EK,
DNY és ezek egyiittesébdl (T) alld — populéaciés mintan. Az EK popul4cids mintdban 6t,
a DNY populaciés mintdban két lokuszpar, az Osszesitett populacidés mintaban nyolc
lokuszpar esetében volt elvethetd a kapcsoltsagi egyensuly az 5 % szignifikancia
szinten. Olyan lokuszpart, amely mindharom populdciéban a kapcsoltsagi
egyensulytalansag allapotaban volt, nem mutattunk ki (Szabolcsi et al.). Ez ugyancsak
cafolja azt az eredményt, hogy a T26 - COl1 markerek egy kapcsoltsagi csoportba
tartoznak. A teljes minta populacidban az 5 % szignifikancia szinten nyolc lokuszpar
tért el a kapcsoltsigi egyensulytdl. A Bonferroni korrekciét alkalmazva (p<0,0011) csak
a teljes mintapopulacioban mutattunk ki harom olyan lokuszpart, amelyek kapcsoltsagi
egyensulytalansdgban voltak (3. tablazat). Két lokusz kozott LD allapot azonban
nemcsak fizikai kotddés, hanem a mintapopuléci6 tagoltsaga kovetkeztében is kialakult
HW egyensulytalansagbdl is adédhat (Hartl and Clarck, 2007).

A markereket izoladl6 szerzOk nem publikaltik sem a donor allatok szamat, sem azok
nemét. A mikroszatellitdk polimorfizmusat 28 — 43 referencia egyeden vizsgéltak,
azonban kapcsoltsagi vizsgalatokat nem végeztek. A referencia allatok nemérdl sem allt
rendelkezésre adat (Jones et al., 2002; Meredith et al., 2004). A markerek esetlegesen
az X vagy Y kromoszoman val6 lokalizdlodéasat vizsgalnunk kellett. A 10 marker djra
szekvenalasat ezért szarvastehénbdl amplifikalt lokuszokon végeztiik annak érdekében,
hogy az Y kromoszodmas STR markereket mar ennél a 1épésnél kizarjuk. A populacids
polimorfizmus vizsgélatok sordn nem talaltunk egyetlen olyan markert sem, amely him
egyedeknél csak homozigota genotipusu lett volna.

A vizsgalatok soran minden marker lokalizacidjanal kizarhatd volt az X kromoszéma és
Y kromoszoma Y specifikus régidja. Azonban Y kromoszémén elhelyezked6 STR
marker esetében szarvasbikdn és szarvastehénen is detektalhatunk heterozigéta
genotipust, amennyiben a marker az Y kromoszoéma X kromoszémaval homolog,
rekombinalédasra képes pszeudoautoszoémalis szakaszan lokalizalt (PAR régi6). A
nemzetkozi szakirodalomban publikalt adatok szerint az emlésok PAR régidja relative
kisméretii a teljes Y kromoszodma méretéhez képest (5%, Butler, 2011). Wan-Sheng és
munkatarsai 4ltal vizsgalt 57 szarvasmarha Y kromoszémas mikroszatellita koziil

mindossze 6 STR bizonyult PAR régié specifikusnak (Liu et al., 2002). Az utébb
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emlitett publikdlt adatokbol kovetkezoen, PAR Y-STR lokusz nagyon kis
valoszinliséggel keriilhetett bele a 10 markert tartalmaz6 készletiinkbe, azonban ennek
lehetésége nem zarhatd ki.

Osszegezve a vizsgalatok eredményét, a lokuszokat autoszomas oOroklédésiinek
tekintjilk és 9 STR lokuszrol azt feltételezziik, hogy a gimszarvas genomban a nemi
kromoszoémakon kiviil, kiilon kapcsoltsagi csoportba tartoznak. A T26-CO1 STR
lokusznél a genetikai kapcsoltsdgot nem zarhatjuk ki, ezért az igazsagiigyi genetikai

szamitdsokhoz a CO1 lokusz kihagyasat ajanljuk.
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STR T108 T172 T123 C229 T26 Co1 T501 T193 T507 T156

T108

T172 | - | - | -
T123 | - | - [-[-]-1-

C229

T26

cor | -|-| |- |-{-1-0-"1-1-/1-1-/1-1- .

501 | - | - | - |- -|-{-1-01-01-1-"1-/{-1-1-1- .

T193

T507 | - | - | - - - |- -
T156 | - | - | - | - | -|-1-1-1-]-

3. tablazat Lokuszparok kozott szignifikdnsan (- : a = 0,05; l: Bonferroni korrekcidesetén a = 0,0011) elvethetd kapcsoltsagi
egyensulyok (LD). A kapcsoltsagi egyensilyban (LE) 1évé lokuszparok jelolése: — , E - észak-keleti, D - dél-

nyugati és a T - teljes populacio.



3.11 A 10 autoszémas STR lokusz genetikai diverzitasa

A nagyfoki genetikai diverzitdst mutatd markerek nagymértékben novelik
mikroszatellita készletiink igazsagiigyi egyedazonositishoz sziikséges individualizald
erejét. A genetikai diverzitdis mérésének sokféle moddszer létezik, mi a két
legaltalanosabbat, a Nei-féle géndiverzitast (h vagy Hg) €s a polimorfizmus informécid
tartalmat (PIC) valasztottuk. A Nei-féle érték becslése megegyezik a mintaban
eléforduld allélok szamaval korrigalt heterozigdta gyakorisag kalkuldlasdval. A PIC
szamitidsa a korrigilatlan heterozigdta gyakorisighoz nagyon hasonld, azonban a H
értékbdl levonja két azonos heterozigdta genotipus parosodasi valdszinliségét. Konnyen
belathatd, hogy a PIC értéke mindig kisebb, mint a heterozigdtdk gyakorisdga vagy a
Nei-féle géndiverzitas (4. tablazat). Egy lokusznak minél tobb allélja van, a PIC és a H
értéke annal jobban kozelit egymashoz (Botstein et al., 1980; Ott, 1999). Ez jol
megfigyelhetd a két legmagasabb polimorfizmus fokkal rendelkez6é T26 és a T501
lokusznél. A magas allélszam (21 és 23) kovetkeztében a PIC és a H értéke kevesebb,
mint 1,5 %-ban tért el egymastol (4. tablazat). A h és a PIC érték alapjan mindharom
mintapopuldcioban a C229 genetikai diverzitdsa a legalacsonyabb (Hr = 0,556(EK);
0,447(DNY); 0,5(T); PIC = 0,501(EK); 0,404(DNY); 0,453(T)), a T501 markernél
pedig a legmagasabb (Hg = 0,94(EK); 0,886(DNY); 0,92(T); PIC = 0,926(EK);
0,866(DNY); 0,909(T)). A C229 markernél becsiilt alacsony & €s PIC érték nemcsak a
relative kevés allélnak (5), hanem a 15-0s allél rendkivill magas populécids
gyakorisaganak (0,625(EK); 0,721(DNY); 0,675(T)) egyiittesen tulajdonithat6. Ezek az
eredmények azt sugalltak, hogy mindhdrom mintapopuldciéban - vagyis a
magyarorszagi gimszarvas dlloméanyban - a 10 STR marker koziil a T501 lokusz bir a
legnagyobb igazsagiigyi megkiilonbozteté erével (PD), amelynek értéke mindharom
populéciéban valéban magas volt (PD >0,95). A legmagasabb PD értéket azonban az
teljes és a délnyugati populaciés mintdban a T193 markernél (0,9652; 0,9776) az
északkeleti populdcidban pedig a T26 markernél kalkulaltuk (0,9688).



N H, Hp PIC PD
E D T E D T E D T E D T E D T
T108 9 8 10 0,750 0,731 0,740 0,781 0,811 0,822 0,741 0,776 0,794 0,9080 0,9216 0,9364
T172 12 12 13 0,833 0,904 0,870 0,879 0,870 0,891 0,857 0,848 0,876 0,9575 0,9534 0,9678
T123 10 9 10 0,875 0,789 0,830 0,856 0,827 0,859 0,829 0,798 0,838 0,9288 0,9401 0,9560
C229 5 4 5 0,500 0,481 0,490 0,556 0,447 0,500 0,501 0,404 0,453 0,7352 0,6583 0,6982
T26 18 17 21 0,917 0,821 0,870 0,922 0,882 0,914 0,905 0,862 0,903 0,9688 0,9578 0,9762
Co1 10 12 12 0,833 0,821 0,830 0,868 0,840 0,875 0,844 0,813 0,857 0,9436 0,9423 0,9632
T501 22 19 23 0,917 0,712 0,810 0,940 0,885 0,920 0,926 0,866 0,909 0,9644 0,9593 0,9748
T193 14 14 15 0,917 0,821 0,870 0,904 0,900 0,914 0,885 0,881 0,902 0,9635 0,9652 0,9776
T507 11 9 11 0,854 0,821 0,840 0,882 0,821 0,868 0,860 0,791 0,851 0,9592 0,9357 0,9606
T156 12 15 15 0,854 0,846 0,850 0,867 0,910 0,903 0,843 0,893 0,889 0,9444 0,9645 0,9710
4. tablazat A lokuszonként kimutatott allélszam (n), a megfigyelt és vart heterozigbta gyakorisag (Hy, Hg), a polimorfizmus

informacio6 tartalom (PIC), a diszkriminal6 erd (PD) az E- észak-keleti, D- dél-nyugati és a T- teljes populacioban.




A minimalis allélfrekvencia értékei az EK populacioban 4,7 és 6,3 % kozott, a
délnyugati populacioban 4,1 és 5,3 % tartomanyban mozogtak (5. tdblazat). Az
északkeleti populacié viszonylag magas, 6,3 % minimalis allélgyakorisagi értéke az
alacsonyabb mintaszamnak (48) volt kdszonhetd.

A két mintapopuléciét Osszehasonlitva a H, PIC, PD értékeinek maximumat az
északkeleti populdcioban mutattuk ki, vagyis a két populacié koziil az utdobb emlitett
tekinthetd a genetikailag valtozékonyabbnak és egyben az igazsagiigyi egyedazonositas
hatékonysaganak szempontjabdl a kedvezdbbnek is (Szabolcsi et al.). Ennek részleteit
egy késobbi fejezetben targyaljuk.

5.tablazat A populaciés mintdkban vizsgalt, 10 lokuszra vonatkoz6 megfigyelt és
vart heterozigbéta gyakorisdg (Hp, Hg), polimorfizmus informacio
tartalom (PIC), diszkriminalé erd (PD) és minimalis allélgyakorisag

(Pmin) Sz€1s0 Ertékei.

H, Hpg PIC PD Pyan

MAXIMUM 0,917 0,94 0,926 0,9688 0,0626
LOKUSZ T26,T501,T193 T501 T501 T26 T26,T501,T193
POPULACIO ESZAKKELET ESZAKKELET ~ ESZAKKELET  ESZAKKELET ESZAKKELET

MINIMUM 0,48 0,447 0,404 0,6583 0,0412

LoKUSz C229 C229 C229 C229 C229
POPULACIO DELNYUGAT DELNYUGAT DELNYUGAT DELNYUGAT DELNYUGAT

A vizsgélati eredmények alapjan felvetddott annak a lehetdsége is, hogy a két populacio
kozott szignifikans allélfrekvencia kiillonbségeket mutathassunk ki, vagyis a populaciok
genetikailag differencialtak lehetnek.

Minden mikroszatellita lokusz alléljainak populacids eloszlasat tdblazatos forméban
kozoltik (F.4-F.13. abrak). Vizudlisan is megallapithatd, hogy kiilonésen a T108 és a
CO1 lokuszokon mért allélgyakorisagok €s allélok eloszlasa tekintetében szignifikans
kiilonbségek vannak a két populacié kozott. A C229 alléljainak eloszlasdban viszont

nincs szemmel lathato kiilonbség.



Ha a populéci6 divizidkra bonthatd, vagyis genetikailag differencialt, akkor a & becslése
nem kozelit a HWE egyensulyi gyakorisaghoz, ugyanis a géndiverzitds ebben az
esetben az alpopuldcidk (divizidk) atlaga (Nei, 1973). Ha a populacié beltenyésztett,
akkor a populacioban a parvalasztds nem véletlenszeri és ebben az esetben a h

alulbecsli a tényleges heterozigétak gyakorisagat (DeGiorgio et al., 2010).
3.12  Genetikai differencialodas és beltenyészet

A gimszarvas populéicid genetikai struktirajanak vizsgalatahoz F-statisztikat végeztiink.
A populacié genetikai struktirdjanak vizsgalata igazsagiigyi aspektusbol is nagyon
fontos, ugyanis a tobb lokuszos genotipus gyakorisdg szamitiasanak alapja a Hardy-
Weinberg torvény. A mintapopulacidkban az allél frekvencidk megfigyelt és vart értékei
kozott azonban szignifikins eltérés is lehetséges, ami a tobb lokuszos genotipus
gyakorisag elfogult becsléséhez vezethet. Az eltérés mértékét meg kellett hatdrozzuk és
a korrekciés paramétereket fel kellett hasznaljuk az Ayres és Overall altal kidolgozott
gyakorisagi formuldkba (Ayres and Overall, 1999).

Ha a populacié (mint metapopulacio) alpopulacidkra (in. démekre) bonthat6 abban az
esetben, a populdcidban a heterozigétik ardnya az alpopulaciok atlaga, amely sosem
nagyobb, mint a Hard-Weinberg egyensily (HWE) allapotban (Butler, 2011). A HWE
tehat nem feltétel, ugyanis két HWE allapotban 1év0 populacié egyesitése is mérhetd
heterozig6ta redukciot illetve homozigdta tobbletet okozhat. Heterozigéta tobbletet mas
mikroevoliciés hatdsok okozhatnak, mint példaul a szelekcid, a muticio, negativ
asszortativ parosodas, a hibrid vigor és a kis populdcidéban a két nem kozott kialakuld
allélfrekvencia kiillonbségek (Hedrick, 2011). A heterozigdta ardny csokkenésének a

mértékét a Nei-féle formulaval is szamszertsithetjiik (Nei, 1973):

HT _Es

Fy = ami hozzivetdlegesen megegyezik a varianciaanalizissel kalkuldlt

2
Fo = GZ értékkel (Excoffier et al., 1992; Hartl and Clark, 2007). H, - a pAnmiktikus
O

T

teljes populdcidban vart heterozigétdk gyakorisiga, H,- a heterozigotdk vart

gyakorisaginak atlaga a panmiktikus alpopulécidkban.
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A beltenyészet hatdsa a genotipus eloszldsra igen hasonl6 ahhoz, mint amit az
alpopulaciok egyesitése kovetkeztében kialakult inhomogenitds okoz. A populicion
beliil kialakult nem véletlenszerli parosodds — a rokon egyedek valdsziniibb
parvalasztasa - kovetkeztében a panmiktikus egyensilyhoz képest homozigéta tobblet
€és ezzel egyiitt heterozigdta hiany keletkezik. Ennek mértékét a Nei-féle formulaval is
szamszerlsithetjik (Nei, 1973):

H,-H o

—>—=——"amit variancia analizissel a F;; =——"—

FIS:
Hg o, +0.

formulaval fejezhetiink ki.

H, - a heterozig6tdk megfigyelt ardnya az alpopuldcidban.
A két mikroevoliciés hatds egyiittesének befolydsat a populacié egyensilyi
heterozigdta gyakorisagéara a kovetkezoképpen fejezhetjiik ki:

H,-H
(1_FIS)(1_FST):(1_F1T) ahOLFH :%

T

ami variancia analizissel (Excoffier et

o +0;
2
T

al., 1992) kifejezve F,, = . Az Fi, Fer és az Fir értékeket AMOVA-t

alkalmazva minden lokuszra kiilon kiszamitottuk, és azokat a hozzijuk tartozd p
értékkel egyiitt tiblazatos formaban kozoltiik (6. tablazat).

Az AMOVA elemzés soran lokuszonként kapott Fsr értékeket az EK-DNY
populécidpérra kalkulaltuk. A C229 lokuszndl a két vizsgalt populacié alléleloszlasa
kozott nem volt szignifikans kiillonbség. A tobbi kilenc marker esetében a populaciok
kozott szignifikans allélvariancia kiilonbségeket mutattunk ki. Hasonldéan a tobbi
markerhez, a T501 lokusz esetében ez a genetikai elkiiloniilés is szignifikans volt, de
elhanyagolhat6 mértékli (hozzavetdlegesen 1,5 %). A genetikai differencialodas
mértéke a T108 lokusz esetében mutatta a legnagyobb mértéket (Fsr = 0,0611), vagyis
a teljes allélvariancia tobb mint 6 %-ban a populacidk kozotti kiillonbségbdl adddott.

A Dbeltenyészet becslése egyediil a T501 mikroszatellitindl a DNY és a teljes
populéciéban volt szignifikdns és igen jelentds, a tobbi markernél a véletlen szerepe
tulsagosan jelentds volt ahhoz, hogy a heterozigéta genotipusok panmiktikus egyensulyi
allapottol tapasztalt populacion beliili eltérésének mértékét lokuszonként vegyik
figyelembe. A T501 STR markernél az atlagos populacién beliili allélvariancia tobb

mint 10 %-a volt a teljes allélvariancidnak, ami igen jelentds hanyad. A lokuszonként
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becsiilt nem szignifikdns Fjs értékek eredményezték azt, hogy az Fjr paraméterek
esetében a nullhipotézis (Hy : F;r=0) nem volt elvethetd az 5 %-os konfidencia szinten.
A lokuszonként becsiilt populdcidés paraméterek eredményeit Osszegezve kijelenthetd
hogy a vizsgalt gimszarvas populdcidkban becsiilt populacids paraméterek koziil a
figyelembe vehetd. A genetikai tagoltsag mértéke a T108, CO1, T123 és a T507 STR
markereknél volt a legnagyobb (> 4 %). A vizsgalatok aldtdmasztjak a CO1 és T108
lokuszok mellékletben kozolt (F.9., F.13. dbrdk), elsd pillantasra is megallapithat6
populacids alléleloszlas kiillonbségét.

A populécidk kozott és azokon beliil lezajlott mikroevolicios hatdsokat leginkabb akkor
tudjuk becsiilni, ha mind a 10 lokusz adatait figyelembe vessziik. Ennek kivitelezéséhez
un. ,globalis” molekularis varianciaanalizist (AMOVA) végeztiink. A kalkulalt
varianciahanyadosokat €s a permuticios teszteket ebben az esetben 10 lokuszos
genotipus/haplotipus adatokkal végzi a szoftver. A kapott eredményeket a 7. tablazatban

kozoltik.

7. tablazat A ,globdlis”, 10 mikroszatellita lokuszra szamitott AMOVA eredménye a

2N;
N-F 2
peP N

két gimszarvas populéacidban. n = , ahol P az alpopulaciok

szama, N a teljes egyedszdm és Np a p-dik alpopulaciét alkotd egyedek

szama.
GENETIKAI/ALLEL , i
NEGYZETOSSZEG VARIANCIA VARIANCIA
VARIANCIA : -
, (10 LOKUSZ) KOMPONENS SZAZALEK
FORRASA
POPULACIOK 0.14632
KOZOTT 18.924 (naj +20; + af) 3.39759
ACTE 0.15516
POPULACION 422.901 N 3.60295
BELUL (ZO'b +0, )
o 4.00500
EGYEDEK KOZOTT 400.500 ( P ) 92.99945
4.30648
TELJES VARIANCIA 842.325 (0_2) 100.00000
T
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Lokusz | N Fig P Fig P Fig P Fgr P Fir P
EK DNY T

T108 |10| 0.0395 | 0.37243 | 0.0992 | 0.08798 | 0.0711 | 0.07820 | 0.0611 | 0.00000 | 0.1279 | 0.01857

T172 |13| 0.0519 | 0.20723 | -0.0395 | 0.84066 | 0.0046 | 0.50635 | 0.0366 | 0.00000 | 0.0411 | 0.27077

T123 |10| -0.0228 | 0.69892 | 0.0472 | 0.27273 | 0.0130 | 0.41251 | 0.0408 | 0.00000 | 0.0533 | 0.19941

C229 51 0.1008 | 0.19550 [ -0.0760 | 0.82405 | 0.0185 | 0.44966 | 0.0027 | 0.44184 | 0.0211 | 0.42522

T26 21| 0.0048 | 0.54839 | 0.0620 | 0.14761 | 0.0339 | 0.17302 | 0.0296 | 0.00000 | 0.0625 | 0.07722

Co01 12 0.0403 | 0.31378 | 0.0162 | 0.44575 | 0.0279 | 0.27077 | 0.0478 | 0.00000 | 0.0744 | 0.10068

T501 |23| 0.0255 | 0.30694 | 0.1767 | 0.00098 | 0.1019 | 0.00293 | 0.0155 | 0.04594 | 0.1158 | 0.00000

T193 |15 -0.0147 | 0.67840 | 0.0817 | 0.07625 | 0.0353 | 0.16911 | 0.0260 | 0.00098 | 0.0604 | 0.08309

T507 |11| 0.0319 | 0.33431 | -0.0074 | 0.62952 | 0.0122 | 0.41447 | 0.0404 | 0.00000 | 0.0520 | 0.22385

T156 |15| 0.0148 | 0.37243 | 0.0708 | 0.08798 | 0.0446 | 0.13196 | 0.0284 | 0.00196 | 0.0718 | 0.06354

6. tablazat A lokuszonként szamitott AMOVA eredménye az EK- észak-keleti, DNY- dél-nyugati és az egyesitett (T) populdcidéban. n

— a megfigyelt allélszam, p — a tesztstatisztika értéke.



A 100 egyedbdl 4ll6 gimszarvas mintapopuldcioban a varianciaanalizissel becsiilt
atlagos beltenyészet paraméterre (Fjs) 0,0373, atlagos szubdivizié paraméterre (Fsr)
0.03398, az atlagos teljes beltenyészet paraméterre (Fjr) 0,07001 értéket kaptunk
(Szabolcsi et al.). A HW egyensilyi allapottdl a heterozigdta gyakorisag atlagosan 7 %-
os csokkenést mutatott. A szoftver altal elvégzett 1023 permutécid soran a szamitott Fr
és Fir értékek egyik esetben sem haladtik meg a kapott értékeket (vagyis p = 0,0000).
Az Fjg paraméter a permuticids teszt soran az 1023 eset 0,293 szizalékdban haladta
meg vagy érte el a 0,0373 értéket. A nullhipotézist elvethetjiik, vagyis az 5%-o0s
konfidencia szinten tehat minden paraméter szignifikdnsnak tekinthetd. Tekintetbe
véve, hogy a lokuszonként becsiilt Fjg értékek nem voltak szignifikdnsak, a
vessziilk figyelembe. A szubdivizi6 paraméter esetében a lokuszonként kimutatott
szignifikans értékek is szamitasba vehetok.

Mais eurdpai gimszarvas populdcidk kozott mas szerzOk is kimutattak genetikai
kiilonbségeket. Kuehn és mtsai kilenc bajororszagi, Ot svajci, egy tiiringiai, egy
csehorszagi (Boehmerwald), egy olaszorszagi (Vinschgau) és egy lichtensteini
gimszarvas populdcié genetikai kiilonbségét vizsgaltdk 19 majd 18 mikroszatellita allél
polimorfizmusénak felmérésével (Kuehn et al., 2003, 2004). Az eredmények azt
mutattdk, hogy a 17-19. szazadig lezajlott palacknyak effektus és az alapitdé hatas
kovetkeztében bizonyos populéacié parok kozott magas genetikai kiilonbség mérhetd. A
legmagasabb atlagos allélfrekvencia kiilonbséget az észak és dél-bajororszagi populéacid
kozott mutattdk ki, amely majdnem 20 % volt (Fsr = 0,1910; p < 0,0009). A jelen
tanulmanyban vizsgélt két magyarorszagi populacid kozotti genetikai tagoltsag mértéke
a - Kuehn és mtsai altal vizsgdlt - nyugat-eurdpai populdcidkhoz képest relative

kismértékd (Fsr=0,03398; p = 0,0000).

3.13 A DeerPlex I és Il individualizal6 ereje

A 10 mikroszatellitara becsiilt dtlagos egyezési valosziniiség (probability of match, pM)
vagy az dtlagos azonossdg valdsziniiségnek (probability of identity, Pl,,) a marker
készletiink individualizalé erejét szamszerUsiti, vagyis azt, hogy a 10 STR markert

tartalmaz6 DeerPlex I és II milyen mértékben alkalmas a magyarorszagi gimszarvas



egyedek genetikai tuton torténd elkiilonitésére és azonositdsdra. Ennek becsléséhez
figyelembe kell venniink azt a tényt, hogy a populécid struktiralt, és az egyedek a
populacidkon beliil bizonyos mértékig rokonai egyméasnak. Ha a megfigyelt - teljes
populdcidoban mért - allélgyakorisdgokbodl tobb lokuszos genotipus gyakorisagokat
multiplikalunk, akkor panmiktikus egyensulytol valo eltérés mértéke atlagosan 7% lesz
(Fir= 0.07), vagyis a HWE allapotbol kalkuldlt individualizal6 er6t (vart érték) a teljes
populécidban becsiilt inhomogenitas €s a beltenyészet atlagosan 7%-ban csokkenti. A
az API-CALC v1.0 szoftverrel végeztiik el (Ayres and Overall, 2004). A lokuszonként
kapott értékeket a 8. tablazatban foglaltuk dssze.

8. tablazat A lokuszonként szamitott atlagos egyezési/azonossagi valoszinliségek
(pM/Pl,,,) az EK- észak-keleti, DNY- dél-nyugati és a teljes (T)

populaciéban.

LoKuUSsz Pl, Pl
EK DNY T EK DNY T

T108 0.0727 0.0603 0.0541 0.0828 0.0649 0.0725
T172 0.0222 0.0279 0.0224 0.0296 0.0322 0.0357
T123 0.0514 0.0415 0.0343 0.0405 0.0531 0.0517
C229 0.2491 0.3288 0.2947 0.2515 0.3538 0.3257
T26 0.0106 0.0234 0.0139 0.0142 0.0274 0.0259
Co1 0.0363 0.0392 0.0271 0.0343 0.0469 0.0433
T501 0.0151 0.0234 0.0158 0.0090 0.0265 0.0239
T193 0.0160 0.0158 0.0125 0.0200 0.0215 0.0262
T507 0.0204 0.0460 0.0297 0.0290 0.0564 0.0459
T156 0.0355 0.0166 0.0192 0.0349 0.0176 0.0308

Annak a valdszinlisége, hogy a teljes populdcioban véletlenszeriien kivalasztott két
egyedben ugyanazt a 10 lokuszos genotipust figyelhetjik meg 2,6236x10™"° (Fjs =
0,0373; Fsr = 0,0340). Az atlagos egyezési/azonossag kombindlt valdszinliség az EK
(Fis = 0,0241) és a DNY (Fj5 = 0,0498) populdciokban 2,2194x10™" és 2,8551x10™
(Szabolcsi et al). A 3.10 fejezetben targyalt fiiggetlenségi vizsgalatok eredménye
alapjan a T26-CO1 markerek fizikai kapcsoltsiga nem zarhaté ki, ezért a pM/PI,,,

értékeket, a CO1 mikroszatellita kihagyasaval 9 fiiggetlennek tekintett markerre is
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kiszamitottuk (Isd 9. tablazat). A T26 mikroszatellita lokusz genotipusa a
fajspecifikussagi vizsgilatok alapjan rendkiviil fontos, valamint az atlagos pM/Pl,,,

értékei minden populédcidban alacsonyabbak, mint a CO1 markernél.

9.tablazat A COl STR marker kihagyasidval szamitott kombindlt, vart &tlagos
egyezési/azonossagi valoszintiségek (pM/Pl,,.) az EK- északkeleti,

DNY- a délnyugati és a T- teljes populacioban.

9 STR MARKERRE KOMBINALT Pl
EK DNY T

6,4717x 10 5,8495x 107" 1,0056 x 1072

Mind a 10 mind a 9 lokuszos kombinélt atlagos egyezési/azonossagi valdsziniliség
értékek az észak-keleti populdcidban bizonyultak a legalacsonyabbnak, ami a 3.1/
fejezetben targyalt populdcidon beliili, magasabb fokd genetikai diverzitdsnak
koszonhetd. Minél magasabb a géndiverzitds anndl alacsonyabb az egyezési
val6szinlis€ég. Mindhdrom mintapopuléciéban a C229 pM/Pl,,. értéke bizonyult a
legmagasabbnak. A lokuszonként szamolt pM/Pl,,. értékekbdl jol kivehetd, hogy azok
nemcsak a genetikai diverzitds paramétereitdl (h, PIC) fliggnek, hanem a lokuszok
populdciéon beliili alléleloszlasatdl is. A géndiverzitds ugyanis nem kalkuldl a
heterozigdtak eloszlasdval. A DNY populdcidés mintdban a 14 alléllal és 0,827 Hj
rendelkezd T193 marker alacsonyabb megfigyelt pM/Pl,,. valészinliségi értéket
mutattunk ki, mint a 15 alléllal és 0,846 H, rendelkez6 T156 mikroszatellita marker
esetében. Az EK, DNY és a teljes (T) populacidban a kombinalt atlagos igazsagiigyi
megkiilonboztetd erd (PDj,mp) 1gen magasnak bizonyult, nagyobb, mint 0,99999999.
Tehat annak az esélye, hogy barmely populdciéban két gimszarvas egyedet
véletlenszertien kivalasztva - a DeerPlex I és Il markerekkel vagy annak kilenc lokuszra
csokkentett készletével - egymastol genetikai vizsgélattal el lehet kiiloniteni, 99,999999
%.

A két mintapopulaciét vizsgalva, a kombinalt atlagos pM/PI,,, és PD paraméterei azt

sugalljak, hogy a relative magasabb géndiverzitds kovetkeztében az igazsagiigyi
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egyedazonositas szempontjabol az EK alpopulacié kedvezdbb, ugyanis az északkeleti
populacié egyedeit vizsgalva atlagosan alacsonyabb pM/Pl,,. és magasabb PD értékeket
kaphatunk.

A marker készlet individualizdlé erejét nemcsak az atlagos pM/Pl,,. értékekkel
fejezhetjiik ki, hanem a teoretikusan ,,leggyakoribb” genetikai profil egyediségével (un.
,uniqueness”). Természetesen egyetlen genetikai profil sem tekinthetd teljesen
egyedinek, ugyanis a genetikai profil az egyeden beliil fellelhetd teljes genetikai
diverzitas egy igen kicsiny része. Azonban a genetikai profil eléfordulasi gyakorisdga
olyan kicsiny lehet, hogy az egy adott populdciéon beliill csak egyetlen egyedbdl
mutathatd ki. A teoretikusan ,leggyakoribb” célprofil az egyed azonositisa
szempontjabol a legkedvezdtlenebb eset ugyanis ennek az egyedisége a legalacsonyabb,
vagyis ez a genotipus az, amely a legnagyobb val6szintiséggel fordulhat eld kétszer a
populdcidban. Amennyiben ennek a profilnak a becsiilt gyakorisiga és konfidencia
intervalluma nagysagrendekkel kisebb a teljes gimszarvas allomény (N) méretének
reciprokahoz képest vagy masképpen fogalmazva, ha a ,,leggyakoribb” genetikai profil
LR értéke nagysagrendekkel nagyobb a vildgon 1étez6d 6sszes gimszarvasnal, akkor nagy
bizonyossdggal kijelenthetd, hogy minden DeerPlex I-II profil egyedi. A
»leggyakoribb” genetikai profil becsléséhez a lokuszok fiiggetlen Oroklodését
feltételezziik és figyelembe vessziik a HWE éallapottdl becsiilt eltérés mértékét (Fsr, Fis)
valamint a minta egyedszamat is (n). A populdcionként becsiilt teoretikusan
,leggyakoribb” genetikai profilt és annak 95%-os konfidencia intervallumat a 10.
tablazatban kozoljiik.

Milyen mértékii legyen a kiilonbség a genetikai profil LR értéke és a teljes gimszarvas
allomany kozott annak eldontésére, hogy az adott profil egyedinek tekintheté-e, nem
lehet egyértelmiien determinélni. Ennek csak a mértékét lehet szamszertien kifejezni.
Egy adott célprofil esetében, ha a populiciét N egyméassal nem rokon egyed alkotja,
akkor annak a valdszinlisége, hogy az N egyedbdl legalabb egy rendelkezzen a

célprofillal NP, ahol P.4 a célprofil populdcion beliil kalkulalt gyakorisiga. Tehét

él o’
annak a valdszinlisége, hogy az adott célprofil egyedi, legaldbb 1— NP, . Ha nem egy
adott célprofil, hanem a teoretikusan ,,leggyakoribb” profil egyediségével szamolunk,
akkor a marker készletiink adott populacion beliil értelmezett minimalis egyediségét

kapjuk meg, ami 1— NP

max *
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10. tablazat A populdciénként szamitott teoretikusan ,,leggyakoribb” és ,legritkdbb”
9 és 10 lokuszos DeerPlex I-II genetikai profil az EK- észak-keleti,
DNY- dél-nyugati és a teljes populacidban. P, , P — a teoretikusan
,leggyakoribb” és , legritkdbb” genetika profil gyakorisaga (pM) és k.i. -
azok 95 %-os konfidencia intervalluménak két sz€Is6 értéke. Pcos max — @

CO1 kihagyésaval 9 lokuszra kalkulalt maximaélis profilgyakorisag.

EK DNY T
C229 15 15 15 15 15 15
T26 15.1 12.1 17 13 13 13
T193 20 13 13 11 20 13
T108 7 8 12 9 7 7
T123 19 16 13 13 19 13
T501 10.2 10.1 11.2 6.1 11.2 11.2
T172 15 5 14 14 15 14
T156 6 14 5 12 6 14
CO01 27 18 20 22 20 20
T507 5 8 8 8 8 8
P 1,2548 x10™" 1,2728 x10°™"° 3,3654 x10™"
i 6,7333 x10™" 5,9947 x10°"° 8,5903 x10™"
- 2,3384 x107" 2,7023 x10™" 1,3185 x10™"
Pcot max 1,6459 x10°™"° 9,9260 x10™"° 3,9661 x10°"°
Pin 51241 x10%* 5,2475 x10** 6,9319 x10"*
i 1,9927 x10°% 7,9736 x10% 1,5577 x10™°
- 1,3176 x10™* 3,4535 x10” 3,0847 x10™'

A ,leggyakoribb” profil szamitasakor figyelembe vettilk az adott populdciéon beliil
1étezb beltenyészet (Fis) és az esetlegesen kimutathaté inhomogenitas (Fsy) mértékét is.
Az eltérd alléleloszlasnak, valamint a populdciés paraméterek (Fis, Fsr, Fir) genotipus
gyakorisdgot modosité hatdsa kovetkeztében minden populacioban kiillonbozd 10
lokuszos genetikai profilt kaptunk. A maximalis profil gyakorisdgok konfidencia
intervallumainak két szélsd értéke minden populdcidban egy nagysagrendnyi
kiilonbséget mutatott, ami sziik tartoméanynak szamit (Chakraborty et al., 1993). Az N
becsléséhez tobb vizsgilati eredményt is figyelembe kellett vegyiink. Az egyediség
szamitasdhoz igen fontos tényezd, hogy a marker készlet nemcsak a Cervus elaphus
hippelaphus alfajon mukodik. A 3.8 fejezetben targyalt fajspecifikussagi vizsgéalatok

alapjan, a T26 markert sikeresen felsokszoroz6é DeerPlex I-1I és ennek 9 lokuszos
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részleges genotipusanak minimélis egyediségéhez nem kell szamitisba vegyiik a
ddmszarvas eurdpai 1étszdmat. Az N becsléséhez azonban figyelembe kell venniink a
keresztreakciora nem tesztelt Cervus nippon (szikaszarvas) egyedeit is, amelyen a teljes
DeerPlex I-1I vagy 9 lokuszos profilt adhat. Nem kalkuldlhatunk kizarélag a
magyarorszagi vagy az eurdpai gimszarvas allomannyal. A 2010-ben publikalt adatok
alapjan (Burbaité and Csdnyi, 2010) az eurdpai gimszarvas populacié 1,7 milliéra
tehetd, azonban a korabban emlitett okok miatt szamitasba kell venniink a szikaszarvas
allomanyat is, ezért 2 milli6 szarvas egyeddel (N) szamoltunk.

A DeerPlex I-1I marker készlet és a 9 lokuszra redukalt multiplex rendszer minimalis

egyediségét a 11. tablazatban kozoltiik.

11. tablazat A populéacidonként szamitott DeerPlex I-1I és CO1 lokusz kihagyasaval
alkotott 9 markert tartalmaz6 multiplex rendszerek becsiilt minimalis

egyedisége az EK- észak-keleti, DNY- dél-nyugati és a teljes (T)

populacidban.
EK DNY T
1-NP,,.x 1-2,51x10° 1-2,55x10" 1-6,73x107
1-NPcoj yax 1-3,29x10" 1-1,99x107 1-7.93x10"

3.14 Az északkeleti (EK) és délnyugati (DNY) allélgyakorisagi adatbazisaink

genetikai struktirijanak vizsgalata

A kordbbi vizsgalatok alapjan kijelenthetd, hogy a teljes (T) populaciés adatbizis
inhomogénnek tekinthetd, amelynek mértéke befolydsolja a géndiverzitast és az
individualizal6 erét. Az EK és a DNY populiciok strukturaltsigdnak vizsgalatat a
populéciot alkotdé egyedek vizsgdlataval folytattuk. Els6 1épésben azt a kérdést
vizsgaltuk meg, hogy az elemzett EK és DNY populécids adatbazisok hatissal vannak-e
a genetikai profilok gyakorisagéra.

A 6. abran 1évo ,,scatter-plot” diagramon jol kivehetd, hogy az EK-DNY referencia

adatbézis cseréje hatassal van a genotipus gyakorisagokra, ugyanis a diagram pontjait az
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atlé két csoportra osztja fel. Ez alapjaban véve nem meglepd, hiszen a kordbbi
eredmények alapjan a populaciok kozott szignifikans alléleloszlas kiilonbséget
mutattunk ki (Fsr = 0,03398; p = 0,000). Ha az egyedek tobbségénél a populicidkban
nincs lényegi — tobb nagysagrendnyi — kiilonbség a profilgyakorisagi (P~pM) értékek
kozott akkor a diagramon egy csoportba rendezddott ponthalmazt kellene latnunk. Az
abran jol lathatd, hogy a két populécié kozotti P érték kiillonbség tobbnyire ugyanabba a
populédcidba sorolja az egyedek jo részét. Az egyedek tobbségének a referencia
populéacidban nagyobb a P(~pM) értékiik mintha azt a masik adatbazis allélgyakorisagi
értékeibol kalkuldltuk volna. Vannak azonban olyan egyedek, amelyek a P(~pM)
értékparjuk alapjan nem a referencia populdcidjukba sorolnak. Mindkét populacidban
taldlhatéak olyan egyedek is, amelyekre nincs hatassal az adatbazis csere, tehat az atlo

vagy annak * /0 x P(~pM) tartomanyu korzetében csoportosulnak (5. dbra).

5.4bra A DeerPlex I-1I genotipusokra kalkulalt sorét diagram (,,scatter plot’). Az EK
(fekete négyszog) és a DNY (piros haromszog) populacids adatbazist alkotd
egyedek EK- észak-keleti és DNY- dél-nyugati allélgyakorisdgi adatbazis
alapjan kalkulalt log;o(pM) értékparjai.
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6. abra. A DeerPlex I-1I genotipusokra kalkulalt sorét diagramok (,,scatter plot”). Az
északkeleti (EK) és a délnyugati (DNY) populacids adatbazist alkoté egyedek
sajait (REF - referencia) populdcidés adatbazisa alapjan, és a (7) teljes
allélgyakorisagi adatbazis alapjan kalkuldlt log;o(pM) értékparjai, az A-
diagram (fent): Fsr> 0; B-diagram (lent): Fsr= 0 esetén.
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A 6. abran azt a helyzetet szimuldltuk, amikor a célprofillal véletlenszerlien egyezo
egyed valdszinliségét szamitjuk ki tgy, hogy adatbazisként nem a referencia-, hanem a
referencia adatbazisok hasznilata sordn a random egyezési valészintiségi érték a
szubdivizids paramétertdl (Fsr) fliggden milyen mértékben tért el a teljes adatbizis altal
kalkulalt értéktdl. Az A diagram pontjainak x €s y koordinatainak kiszamitasakor a teljes
populédcioban a lokuszonként becsiilt Fsr értékeket haszndltuk, a B diagramon ezt a

paramétert O-ra allitottuk. Mind a két populacié egyedeinek profilgyakorisaga -

s 20z

2z 2z

az, hogy az EK és DNY tagoltsagat nem ismerjiik és ebbdl kovetkezden az EK és DNY
populacidkon beliili vart értékeket (Hg) nem korrigalhatjuk a szubdiviziés paraméterrel.
A teljes populacioban az Fsr paraméterrel elvégzett korrekcio kovetkezményeként a vart
heterozigdta gyakorisagok alacsonyabbak a homozigétdk magasabbak lesznek, mint az
Fsr= 0 esetben, tehat a profilgyakorisagi értékek novekednek. Ennek eredményeképpen
— ami az A diagramon is lathat6 - az EK és DNY populaci6é egyedei nem a referencia,
hanem a teljes adatbazisba sorolnak. Ha meg tudnidnk becsiilni az alpopulaciok
strukturaltsdganak mértékét és azzal kompenzalnank a genotipusok vart gyakorisagét
val6szintileg a teljes adatbazis alapjan kalkulalt nem korrigalt értékekt6l minden esetben
magasabb genotipus (profil) gyakorisdgot kapnank. Ennek érdekében az alpopulaciok
Osszetételének tovabbi vizsgalatara van sziikség.

Az 5. 4bran 1év0 scatter-plot diagram j6l szemlélteti, hogy EK és a DNY populécid
bizonyos egyedei P értékparjuk alapjan nem a referencia populdcidba sorolnak.
Felvetddik tehat annak lehetdsége, hogy egyik alpopulacié (EK és DNY) sem tekinthetd
genetikailag homogénnek. Ennek pontosabb vizsgalatdhoz elvégeztiik minden
adatbazisban szerepld profil konfidencia intervalluménak becslését. Az egyedek —
mindkét adatbazis szerint kalkulalt — profil gyakorisagat és azok 95%-os konfidencia
intervalluménak logaritmusat a kozottiik 1évo kiilonbség nagysaga szerint csokkend
sorrendben, az F.3-a., F.3-b. abrdkon tiintettiik fel. A becsiilt gyakorisagok kozott tobb
nagysagrendnyi kiilonbséget mutattunk ki, amelynek mértéke jellemzi ez adott egyed
,populéciés hiiségét”. Ez a gyakorisagbeli kiilonbség adja az tn LBM (,likelihood
based method”) modszer alapjat (Yang et al., 2005), amelynek értelmében az egyedek
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,»populacios hiiségét” egy valoszinliségi hanyadossal (LR;py) jellemezhetjiik. Ennek
szamlaldja és nevezdje a két, kérdéses forras populdcidban becsiilt genotipus
gyakorisaga. A legnagyobb LR; gy értékkel rendelkezé egyed az EK populdcidéban az
EK40, amely szerint ez a gimszarvas kb. 64500-szor valdsziniibb, hogy a sajat
populécidjabodl és nem a DNY populaciobdl szarmazik. A DNY populacidban ugyanez
az érték a DNY41 egyednél a legmagasabb, a referencia populdcidjabdl szarmazas
esélye kb. 10000-szer nagyobbnak bizonyult. Tehat a forras populaciébol szarmazas
esélye, mindkét egyednél tobb mint 99,99%.

A mintdk egyedszamibodl becsiilt genotipus gyakorisigok bizonytalansagit azok
konfidencia intervalluméaval jellemezhetjiik. Azoknak az egyedeknek a szama, amelyek
mindkét populaciés adatbazis (EK-DNY) alapjan becsiilt profilgyakorisaganak
konfidencia intervalluma nem fedett at, mindkét populaciéban az egyedek csak kb.
44%-a (EK: 21/48; DNY: 23/52). Ebbol kovetkezOen a gimszarvas egyedek un. LBM
modszeren alapuld populédcids eredetének valoszinlisitése nem adna megbizhato
eredményt. Ha tehat a populdcids adatbazis nagysidgaval (EK- 48, DNY- 52) is
korrigalunk, vagyis a konfidencia intervallumok két szE€lsé értéke kozotti legkisebb
kiilonbséggel kalkulaltunk akkor az EK40 egyed esetében a profilgyakorisag kiilonbség
mar kb. 195-szeresére, a DNY41 egyednél pedig hozzavetdlegesen 55-szOrdsére
csokkent. A kis populdciobol addédoé mintavételi hiba kovetkeztében a referencia
populdcidbdl szarmazas esélye az EK40 egyednél még mindig magas kb. 99,5%, a
DNY41 egyednél pedig 98,2%.

Mint az a ,scatter plot” diagram eredményébdl is lathatd, mindkét populacidéban
eléfordulnak olyan egyedek is, amelyek tobb lokuszos profiljanak gyakorisiga nem a
referencia populdcidban a legmagasabb. Ezek koziil azonban csak egy-egy egyednél
(EK42, DNY45) nem fednek at a profilgyakorisdg konfidencia intervallumai. Az EK
egyedek 16,6%-aban (8/48) volt magasabb a DNY-i adatbazis alapjan kalkulalt
profilgyakorisagi ért€k, mint a referencia populaci6 szerint szdmitott P érték.
Hozzavetdlegesen ugyanezt az ardnyt kaptuk a DNY egyedek esetében (17,3% - 9/52)
is. Az egyedek profilgyakorisagi értékeinek vizsgilata alapjan mindkét alpopuldcid
tovabbi genetikai tagoltsdga valésziniisitheté. Erdekes tény, hogy az északkeleti
populédcidban a populacidjukhoz kevésbé ,.,hii” egyedek (Prx < Ppny) 75%-a Valko

(Godollsi-dombsag) kornyékérdl szarmazik.
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Az Gn. LBM (,likelihood based method’) médszert elvégeztiik a populdcié minden
egyedénél, tgy hogy A a referencia, B a teljes adatbazis volt. Az EK populacid
egyedeinek mindossze 8%-nal (4/48), a DNY egyedek kb. 6%-nal (3/52) nem fedett at a
10 lokuszos profilgyakorisag konfidencia intervalluma, tehat a profilgyakorisag és
ennek kovetkeztében a pM érték szamitasanil megbizhaté eredményt kaphatunk abban

az esetben is, ha azt nem a referencia adatbazisok alapjan becsiiljiik.

3.14 Esettanulméany

A DeerPlex I-1I rendszeriinket egy biiniigyben is alkalmaztuk mar, amelyben egy ismert
személy ellen nagyobb értékii lopas blntettének elkovetése miatt indult eljaras. Az tigy
orvvadészati eset volt, azonban az akkori jogrendszerben még nem létezett ilyen biintetd
tétel. A feltételezett elkovetd megalapozottan volt gyanusithatd azzal, hogy két
gimszarvas bikat illegalisan ejtett el. Az ligynek volt egy szemtanuja is akit - a
tanivallomas alapjan - a gyanusitott személy arra kényszeritett, hogy az elejtett allatok
testrészeit (koztiik a levagott agancsos fejeket is) a helyszinrdl a gyantsitott birtokaban
1évd hiitdhazba szallitsa. A hatosag az eljards sordn a tett helyszinérdl egy levagott
csankot biztositott. A helyszinelOk a gyantsitott hiitdhdzdban megtalalt levagott szarvas
fejeket lefoglalta és biinjelként a szakértd részére bocsatotta. A tani munkasruhdjat is
bekiildték szakértdi vizsgalatra.

Mintat vettiink a két agancsos fej izomszovetébdl, a tani tulajdondban 1€vo
munkésnadragon kimutatott vérszennyez0désbdl €s a helyszinen lefoglalt szarvas csank
izomszovetébdl. A DNS preparalasi eljards, a PCR reakcidk, az elektroforézis és a
fragmensméret meghatarozas koriilményei megegyeztek az 2. fejezetben leirt
modszerekkel.

A vizsgéalatok eredményeképpen a munkasnadrag vérszennyezddésébol, a tett
helyszinén rogzitett csank izomszovetébdl valamint az egyik szarvasbika fejének
izomszovetébdl a 12. tablazatban kozolt 10 lokuszos genetikai profilokat mutattuk ki.
Az alléltipusok meghatdrozasa manuélis médon tortént, ismert genotipusu referencia
szarvas egyed alkalmazasa mellett. Az 1. szarvasbikabdl kimutatott T172- 6-o0s és a
CO1- 28-as allélokat a populdcids felmérések soran nem detektaltuk, ezek uj alléloknak

bizonyultak (12. tdblazat).
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12. tablazat. A blinjelmintakbdl kimutatott DeerPlex I-1I genetikai profilok.

C229 T26 |TI193|T108 TI123| T501 T172) T156 CO01 |T507

1. szarvasbika | 15 |14/15.1{10/ 14| 14 |12/16| 7/11.2 | 5/6 | 9/ 13 |20/ 28| 7/ 8
2.szarvasbika | 15 | 8/12 |16/207/10/14/16|7.1/10.2\5/ 139/ 13.2|25/ 30| 7/ 8
csank 15 | 8/ 12 |16/20|7/10/14/16|7.1/10.2|5/ 139/ 13.2|25/ 30| 7/ 8
nadrag 15 | &/ 12 |16/20|7/10/14/16|7.1/10.2|5/ 13|9/ 13.2|25/ 30| 7/ 8

A 2. szarvasbika alléljai minden lokuszon megegyeztek a nadrag vérszennyez6désébol
és a helyszinen rogzitett csankbdl kimutatott DeerPlex I-II genetikai profillal.
Feltételezhetd volt tehat, hogy a szemtand nadrigjan 1évo vérszennyezO0dés és a csank
ugyanattdl a 2. szarvasbikatol szarmazott. Kiszdmoltuk annak a feltevésnek a
val6szinliségét (mint a védelem éaltalanosan a szakértd felé idézett kérdése), hogy a
nadragon 1évo vérszennyezddés és a csank nem a 2. szarvasbikatdl, hanem egy azzal
nem rokon masik véletlenszerien ugyanazzal a DeerPlex I-II genetikai profillal
rendelkez0 szarvastdl szarmazik. A vad és a védelem hipotézisének hényadosa (LR)
adja bizonyiték statisztikai erejét. Ha a laboratériumi vagy genotipizalasi hiba
lehetdségét kizarjuk és feltételezziik a lokuszok fiiggetlenségét (vagyis a COl marker
genotipustodl eltekintiink), akkor az I/LR érték a profilgyakorisaggal megegyezik. A
teljes populaciés adatbazis alapjan, a minimdlis allélfrekvencia érték folotti
gyakorisdgokat alkalmazva a 2. szarvasbika 9 lokuszos DeerPlex I-1I genetikai
profiljanak gyakorisiga 1,516 x 10. Ennek alapjan annak a vérhat6 esélye, hogy a 2.
szarvasbikan kiviil masik egyed is rendelkezhet a kimutatott 9 lokuszos DeerPlex I-11
genetikai profillal tobb, mint 1 a 10 billibhoz. A vad hipotézise tehat tobb mint 10
billiészor valoszinlibb, mint a védelem feltevése. A DeerPlex I-1I segitségével
megoldott orvvadaszati eset jol példazza annak rendkiviil magas identifikal6 erejét és
igazsagiigyi genetikai alkalmazhat6sagat.

el, amiben fontos informaci6 lehet a hatosag részére az egyed populacios eredete,
vagyis egy gimszarvastdl szarmazd genetikai profil (pl. agancsbodl) alapjan
beazonosithatd lenne-e az egyed populacidés szarmazasa. Elvégeztik az 1. és a 2.
szarvasbika populaciés eredetének valosziniisitését 9 lokuszos DeerPlex I-1I genetikai

profiljuk alapjan. Az 1. szarvasbika profilgyakorisagainak konfidencia intervallumai
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atfedtek (Ppx=6,489 x 107"°, k.i.: 9,749 x 107°/4,319 x 10"7; Ppyy=1,623 x 1077, k.i.:
3,144 x 107°/8,376 x 10"%). A 2. szarvasbikanal nem volt tfedés ezen értékek kozott
(Pex=1,197 x 107, k.i.1,167 x 10"%/1,228 x 10"%; Ppyy=2,416 x 107, k.i.: 4,077 x 10
11,432 x 10"7). A kalkulalt LR; gy az 1. szarvasbikdnal 39,98 a 2. szarvasbika esetében
495.,5. Mindkét egyednél igazolhat6 az észak-magyarorszagi eredet azonban figyelembe
kell venniink, hogy az EK és DNY adatbazis nem homogén, valamint adatb4zisunk sok
magyarorszagi €éléhelyet nem reprezental. Ennek kovetkeztében ezek az adatok csak
tajékoztato jellegiiek, am jol szemléltetik, hogy tovabbi populaciés mintdk analizisével
a DeerPlex I-1I alkalmas lehet a gimszarvas egyedek populdcids eredetének

meghatarozasara is.
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4 Uj megallapitasok és kovetkeztetések

Magyarorszagon elséként végeztik el polimorf gimszarvas tetranukleotid
mikroszatellita (STR) lokuszok igazsagiigyi genetikai vizsgédlatat. A DeerPlex I-11
marker készlettel létrehoztunk egy olyan vizsgdlati rendszert, ami hozzajarult a
magyarorszagi vadvildg igazsagiligyi genetika (az un. wildlife forensic genetics)
fejlddéséhez mind a laboratériumi technoldgia szintjén, mind elméleti, tudomanyos
értelemben. Tovabba reméljiik, hogy a DeerPlex I-1I gimszarvas mikroszatellita készlet
kifejlesztése iranyad6 lehet mas fajokra — pl. 0z és damszarvas — tervezendo,

egyedazonositast célzd vizsgalati rendszer 1étrehozasahoz.
4.1 Gimszarvas tetranukleotid mikroszatellita lokuszok

A markerek PCR primereinek tervezéséhez feltételeztiik, hogy kiillonb6z6 Cervidae
fajok ortoldg mikroszatellita génjeinek hatirolé (dn. flanking) régidiban szekvencia
eltérések (mutaciok) lehetnek. A primer kot6helyekben bekovetkezd pont vagy in/del
muticiok genotipizdlasi hibakat okozhatnak. Ennek kovetkeztében a primer oligo és a
templat szdl nem megfeleld hibridizaciéja allélkieséshez (un. ,,drop out”) vagy
meglehetésen kiegyensilyozatlan heterozigbta genotipushoz vezethet (Butler, 2011;
Leibelt and Budowle 2003; Takayama et al., 2007). A zoo-klénozasi eljarassal a
munkank kezdetén rendelkezésre all6 - Oszvérszarvasbol (Odocoileus hemionus) és
amerikai vapitibdl (Cervus canadensis) izolélt - 22 tetranukleotid STR markerbdl 14
gimszarvas ortolog teljes szekvencidjat sikeriilt meghatérozzuk. A 14 lokusz teljes DNS
szekvencidinak illesztése soran a T123 lokusz kivételével minden marker esetében
flanking régié muticidkat mutattunk ki. A hatarol6 régiok primer kotéhelyeit vizsgélva
négy lokuszndl detektiltunk szekvencia eltérést, ami a szekvencia meghatarozasok
nélkiil a korabban emlitett genotipizalasi hibakat okozhatta volna. A hatarolé régid
méretéhez viszonyitott legtobb muticidt az Oszvérszarvas eredett CO1, C143, C229
valamint a vapitibdl izolalt T26 STR markerek esetében mutattuk ki. Paleontolégiai
leletek és filogenetikai szamitidsok alapjan a - tobb recens alfajt is magaban foglal6 -
Nyugati kladba tartozé Cervus elaphus hippelaphus és a Keleti kladba sorolt Cervus

canadensis kozos 6sének elkiiloniilése legkordbban 2 millié éve a korai Pleisztocénben
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kezdddhetett. A két kladdot magédban foglalé Muntiacinae/Cervinae csoport €s az
Odocoileinae/Alcinae/Capreolinae fejlodési irdny elvalasa joval tobb, mint 7 milli6 éve
kovetkezhetett be (Pitra et al., 2004, Ludt et al., 2004). A filogenetikai eredmények
alapjan a CO1, C143, C229 markerek nagyszamu szekvencia eltérése a gimszarvas -
Oszvérszarvas ortologok kozott nem meglepO, hiszen a két faj evolucids értelemben
tdvolabb all egymdistdl, mint a vapiti a gimszarvastol, igy a felhalmozdédott mutaciok
késObbiekben targyalt allél polimorfizmusa arra enged kovetkeztetni, hogy evolicids
tekintetben a vizsgélt mikroszatellita gének kozott a legdsibb lehet. A mikroszatellita
evolicidsan korabbi keletkezését a szarvasmarha ortologgal tortént szekvencia
Osszehasonlitisok eredményei is jol mutatjdk. Ennél a markernél tapasztaltuk a

legalacsonyabb foki szekvencia hasonl6sagot, ami 79,37% volt.

4.2 Polimorf gimszarvas tetranukleotid mikroszatellita markerek

A polimorfizmus tesztek €s a populacios felmérések soran a 14 gimszarvas ortologbol
10 polimorf marker bizonyult alkalmasnak az egyedek elkiilonitésére alkalmas marker
készlet 1étrehozasahoz (F.2. tablazat). A teljes populacios felmérés eredményeképpen
minden lolusznak meghataroztuk a populacion beliili alléleloszlasat. Ennek sordn 135
allélt, ezen belul 28 koztes allélt kulonitettink el. 50 allél DNS szekvencia
meghatirozasat végeztilk el, amelybdl 10 intermedier tipusi volt. A mikroszatellita
allélok szekvencia vizsgalataval megteremtettik a lehetoségét a nemzetkozileg
elfogadott STR allél nevezéktan alkalmazasinak és igazoltuk - a T26, T501, T507 és a
T156 lokuszok esetében detektalt - egy, két vagy harom bazis egységgel eltéré un.
intermedier tipusu (koztes) allélok jelenlétét és azok korrekt elkiilonitését (F.4-a., F.4-b.
tablazatok).

A legkevesebb, 5 alléllal a C229 rendelkezett, a legpolimorfabbnak a T26 és a T501
markerek (21 és 23 allél) bizonyultak. A T501, Jones és mtsai altal elvégzett, 43 vapiti
egyed alapjan végzett felmérésben is a legvéltozékonyabb volt, dsszesen 11 db T501
homopolimer ismétlddéseinek koszonhetd. Az ismétlodd régié szerkezete alapjan a

T108, T156, T172 és a T507 egyszerii, a C229, T123, T193 6sszetett, mig a CO1, T26 és
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a T501 komplex felépitésli mikroszatellita markerek. A stabil és a polimorf ismétlddd

egységek valamint az allélszam alapjan a T26 és a T501 hiperpolimorf STR lokuszok.

4.3  Genotipizalas DeerPlex I-1l markerekkel

Megvalositottuk a tiz polimorf tetranukeotid STR markert két 5-5 lokuszt tartalmazé
multiplex PCR rendszerbe (5-Plex) illesztését. A genotipizdlashoz 5 szines
elektroforézis rendszert hoztunk létre. A fluorofér festékeket a rendelkezésiinkre all6
DS-33 (Applied Biosystems) spektralis kalibralé rendszerébdl allitottuk Ossze. Két
olyan 5-Plex rendszert hoztunk létre, amelyben egy-egy par STR marker rendelkezik
ugyanazzal a fluoroférral és a markerek alléltartomanyai kozott legalabb 20 nukleotid
kiilonbség van. A legnagyobb allél mérete nem haladja meg a 250 bazispart, ami
elengedhetetlen a degradalt DNS tartalmu mintak genotipizéldsidhoz. A kisméretli
fragmensek preferencialis amplifikacidja kovetkeztében ugyanis a PCR amplifikacio
soran a nagyobb (>250 bazispar) amplikont eredményez6 lokuszok esetében az allél
vagy a teljes genotipus kiesésének valdszintisége novekszik (Butler, 2011). A két
multiplex rendszer alkalmas lehet 4satag csontmintak analiziséhez is.

A mintak elektroforézise soran detektalt nem allélikus eredetii termékek (artifaktumok)

7z

relativ. mennyiségét a multiplex PCR reakciok optimalizalt dNTP, Mg2+ és
primerkoncentraci6janak valamint annedldsi hOmérsékletének eredményeképpen
sikeresen csOkkentettiik. A T172 és a T501 lokuszok allélcsticsai mellett detektalt
artifaktumok (,,double peak™, ,,shoulder peak™) csokkentésének érdekében primer
modositasra is sziikség volt (,,pig-tailing”). A modifikacié hatasara a T172 alléljainal
csak egy ,,peak” volt detektalhatd, a T501 markerkernél a harmas csics jelenségét
megsziintettiik azonban egy shoulder csics tovabbra is kimutathaté volt minden
elektroferogramon. A multiplex PCR reakciok soran keletkez0 nem STR eredetli
amplikonok és a T501 markernél detektalhaté shoulder-peak nem teszi lehetdvé a kevert
DNS tartalmud mintak analizisét, az erre iranyul6 fejlesztésre tovabbra is sziikség van.

A fragmensméret meghatarozashoz a 2. fejezetben részletesen ismertetett ABI PRISM
3130x1 kapillaris elektroforézis rendszert hasznaltunk. A GeneScan™™ 500 LIZ (Applied
Biosystems) bels6 méretstandard alkalmazéisaval a populaciés felmérés soran kalkulalt

allélcsics méreteket 1 nukleotid Kkiterjedésii és maximalisan 0,25 nt szérasd
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tartomanyokba csoportositottuk. A DeerPlex I-1I lokuszokkal végzett genotipizdlas un.
manudlis modjat valositottuk meg. Elsd 1épésben az egyedhez tartoz6 két multiplex
PCR reakci6 sordn felsokszorozott allélikus eredeti DNS-szakaszok méretének
meghatarozasara keriilt sor az ABI PRISM 3130 kapillaris-gélelektroforézis késziilék és
a GeneMapper® ID ver3.2 szoftveren végzett analizis alkalmazasival (Isd 2. fejezet). Az
ismeretlen allélok tipusidt az hatirozza meg, hogy az allélcsics mérete melyik - a
populécids vizsgalatok sordn detektalt - allélhoz tartozo, atlaggal és 0,25 nt szordssal
jellemezhetd, maximalisan 1 nt terjedelmii mérettartomanyba illeszthetd be és a
kimutatott allél fragmens-mérete hogyan viszonyul a fragmensméret meghatirozas
soran hasznalt standard allélokhoz.

A genotipizdlasnak ez a modja igen érzékeny az elektroforézis koriilményeinek
valtozasara, amelyek az egyes alléltipusok téves meghatarozisat eredményezhetik. A
probléma kikiiszobolésére az igazsigligyi vizsgalatok sordn alléllétrat alkalmaznak
(Butler, 2011). Ennek hidnydban minden elektroforézishez standardként egy olyan
referencia gimszarvas tehén DeerPlex I-II profiljat hasznaltunk, amelynek minden

alléljanak mérete és DNS szekvencidja is ismert volt.

4.4 A DeerPlex I-1l rendszerek fajspecifikussdganak vizsgalata

A DeerPlex I-1I markerek PCR primereinek fajspecifikussagat - vagyis a primerek
keresztreakci6jat — az emberen, és a leggyakoribb magyarorszagi parosujju patas
fajokon is elvégeztiikk. DeerPlex I-1lI-vel végzett PCR reakciok sordn az ember, a
vadsertés és az 0z mintdkban amplikonokat nem mutattunk ki. A muflon mintabdl
harom, a szarvasmarha mintabdl az elektroferogramon egy — nem allélikus
mérettartomanyba esé - csucsot detektaltunk. A PCR primerek keresztreagild képessége
tehat a Cervidae csalad tagjain kiviil igen alacsony mértékiinek tekinthetd, a gimszarvas
profilok értékelését még kevert minta esetében sem zavarhatja. Ennek értelmében a
vizsgalatot damszarvas mintan folytattuk, amelynek sordn 9 lokusz mutatott
keresztreakciot. Az allélcsicsok morfolégidja alapjan 10 damszarvas STR allélt
detektaltunk, amelybdl 5 fragmens mérete volt beilleszthetd a gimszarvasnal detektalt
allélikus poziciokba. A T26 marker alléltartomanyaban PCR terméket nem mutattunk

ki. A gimszarvas populdcids mintdk genetikai profiljaiban a T26 marker kiesését nem
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észleltiik, ezért joggal feltételezziik, hogy a mintdk k6z¢ damszarvas egyed nem keriilt.
A vizsgalatok eredményeképpen kijelenthetd, hogy a gimszavas genotipusokat — igy a
populaciés mintdkat - egyéb patas vadfajok (6z, muflon, vaddisznd, damszarvas) és a
mintavételezésben részt vevo hivatasos vadaszok nem kontaminélhattak. A DeerPlex I-
II a jelen dolgozatban részletezett PCR, elektroforézis és fragmens méret meghatarozas
koriilményeit alkalmazva a Cervinae alcsaladon beliil a ddmszarvasra nem mutathat6 ki
teljes, 10 lokuszos genetikai profilt. Az alcsaldd mitokondridlis citokrém b génjének
filogenetikai vizsgélata alapjan az amerikai vapitivel egyiitt kiilon filogenetikai
csoportba (Keleti kladba) tartoz6 szikaszarvas szekvencidlisan igen hasonl6 lehet, ezért
ezen a szarvasfajon végzett fajspecifikussagi teszt indokolt lehet. Allati eredetii
biologiai anyagmaradvanyok vizsgalatanal probléméat okozhat, hogy egy mintan beliil
nemcsak egyedek-, hanem kozelrokon fajok keveredése is eléfordulhat, amely gondot
okozhat a kevert profilok kiértékelése soran. Vadfajok egyedazonositisat megel6zden —
faj/alfajspecifikus inszercids/deléciés mutaciokra tervezett real-time PCR eljarast
alkalmazva - indokolt lehet az adott minta fajspektrumanak kvalitativ és kvantitativ

vizsgalata.

4.5 A DeerPlex I-1I markerek fliggetlenségének és kromoszoémas lokalizacidjanak

vizsgalata

Igazsagiigyi genetikdban alkalmazott mikroszatellita markerek kromoszémas helyének
pontos ismerete elengedhetetlen, hiszen a profilgyakorisag szamitasanak alapfeltétele az
alkalmazott markerek fiiggetlen oroklodése. A Slate-féle kapcsoltsagi térkép alapjan
marker készletiink 4 tagjanak lokalizaciéja mar ismert volt (Slate et al., 2002). Az STR
mikroszatellitdink kapcsoltsdgi viszonyait tisztdznunk kellett. Kétféle megkozelitést
alkalmaztunk. PopulaciOstatisztikai szdmitdsokat végeztiink minden lehetséges
lokuszpar fiiggetlenségének vizsgalatira, amelyhez a LD tesztet alkalmaztuk. A
kapcsoltsagi teszt feltétele a Hardy-Weinberg egyenstly, ugyanis a populéacion beliil a
panmiktikus allapot eltérése két fiiggetlen lokusz kapcsoltsigi egyensulyat
szignifikansan elvethet6vé teheti (Hartl and Clark, 2007). Megvizsgaltuk a 10 marker
lokuszon beliili allélikus egyensulyi allapotdt minden populdcioban. A szignifikancia

szint Bonferroni korrekcigjat alkalmazva a tiz lokusznal csak a T501 markernél a teljes
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és az EK populédcidban talaltunk szignifikans eltérést a HW egyensulytol. A markereket
egyenként vizsgalva, az 5 % szignifikancia szinten a T501 marker alléljainil minden
populéciés mintdban, a CO1 markernél az EK és a T108 lokusznal a teljes populécids
mintan beliil volt elvethetd az a hipotézis, hogy az allélok a lokuszon beliill random
modon péarosodnak. A lokuszon beliili egyensulyi allapot tehat nem minden marker
esetében teljesiilt, ami befolydssal lehetett az ezeket tartalmazé lokuszparok
fliiggetlenségi vizsgalatara. A C01-T501 mind a teljes (Bonferroni korrekcio; o =
0,0011) mind a délnyugati populaciéban (a0 = 0,05) az LD éllapotat mutatta, a T108-CO1
par is szignifikins eltérést mutatott a LE allapottol a teljes populacioban. Az EK
populédciés mintdban 6t, a DNY populiciés mintdban két lokuszpar, az Osszesitett
populéciés mintdban nyolc lokuszpar esetében volt elvethetd a kapcsoltsagi egyensuly a
0,05 % szignifikancia szinten. Azonban nem mutattunk ki egyetlen olyan lokuszpéart
sem, amelyik mindharom populaciéban a kapcsoltsagi egyensulytalansag allapotdban
lett volna. A fiiggetlenségi vizsgalatok statisztikai oldalr6l kozelitése bizonyos
lokuszparok esetében (pl. T108-CO1, CO1-T501) nem tette egyértelmiivé a markerek
egymashoz val6 viszonyét.

Az altalunk felhasznalt polimorf STR lokuszok kapcsoltsidgi viszonyainak vizsgalatat a
szarvasmarha — gimszarvas genom szekvencidjanak hasonlosagira alapozott
térképezéssel folytattuk. Ennek soran egyediil a T507 lokusz ortolégja nem volt
beazonosithatd. A T26 és a COl markerek ortolégjai a 16-os szarvasmarha
kromoszoman lokalizaltak, amely a Slate-féle 0Osszehasonlitdé térkép szerint a
gimszarvas 14-es kapcsoltsagi csoportjdval homoldg, vagyis a nem fliggetlen
oroklodésiik feltételezhetd. Annak ellenére, hogy a szarvasmarha T26 szekvencia
hasonlésaga alacsony a gimszarvas ortoldgjahoz képest, és szerkezete alapjan mint
mikroszatellita gén is megkérddjelezhetd, a késdbbi vizsgilatok sordn a lehetségesen
kapcsolt T26-CO1 part figyelembe vettiik. Ennek bizonyitdsa csak a teljes genom
ismeretében oldhat6 meg, ami a jelenlegi munka {irasakor még nem allt

rendelkezésiinkre.
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4.6 A populicidk genetikai diverzitasa €s genetikai 6sszetétele

Magyarorszagon elsoként kezdtiik el a vadon €16 gimszarvas allomanyok genetikai
Osszetételének vizsgalatat mikroszatellita markerekkel. A populaciok struktiraltsagat és
beltenyészetét vizsgaltuk, ugyanis mindkét hatas kovetkezménye a vart heterozigdta
genotipusok tulbecslése, amennyiben azt a megfigyelt allélgyakorisigok &tlagdbol
szamitjuk ki. Ebben az esetben a géndiverzitast és a diszkriminal6 erdt, ezekkel egyiitt
pedig az identifikal6 erdt is tilbecsiiljiik, hiszen ezek értéke a heterozigdta genotipusok
gyakorisdgdval nd. A két hatds egyiittes fellépése viszont az identifikdlé erd
novekedését is okozhatja (Ayres and Overall, 1999). A H, PIC, PD értékeinek
maximumat az északkeleti populacioban mutattuk ki, vagyis a két populacié koziil az
utébb emlitett tekinthetd a genetikailag valtozékonyabbnak és egyben az igazsagiigyi
egyedazonositas hatékonysaganak szempontjabol a kedvezdbbnek is. Az F-statisztikai
eredmények azt mutattdk, hogy a két alpopulacié kozotti atlagos genetikai kiilonbség
(Fsp) szignifikans volt, de mas eurdpai gimszarvas allomanyokhoz viszonyitva nem volt
jelentds mértékti (Kuehn et al., 2003, 2004). A HW egyensulyi allapot eltérése csak a
T108 és a CO1 esetében volt magyarazhat6 6nmagaban a populacidk kozotti viszonylag
magas alléleloszlas kiillonbséggel, a T501 esetében a DNY populécion beliil becsiilt igen
magas beltenyészet volt az oka a panmiktikus egyensulytol vald eltérésnek. A teljes
populacion végzett globalis AMOVA eredménye a lokuszokra é€s a populdcidkra
atlagolt beltenyészet paramétere 0,0373, Wahlund effektusra 0,034 értéket becsiiltiink.
Az emberi populicidk belsd Fis értékét és a populaciok kozotti genetikai kiillonbségek
mértékét figyelembe véve mindkét paraméter magasnak szdmit. A human és a nem-
humén igazsagiigyi genetikdban ajanlott a profilgyakorisag (ezzel egyiitt az LR) k6zos
leszarmazasi egyiitthatoval (0 - theta) végzett korrigdlasa (NRC, 1996, Linacre et al.,
2011), amely a gimszarvas teljes adatbazisanak hasznélatakor az Fir -nek felel meg. A
teljes  populaciés  adatbazisbol  kalkulalt  profilgyakorisdg, vagyis  ennek
kovetkezményeként az LR szamitasdhoz az Fjs paraméter lokuszokra atlagolt, mig az
Fsr paraméter lokuszonként becsiilt értékét hasznaltuk.

Az alpopulaciok inhomogenitisat az azokat alkot6 egyedek ,,assignment tesztjével” is
kimutattuk. Mindkét (EK és DNY) populaciés mintdban az egyedek 17%-anak

profilgyakorisiga nem a referencia populaciéban volt a legmagasabb, vagyis a
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referencia adatbizisaink nem tekinthetdk homogénnek. A LR;py alapi populécids
eredet becslés a nem-referencia populacioba sorolé egyedek viszonylag magas ardnya
(17%), és az EK-DNY profilgyakorisagi értékparok konfidencia intervallumanak
nagyaranyu (44%) atfedése miatt feltételezhetden nem adna megbizhat6 értéket.

Az alpopulécidk (démek) kimutatasahoz €s tovabbi vizsgalatahoz a teljes magyarorszagi
allomany szélesebb korli vizsgalatara lenne sziikség. A gimszarvas célprofilok LR
hasznalatat ajanljuk, az EK és a DNY adatbazisként val6 alkalmazésa, a feltételezhetd

€s nem korrigalhat6 struktiraltsag valamint a kis populacié méret miatt torzitott becslést

adhat.

47 A DeerPlex I-1I egyedek elkiilonitésére vald alkalmassaganak vizsgalata

Célunk a gimszarvas egyedek genetikai tton torténd azonositasa volt ezért meg kellett
vizsgaljuk a polimorf mikroszatellitdkbol all6 két 5-Plex PCR rendszeriink identifikald
erejét. Ennek kivitelezéséhez két populacid statisztikai szamitast alkalmaztunk. A
kapcsoltsagi vizsgalatok eredményeképpen a DeerPlex I-1I gimszarvas egyedek
CO1 lokuszt kivéve a multiplex rendszerbdl, 9 markerre is elvégeztiik.

A 100 egyed allélgyakorisagi értékeibdl megbecsiiltik a DeerPlex I-1I genotipusok
dtlagos egyezési/azonossdg valosziniiségét (pM/Pl,,.) a teljes populaciéban. Az API-
CALC v1.0 szoftver alkalmazasival a pM/Pl,, értéket korrigdlni tudtuk az
alpopulacion beliil mért szignifikans beltenyészet (Fjs) valamint a teljes populaciéban
kimutatott szubdivizids (Fsy) paraméterrel. A két hatas egyiittese ugyanis megvaltoztatja
a lokuszonként vart heterozigéta gyakorisag értékeket, ami torzitand a pM/PI,,.
valoszinlis€ég becslését. Az elvégzett szamitasok alapjan annak valoszinlisége, hogy a
populécidbdl véletlenszeriien kivalasztott két gimszarvasnak megegyezd 10/ 9 lokuszos
genetikai profilja legyen 2,6236x10™"°/ 1,0056 x 1072, Rendkiviil alacsony értékek,
amelyek — amennyiben a laboratériumi hiba kizart - a téves egyed meghatarozas
A DeerPlex I-1I multiplex rendszerink identifikild erejének szamszerll kifejezésének

masik moddszere a teoretikusan ,leggyakoribb” genetikai profil egyediségének (un.
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»uniqueness”) becslése. Az egyediség a populdcid nagysiganak fiiggvényében annak a
valoszinliségét adja meg, hogy az adott profil egyedi. Ha nem egy adott profil, hanem a
teoretikusan ,,leggyakoribb” profil egyediségével szamolunk, akkor a marker készletiink
adott popul4cidn beliil értelmezett minimélis egyediségének valdszinliségét kapjuk meg.
A ,leggyakoribb” profil szdmitasakor figyelembe vettik az adott EK-DNY
populacidkon beliil 1étez6 beltenyészet (Fis) €s a teljes populdcion beliil kimutathato
inhomogenitas (Fs7) mértékét is, ugyanis a két evolicids hatas egyiittesen befolyasolja a
profilgyakorisagot. A 10 lokuszos egyediség tartalma 1 - 6,73x107, a 9 lokuszt
tartalmazé marker készlet egyediségének valdsziniiségére 1 - 7,93x10™ kaptunk. A
szamitasokhoz az eur6pai gim-, €és szikaszarvas allomany 2 milliéra becsiilt
egyedszaméaval dolgoztunk.

Mindkét szamitas azt igazolja, hogy amennyiben a laboratériumi hiba kizart, akar a 10
akdr a 9 polimorf mikroszatellitait alkalmazd készlet nagymértékben alkalmas vad
populécidban €16 gimszarvas egyedek genetikai alapi azonositasara és elkiilonitésére.
Identifikdlé ereje az Egyesiilt Allamok kaukdzusi népességére kalkulalt Identifiler

multiplex PCR ,,uniquess” és kombinalt PD értékéhez hasonl6 (Butler, 2011).
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Lokusz Ortolog GenBank Forward PCR Primerek (5’- 3°) T, Reverz PCR Primerek (5’- 3°) T,
C229 O. hemionus | AF102257 CCCTGTGGTCTAGCAAATTCATT 61 GGTCTTATCTTAGCTTATACATTGC 61
T108 AF191798 AATCCATGTTTATCTGCCTTCAGAG 63 GACACAAAGAGTGAGTGGTAAATGAT 63

T26 AF442814 ACTGTCTCCCTCACCAGCCTGGTC 70 CACCATCAGGCAACCGCATCTAGGC 71
T123 C. canadensis | AF192395 TTGAGAAGCCCACTGCTGTGTCTT 65 ACAACAGGTAGATAGACTGTCGTTG 64
T193 AF192398 TTCAGCTTCAGCATCAGTCCTTCC 65 CACGTAGAGTAGTAAGTATTCATGAACG 58
T172 AF192397 CTGGGAGATGGAGGTGCTGAAGC 68 GCTAAGTCTCTTCAATTGTGTCCCAAC 67

Co1 O. hemionus | AF102248 GAGGTATTTAGGGAAGGGTTGTCTGAT 67 CTGTTTGCATACCAAGGAGAGAGACC 68
T501 AF442815 TTTACCTGGTAACTCATTTACTCCTC 63 TATAATGTGAGTCAGGAGACTTCTC 63
T156 . AF192396 CTAGGCAAGAATACTGGAGTGGGT 65 GGAAAGTTAGACAGAAGCACCAATAC 65

C. canadensis
T507 AF442816 AGGCAGATTCTTTACCGCTGAGTC 65 CTACGAGGCAGATACAGTGATG 62

Co02 AF442813 ACCTCTCCTCTGGGTTCCTCACA 66 CAGAGCTTGAGTGGTGGACTTAATG 66
C143 O. hemionus AF102252 CAGGCGATCAAGAAATGTGGAATCAATG 66 AGGTGTTGGAGGCTGTGGAGCTGAT 67
C180 AF102255 GGTGGGCATTCAGTAGATCTTGG 65 GGTCAGAATGCATGGAGGTAATAAGG 66
T107 C. canadensis | AF193019 ATTGACTGGTTTGATCTCCTTGCTAG 61 GAATGAATGAGATACTAATATGGAGAC 61

T27 O. hemionus | AF102244 GTTGGGCTTATGAATCAGGTAGG 63 CTATGGATGCCTTGGTATGTGGTTAA 65
T530 C. canadensis | AF442817 TGTAATGCTTCATTGTGTCCTCACAG 65 GGAGTAGGTTGCCATTCCCTTCTC 67
C217 AF102242 CCTGGCAGGAAGGAGGAGACAG 68 ATCTCCTATCATTATCTGGCCCTTCC 66
C276 O. hemionus | AY514441 CTCAGATTTAGAAACAGAACATTCACC 64 TCGTATGTGGTTCAGGGATGTGATC 66
C273 AF102246 TGATGGCATTAACACGACATTAGAA 61 TTCTTGAAGAATAGAAAGAGCTTG 58

C32 C. canadensis | AY514436 ACTTGCTGCCATCTTGAAGGGACAGG 69 AGGGATTCGCCAGCAACACCTAGATC 69
C105 O. hemionus | AY514440 ACCATATTCAAAGACAGCTCAGAGA 63 TCCTCGTGGAGTTGTAGTTACAG 63
T115 C. canadensis | AF193021 TGCAGCACTTTCACAGCATCATGTT 64 GAGTGGGTTATCATTTCCTTCTCC 64

F.1.tablazat 1-3. oszlop: a lokuszok elnevezése, faji eredete, GenBank azonosité szama, 5. és 7. oszlopok: a gimszarvas templatra nem
specifikus PCR primerek szekvenciai €s olvadasi hdmérsékletei (4. és 6. oszlopok).




Lokusz | Flanking régi6 (bp) | Flanking régié mutaciok| R . nc. | Allélok
Lokusz | Genbank | ~/YS g régio (bp) g reg gpg?t DeerPlex| Dye Forward/Reverz PCR Primerek Conc elo
(bp) 5 3 In/Del | TV TI régio (nM) | (bp)
TTATTCATCCACCCATCCATCACCA
C229 | JN998698 | 341 190 84 1 4 4 Bsszetett I 6-FAM 6 107-123
GGCACATGCTCATAAGTGAAGGGA
GTGGAGATAGGTAGACAGATGGAG
T108 | JN998701 244 52 128 0 0 1% egyszerli I NED 8 119-159
GCTGATTCAGAGGTTGCCAAAGATG
8 CATGCAGATGCTACTCCCTTATGG
T26 | JN998699 | 461 121 255 2 6 9 komplex és I 6-FAM 112 | 147213
hipervariabilis CCAGAAGAGATACTGCACCCTGAA
T123 | JN998702 | 317 30 211 0 0 0 dsszetett I PET TTOTICTOTIOCT TAGTTOTOTCTOAC 24 | 79-135
CTGAGCTGAGCCCACATGATTTAT
AGATGATAGACAGATGGGTAGCGG
T193 | JN998705 | 357 154 147 0 0 1 Bsszetett I VIC 16 | 129-193
GCTCTACTGCTGTTGTCATCATTACC
., CCCTTTCAACATGTCATTCAGAGCC
T172 JN998704 340 106 190 0 0 0 egyszeri II VIC 5,6 105-157
GTTTCTTGTTCTTTACCACTAGCGCTACCTGG
GTTCATCCTTCTACC CATCCACC
Co1 | JN998694 | 479 251 57 3 2 9 komplex 1 NED TTCATCCTTCTACCTTACATCCA 56 | 206-258
CCTCCCACACCTGGATCTCAAATAA
TS01 | JN998706 | 379 168 131 0 s | §uns | Komplex és 1 6-FAM CTCAGCCTACATACTITGACCAAGA 28 | 142-183
hipervariabilis GTTTCTTGTACAAGCATATTGTGCAAATCTGACTC
CCTGGCCTGTGTCTTGAATTGAAC
T156 | JN998703 | 258 52 129 0 0 2 egyszerli 1 NED 7,6 | 129-185
GGCGATGAATACCCAGTCTTGTCT
GTTATCAGACGACGCTGTGGAGCA
T507 | JN998707 | 414 111 272 1 0 2 egyszerli 1 PET 24 | 181-221
TTGAACCCGGGTCTCTTGCATTGC
C02 | JN998695 | 443 32 368 1 3 4
C143 | JN998696 | 338 87 219 3 1 6
C180 | JN998697 | 420 0 386 3 1 2
T107 | JN998700 | 404 222 133 0 0 2
F.2.tablazat 1-3. oszlop: a lokuszok elnevezése, GenBank azonosit6 szama, a lokuszok mérete; 4-9. oszlopok: az 5’ és 3’ flanking régiok

mérete, a gimszarvas €s az ortolog szekvenciak eltéréseinek (mutacidk) szama, ismétlddo régio struktirija; 10-14. oszlopok:
DeerPlex 5-Plex, az alkalmazott fluoreszcens jelolés, primer szekvencidk és azok koncentracidja, DeerPlex I-II allélméret

tartoményok. (Il’l/ Del, inszercid/ deléci(’); TV, transzverzi(’); TI, tranzici(’)) * Kizéarblag a 16-os allél mutatott szekvencia kiillonbséget, egy A/G
tranziciés mutacidt, ** A mutaciok kozé beszamitottuk a 11.2 allélnal detektalt A/G tranziciét €s T/G transzverziot.
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Lokusz

Flanking régi6 szekvencia illesztései

Co1

GGTAGAGGTTAGAATGGCTCACACAGAAAGAGAATGAAGTGGGAGGTTCATTGTCCTTCTGTTCCTTTCAGACCATTTGAGATAAGAATTTGGCTGAGACTTCTCTGTAT CTGAGGAGTTCACTAGGG

C229

T26

T108

T123

100




Lokusz

Flanking régi6 szekvencia illesztései

T156

AGCCATTCCCTTCTCCAGGGGATCTTCCTGACCTGTGTCTTGAATTGAACCT 5 TAGATCAGACAAGACTGGGTATTCATCGCCCTGCATGTAATGGAAGAAGGATTCTGCTGGTGAATAAAGA

T172

T193

T501

T507
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Lokusz

Flanking régio szekvencia illesztései

C02

CAGAGCTTGAGTGGTGGACTTAATGCCACAGCAGCCTCCAAGTGGGCGTCCCAACCC R TGTATCTATCCATCTCCTCCTTGCAAGGTCCTTTGATGGATACTAGAAAAATAGAGAGCTCTCCTC
...................... A...-.T... Y o/

C143

C180

T107

GGTCNATGTCTCCATATTAGTATCTCATTCATTC
AL

F.3. tablazat 0. hemionus és C. canadensis STR hatarol6 régiok szekvencia 6sszevetése a C. elaphus hippelaphus ortoldggal. A

GenBank-ban 1évé REFERENCIA szekvencia; C..elaphus. hinpelaphus szekvencia; a referencia szekvencidhoz

viszonyitott Mutéacids helyek; bizonyos alléloknal detektalt Mutacids helyek; a DeerPlex I and II PRIMER
kotdhelyek; a mikroszatellita gének Repeat regioi; N ismeretlen nukleotid poziciok. Klonozé PRIMER kotd helyek.
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Lokusz | Allél Repeat régio szerkezete Amplikon
16% | (GATA), GTGGAGATAGGTAGACAGATGGAGAGAGGATAGA
T108 1 | GATA) GATATAT(GATA);sGAGATAAATCAGGCAGAGAG
= AGCAAATACCATCTTTGGCAACCTCTGAATCAGC
1115* gﬁ;g: CCCTTTCAACATGTCATTCAGAGCCTAGAACAATT
T172 10 T (TATO) (TATC);;TATATGTATGTGGGCTTCCCAGGTAGCG
10 CTAGTGGTAAAGAACAAGAAAC
5 |(rATC) ;S
19 | (TAGA),NJ(TAGA)TGGG(TAGA);
T123 | 18% | (TAGA),sNy(TAGA); TTGTTCTGTTGCTTAGTTGTGTCTGACTCT(TAGA) 5
16 | (TAGA) ;N4(TAGA); TGGA(TAGA);CATAAATCATGTGGGCTCAGCTCAG
13 | (TAGA) ;Ny(TAGA);
C229 1165* ?gﬂg:g%g; TTATTCATCCACCCATCCATCACCATC(CATC),
13 T (CATOWATCO). (ATCC),ATCATCCCTTCACTTATGAGCATGTGCC
17 | (TATC),,TGTC(TATC),N»;(A),(GA)
15.1 | (TATC);,TGTC(TATC),Ny(A)s(GA), CATGCAGATGCTACTCCCTTATGGGGAAAA(TATC);
26 13.1 | (TATC);yTGTC(TATC);N(A)s(GA), AGGTTAATTTCTGAATAATAGAGCCTAAAGGAA
13 | (TATC),,TGTC(TATC),Ny;(A),(GA) TAAGTGAAATAGTGTTATGTTTTG(A),GAATAAA
12.1 | (TATC)TATT(TATC),TGTC(TATC);Ny:(A)s(GA), GATTCAGGGTGCAGTATCTCTTCTGG
5% | (TATC)sN3:(A),(GA)
27 | ANR(CATC);sNs(ATCC)Ns; TN4J(ATCC)3(AC)3(CCAT)s | GTTCATCCTTCTACCTTACATCCACCTGTT(CATC),,
26*% | GN,(CATC);,Ns(ATCC) ,Ns;CN(ATCC);(AC);(CCAT)s | CATTT(ATCC), ATTCATTTACCCACCTGCCTATCC
Co1 22 | AN,(CATC);)Ns(ATCC),Ns;TN(ATCC)5;(AC)3;(CCAT)s | ATTCATTCATCCATACATCCATCCACCCAGCT
20 | AN,(CATC)sNs(ATCC),Ns;TN(ATCC);(AC);(CCAT)s | (ATCC);(AC)s(CCAT)sCTAACTATTCATCCATITAT
18 | AN,(CATC)sNs(ATCC),N5; TN ATCC);(AC);(CCAT)s | TTGAGATCCAGGTGTGGGAGG

F.4-a. tablazat Polimorf, nem polimorf szekvencia motivumok; aldhiizott, primer szekvencia; aldhiizott, pig-tailed primer

szekvencia; *, szekvenalt allélok
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Lokusz | Allél Repeat régio szerkezete Amplikon

11.2*% | GGNo(TCTA)TC(TCTA);sN6(TA)3N12(A) 19

10.2 | ATN;o(TCTA)TC(TCTA)9Ng(TA)3N12(A) 19 CTCAGCCTACATGCTTTGACCAAGACCCGGGGC
T501 9.3 | ATN;o(TCTA)TC(TCTA)sNg(TA);N2(A) 1, AACCAATTAAATATATC(TCTA)TC(TCTA),,CCTATC
6.1 | ATN;o(TCTA)Ng(TA);N12(A);; (TA);CACATACATAGT(A),,TATGAGTCAGATTTGC
5.3 | ATN;o(TCTA)Ng(TA);N12(A)o ACAATATGCTTGTACAAGAAAC
S5 | ATN(TCTA)(TCTG)N(TA)3sN12(A)1o
21 | (TGGA);(TAGA);s(CAGA)(TAGA),
18 | (TGGA)(TAGA) 4 AGATGATAGACAGATGGGTAGCGGGTAGACAG
T193 17 | (TGGA)/(TAGA);; (TGGA);(TAGA);)CAGACTGAGATTCCTCAGCT
13* | (TGGA);(TAGA), CTAAAATGAATGGTAATGATGACAACAGCAGT
11 | (TGGA);(TAGA); AGAGC
10 | (TGGA);(TAGA),
142‘ ggﬁ gﬁggﬁii GTTATCAGACGACGCTGTGGAGCACCTCACACATG
101 | (GATA),,ANL(TA): TGAAGAGATGATCTAACAGCCTGGAAATAGCTG
T507 GGGGCGGTGGGGAGGA(GATA)sTG(TA)sGCTGGG

10 | (GATA);)Ny(TA)s CTTCCCTAGTAGCTCAGATGGTGAAGCATCTGCC

8 (GATA) §Ny(TA)s TGCAATGCAAGAGACCCGGGTTCAA
5% | (GATA) sNy(TA)s

14 | (GT);N3 TNy (GATA) 4
13.2 | (GT),N»iCN»;(GATA),,
13 | (GT);N3 TNy (GATA) 1
T156 12 | (GT),NyTNy»(GATA),,
10 | (GT);N3 TNy (GATA)

CCTGGCCTGTGTCTTGAATTGAACCT(GT),CTCCTG
CATTGGCAGGCAGATTCTTTACCACTGTGCCACC
TGGGAAACT(GATA)s;TAGATCAGACAAGACTGGGT

ATTCATCGCC
9 | (GT);NuTNx(GATA)y
6™ | (GT):Nu TNy (GATA),
F.4-b. tablazat Polimorf, nem polimorf szekvencia motivumok; aldhizott, primer szekvencia; aldhiizott, pig-tailed primer

szekvencia; *, szekvenalt allélok.
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T501 T172 T156 Co1 T507
Allél Min Max d SD n Min Max d SD n Min Max d SD n Min Max d SD n Min Max d SD n

5 136.47 136,89 | 0.42 | 0,118 | 10 | 101.37 102.10 | 0.73 | 0.140 | 21 125.69 126.39 | 0.70 | 0.250 | 22 182.78 182.99 | 0.21 0.053 | 23
5.1 137.78 137.84 | 0.06 | 0,035 | 3

5.3 139.71 139.91 0.20 | 0,078 5

6 140.81 140.92 | 0.11 | 0,078 | 2 129.82 | 130.51 0.69 | 0.222 | 32 186.69 [ 186.88 | 0.19 | 0.053 | 24
6.1 141.73 142.01 0.28 | 0,078 | 26

6.3 143.98 144,19 | 0.21 0,081 5

7 145.35 145.35 | 0.00 [ 0,000 1 109.52 109.93 | 0.41 0.123 9 190.60 190.84 | 0.24 | 0.071 13
7.1 146.23 146.52 | 0.29 | 0,089 | 14

7.3 148.61 148.93 | 0.32 | 0,106 7

8 149,73 150.02 | 0.29 | 0,088 | 10 | 113.39 | 113.67 | 0.28 | 0.088 | 12 | 137.70 | 138.59 [ 0.89 | 0.237 [ 19 194.45 | 194.72 | 0.27 | 0.061 | 52
8.2 152.01 152.15 | 0.14 | 0,099 2

8.3 153.11 153.39 | 0.28 | 0,146 3

9 154.16 154.35 | 0.19 | 0,085 5 117.40 117.72 | 0.32 | 0.134 4 142.37 143.32 | 0.95 | 0.284 | 14 198.36 198.57 | 0.21 0.055 | 13
9.2 156.25 156.46 | 0.21 0,097 4

9.3 157.32 157.57 | 0.25 | 0,072 | 15

10 121.00 121.60 | 0.60 | 0.188 | 14 | 146.83 147.39 | 0.56 | 0.190 | 17 202.31 202.55 | 0.24 | 0.077 7
10.1 159.06 159.66 | 0.60 | 0,153 | 24 203.36 | 203.45 [ 0.09 | 0.064 | 2
10.2 160.48 160.96 | 0.48 | 0,157 | 20

11 162.76 162.76 | 0.00 [ 0,000 1 125.08 125.80 | 0.72 | 0.213 | 15 | 151.26 151.60 | 0.34 | 0.141 7
11.2 164.73 165.04 | 0.31 0,106 | 30
11.3 165.72 165.94 | 0.22 | 0,105 5

12 129.10 130.01 0.91 0.252 | 14 | 155.46 156.03 | 0.57 | 0.163 | 22 210.06 210.35 | 0.29 | 0.079 | 23
12.2 169.12 169.12 | 0.00 [ 0,000 1

13 133.74 | 134.09 | 0.35 | 0.098 | 17 | 160.05 [ 160.05 | 0.00 | 0.000 1 214.09 | 214.22 | 0.13 | 0.053 7
13.1 171.90 172.04 | 0.14 | 0,081 3
13.2 161.86 | 162.19 | 0.33 | 0.104 | 16

14 137.58 138.24 | 0.66 | 0.147 | 40 | 163.97 164.39 | 0.43 | 0.099 | 28 217.95 218.28 | 0.33 | 0.098 | 21
15 142.09 142.58 | 0.49 | 0.106 | 34 | 168.00 168.22 | 0.22 | 0.097 4 221.98 222.32 | 0.34 | 0.091 15
15.1 180.18 180.47 | 0.29 | 0,135 4

16 146.83 147.20 | 0.37 | 0.119 | 13 | 172.07 172.39 | 0.32 | 0.165 3

17 151,32 151.45 | 0.13 | 0.041 6 176.10 176.35 | 0.25 | 0.069 | 11 202.64 203.05 | 0.41 0.114 | 12

18 155,84 | 155,84 [ 0.00 | 0.000 1 180.11 180.11 0.00 | 0.000 1 206.55 | 207.05 | 0.50 [ 0.100 | 30

19 184.07 184.29 | 0.22 | 0.090 210.44 210.96 | 0.52 | 0.130 | 20

20 214.34 | 215.00 | 0.66 | 0.134 | 39

21 218.29 218.71 0.42 | 0.134 | 13

22 222.18 222.83 | 0.65 | 0.122 | 33

23 226.18 | 226.63 | 0.45 | 0.165 | 6

24 230.09 230.81 0.72 | 0.226 9

25 234.01 234.24 | 0.23 | 0.100 4

26 237.99 238.14 | 0.15 | 0.068 5

27 241.86 242.45 | 0.59 | 0.171 | 28

30 253.78 253.78 | 0.00 | 0.000 1
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C229 T26 T193 T108 T123

Allél | Min Max d SD n Min Max d SD | n | Min Max d SD n | Min Max d SD | n | Min Max d SD n

5 144.32 14446 | 0.14 | 0.048 | 12 79.60 79.60 0.00 | 0.000 1

6 115.30 115.71 0.41 0,148 7

7 151.97 | 152.15 | 0.18 | 0.070 | 10 119.36 | 119.96 | 0.60 | 0,139 | 53

8 157.66 157.91 0.25 | 0.092 6 123.43 123.90 | 0.47 | 0,110 | 36

8.3 160.65 | 160.65 | 0.00 | 0.000 1

9 127.27 128.02 | 0.75 | 0,122 | 43

9.1 162.72 | 163.40 | 0.68 | 0.263 6

10 165.74 165.87 | 0.13 | 0.054 4 127.01 127.23 | 0.22 | 0.081 11 131.45 131.87 | 0.42 | 0,105 | 13

11 131.04 | 131.27 | 0.23 | 0.073 | 17 | 135.82 | 135.96 | 0.14 | 0,061 6 104,18 104.53 | 0.35 | 0.137 | 13

12 173.78 174.06 | 0.28 | 0.084 | 13 139.49 140.18 | 0.69 | 0,169 | 32 | 108.02 108.30 | 0.28 | 0.107 5
12.1 174.81 175.19 | 0.38 | 0.124 | 20

13 100.05 100.73 | 0.68 | 0.144 33 177.77 178.11 0.34 | 0.089 | 34 [ 139.00 139.60 | 0.60 | 0.120 | 28 | 144.58 144.61 0.03 | 0,021 2 111.61 112.16 | 0.55 | 0.133 | 43
13.1 178.95 178.95 | 0.00 | 0.000 2

14 104.24 104.49 | 0.25 | 0.177 2 181.79 182.29 | 0.50 | 0.135 | 12 | 143.73 143.98 | 0.25 | 0.092 8 148.38 148.63 | 0.25 | 0,108 4 115.73 116.38 | 0.65 | 0.151 | 30
14.1 182.97 183.17 | 0.20 | 0.077 7

15 107.78 108.53 | 0.75 | 0.147 | 135 | 185.65 185.83 | 0.18 | 0.081 4 148.20 148.45 | 0.25 | 0.074 | 13 119.44 120.22 | 0.78 | 0.158 | 19
15.1 186.69 187.25 | 0.56 | 0.123 | 23

16 111.64 112.21 0.57 | 0.134 28 189.71 189.97 | 0.26 | 0.114 6 152.55 152.91 0.36 | 0.118 | 10 | 156.70 156.85 | 0.15 | 0,070 4 123.67 124.42 | 0.75 | 0.177 | 30
16.1 190.60 190.88 | 0.28 | 0.111 6

17 115,94 115.97 | 0.03 | 0.021 2 193.53 193.95 | 0.42 | 0.119 | 26 | 156.77 157.30 | 0.53 | 0.173 | 16 127.47 128.18 | 0.71 0.196 | 10
17.1 194.76 194.76 | 0.00 | 0.000 2

18 197.58 197.58 | 0.00 | 0.000 1 161.09 161.51 042 | 0.127 | 21 131.68 132.42 | 0.74 | 0175 | 12
18.1 198.49 | 198.80 | 0.31 | 0.143 | 4

19 201.48 | 201.48 | 0.00 | 0.000 1 164.28 164.28 | 0.00 | 0.000 1 136.03 136.66 | 0.63 | 0.145 | 37

20 169.11 169.44 | 0.33 | 0.099 | 27

21 173.17 173.40 | 0.23 | 0.075 | 18

22 17713 177.43 | 0.33 | 0.114 6

23 181.05 181.41 0.36 | 0.109 | 17

24 185.12 185.29 | 0.17 | 0.083 5

26 193.03 193.13 | 0.10 | 0.092 2

F.5-a., F.5-b. tablazat
maximum megfigyelt fragmens méret; d, Min és a Max értékek kozotti kiillonbség; SD, szoras; n, a detektalt allélszam.

DeerPlex II (F.5-a. 89.0ldal) és -1 (F.5-b. 90.0ldal) allélikus fragmens csoportok. Min és Max, minimum €s a
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Minta T108 T172 T123 C229 T26 Co1 T501 T193 T507 T156
EKO1 7|8 | 8 [17]12]15] 16| 17 8 15 [20]24 | 7.3 10.2 | 10 | 20 12 13 | 13.2 15
EKO02 719 [13[15]18 1914 |16 | 15.1 | 16.1 | 19| 20 5 8 14 | 15 12 12 6 10
EKO03 9 | 9 [15]16]16 1916 | 16 | 12.1 13 19 | 27 | 8.2 10.1 [ 14 | 16 | 10.1 | 12 5 12
EKO04 8 | 12 | 13 | 15 | 11 [ 15| 16 | 17 9 18.1 | 21 | 27 9 11.2 | 20 | 21 5 12 | 13.2 14
EKO05 718516161914 |16 | 15.1 | 16.1 | 18 | 20 | 10.1 | 11.3 | 20 | 20 5 15 14 14
EKO06 819 | 8 | 15|13 13|14 | 17 5 13 17 | 18 | 7.1 11.2 | 10 | 20 8 15 14 14
EKO07 8 | 13| 5 | 5 |17 18|16 | 16 10 12.1 | 18 | 23 7 9 19 | 20 5 7 6 8
EKO08 707 |5 1215117 |14 ] 16 5 13 | 27 | 27 8 122 | 16 | 17 5 6 6 12
EK09 7| 8 [ 151511 16| 14| 16 12 17 22123 | 7.3 93 | 18] 20 6 6 8 13.2
EK10 6 | 8 | 7 [15]19]19] 14 ] 16 12 14 | 20 | 23 11 11.3 | 18 | 21 6 13 6 6
EK11 9 10| 5 |16 |14 |16 | 16 | 16 10 12.1 |21 |27 | 7.1 153 | 13 | 17 5 7 14 14
EK12 7 | 8 [ 151161319 ] 16| 16 8 15.1 | 18 | 23 5 6 14 | 17 6 7 6 12
EK13 707 |7 [ 1714116 |17 | 17 12 151 [ 20|27 | 9.2 133 | 13 ] 20 5 8 14 14
EK14 8 | 10| 8 | 17 | 15|16 | 16 | 16 12 15.1 | 24 | 27 5 8 16 | 18 5 5 | 132 14
EK15 71 8 |5 (161317 ]16] 16 13 17 19 | 27 | 6.1 13.3 | 11 | 13 7 14 9 17
EK16 7 114 8 [ 14|16 |19 | 14 | 16 9 151 [ 19120 | 7.3 10.2 | 17 | 23 6 7 8 13.2
EK17 819 |5 | 13[17[19] 16| 17 13 17 | 27 | 27 8 83 |17 ] 24 7 10 12 14
EK18 718 14115114116 |17 | 17 | 12.1 15 | 22124 11.3 | 153 | 15| 20 5 8 6 8
EK19 8 | 8 |14 17|18 [ 19| 14 | 16 8 12.1 | 27 | 27 | 6.1 92 |10 | 17 5 8 6 12
EK20 7 101616 | 13 [ 16| 16 | 16 | 12.1 17 | 20 | 23 5 10.1 | 10 | 21 6 14 5 6
EK21 718 |5 (14141616 | 17 9 181 | 19120 ] 6.3 10.1 | 10 | 10 5 8 6 14
EK?22 7 105 |7 [16]19 ] 17| 18 14 16.1 | 20| 27| 6.1 10.2 | 18 | 20 7 15 6 14
EK23 7 12115116 [ 1516 | 16| 16 9 13 19 | 19 ] 102 | 10.2 | 18 | 20 7 13 9 9
EK24 8 | 8| 7 (141619 ]16| 16| 8.2 12.1 | 19 | 27 | 6.1 83 | 10 ] 21 5 6 6 14
EK25 709 [ 121511 |17 ] 16| 17 12 14.1 |20 ] 21| 6.1 10.2 | 10 | 13 8 10 6 11
EK26 718 |11 [14 14|19 | 16| 16 9 17 22127 102 | 102 | 15 | 17 13 15 5 14
EK27 717 | 15115 5 |13 |16 ] 16 14 18.1 | 17 | 27 5 9 13 | 16 8 13 6 9
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Minta T108 T172 T123 C229 Co1 T501 T193 T507 T156
EK28 707 S [12]11[15]14 |14 | 12.1 | 16.1 |21 |27 | 7.3 10.2 | 20 | 23 10 12 10 16
EK29 8 | 8 |12 |13 |16 [ 19| 16 | 16 14 17 19 | 27 | 7.3 10.2 | 16 | 20 7 10 6 14
EK30 1013 ] 5 [15]|11 |16 | 14 | 15| 18.1 19 | 21 ] 21 5 6.1 | 14 | 17 6 8 8 10
EK31 8 | 8 | IS5 |15 | 13 [ 18 | 14 [ 16 | 12.1 | 12.1 [ 18 |24 | 7.1 11.2 | 13 ] 20 7 15 14 17
EK32 7 112115117 |16 | 17 | 16 | 16 14 15.1 | 27 | 27 8 8 16 | 21 5 13 10 13.2
EK33 8 | 8 | 15|15 16| 16| 14 | 16 5 17 17 {18 ] 11.2 | 11.2 | 10 | 13 8 15 6 14
EK34 O |11 [ 15171316 |16 | 16| 15.1 | 16.1 |21 |27 | 5.1 153 | 16 | 20 5 8 6 14
EK35 6 | 7 | 13114 |17 (19| 16| 16 8 12 17 | 18 5 10.1 | 22 | 23 6 10 12 13.2
EK36 7 (145 (1414 (16| 14 | 17 13 14 19 |24 ] 7.1 8 16 | 18 10 15 10 12
EK37 7 1415 |5 [14]16] 14| 16 13 13 [ 22127 ] 7.3 10.1 | 15 ] 20 15 15 | 13.2 17
EK38 718516161914 16| 15.1 | 16.1 | 18 | 20 | 10.1 | 11.3 | 20 | 20 5 15 14 14
EK39 7 | 8 [ 1316 ] 14|14 |15 16 12 12.1 | 20 | 24 8 153 | 18 | 18 12 12 6 13.2
EK40 711419 [ 1514 17|17 |17 | 12.1 | 151 | 19|27 | 6.3 7.1 |20 ] 24 5 10 | 13.2 14
EK41 7 1219 [ 13151516 |16 | 12.1 | 12.1 | 17|21 | 6.3 10.1 | 14 | 16 | 10.1 | 12 5 6
EK42 9 [ 12 10|11 [ 1519 ] 16| 16 7 10 17 |22 ] 9.3 112 | 13 | 15 6 8 5 10
EK43 9 [ 11| 8 [ 14|14 |14 | 16 | 17 9 12 18 | 18 | 9.3 112 | 13 | 15 8 12 6 8
EK44 77 (12114131816 | 17| 14.1 | 15.1 | 18 |26 | 9.3 112 | 11 | 13 8 8 8 12
EK45 8 (12 7 [ 13|14 |19 ] 16| 16 7 12 18 1221 10.1 | 11.2 | 13 ] 21 8 12 12 17
EK46 6 | 9| 5|5 |16[19]16]16 | 12.1 | 141 |19 |27 | 7.1 10.1 | 10 | 17 5 12 | 13.2 15
EK47 9 | 9 [ 141513 ]|15]16] 16 5 151 | 18 | 18 | 7.1 92 | 14| 24 8 9 8 13.2
EK48 8 |9 ]|10(14 |14 (16|14 |16 | 15.1 | 15.1 |18 |22 | 7.1 10.1 | 13 | 15 8 8 10 13.2
DNYO01 O [12 | 7 (1413 |15] 16| 17 5 5 20 22| 10.1 | 11.2 | 13 | 18 14 14 18 19
DNYO02 8 |12 | 15|16 | 13 [ 15| 16 | 16 14 17 18 | 21 5 92 |13 ] 13 5 8 6 17
DNYO3 |11 |16 | 8 |11 [ 13 |18 | 16 | 17 5 13 19 | 26 | 6.1 112 | 17 | 21 12 15 5 14
DNYO4 |12 (12| 7 [ 12 |11 |16 | 14 | 16 7 13 19 | 24| 5.1 112 | 11 | 13 14 14 12 16
DNYO05 9 | 9| 8 |14 |12]14 |16 | 17 7 15.1 | 19| 22 6 9 11 | 17 12 14 6 14
DNYO6 |12 |12 | 5 |14 |13 | 15| 16| 16 14 151 | 18 120 | 9.3 112 | 18 | 20 6 14 12 13.2
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Minta T108 T172 T123 C229 T26 Co1 T501 T193 T507 T156

DNYO07 9O [ 11| 8 [ 1614 |19 | 16| 16 13 17 17 122 | 5.1 53 [20] 22 8 15 6 17
DNYO8 |12 (16 | 11 [ 14 [ 13 | 15| 14 | 16 7 18 |20 )23 | 6.3 10.1 | 11 | 11 8 9 8 15
DNY09 7 11211014 |13 13|16 | 17 | 15.1 16 [ 22125 | 7.1 10.1 | 18 | 26 8 14 6 19
DNY10 9 [ 10|11 [ 14 ]19]19 | 16| 16 16 16 |22 25| 6.1 112 | 15| 23 6 8 5 8
DNY11 7 11219 [10] 1314 |14 | 14 7 13 |21 22| 102 | 11.2 | 20 | 23 8 8 8 12
DNY12 9 [16 | 5 |14 |13 |18 | 16| 16 14 17.1 | 22125 | 93 10.1 | 23 | 24 6 15 8 10
DNY13 9 [ 10|12 (121519 | 16| 17 13 17.1 | 17 |21 | 11.2 | 11.2 | 13 | 16 8 8 10 19
DNY 14 711217 [ 14|12 13 | 14 | 16 5 5 19 | 26 | 6.1 112 | 11 | 11 8 9 9 10
DNY15 9O [ 12| 5 (12|13 ]14 ] 16| 16 | 15.1 17 121 ]122] 6.1 63 | 23| 23 7 14 5 12
DNY16 7 (12 (14 (14 |11 [ 13 [ 16 | 18 | 14.1 17 122 ]126| 6.1 7.3 |20 ] 22 6 8 8 17
DNY17 719 | 13]14 1316|1416 17 17 18 120 11.2 | 11.2 | 17 | 21 7 14 8 17
DNY18 9 [ 12 10|10 |13 |18 | 16 | 17 7 13 |22 ]22] 6.1 112 | 18 | 22 9 14 11 14
DNY19 7 11211213 |13 |13 | 14 | 16 5 13 18 | 27 | 10.1 | 11.2 | 20 | 22 8 12 12 19
DNY?20 707 [ 11 (14114114 |14 | 16 13 17 12020 | 6.1 6.1 | 11 | 18 8 9 5 12
DNY?21 12 112 | 14 | 15 | 11 [ 14 | 16 | 16 13 17 18 | 21 | 10.2 | 10.2 | 21 | 23 8 14 5 6
DNY?22 6 | 7| 8 |14 |18 19|16 | 17 13 16 [ 20|20 | 6.1 93 |13 |21 5 9 5 12
DNY?23 7019 [14(14]13 19|14 ] 16 13 13 | 20|20 | 10.1 | 10.1 | 13 | 15 9 14 6 6
DNY24 7 (1211 15|13 |13 |16 | 16 8 17 (20|27 | 7.1 102 | 11 | 18 8 8 5 6
DNY?25 9 [ 10| 10 [ 11 | 11 | 15 | 16 | 17 13 151 | 20 | 20 | 6.1 6.1 | 11 |21 6 8 5 9
DNY?26 7 (12110 (14 [ 1319 ] 16| 16 15 15.1 | 17 | 22| 10.1 | 10.1 | 18 | 20 6 6 5 17
DNY?27 719 |11 [14)14]15] 14|16 | 15.1 17 [ 20|22 | 6.1 6.1 | 11| 18 8 13 12 12
DNY?28 9 |10 |12 |13 |14 [ 18] 16| 16 | 12.1 13 120]22| 6.1 7.1 | 11 ] 24 6 9 5 5
DNY29 |10 | 10 | 11 | 14 [ 13 | 14 | 17 | 17 8 12.1 | 20|22 | 9.3 10.2 | 11 | 18 5 8 5 9
DNY30 719 | 1011 | 13 (15|16 | 17 13 151 [ 2020 | 11.2 | 11.2 [ 13 | 15 9 12 5 9
DNY31 9 [12 (13 (14|11 | 15] 16| 16 16 17 [20]22| 102 | 10.2 | 10 | 13 6 12 5 9
DNY32 [ 10| 11 [ 13 |15 |13 |19 | 16 | 16 17 17 18 | 22 9 112 | 13 ] 21 9 14 | 13.2 14
DNY33 6 | 9 |13 ]15|14 |18 |16 | 16 12 13 18 [ 18 | 9.3 112 | 11 | 23 8 8 11 12
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Minta T108 T172 T123 C229 T26 Co1 T501 T193 T507 T156
DNY34 9 | 9 [10[13]19]19] 16| 16 12 13 122]122] 6.1 6.1 | 15| 18 8 12 5 9
DNY35 9 [ 11 (12141419 | 14| 16 12 14 17 120 ] 7.1 93 | 17 ] 20 8 9 9 17
DNY36 9 | 9| 8 [18]13]19]16] 16 13 15 19 1 22| 8.2 93 | 18| 23 12 15 9 13.2
DNY37 8 |12 | 7 | 15|11 [ 19| 16 | 16 12 13 12022 ] 6.1 10.2 | 11 | 21 8 12 5 5
DNY38 9 [ 12|14 15|11 |19 | 16| 16 13 151 | 18 120 | 9.3 112 | 13 | 23 8 8 6 6
DNY39 6 [ 121013 |13 |13 | 14| 16 13 141 {2030 ] 5.3 53 | 15|21 8 12 8 12
DNY40 |12 (12 [ 10 [ 15[ 19|19 | 16 | 16 13 14.1 | 17 | 18 | 9.3 93 | 13| 23 6 8 10 14
DNY41 7 [ 1211014 | 13 |13 | 14 | 16 13 17 [ 22126 11.2 | 11.2 | 14 | 22 9 14 6 9
DNY42 8 | 8 |12 |14 |12 | 13 | 16 | 17 13 17 22124 | 10.1 | 10.1 | 11 | 23 8 14 11 11
DNY43 9 | 9 [14[15]14]19 ] 14| 16 13 17 |20 ] 25| 10.1 | 11.3 | 21 | 21 8 8 10 10
DNY44 7017 1411511411816 | 16 | 12.1 17 17 | 27 | 8.3 13.3 | 18 | 18 8 14 8 10
DNY45 718|519 [14]16]14 ] 16 14 14.1 |20 ] 22| 6.1 10.1 | 13 | 20 5 15 6 14
DNY46 718 8 [ 15131131416 | 12.1 | 12.1 | 18 | 20 8 102 | 17 | 26 6 7 10 16
DNY47 9O [12 |11 [ 11 |13 ]16 | 16| 16 10 13 19 | 24 5 7.1 |15 | 21 6 14 12 15
DNY48 9 | 9| 8 [13]13]19]16] 16 14 17 18 122 | 6.1 112 | 23 | 23 12 14 8 11
DNY49 6 [16 |11 16| 12|14 | 16 | 16 5 7 18 | 18 | 5.3 93 |13 | 14 5 8 8 8
DNYS50 7 (1011011 [16 |16 | 16| 16 16 17 18 | 22 5 8 13 | 13 5 6 12 13
DNY51 719 1121141711916 |16 | 13.1 | 13.1 | 19|20 | 6.1 7.1 | 21|23 8 12 10 17
DNY52 8 | 8 | 14| 15|11 |17 |16 | 16 7 7 19 [ 27 ] 5.3 10.1 | 17 | 17 9 14 9 10

F.6-a., F.6-b., F.6-c., F.6-d. tablazatok = DeerPlex I-1I genetikai profilok: F.6-a.: EKO1-EK27, F.6-b.: EK28-DNY07, F.6-c.: DNYO08-
DNY35, F.6-d.: DNY36-DNY52.
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F.1. abra Az északkelet-magyarorszagi (EK) mintak szarmazasi helyei és tipusai
o
T
Teriilet | Mintaszam Mintakod ~ Mintatipus
Vér | Izom | Agancs
1. 3 EK09,EK26,EK27 X
2. 3 EK19,EK35,EK37 X
3. 11 EK04,EK05,EK06,EK08,EK21,EK31,EK32,EK33,EK34,EK36,EK38 | x
4. 6 EK13,EK15,EK17,EK18,EK40,EK41 X
5. 9 EK01,EK02,EK03,EK11,EK12,EK14,EK20,EK22,EK24 X
6. 9 EK07,EK10,EK16,EK23,EK25,EK28,EK29,EK30,EK39 X
7. 7 EK42,EK43,EK44,EK45,EK46,EK47,EK48 X
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F.2. abra A délnyugat-magyarorszagi (DNY) mintak szarmazasi helyei és tipusai

Teriilet | Mintaszam Mintakéd y Mintatipus
Vér | Izom | Agancs
7. 7 DNY04,DNY47,DNY48,DNY49,DNY50,DNY51,DNY52 1 6
8. 1 DNY03 1
9, 17 DNY01,DNY05,DNY06,DNY07,DNY08,DNY09,DNY10,DNY11,DNY12 17
,LDNY13,DNY14,DNY15,DNY16,DNY17,DNY18,DNY19,DNY32
10. 10 DNY33,DNY34,DNY35,DNY36,DNY37,DNY38,DNY39,DNY40,DNY41,DNY42 | 10
1L 1 DNY20,DNY21,DNY22,DNY23,DNY24,DNY25, 1
DNY26,DNY27,DNY28,DNY29,DNY30,DNY31

9.10.,11 4 DNY43,DNY44,DNY45,DNY46 4

12. 1 DNYO02 1
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¢log P -

# log P-
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F.3-a. abra

Az északkeleti populicids mintak EK és DNY populacio alapjan kalkulalt torzitatlan profilgyakorisagi (P) értékeinek 10-es
alapu logaritmusa és 95 %-os konfidencia intervalluma.
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8  Osszefoglalis

A gimszarvas (Cervus elaphus hippelaphus), mint nagytestii herbivor hazai faunank
okologiai és vadgazdalkodasi szempontbdl is nagy jelentoséggel bird tagja. Becsiilt
allomanya 100.000 feletti egyedszamra tehetd, amelybdl évente legalisan jelentOs
mennyiséget, hozzavetdlegesen 40.000 példanyt ejtenek el. Az illegilis veszteség a
szakemberek becslései szerint igen magas lehet, évente akar 10.000 gimszarvas is
orvvadaszok zsdkmanya lehet. Egyik célunk az volt, hogy egy olyan - gimszarvasok
egyedazonositasara alkalmas — tetranukleotid (tetramer) mikroszatellitakbol (STR) allé
multiplex PCR rendszert hozzunk létre, amellyel az elkdvetdt a tettenérés sziiksége
nélkiil lehessen Osszefiiggésbe hozni kozvetleniil a tett helyszinével. A mikroszatellita
lokuszoknak megfelelé polimorfizmus fokkal kell rendelkezniiik ahhoz, hogy egy
bioldgiai nyomot egy egyedtdl szarmaztatni tudjunk.

A lokuszok polimorfizmusanak felméréséhez a délnyugati megyékbdl (DNY - Zala,
Somogy, Baranya és Bacs-kiskun (Gemenc)) valamint az orszag északi teriileteirdl (EK
- Borzsony, godolldi-dombsag, Cserhat, Biikk, Matra) 100 mintat gyQjtottiink. A
munkank masik célja a magyarorszagi gimszarvas allomany, mint metapopuléacid
genetikai struktirijanak részletesebb megismerése volt.

A szakirodalomban rendelkezésiinkre all6 amerikai vapitib6l (Cervus canadensis) és
Oszvérszarvasbol (Odocoileus hemionus) izolalt 22 tetramer STR ortologbdl az tn.
,200-klonozasi” eljardssal 14 lokusz szekvencidjat sikeriilt meghatarozni. A
PhastSystem ¢és a nagy-felbontasi PAGE technoldgia segitségével végzett
polimorfizmus sziiréssel 4 STR markert szelektaltunk ki. A 10 polimorf mikroszatellita
lokuszbol két 5 STR markert tartalmazé multiplex PCR rendszert készitettiink
(DeerPlex I-1I). A markerek jeloléséhez a DS-33 (Applied Biosystems) standard matrix
fluoroférjait valasztottuk. Genotipizdl6 rendszernek az ABI 3130 kapillaris-
gélelektroforézis késziiléket és a Genemapper® ID 3.2 szoftvert (Applied Biosystems)
alkalmaztuk.

A markerek identifikal6 erejének becsléséhez megvizsgaltuk lokuszaink polimorfizmus
fokat, amelyet a Nei-féle géndiverzitassal, polimorfizmus informécidtartalommal és a

megkiilonbozetd erdvel jellemeztiink. A C229 lokuszt kivéve egyenként magas
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Weinberg egyensily (HWE) teszttel az Arlequin v3.11 és a Genepop v4.0 szoftver
felhasznalasaval végeztik. Az 5 %-os szignifikancia szinten a T501, COl1 és T108
markereknél volt elvethetd6 a HWE. A lokuszok fiiggetlenségi vizsgalatai sem
statisztikai (LD teszt) sem szekvencia hasonlésagon alapuld térképezés alapjan nem
zartak ki a CO1 és a T26 genetikai kapcsoltsagat, ezért az igazsagiigyi szamitisokhoz a
CO1 markert nem tartalmaz 9 lokuszt hasznéltuk.

DeerPlex I-1l egyedazonositd képességének vizsgilatdhoz sziikség volt a populaciok
genetikai struktirdjanak ismeretére. Az Arlequin szoftver segitségével molekularis
variancia analizist végeztiink, amelynek eredményeképpen a két alpopulacié kozott
szignifikins genetikai elkiiloniilést mutattunk ki (Fsr= 0.034), az alpopulacidkon beliili
atlagos teljes beltenyészet paraméterre, Fis = 0.037 értéket kaptunk. A két paraméterrel
korrigalt dtlagos egyezési/azonossdg valésziniiséggel (pM/Pl,,.) valamint a teoretikusan
leggyakoribb genetikai profil egyediségével (,,uniqueness”) fejeztiik ki a DeerPlex I-11
identifikal6 erejét. Minimum 1 - 7,93x10™ annak a valoszinlisége, hogy egy 9 lokuszos
DeerPlex I-II profil egyedi és 1,0056 x 107" a valésziniisége annak, hogy a
populdcidbdl két véletlenszertien kivalasztott egyed 9 lokuszos genotipusa megegyezik.
A vizsgélatok eredményeképpen igen magas identifikal6 erdt kaptunk, megkozelitdleg
olyan erés, mint az Egyesiilt Allamok kaukizusi népességére szamolt Identifiler
igazsagligyben hasznalt kit egyedazonosito ereje.

A marker készlet igazsagiigyi alkalmazhatésagéat jol példazza az Aaltalunk megoldott
orvvadaszati eset is, amelyben a helyszini nyomokbo6l kimutatott DeerPlex I-1I genetikai
profilokat és a gyanusitott birtokdn lefoglalt gimszarvasbika trofedjat megfeleld
statisztikai erdvel tudtuk egy egyedtdl szarmaztatni.

A DeerPlex I-1I rendszereinket felhasznaltuk az alpopulaciok genetikai struktirdjanak
vizsgalatara is, amit az egyedek populdcids eredetének valdsziniisitésével — az un.
nassingment teszttel” - végeztink el. Az EK-DNY adatbazisbdl kalkulalt
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referencia populacioba sorolt, ebbdl kovetkezéen heterogénnek tekinthetok.
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genetika strukturéltsaiguk kovetkeztében - nem hasznalhatok, helyettik a teljes

adatbézist ajanljuk. Az ,,assignment teszt” alapui populédcids eredet meghatarozas az
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atfedd konfidencia intervalluma alapjan torzitott lenne, ezért igazsagiigyi statisztikai

interpretdcidhoz nem alkalmazhato.
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9  Summary

Being a large herbivorous species, the red deer (Cervus elaphus hippelaphus) is an
important member of the Hungarian fauna from the point of view of ecology as well as
of game management. The number of individuals is estimated to be more than 100,000.
Approximately 40,000 of them are legally hunted each year. Illegal loss by poaching
may be as high as 10,000. One of our objectives was to develop a multiple PCR system
consisting of tetranucleotide (tetramer) microsatellites (STR) suitable for linking the
offender directly with the crime scene without the necessity of catching the perpetrator
in the act. To facilitate the linking of a biological trace with an individual, microsatellite
loci must be sufficiently polymorphic.

To assess the polymorphisms of loci, a total of 100 samples were collected from the
south-western counties (DNY — Zala, Somogy, Baranya and Bécs-Kiskun (Gemenc))
and the north-eastern regions (EK — Borzsony, Godollé Hills, Cserhét, Biikk and Métra)
of Hungary. The second objective of our investigation was gaining a more extensive
knowledge of the genetical structure of the Hungarian red deer stock as a
metapopulation.

Using the so called "zoo cloning" method, 14 locus sequences were determined of the
22 tetramer STR orthologs isolated from the American vapiti (Cervus canadensis) and
the mule deer (Odocoileus hemionus) available in the literature. Four STR markers were
selected by polymorphism screening using the PhastSystem with high resolution PAGE
electrophoresis. Of the 10 polymorphic microsatellite loci, two multiple PCR systems
each containing 5 STR markers (DeerPlex I-1I) were constructed. DS-33 (Applied
Biosystems) standard matrix fluorophores were used for labelling. Genotyping was
performed using the ABI 3130 capillary gel-electrophoresis instrument and the
Genemapper® ID 3.2 software (Applied Biosystems).

To estimate the identification power of the markers, the degree of loci polymorphism
was characterised by Nei’s gene diversity, polymorphism information content (PIC) and
the power of discrimination (PD). With the exception of the C229 locus, individual
values were high. Random association of alleles within the loci was evaluated by the
Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) test using the Arlequin v3.11 and Genepop v4.0
sofwares. At a significance level of 5%, HWE was rejectable for the T501, CO1 and

123



T108 markers. Independence tests of the loci did not exclude the genetic linkage of CO1
and T26 either by statistics (LD test) or by sequence similarity based mapping, therefore
the 9 loci not containing the CO1 marker were used for forensic calculations.

To test the individual identification potential of DeerPlex I-11, the genetic structure of
the populations needed to be investigated. The Arlequin software was used to perform a
molecular variance analysis (AMOVA), which detected a significant genetic
differentiation between the two subpopulations (Fsy = 0,034); mean inbreeding
parameter within the subpopulation was found to be Fjs = 0,037. The identification
power of DeerPlex I-1I was expressed in average probability of identity (Pl,,.) and
average matching probability (pM) corrected by the Fjs and Fsy parameters and in the
,uniqueness” of the theoretically ,,most frequent” genetic profile. The probability, that a
9-loci DeerPlex I-II profile is unique not higher than 1 — 7,93 x 10™* and the probability
that two randomly chosen individuals have identical 9-locus genotypes was found to be
1,0056 x 10™'2. The results confirmed a very high identification power, similar to that of
the Identifiler kit calculated for the Caucasian population of the United States and used
for individual identification.

A good example of the forensic application of the marker set is a red deer poaching
case. Biological traces collected from the crime scene and the red deer stag trophy
confiscated on the suspect’s estate were successfully originated from one individual
using DeerPlex I-11 profiles.

The DeerPlex I-1I systems were used to study the genetic structure of the
subpopulations estimating the population origin of individuals. ,,Assignment test” was
used to estimate the reference population of an individual. As 17% of individuals in
both populations were classified as not belonging to the reference population, the
populations are considered as heterogeneous and hence cannot be used for statistical
interpretation of DNA-based evidence in forensic procedures. For this purpose, the total
database is recommended to use for forensic calculations. High proportion of
individuals (44%) showed overlapping confidence interval of profile frequency values
calculated from the two populations. For this reason, determination the population
origin of an individual using assigment test would be biased and therefore are not

recommended unless the databases are extended in the future.
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