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1. A KUTATAS ELOZMENYEI, CELKITUZESEK

Az eurépai gimszarvas (Cervus elaphus) Magyarorszag faundjanak
kiemelkedé nagyvad faja. Nagy teriileten elterjedt Eurépdban és Azsia,
valamint Eszak-Afrika egyes részein. Elterjedési teriiletének nagy részén
gyakori €s tomeges el6fordulasud, bar K6zép- és DEl-Eurépaban a populacidok
fokoz6do fragmentécidja figyelhetdé meg. Egyes teriiletekrdl pedig eltiint a faj
a tilvadészat, az élohelyek eltlinése valamint a nem megfeleld gazdalkodas
miatt. Evtizedek, évszdzadok o6ta jelentés emberi hatdsok érik a faj
allomanyait szelektiv vadaszat, tenyésztés, attelepités, és az éldhelyek
atalakitasanak, feldaraboldsanak formdajaban. Ezen hatidsok erdteljesen
befolyasoltik és ma is befolyasoljak a populaciok osszetételét, dinamikéjat és
genetikdjat.

A gimszarvas sokféle gazdasagi, tarsadalmi és természeti haszonnal bir;
jelentds a hobbivadaszat, valamint a vadhus eldallitds szempontjabdl is. A
vadgazdalkodas és sport vaddszat tobb munkahelyet biztosit, valamint
turisztikai hasznot is jelent, latogatok szdmara szorakozasi lehetOség
szolgaltatasival. Eurdpai populacidinak moddszeres genetikai kutatisa
jelentdsen hozzajarulhat a természetvédelmi, valamint vadgazdilkodasi
ismeretek boviiléséhez. Szarvas egyedek genetikai tton torténd azonositisa
allattenyésztési, kriminalisztikai, valamint természetvédelmi szempontbdl is
igen fontos tényezOvé valt mara hazankban, mivel a magyarorszagi
gimszarvas populacié vadgazdalkodasi szempontbdl jelentds értéket képvisel.
Hazéankban egyre inkabb terjednek a zartrendszeri vadgazdasagok, melyek
keretei kozott kialakitott gimszarvas tenyésztést jelentds mértékben
eldsegitheti egy olyan DNS alapu genotipizilasi rendszer, amely nemcsak
egyedek azonositdsara alkalmazhat6, hanem ezzel egyiitt a tenyészallatok

kozotti rokonsagi kapcsolatok is feltarhatok. Ugyanakkor az egyre gyakoribb



orvvadészat elleni védekezés egyik fontos eszkoze lehet az egyedazonositis
lehetdségének megteremtése.

Az allattenyésztési gyakorlat és a molekularis szintli alapkutatdsok
kapcsolodasa teremtette meg jelenlegi munkank alapjait, melynek célja egy
egyedi gimszarvas DNS-profil feldllitasara alkalmas genetikai marker készlet
kialakitdsa, és gyakorlati felhasznalasra tortén6 adaptacidja. Munkam
elsddleges célja olyan ivari kromoszOomas mikroszatellita markerek
fejlesztése, melyek lehetévé tennék gimszarvas apai vonalak részletes
feltérképezését és nyomon kovetését. Ezen vizsgédlatokat Osszevetném
mitokondrium D-loop szekvencia adatokkal, igy a populaciok diverzitasanak
felmérését, illetve a leszdrmazasi vonalak kovetését is pontositandm. Ezen
munka sordn a feladatom volt:

1) Genomszekvenalasbdl szarmazd adatok segitségével bioinformatikailag
feltérképezni a gimszarvas genomban taldlhatd6 mikroszatellita markereket,
tovabbd a megfeleld 10kuszokra PCR vizsgalathoz hasznalhaté primereket
tervezni;

2) A tervezett primer parok koziil ivari kromoszomas markerek valogatasa,
tesztelése és optimalizaldsa PCR alapu genotipizélési eljarashoz;

3) A fejlesztett markerek segitségével magyarorszigi gimszarvas populacidk
egyedeinek genotipizdlasa genetikai diverzitds felmérése, valamint apai
leszarmazasi vonalak feltérképezése céljabol;

4) Az ujonnan fejlesztett markerekkel kapott diverzitdsmutatok Osszevetése
autoszOmas mikroszatellita markerekkel kapott diverzitas értékekkel, illetve a

mitokondridlis kontroll régi6 szekvencia analizisével kapott eredményekkel.



2. ANYAG ES MODSZER

A markerfejlesztés alapjat egy a Kaposvari Egyetem Vadgazdalkodasi
Té4jkozpontbdl (Bbszénfa, Somogy megye) szarmazd gimszarvas bika
genomszekvenaltatdsinak eredményeként kapott szekvencidk de mnovo
illesztésével kapott 0sszefliggd genomszakaszok (scaffoldok) jelentették. A
markerek teszteléséhez szintén innen szarmazod, zartkertben tartott €s nevelt
gimszarvas bikak vérmintéit hasznaltam fel. Az ivari kromoszomas markerek
teszteléséhez ezen tulmenden a vérvételen atesett fiatal bikdk anyaallatabol
szOrmintdk gyljtése is tortént.

A populacidgenetikai vizsgédlatokhoz legélisan szervezett vadaszatok soran
teritékre keriilt gimszarvas bikakbol tortént szovet mintavétel, az elejtett
allatok harantcsikolt izomszovetébol (hus).

A bioinformatikai markerfejlesztés a genomszekvenalds eredményeként
kapott szekvencidk (readek) de novo illesztésével kialakult Osszefiiggd
genomszakaszokon (scaffoldok) tortént. Ezeken a scaffold szekvencidkon az
1smétlodé motivumok (mikroszatellitdk) sziirése QDD Perl szkript csomag
segitségével tortént. A mindkét oldalon legalabb 80 bp hosszisigu hatarold
régioval rendelkezd egyedi lokuszokra Primer3 segitségével terveztem
primereket. A scaffoldok szarvasmarha referencidhoz illesztésével tortént, az
X illetve Y kromoszémara esd szakaszok kivalasztiasa. A mikroszatellita
adatbazisunkat ezutan X illetve Y kromoszomas régidkkal sziirtem az ivari
kromoszomas mikroszatellitdk kivalogatasara.

Az ivari kromoszémas mikroszatellitdk koziil 18 l6kuszt, valamint a rijuk
tervezett primereket valasztottam ki genetikai vizsgalatokhoz. Az egyedi
PCR-ek soran detektalhat6 terméket ado primerpéarokat nagysag szerint két 8-
8 primer part tartalmazé multiplex rendszerbe rendeztem, és az igy kapott

multiplexeket optimalizaltam PCR vizsgalathoz.



A populacidgenetikai vizsgalatokhoz 130 gimszarvas bika mintat dolgoztam
fel, a Karpat-medence 5 teriiletérdl (Boszénfa, Labod, Vajszld, Gemenc,
Zemplén). Az egyedi genotipusok alapjan az allélgyakorisdgok, valamint
ivari kromoszomas mikroszatellitik esetében a haplotipus gyakorisagok
meghatirozasa, tovabba az alléldiverzitdsok, heterozigozitas értékek és
diverzitas indexek szamitasat Cervus €s GenAlEx programok segitségével
végeztem; az egyedi genotipusokat fokomponens analizissel (PCA) és
klaszteranalizissel is értékeltem, az egyedek populacidéhoz rendelése céljabol
PAST program és Structure program segitségével.

A mitokondrialis kontroll régié vizsgélatdhoz a teljes D-loopot és az azt
hatarol6 két tRNS gén részleges szekvencijat tartalmaz6é 1014 bp-os
szakaszt szaporitottam fel. A mitokondridlis DNS nehéz lancanak nukleotid
szekvencidit MEGAG6 szoftver ClustalW algoritmusaval illesztettem
egymashoz. A haplotipusok meghatidrozasdhoz, valamint a populdciok
Osszehasonlitisdhoz DnaSP programot haszniltam. A szekvencidk kozotti
filogenetikai kapcsolatok feltardsa a BEAST beépitett Bayesi algoritmusaval

tortént.



3. EREDMENYEK

A teljes gimszarvas genomban Osszesen 978 010 mikroszatellita motivumot
azonositottam 771 401 1okuszon. Ezek koziil 617 216 16kusz egyszerli
ismétlodést tartalmaz, 154 158 lokusz pedig Osszetett ismétlodést, azaz
legalabb ketté ismétl6dé motivum taldlhaté egymastdl 100 bp tavolsiagon
beliil. A motivumok kozel fele (45,65%) mononukleotid ismétlodés, ahol egy
bazis ismétlodik. A tetranukleotid (négy bazis) ismétlodések aranya is
viszonylag magas (26,06%), ami azért fontos, mert modszertanilag ezen
mikroszatellitek értékelése a legkonnyebb. Primer tervezés 73 870 16kuszra
tortént sikerrel. Jelenleg ez a legnagyobb ismert gimszarvas STR marker
adatbizis, amely késObbi populacidgenetikai vizsgalatokhoz sziikséges
markerek fejlesztésére is hasznilhat6, igy nagyban megkonnyitheti a kutatok
munkajat.

Az 0sszes scaffold koziil 1779 illeszkedett a szarvasmarha X referencia
kromoszémara, 78 pedig az Y kromoszomara. Ezek alapjan a gimszarvas X
kromoszéman 29 454 mikroszatellita 160kusz, az Y kromoszémén pedig 714
mikroszatellita 16kusz talalhato.

A genetikai vizsgalatokhoz kivalasztott 18 ivari kromoszoémés lokuszra
tervezett primerek koziil, 15 marker adott detektalhat6 terméket; ezek koziil
13 mutatott az eddig levizsgalt gimszarvas mintdkon polimorfizmust, azaz
legalabb két eltéré nagysagu allélt. Az egy 16kuszon talalhat6 allélek szama 1
és 6 kozott valtozott, az atlagos allélszam 3,3 volt. A szamitott atlagos
géndiverzitas érték 0,27, a legmagasabb géndiverzitas értéket (0,662) a
Cel_010 marker mutatta, a legalacsonyabbat a két monomorf marker,
Cel_002 és Cel_015.

Az Y kromoszoémas mikroszatellitak géndiverzitisa, mint a markerek
informaciotartalmanak mértéke, megfeleltethetd az autoszOmas

mikroszatellitdk esetében hasznalt kizirasi valoszinliség értékeknek, ami a
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markerek hasznalhatésiagat mutatja. Ezek alapjan a fejlesztett ivari
kromoszodmas markerek, a monomorf l6kuszokat leszamitva, kdzepesen
informativ markereknek tekintheték. Az ivari kromoszoémak 6roklédése miatt
az ivari kromoszomas lokuszokon az egyes allélek nem véletlenszeri
kombinacioban hatdroznak meg egy adott DNS-profilt, hanem kapcsoltan
oroklédnek. Igy ezeknek a kozepesen informativ markereknek az egyiittes
megbizhatésaga novekedhet, ez alkalmassa teheti ezeket a mikroszatellitakat
populécidgenetikai felhasznalasra.

A kapcsolt allélek specifikus kombinaciéjat haplotipusnak nevezzilk, Y
kromoszémas populacios és evolucids felmérések esetén informativabb a
haplotipus-gyakorisdgokkal = szdmolni az autoszémas rendszereknél
hasznalatos allélgyakorisdgokkal szemben. A vizsgalt bikdkban Osszesen 19
kilonb6z6 Y kromoszémas vonalat, valamint 76 kiulonb6z6 X kromoszéma
haplotipust tudtam elkiiloniteni. A 19 Y kromoszémas vonal koziil 11 csak
egy-egy populdcidban volt jelen, a tobbi vonal viszont tobb populdcidban is
megfigyelheté volt. A leggyakoribb Y kromoszémés vonalba (Y_04) 50
egyed tartozott, ez a vonal mindegyik vizsgélt vadon €16 populéacidban jelen
volt. Ezen tul még egy Y kromoszomas vonal (Y_01) volt 43 egyedben
megfigyelhetd. A tobbi vonalhoz csak néhany egyed tartozott, ezek
gyakorisaga joval alacsonyabb volt.

Az Y kromoszomas vonalak alacsony szdma arra utal, hogy az egyes
populécidk néhany alapité bikara vezethetdk vissza. A labodi populacidban
csak 5, a vajszl6i populacioban csak 4 Y kromoszomas vonalat taladltam, ezek
kozott volt a két leggyakoribb vonal, amelyekhez mindkét populécidban a
bikak tobb mint 80%-a tartozott. A gemenci és a zempléni populacidkban
ennél nagyobb valtozatossag volt jelen, Gemencen 10, a Zempléni
hegységben 11 haplotipussal. Ebben a két populécidban is az Y_01 és Y_04
vonal fordult el6 a legnagyobb gyakorisaggal, de kevésbé voltak dominansak

mint Labodon vagy Vajszlon. Zemplénben a leggyakoribb Y kromoszémas
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vonal is csak a bikdk 36%-ban fordult el6. Az egyes populacidkban
jelentdsen eltért az egyes Y kromoszomas vonalak gyakorisidga. Ezt foleg az
unikalis (csak egy populacioban eléforduld) haplotipusok okoztik. A Nei-
féle haplotipus diverzitasra a zempléni mintdkban kaptam a legmagasabb
értéket, a boszénfai mintdkban a legalacsonyabbat.

Az Y kromoszéma vonalak filogenetikai faja két agra dgazik, azaz két klad
jelenlétére utal. Ez azt jelenti, hogy a magyarorszagi gimszarvasokban két
apai leszarmazasi 4g van jelen. Az I. kladot az Y_11 és Y_19 kozétti vonalak
alkotjak, a II. kladot pedig az Y_01 és Y_10 kozottiek. Az Y kromoszomas
vonalak filogenetikai helyzete, azaz, hogy a fa melyik 4gan helyezkednek el,
nem mutat egyezést a bikdk foldrajzi eredetével; a filogenetikai fa mindkét
agan talalhatok mind a Dunantdlrél mind a Zempléni-hegységbdl szarmazd
allatok.

Az ivari kromoszomas markerek 4altal meghatirozott haplotipusok
segitségével az egymdishoz kapcsolddd populacidk genetikai struktirdja és
genetikai kapcsolata is vizsgalhat6. A legtobb kozos Y kromoszéma vonalat
a gemenci és a zempléni populaci6 kozott taldltam, bar megjegyzendd, hogy
a tobbi populacid esetében az alacsony mintaszamok miatt a kozos
haplotipusok szama alulbecsiilt lehet. A kozods vonalak rendkiviil alacsony
szama ellenére a populacidk egyezési valdszintiségei viszonylag magas
értéket mutatnak. Bar ez nem til meglepd, ha figyelembe vessziikk a
mintavétel korlatozott foldrajzi 1éptékét; tavolabbi populiciok vizsgilata
esetében hatarozottabb elkiiloniilést varhatunk. A labodi, vajszloi és gemenci
populécidk apai vonalai nagyobb hasonlésdgot mutatnak egymaéssal, mig a
zempléni populécid ezektdl valamennyire kiilonbozik.

Az X kromoszémas haplotipusok nagy szama miatt a haplotipusok tobbsége,
55 haplotipus, csak egy-egy éllatban volt megtaldlhatd, ami legalabb egy
nagysagrenddel kisebb egyezési valoszinliségeket eredményez, igy a

populacidk jobban elvalaszthatok. Meglepé mddon a legtobb kozos X
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kromoszémas haplotipuson a labodi és a zempléni populéacié osztozik, a
legkevesebben pedig a labodi és a vajszl6i. Ez szoges ellentétben van a
populécidk foldrajzi tavolsagaval, bar itt is meg kell jegyezni, hogy a 1abodi
és vajszl6i mintdk alacsony szadma miatt ezek az eredmények torzitottak
lehetnek. Ezen adatok alapjan dgy tiinik, hogy a populacidk anyai vonalai
jobban kiilonboznek egymastol, mint az apai vonalaik. Erre szamitani is
lehetett, mivel a gimszarvas bikak hajlamosak a vandorlasra, mig a tehenekre
inkabb a teriilethliség jellemzo.

Az Y kromoszémas vonalak molekularis varianciaanalizise (AMOVA)
alapjan a genetikai variabilitas nagy része (87%) az egyedek kozott talalhato,
csak 13%-at okozza a populdcidk kozotti variabilitds. A populaciok az apai
vonalaik alapjan szignifikdnsan kiilonb6znek egyméstol (®st = 0,131, p <
0,001); a paronkénti 6sszehasonlitisok alapjan minden vadon él6 populaci6
kiilonbozik a tobbitél (minden p < 0,04). Azaz mar ez a négy ujonnan
fejlesztett Y kromoszOmas markerrel leirhaté haplotipusok alkalmasak a
kozeli gimszarvas populéacidk elvalasztasara.

AutoszOmas  markerekkel relative magas diverzitist mértem a
gimszarvasokban, az egy lokuszon taldlhato allélek szama 6 és 18 kozott
valtozott, az atlagos allélszam 13,8 volt. A heterozigozitds értékek is
magasak voltak, az atlagos vart heterozigozitas 0,833, az atlagos megfigyelt
heterozigozitas értéke pedig 0,759. Egyik marker esetében sem tapasztaltam
szignifikans eltérést a Hardy-Weinberg egyenstlytdl. A 16kuszokra szamitott
diverzitas indexek (PIC és Shannon-Weaver index) is kifejezetten magasnak
addodtak. A PIC lokuszonkénti értéke 0,456 és 0,904 kozott valtozott, a
markerekre Osszesitett értéke pedig 0,815. A Shannon-Weaver index értékei
16kuszonként 1,004 és 2,552 kozott voltak, az osszes marker dtlagdban pedig
2,131. Az alkalmazott markerek nagyon informativnak és nagyon diverznek
szamitanak, kifejezetten alkalmasak populdcidégenetikai vizsgilatokhoz, akar

kismérték kiillonbségek kimutatasara is.
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A heterozigozitas és alléldiverzitds értékek populacionként is hasonld
tartomanyban mozogtak, mint a teljes minta szettre szamitva. A
legalacsonyabb alléldiverzitds értéket (Na = 5,7) a bdszénfai bikakban
tapasztaltam, ami az alacsony mintaszamot figyelembe véve nem meglepd, és
nem feltétleniil reprezentilja a teljes allomanyt. A legmagasabb
alléldiverzitas a zempléni populacioban volt megfigyelhetd (Na = 10,7), de a
tobbi populdcidban is ezt kozelitd értékek jelentkeztek. A genetikai diverzitas
mutatok koziil a PIC atlagos értéke populacionként 0,640 és 0,805 kozott
valtozott, a bdszénfai allatokndl volt a legalacsonyabb, a zempléni
populécidban pedig a legmagasabb. A Shannon-Weaver index 1,415 és 2,031
kozott valtozott, a PIC-hez hasonl6 tendencidval. A kapott értékek alapjan a
magyarorszagi gimszarvas allomany genetikai diverzitisa kiemelkedden
magas, leginkdbb a Kozép-Eurdpa kornyezd teriiletein tapasztalt genetikai
diverzitashoz hasonlithat6.

Az autoszémas STR-ek esetében kiemelendd még a populacionként szamitott
egyedazonositasi valészintiség (,,probability of identity”), ami a markerek
egyedazonositidsi megbizhatosagat mutatja, elsOsorban igazsagiigyi célbol
torténd felhasznalds sordan. Minél kisebb ez a valdsziniiség, annél biztosabb
az egyedazonositas. Ennek az értéke a bdszénfai bikdkban a legmagasabb,
ami nem meglepd a korlitozott mintaszamot és a mintdk kozotti magas
rokonsagi fokot tekintve, azaz ebben az é&llomanyban lenne a
legbizonytalanabb az egyedazonositas, de még itt is nagyjabol tizmilliard
egyedenként fordulhat eld téves azonositas, ami elég nagy megbizhatdsagot
jelent. A vadon €16 popul4cidkban ennél még legalabb 3 nagysagrenddel jobb
megbizhatésagot kaptam, ami mar igazsagiigyi vonatkozasban is megfeleld
€s nagyon megbizhatdé markerekre utal.

Populacionként megvizsgdlva az egyes lOkuszokon tapasztalhat6
allélgyakorisdgokat, akar jelentds kiilonbségek is tapasztalhatok a populacidk

kozott. Ez arra utalhat, hogy a populacidk genetikailag nem igazan
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érintkeznek egymassal, nincs nagyfoku génaramlis kozottiik. A genetikai
strukturaltsag vizsgélatara els6é 1épésben AMOVA vizsgalatot végeztem. Az
autoszomdas STR markerek genetikai variabilitdsanak nagy része (90%) az
egyedeken belill taldlhatd, az egyedek kozotti variabilitds csak 6%, a
populacidk kozotti variabilitas pedig csak 4% a teljes variabilitdson beliil. A
populécidk szignifikdnsan kiilonbéznek egymastdl (Fst = 0,040, p < 0,001).
A kiilonbdz6 populaciok paronkénti Osszehasonlitasa alapjan csak a vajszloi
és labodi populécié kozott nincs szignifikans elkiiloniilés (Fst = 0,005, p =
0,185), a tobbi populacié szignifikdnsan kiillonbozik egymastdl (minden p <
0,002).

A populdciok genetikai strukturdltsaganak tovabbi vizsgalatara fOkomponens
analizist (PCA) végeztem. A PCA alapjan az egyes populaciok nem vélnak el
teljesen, de kisfoku elkiiloniilés feltételezhetd kozottiikk. A gemenci, 1abodi és
vajszloi populdcidk nagyrészt atfednek, de Zemplén kissé elkiiloniil ezektol.
A bdszénfai allatok pedig kevert allomanyra utalnak. A széls6 pontok éltal
hatarolt sokszogek nagysidga alapjan a gemenci populacié genetikai
diverzitasa a legnagyobb, a a legkisebb a diverzitas pedig a bdszénfai bikak
esetében jelentkezik, a tobbi sokszog teriilete ezek kozott van, és nagyjabol
megegyezik. Ez a tendencia megfelel a diverzitds indexek esetében
lathatoknak, és genetikailag diverz populacidkra utal, melyek kozott
génaramlas van, azaz genetikailag nem fiiggetlenek egymastol.

A Structure program a legmagasabb atlagos valdszintiség értéket (“likelihood
score”) kettd €s harom genetikai egység (K = 2 illetve K = 3) esetében
szamitott, ami két illetve harom alpopulacié meglétét valosziniisiti; mig a log
Pr érték maéasodik derivaltjanak véltozdsa K = 5 esetében volt a
legalacsonyabb, ami 6t alpopulaci6 létezésére utal. Viszont az egyedi
genotipusok klaszterezése nem mutat egyértelmii alpopuldcidka utald
elkiiloniilést, leginkabb csak kevert genotipusokat lathaték. Az autoszOmas

STR-ek alapjan a zempléni populacié kiilonbozik a dunantili dlloméanyoktdl,
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bar haromnal tobb klaszter esetében leginkdbb egy kevert populacidnak
tlinik.

A mitokondrialis kontroll régi6 szekvencidjanak vizsgalatat a magyarorszagi
gimszarvas bikak koziil két populacidobdl (Gemenc és Zemplén) szarmazo 87
allaton volt lehetdségem elvégezni. A teljes kontroll régi6 illesztés 916 bp
hosszisagu; a magyar szekvencidkban 68 varidbilis pozicidt tartalmaz, ezek
koziil 62 parszimonia informativ karakter, igy Osszesen 39 kiillonbozo
haplotipust eredményeznek. A magyarorszagi mintdk haplotipus és nukleotid
diverzitasa is magasnak mondhat6, az Osszesitett adatsorban D = 0,929,
illetve = = 0,015. Ezek az adatok is megerdsitik, az autoszOmas és ivari
kromoszémas STR vizsgalatokhoz hasonléan, hogy a magyarorszagi
gimszarvasok genetikai diverzitisa az eurdpai populacidkhoz képest
kiemelkedden magas.

A detektilt mitokondrialis kontroll régi6é haplotipusok filogenetikai fajan két
elkiiloniilt klad figyelhetd meg, ami arra utal, hogy a magyarorszagi
gimszarvasokban két leszarmazasi vonal van jelen. Csak két haplotipus,
Hapl és Hap3, volt jelen Gemencen és Zemplénben is, a tobbi haplotipus
csak az egyik vagy masik populacidban volt jelen. A haplotipusok foldrajzi
eredete viszont nem mutat teljes egyezést a filogenetikai kladokkal; a fa
mindkét 4gan megtalalhatok mind a gemenci mind a zempléni populaciébol
szarmaz6 allatok. Ez is mutatja, hogy ez a két populaci6, dacara a koztiik
1évd foldrajzi tavolsidgnak, érintkezik, vagy legalabbis korabban érintkezett
egymassal. Az eurdpai szekvencidkkal 0sszevetve a magyar mintadkat mind a
nyugat-eurépai A mind a kelet-eurdpai C haplocsoportba tartoz6 szekvencidk
megtaldlhatok a Karpat-medencében, mig a mediterran B haplocsoportba
tartoz6 mitokondrialis haplotipus nem keriilt el6. A gemenci populéacidban a
C haplocsoport, a zempléni populdcidban az A haplocsoport volt a dominans,
bar mindkét régidban talaltam minkét haplocsoporthoz tartozé szekvenciikat.

A nyugat-eurépai vonalhoz tartoz6 Hapl és Hap3 haplotipus mindkét
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populdcidban jelen volt, és Osszesen 15 (41,7%) balkani leszarmazasi
vonalhoz tartozé egyedet taldltam a zempléni populdcidban és 4 (7,8%)
ibériai leszarmazasi vonalhoz tartoz6 egyedet Gemencen. Ezek voltak azok a
haplotipusok, amelyeknek a filogenetikai pozicidja nem egyezett a foldrajzi
eredettel. A gemenci 51 bika koziil 47 (92,2%) tartozott a balkani eredetii C
haplocsoportba, a zempléni 36 bika koziil pedig 21 (58,3%) az ibériai eredetli
A haplocsoportba. Ezek alapjan a Karpat-medencébe a jégkorszak utdn két
iranybol telepiiltek be a gimszarvasok. Egyrészt az eljegesedéseket a
Balkdnon 4tvészeld A4llatok észak felé terjedve, masrészt az Ibériabol
szarmaz6 egyedek Kozép-Eurépan keresztiil; a két leszdrmazasi vonal
képviseldi pedig valahol a Duna mentén talalkozhattak és természetes tton
keveredhettek egymassal.

Az Y kromoszémas STR markerekkel kapott haplotipusok filogenetikai fajan
is két elkiiloniilt klad figyelhet6 meg, a 19 magyarorszagi Y kromoszéma
haplotipus koziil 15 volt megtaldlhaté a gemenci illetve a zempléni
gimszarvas populéacidban. A mitokondrialis haplocsoportokhoz hasonléan, Y
kromoszémasan is két leszarmazasi vonal van jelen a gemenci és a zempléni
gimszarvasokban; de az Y kromoszémés vonalak foldrajzi eredete sem mutat
teljes egyezést a filogenetikai helyzetével. A mitokondridlis haplotipusokkal
szemben az Y kromoszOmas vonalak koziil tobb, szam szerint 6 volt jelen
mindkét régidban, 4 vonalat csak gemenci, mig 5 vonalat csak zempléni

allatokban detektaltam.
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4. KOVETKEZTETESEK

A disszertacié témdjanak altaldnos biologiai, populaciogenetikai illetve
evoldcidbioldgiai alapkutatisi szinten tul, alkalmazott vadbioldgiai illetve
vadgazdalkodasi vonatkozdsai is vannak, mivel a kapott eredmények
gyakorlati felhasznédldsa egy kiemelten fontos nagyvadfaj életmddjanak
megértését, és ezaltal a vadon €10 illetve zarttéri koriilmények kozott tartott
allomanyok hosszu tavu fenntartasat segithetik.

Gimszarvas mikroszatellita markerek fejlesztése korabban leginkdbb mas
fajokb6l szarmazé markerek adaptilasaval tortént, ami hosszadalmas
labormunkaval jart. Ehhez képest a bioinformatikai markersziirések
eredményeként tobb mint 978 000 mikroszatellita motivum, valamint kozel
74 000 primer tervezésre alkalmas genomi lokusz lett azonositva a
gimszarvas genomban. A referencia ivari kromoszomara térképezddés
alapjan a gimszarvas X kromoszéman 29 454, az Y kromoszéman pedig 714
STR talalhat6. Ez a bioinformatikai protokoll jelentdsen egyszerlisitette j
STR markerek fejlesztését, és nagy mennyiségli potencidlis markerjeldltet
eredményezett. A kapott STR illetve primer adatbazist a markerek rokon
fajok kozotti kereszt-amplifikdcié miatt sok szarvas faj esetében lehet uj
markerek kereséséhez hasznalni. Ezaltal nagy gyakorlati jelentdsége lehet a
jovében populaciok eredetének, kapcsolatanak és a kozottiik 1évo génaramlas
tanulmanyozéasaban. Megjegyzendé még, hogy a bemutatott bioinformatikai
protokoll mas fajokban is hasonléan egyszertien hasznalhat6 j6 mindségii
mikroszatellita markerek fejlesztésére genomszekvenalasi adatokbdl.

Az ivari kromoszémara térképezddd markerek koziil 18 primer part
valasztottam ki a genetikai vizsgdlatokhoz. Ezek koziil 3 nem adott
értékelhetd PCR terméket, igy a fejlesztett markerek tobb mint 83%-a
megfeleld genetikai vizsgéilathoz torténd felhasznalasra. Ez a bioinformatikai
markerfejlesztési protokoll alkalmas akar kromoszéma specifikus markerek
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fejlesztésére is, ahogy az ivari kromoszomék esetén demonstraltam is; igy
akdr QTL térképezéshez, genetikai térkép alapu klonozashoz, fizikai és
genetikai  kromoszéma térképek integracidjdhoz vagy marker alapu
szelekcidhoz hasznalhatd jo6 mindségli markerek valogatasara is alkalmas a
modszer.

A valasztott markerek koziill 13 mutatott az eddig levizsgilt gimszarvas
mintdkon polimorfizmust, azaz legalabb két eltérd nagysigu allélt. Az STR-
ek kozepesen informativ markernek szamitanak, viszont az ivari
kromoszémas 16kuszokon az egyes allélek nem véletlenszeri kombinéacidban
hataroznak meg egy DNS-profilt, hanem kapcsoltan 6roklodnek, igy ezek a
kozepesen informativ markerek is alkalmasak populacidgenetikai
felhasznalasra.

A fejlesztett ivari kromoszéméas markerek polimorfizmusa lehetdséget teremt
leszarmazasi  vonalak felmérésére, valamint populdciok genetikai
struktdrajanak és genetikai kapcsolatainak vizsgalatira is. A vizsgélt
populacidkban talalt X illetve Y kromoszéma haplotipusok alapjan az egyes
élohelyek allomanyai kiilonboznek egymastol, de vannak atfedések kozottiik.
Ezt a keveredést a bikdk vandorlasa is okozhatta, bar az emberi attelepitések
hatdsa sem zarhaté ki. Viszont az attelepitések Y kromoszomas vonalakra
gyakorolt hatdsar6l eziddig nem 4all rendelkezésre vizsgalat, ezek
feltérképezése vadgazdalkodasi illetve igazsagiigyi szempontbdl is fontos
lehet, ezek segitségével a jovOben az illegélis attelepitések konnyebben
kimutathat6ak lehetnek.

Az autoszoméas STR markerekkel magas genetikai diverzitist mértem, az
atlagos allélszdm 13,8 volt. Ez a magas alléldiverzitds megfelel a kozép-
eurOpai  gimszarvasokban  leirtaknak, és  kifejezetten  elony0s
populacidgenetikai vizsgilatokhoz. A heterozigozitds is magas volt, az
atlagos vart heterozigozitas 0,833, az atlagos megfigyelt heterozigozitis

értéke pedig 0,759. Ezek az értékek megfelelnek a markerekkel korabban
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genotipizalt magyarorszagi gimszarvasok heterozigozitisinak, és nem
kiilonboznek méas gimszarvas populdcidk heterozigozitasatdl. A tovéabbi
diverzitds indexek alapjan nagyon informativnak és nagyon diverznek
szamitanak, azaz kifejezetten alkalmasak populdcidgenetikai vizsgalatokhoz.
Ez nem is meglepd, mivel ezek a markerek igazsagiigyi egyedazonositasi
célbol lettek fejlesztve, igy akar rokonsagi viszonyok feltarasat is segithetik,
alkalmazasuk igazsagiigyi egyedazonositasra, illetve az allattenyésztési,
vadgazdalkodasi gyakorlatban apasagi/anyasagi vizsgalatokhoz javasolt. A
genetikai diverzitas, valamint a genetikai struktira vizsgalatara erdteljesebb
mintavétel lenne ajanlatos a Karpat-medencébdl, amely mintik egyedi
genotipizalasa és a eredmények értékelése sziikséges. A felmért populacidk
diverzitas indexei hasonlé eredményeket mutattak az autoszémas és az ivari
kromoszomas markerekkel. A legalacsonyabb diverzitast a tenyészetbe vont
bdszénfai allatokkal kaptuk, de ennek oka lehet az alacsony mintaszam. A
szabadtéri populacidk diverzitasa kozel azonos értékeket adott, a zempléni
populdciéban mutatva a legnagyobb értékeket.

A teljes mitokondrialis kontroll régi6 szekvencidjanak meghatarozas eldszor
tortént meg karpat-medencei gimszarvasokban. A teljes szekvencia illesztés
916 bp hosszusigu, a magyarorszagi szekvencidkban 68 variabilis poziciot
tartalmaz, ezek koziil 62 parsziménia informativ karakter, igy 0sszesen 39
kiilonbozé mitokondridlis haplotipust eredményeznek. A magyarorszagi
mintdk haplotipus és nukleotid diverzitisa is magas, kozelit az egész eurdpai
allomanyt jellemzd diverzitdshoz. A mitokondrialis vizsgalatok is
megerdsitik, az autoszOmas és ivari kromoszémas STR vizsgalatokhoz
hasonléan, hogy a magyarorszagi gimszarvasok genetikai diverzitisa az
eurOpai populacidkhoz képest kiemelkedden magas.

A mitokondridlis kontroll régi6 haplotipusok filogenetikai fajan két
elkiiloniilt klad figyelhetd meg. Az eurdpai szekvencidkkal Osszevetve a

magyar mintdkat mind a nyugat-eurépai A, mind a kelet-eurépai C
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haplocsoportba tartoz6 szekvencidk megtaldlhatok a Karpat-medencében,
mig a mediterrin B haplocsoportba tartozé haplotipus nem keriilt
detektalasra. A gemenci populdcioban a C haplocsoport, a zempléni
populdcidoban az A haplocsoport volt a domindns, bar mindkét régidban
eléfordult minkét haplocsoporthoz tartozé szekvencia. Ezek alapjan a Karpat-
medencébe két irdnybdl telepiiltek be gimszarvasok a jégkorszak utan; az
eljegesedéseket a Balkdnon atvészel0 éallatok észak felé terjedve, masrészt az
Ibériabol szarmazd egyedek Kozép-Eurdpan keresztiil. A taladlt mintazatot
okozhatndk emberi betelepitések is, amennyiben az egyik leszarmazasi
vonalhoz tartoz6 haplotipusokat hordoz6 teheneket az emberek hoztak be a
Karpat-medencébe. A faj fontossaga miatt évszdzados multja van gimszarvas
egyedek attelepitésének, de az attelepitések a nagyléptékii filogenetikai
mintdzatra nem voltak hatassal, legaldbbis a mitokondrialis vonalak esetében,
ezért a természetes vandorlassal torténd terjedés tiinik elfogadhatobbnak a
talalt mintdzat magyarizatara.

A gimszarvas populécidk strukturaltsaga és a kozottiik 1évo kapcsolat mind
autoszémas mind Y kromoszémas STR markerekkel, valamint mtDNS
segitségével 1s kimutathaté volt. A magyarorszagi populaciok esetében
csekély genetikai strukturdltsigot taldltam, ami az AMOVA, PCA és
Structure elemzésekben is megmutatkozott, és a populacidk elkiilonitését is
nehezitette. Kovetkezésképpen ezek az  allomanyok  genetikailag
kapcsolodnak egymaéshoz, az a priori definidlt populiciok kozott bizonyos
foku génaramlas létezik. Figyelemre mélto, hogy a genetikai differenciacio
nem minden marker tipus esetében mutat 0sszefiiggést a populaciok kozotti
foldrajzi tavolsaggal, bar itt megjegyzendd, hogy bizonyos teriiletekrol
szarmaz0 alacsony mintaszamok torzithatjdk az eredményeket, illetve a
populacidk foldrajzi eredetének kiilonbozdsége nem feltétleniil esik egybe a

populacidk tényleges elkiiloniilésével.
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A genetikai struktira megléte fontos vadgazdilkodasi kérdés, mivel a
genetikai diverzitis kozvetlen Osszefiiggést mutat az alloméany egészségiigyi
allapotaval; a beltenyésztettség novekedése kozvetlen egészségiigyi
problémak megjelenésével jar, ezéltal az allomany életképességét illetve
kozvetlen hatdsa van az dllominyok hasznositisara, hasznosithatésagara. A
populacidk kozotti génaramlis, amit az dllomanyok kozott vandorld allatok
okoznak, segit a genetikai diverzitds fenntartisaban. Kozismert, hogy az
emberi tevékenységek, illetve az ember kornyezet-atalakité hatisa erdteljes
hatdssal van a populacidk kozotti kapcsolatok alakulasidra sok 4llatfaj
esetében, ezdltal a kozottiik 1évo génaramlast is akadalyozhatja. A populécidk
kozotti genetikai kapcsolatok feltérképezése ilyen mdédon segit fenntartani a
genetikai diverzitast, és elkeriilni a beltenyésztettség kialakuldsat. Azaz az
eredmények kozvetleniil hasznosithatoak lennének a vadgazdalkodéasban; igy
ajanlatos lenne a vadgazdalkodasi szempontbdl fontos populacidk és
kornyezetiik genetikai felmérése és nyomon kovetése, az egyes populaciok

kozotti atjarhatdsag biztositisa az allatok részére.
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5. UJ KUTATASI EREDMENYEK

1.

A munkam egy gimszarvas genom projekten alapul, illetve ahhoz
szorosan kapcsolddik, amelynek eredményeként meghatiroztuk az
elsé gimszarvas referencia genomot (CerElal.0), amely az NCBI
Assembly adatbazisaban az MKHE(00000000.1 hozzaférési szamon
elérhetd. A genomszekvenalasbol szdrmazé szekvencia adatokat
felhasznalasara egy  bioinformatikai  protokollt  hasznaltam
mikroszatellita markerek fejlesztéséhez gimszarvas esetében, és ilyen
modon tobb szazezer ismétlodé motivumbdl, valamint tobb tizezer

mikroszatellitira tervezett primerbdl all6 adatbizist hoztam létre.

A tervezett primer parok koziil ivari kromoszémaéra térképezddo
markereket valogattam, a vélasztott markereket teszteltem és PCR
protokollt optimalizaltam gimszarvas egyedek genotipizdlasadhoz.
Ilyen moédon leirtam 15 primer part, amelyek koziil 13 mutatott
gimszarvas mintdkon polimorfizmust, azaz legalabb két eltérd
nagysagd allélt. Igy kialakitottam két 8 primer part tartalmazé
multiplex rendszert, a primerek szekvencidjanak, fluoreszcens
jelolésének, kromoszoma lokalizicidjdnak és a PCR termékek

mérettartomanyanak leirasaval.

A fejlesztett markerek segitségével elvégeztem Karpat-medence
gimszarvas populdcioibdl szarmazd egyedek genotipizalasit, ezéltal
elséként mértem fel magyarorszagi gimszarvasok Y kromoszomas
genetikai diverzitasat, valamint elsOként térképeztem fel ezen
populéciok apai leszdrmazasi vonalait. Igy kimutattam a populaciok
apai vonalainak strukturaltsigat, de a populdcidok kozotti genetikai
kapcsolatot is, amit feltehetden a génaramlas tart fenn.
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4.

Az Y kromoszomds markerekkel kapott diverzitismutatokat
osszevetettem autosz6mas mikroszatellita diverzitas értékekkel. Igy
kimutattam, hogy a Karpat-medencében €10 gimszarvas populaciok
eurdpai szinten kiemelkedden diverznek szdmitanak. Tovabba ezek az
eredmények is megerdsitették a populaciok kozotti gyenge genetikai

strukturaltsagot, és a kozottiik 1évo génaramlast.

A Kérpat-medencébdl szarmazd  gimszarvasokbdl — elsoként
hatdroztam meg a teljes mitokondrilis kontroll régié szekvencidjat.
Ezen szekvencidk segitségével feltérképeztem a populaciok
filogenetikai leszdrmazéisat, igy megerOsitettem azt a feltételezést,
hogy a Karpat-medencét a jégkorszak utan két iranybol népesitették
be a gimszarvasok; feltételezhetd, hogy ez a betelepiilés természetes
modon ment végbe, és emberi attelepitése csak kis mértékben
érintette a filogenetikai mintizatot. Az Y kromoszomas vonalak
filogenetikai mintazata szintén valdsziniisiti a két irdnybdl torténd
betelepiilést, bar ebben az esetben nem allnak rendelkezésre eurdpai

adatok a filogenetikai kapcsolatok dsszevetéséhez.
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6. JAVASLATOK

A gimszarvas mikroszatellita  markerek  fejlesztéséhez  hasznalt
bioinformatikai protokoll jelentdsen egyszerlisitette i) STR markerek
fejlesztését, és nagy mennyiségli potencidlis markerjeloltet eredményezett. A
kapott STR illetve primer adatbazis a markerek rokon fajok kozotti kereszt-
amplifik4cié miatt sok szarvas faj esetében lehet Uj markerek fejlesztésének
az alapja. Ezaltal nagy gyakorlati jelentdsége lehet a jovOben populdciok
eredetének,  kapcsolatinak és a  kozottik  1évé  génaramlas
tanulmanyozéisaban. Megjegyzenddé még, hogy a bemutatott bioinformatikai
protokoll mas fajokban is hasonléan egyszertien hasznalhat6 j6 mindségii
mikroszatellita markerek fejlesztésére genomszekvenalasi adatokbol. A leirt
bioinformatikai markerfejlesztési protokoll alkalmas akar kromoszéma
specifikus markerek fejlesztésére is, ahogy az ivari kromoszémak esetén
demonstraltam is; igy akar QTL térképezéshez, genetikai térkép alapu
klénozashoz, fizikai és genetikai kromoszéma térképek integracidjahoz vagy
marker alapt szelekcidhoz hasznalhat6 j6 mindségli markerek valogatasara is
alkalmas a mddszer.

Az Y kromoszéméas STR-ek kozepesen informativ markernek szamitanak,
viszont az ivari kromoszomas 16kuszokon az egyes allélek nem véletlenszer(i
kombinacioban hatdroznak meg egy DNS-profilt, hanem kapcsoltan
oroklodnek, igy ezek a kozepesen informativ markerek is alkalmasak
populacidgenetikai felhasznalasra. A fejlesztett ivari kromoszoémas markerek
polimorfizmusa lehetOséget teremt leszarmazasi vonalak felmérésére,
valamint populaciok genetikai struktdrdjanak és genetikai kapcsolatainak
vizsgalatara is.

A vizsgalt populacidkban taldlt X illetve Y kromoszoma haplotipusok alapjan
az egyes €lohelyek alloméanyai kiilonboznek egymastol, de keveredés is
megfigyelhetd kozottiik. Ezt a keveredést a bikak vandorlasa is okozhatta, bar
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az emberi attelepitések hatdsa sem zarhat6é ki. Viszont az attelepitések Y
kromoszomas vonalakra gyakorolt hatdsardl ezidaig nem all rendelkezésre
vizsgalat, ezek feltérképezése vadgazdalkodasi illetve igazsagiigyi
szempontbol is fontos lehet, ezek segitségével a jovOben az illegalis
attelepitések konnyebben kimutathatéak lehetnek. Ennek érdekében a
magyarorszagi, valamint az eurdpai gimszarvas allomanyok kiterjedtebb
genotipizalasa lenne sziikséges az Y kromoszomas markerekkel.

A gimszarvas populécidk strukturaltsaga és a kozottiik 1évo kapcsolat mind
autoszéméas mind Y kromoszémas STR markerekkel, valamint mtDNS
segitségével is kimutathatd volt. A magyarorszagi populaciok esetében
csekély genetikai strukturaltsagot taldltam, ami a populdciok elkiilonitését is
nehezitette. Kovetkezésképpen ezek az  allomanyok  genetikailag
kapcsolédnak egymaéshoz. Ezen okok miatt tovabbi genetikai vizsgéalatok
lennének sziikségesek a dél-dunantili gimszarvas populacidk genetikai
struktdrajanak vizsgalatara; a genetikai diverzitis fenntartasit pedig fontos
lenne természetvédelmi illetve vadgazdalkodasi célul kitlizni.

A populécidk kozotti genetikai kapcsolatok feltérképezése segit fenntartani a
genetikai diverzitast, és elkeriilni a beltenyésztettség kialakuldsat. Azaz az
eredmények kozvetleniil hasznosithatoak lennének a vadgazdalkodéasban; igy
ajanlatos lenne a vadgazdalkodasi szempontbdl fontos populdcidk és
kornyezetiik genetikai felmérése és nyomon kovetése, az egyes populaciok

kozotti atjarhatdsag biztositisa az allatok részére.
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7. AZ BERTEKEZES TEMAKOREBOL IRT TUDOMANYOS
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