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1. BEVEZETES

Ma mar szinte kozhelynek szamit, hogy Foldiink klimavéltozdsa milyen sulyos
meteorologiai, biologiai, ¢és ezek altal tarsadalmi hatdsokkal jar. Mindezzel
parhuzamosan a szamos Gjonnan megjelend betegség, illetve az egyre novekvd emberi
népesség biztonsagos élelmezésének problematikaja is elére nem lathatd kockazatokat
¢s kihivasokat rejt. Ebbdl kovetkezéen az emberiségnek bolygonk lehetdség szerint
min¢l nagyobb mértékii megdvasanak dilemmai mellett salyos népélelmezési
kérdésekre is valaszt kell talalnia. Az ¢éldvilag sokszinliségének megdrzése, valamint a
valtoz6 kornyezethez sikeresen alkalmazkodd ndvény és vadon €16 allatfajok, illetve
haszonallat fajtak jobb megismerése olyan kutatoi feladat, mely egyszerre szolgdlja az
emberiség hosszi tava jOovojét, és igér az allattenyésztés mindennapjaiban is
hasznosithatd eredményeket. Mindebbdl az is kovetkezik, hogy az éallatdllomany
genetikai sokféleségének fenntartasa a jelen és a jovo egyik kulcskérdése.

A kiilonbozé fajok és fajtak genetikai Osszetétele, szerkezetiik €s a helyi kdrnyezeti
viszonyokra adott valaszaik még kevéssé ismertek, pedig olyan genetikai variansokat
tartalmazhatnak melyek a megvaltozd kornyezeti feltételekhez, illetve betegségekhez
val6 adaptacid szempontjabol értékesek lehetnek. Szakmai kérokben ma mar kéztudott
az ¢lelmiszerbiztonsag, valamint a helyi, dshonos fajtadk egyedi genetikai valtozatai és
tulajdonsagaik kozotti kapcsolat, azonban szamos genetikai kérdés tovabbra sem
pontosan tisztazott. Pedig az éghajlatvaltozashoz vald alkalmazkodas kulcsat lehet
sejteni ezekben a fajtakban, melyeket megfeleld tenyésztési programok révén az
intenziv termelésben hasznalt fajtakba is at lehetne iltetni. Mindezek miatt igen fontos
az Oshonos fajtdk védelme és adaptacids tulajdonsdguk vizsgalata genomikai és
bioinformatikai moédszerek alkalmazésaval.

Mindeddig a legtobb vizsgalat a klimavaltozds fajokra gyakorolt hatésaira
Osszpontositott, azonban ugyanilyen jelentdséggel bir a fajokon beliili genetikai
diverzitds felmérése is, mivel a fajokon beliili valtozatossdg azok kornyezethez vald
alkalmazkodoképességének alapjat képezi. A csokkent genetikai diverzitds mar
kozéptavon is veszélybe sodorhatja a fajokat és fajtakat, hiszen a genetikai
diverzitasukkal egytitt alkalmazkodoképességiik is gyengiil. Egyre nyilvanvaldbb tehat,
hogy a genetikai diverzitds Oonmagéaban is jelentds természeti erdforrast jelent. A
klimavaltozas kozvetleniil veszélyezteti ezt a genetikai valtozatossagot, még akkor is,
ha maguk az adott fajok fenn is maradnak. A klimavaltozas a tovabbiakban varhatéoan
kiilonosen sulyos hatassal lesz a genetikailag valtozatos fajokra, tovabba azon
populdcidkra, melyek nem képesek konnyen éldhelyet valtoztatni. Az élShely
fragmentacio, izolacio csak tovabb stlyosbitja ezt a helyzetet, mert az itt €16 populaciok
nagyobb eséllyel pusztulnak ki, mivel csokken, de akar meg is szlinik kozottik a
génaramlds, tovabba a megvaltozott koriilmények kozott nem képesek 1j, megfeleld
¢lohelyeket talalni. Ez természetesen magaval vonja genetikai orokségiik végleges és
visszafordithatatlan eltlinését is.

Nem szabad azonban elfelejteni, hogy napjainkban a biologiai diverzitds rohamos
csokkenése kozvetett vagy kozvetlen modon az emberi tevékenységre vezethetd vissza.
Sok faj fennmaradasahoz vagy fenntarthaté hasznositasahoz pedig elengedhetetlen az
emberi beavatkozas. A cé€lzott, fenntartasra €s hosszu tavli megdrzésre iranyuld6 munka
szamos faj/fajta 1étezésének zalogat is jelenti, és a genetikai sokféleség kulcsfontossagu
szerepet jatszik a megdrzéshez kapcsolodo prioritasok kijeldlésében.

A fenti kérdések vizsgalata tekintetében igen értékes foldrajzi egységnek szamit Kozép-
¢s Dél-Eurdpa, azon beliil is a Karpat-medence. E térség a nedves Ocedni, a szaraz
kontinentélis és a mediterran éghajlati régiok hataran helyezkedik el, igy az éghajlati
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ovek mar kisebb eltolodasa is oda vezethet, hogy orszagunk és annak kozvetlen
foldrajzi kornyezete atcsuszhat a harom régi6é valamelyikének domindns hatdsa ala. A
Karpat-medencét éré6 hatasokkal foglalkoz6 tanulmanyok f6 allitasa az, hogy az
liveghdzhatas er6sodésével a hazai éghajlat szarazabba és napfényben gazdagabba fog
valni, legalabbis a melegedés kezdeti, néhany évtizedében.

A fajok genetikai szerkezetére szamottevéen hatnak a foldtorténeti kozelmult
eseményei, mindenckel6tt a nagy klimatikus valtozasok altal befolyasolt areadinamikai
folyamatok. A Karpat-medencében is a legutdbbi eljegesedés maximuma (LGM), és az
azt kovetd felmelegedés volt az az utolso, jelentds foldtorténeti esemény, amely
alapjaiban meghatarozta a kiilonboz6 fajok jelenkori populacidinak képét. Az eddigi
eredmények alapjan a Karpat-medence valtozatos természetfoldrajzi viszonyai,
mozaikossaga lehetové tette ezen iddszak alatt is a kiilonboz6 menedékek, refigiumok
kialakuldsat, mely szdmos faj szamdra biztositotta a tulélést a kedvezdtlen viszonyok
kozepette. Késobb ezekbdl a menedékekbdl indultak az ujranépesedési folyamatok.
Ezen tal a medence jelleg, valamint a Karpat-medence kozponti elhelyezkedése okén, a
tavolabbi refugium teriiletekrdl kiindulod vandorlasok is érintették ezt a teriiletet, amely
fajtol fliggden segitette, vagy éppen gatolta a tovabbi terjedést. Mindezekbdl fakaddan a
Karpat-medencében kimagaslo szintet ért el a biodiverzitas, ami paratlan lehetdséget, de
egyben feleldsséget is jelent szamunkra.

Hiba lenne azonban, ha a Kéarpat-medencét kozvetlen foldrajzi kornyezetébol kiszakitva
tennénk vizsgalataink targyava. Sok vadon €16 allatfaj jelenlegi diverzitasat itt a Kéarpat-
medencében ugyanis a dél-eurdpai refugium teriiletekrdl vald visszatelepiilés
befolyasolja, emellett a kozép- €és dél-eurdpai térség egyes régidi évszazadok ota
intenziv gazdaséagi, kereskedelmi (és alkalmanként politikai) kapcsolatban alltak és
allnak egymassal, igy a domesztikalt allatfajok elterjedése, illetve diverzifikalodasa
tekintetében is komoly hatast gyakoroltak egymasra. Sziikséges tehat e nagyobb térség
kapcsolodasi pontjainak és kdlcsonhatasainak dsszefliggéseket is szamba vevo kutatasa,
hiszen ezek kovetkezménye az az egyedi vadon €16 €s haziasitott fauna, mely Kozép- €s
Dél-Eurdpa — s ezen beliil a Karpat-medence — sajatja.

Ennek a gazdag Orokségnek azonban csak elenyészd szdzalékat sikeriilt mindeddig
vizsgalat targyava tenni a genetikai diverzitas szempontjabol. Mivel a populédcios
szinten folytatott vizsgélatok elterjedésével egyre szorosabba valt a kapcsolat az
evolucidbiologia és az Okologia kozott is, természetszerlien kiszélesedett a
megvalaszoland6 kérdések kore is.

A demografiai és a genetikai modszerek kombinacidjaval olyan alapvetd, populacios
szintli folyamatok vizsgalata valt lehetdvé, mint a migracid, a génaramlas, a szelekcio és
a véletlenszeri génsodrodas (drift), vagy a populéaciok tulélése, illetve kipusztuldsa.
Ezen folyamatok megértése altal tarhato fel az elterjedési teriileteken €16 allomanyok
genetikai szerkezete és torténeti-evollicios dinamikaja. A megvalaszolhatdé kérdések
korének a modszertan fejlédése altali jelentds boviilése, valamint a Karpat-medence
biodiverzitasaval és biogeografiajaval kapcsolatos ismerethiany jelentette kutatasi
potencidl egyértelmiivé tette szdmomra, hogy vizsgalataimat a lehetdségekhez mérten
erre a kutatasi teriiletre kell dsszpontositanom.

1.1. Kutatasaim el6zményei

Kutatasaim elsd éveiben kiskérddzok (kecske, juh) tejfehérjegén polimorfizmusainak és
kecske allomanyok Caprine arthritis encephalitis (CAE) fert6zottségének genetikai
hatterével foglalkozé kutatasokban vettem részt. Majd egy Marie Curie 6sztondij
segitségével Swine Leukocyta Antigen (SLA) gének polimorfizmus és transzkriptom
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vizsgalataval foglalkoztam. PhD disszertaciom egyik részében Oshonos juhfajtak
genetikai diverzitas vizsgalataval foglalkoztam, mely kutatasi teriiletet ekkor nagyon
megszerettem. gy fokozatszerzésem utan, elsédlegesen ezen a kutatasi teriileten
maradtam, bévitve a fajok/fajtak (juh, pulyka, 16, szarvasmarha, hazi méh, aranysakal,
azsiai elefant, balkani gerle, damszarvas, facan gimszarvas, hazi egér, mezei nyul stb.)
korét, ujabb markereket, modszereket, statisztikai értékeléseket hasznalva. Tobb allatfaj
esetén els6ként hatdroztam meg a genetikai szerkezetet, diverzitas fokat.

Tobb hazai és kiilfoldi 6sztondijat nyertem, kiilfoldi egyetemekre, kutatointézetekbe,
illetve hazai és nemzetkdzi palyazatokat vezettem, vettem részt benniik. Kutatasaim sok
esetben hazai ¢és nemzetkézi egyiittmiikddések keretében zajlanak, kiilonbozo
markerekkel, genomikai modszerekkel, illetve archaikus DNS bevonasaval. Ezek koziil
MTA doktori disszertaciomban az igy kapott eredmények egy részét mutatom be,
azokat, melyek nem PhD disszertaci6 eredményeként sziilettek és Kozép-, Dél-
Eurdpaban, elsddlegesen a Karpat-medencében ¢él6 domesztikalt, valamint vadon é16
allatfajok genetikai diverzitasat, szerkezetét vizsgalta. A kutatdsok modszereit, legfobb
eredményeit esettanulmanyokkal szemléltetem.

1.2. Altalanos célkitiizések

Ko6zép- és Dél-Europa, benne a Karpat-medence éldovilaga a bioldgiai sokféleségét
tekintve egyediilallo a vildgon. Ennek ellenére csak nagyon kevés tudomanyos
szakcikk, kutatds von be allatfajokat errdl a teriiletrdl, pedig az itt €16 domesztikalt és
vadon ¢I6 allatfajok genetikai diverzitasardl szold kutatasi eredmények nemzetkozi
érdeklédésre 1is szamot tartanak. Ezaltal az itteni populdciok vizsgalata ¢és
sokféleségének megérzése nem csak erkdlesi, de fontos tudomanyos feladatot is jelent
az ezzel foglalkoz6 kutatok szamara.

A fentiek alapjan MTA doktori értekezésem céljaul tiiztem ki, hogy PhD fokozatom
megszerzése utani kutatdmunkam azon eredményeit mutassam be, melyek Kozép- és
Dél-Europaban €16 domesztikalt (juh, szarvasmarha, 16) és vadon ¢é16 allatfajok
(vaddiszn6, mezei nyul, sakdl, ddmszarvas) genetikai sokféleségének jellemzésével
(diverzitas, szerkezet, demografiai valtozasok) foglalkozott.

Azonban szeretném arra is felhivni a figyelmet, hogy egy-egy kutatdbmunka sohasem
teljesen befejezett. A kapott eredményekre alapozva minden esetben tovabbi kérdések
meriilnek fel és azokat 0j moddszerekkel, méas megkozelitéssel, tovabbi teriiletek és
mintdk bevonasaval probaljuk megvalaszolni. Az esettanulmanyaim végén ezekre is
kitérek.

Bizom benne, hogy eredményeimmel hozzajarultam a vizsgalt régid biodiverzitidsanak
feltarasahoz, fenntartdsdhoz, hosszi tavi megdérzéséhez és a gyakorlat szdmara is
alkalmazhat6 tudomanyos megallapitasokat sikeriilt tennem mind a domesztikalt, mind
a vadon €16 allatfajokkal végzett kutatbmunkam soran.
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2. ESETTANULMANYOK DOMESZTIKALT ALLATFAJOKBAN

2.1. Juh
2.1.1. Cigaja, ruda, pramenka és egyéb kelet-, délkelet-eurdpai juhfajtak

Irodalmi attekintés

2006-ban megvédett PhD-értekezésem nagyobb részében foglalkoztam a cigaja ¢és
zackel fajtakorbe tartozé juhok genetikai diverzitas becslésével. A késobbiekben ennek
f6 eredményeire alapozva, de mas megkozelitésben folytattam vizsgalatokat kiilonbozo
kozép-, kelet-eurdpai, kis-azsiai 6shonos juhfajtakkal.

A juhok (Ovis aries) igen valtozatos megjelenésii allatok, melyeket hasukért, tejiikért és
gyapjukért tartanak vilagszerte. A Karpat-medence legjelentésebb 6shonos juhfajtai a
cigdja, zackel fajtakdrbe tartoznak ¢és Europa orokségének, kulturalis tajképének
lényeges elemei (Javor és mtsai, 1998; Kukovics és mtsai, 2003, 2004; Kusza és
mtsai, 2008; Savic és mtsai, 2013). Ezen tal a kozép és délkelet-eurdpai juhok talan
legfontosabb filetikus csoportjai, melyek az alacsony befektetési igényii, fenntarthatod
tartdsi formahoz jol adaptalodtak, igy jelenleg is fontos részét képezik a teriilet
gazdasagi és Okologiai rendszerének (Kukovics és Javor, 2001; Padeanu, 2010;
Kawecka és Krupinski, 2014). A helyi fajtak genetikai Osszetétele és azok helyi
kornyezethez valo alkalmazkodéasa soran bekovetkezett szelekcidja kevéssé ismert, ami
viszont azért is kiemelkedden fontos, mivel ndvelheti a fajtdk jovdébeli kornyezeti
valtozasokhoz -beleértve az éghajlatvaltozashoz- vald alkalmazkodd képességét
(Groeneveld és mtsai, 2010). A helyi extenziv kornyezeti feltételekhez alkalmazkodott,
Oshonos fajtdk egyre nagyobb mértékii hasznalata révén biztosithatd a tajkép
fenntartasa, mikozben a fajta in situ megdrzése is megoldott lenne. Ezekkel a fajtakkal
kivaléan lehetne modellezni a valtozd kornyezeti viszonyokhoz vald alkalmazkodas
folyamatat is.

A fajtak azonositasa, elnevezése €s fajtacsoportba torténd soroldsa foként morfoldgiai
alapokon tortént, juhok esetén fOleg a farok, a gyapju tipus, illetve a szarv
elmult 100 év torténelmi, politikai és kornyezeti valtozasai megvaltoztattak ezeket a
fajtakat (Kusza, 2006).

Albéaniaban a cigdjat els6sorban keresztezésekhez hasznaltak a dombos, illetve hegyes
teriileteken €16 helyi fajtak termeldképességének fejlesztésére. Az alban cigdja
kialakitasa soran a volt Jugoszlaviabdl importéltak kosokat (Kukovics és Javor, 2002;
Kume és Pape, 2006). Az alban cigdja korabbi vizsgalatainkban legkdzelebbi
rokonsagot két magyar ¢shonos cigdja allomanyhoz mutatott, annak ellenére, hogy nem
ismert multbeli kapcsolat kozottik. Az alban ruda alloményt sem talaltuk kozeli
rokonsagban a roman ruddhoz, annak ellénére, hogy egy fajtakdrbe tartoznak (Kusza,
2006; Kusza és mtsai, 2008). Mason (1967) szerint a minden balkani orszagban
megtalalhato finom gyapjas ruda a roman cigajabol szarmazik, mig Draganescu (2003)
véleménye szerint a roman ruda fajtabol alakult ki a cigdja. Ezeket a feltételezéseket
korabbi eredményeink nem tdmasztottdk ald hatdrozottan (Kusza, 2006, Kusza és
mtsai, 2008).

Horvatorszagban a cigaja a kilenc védett juhfajta egyike, mely Romaniabol és
Szerbiabol szarmazik. Kelet-Horvatorszdgban kb. 3500 példanyos allomanya lehetd fel
(Ivankovic és mtsai, 2005).

Romania az Eurdpai Unidé (EU) harmadik legnagyobb juhtenyésztd orszaga, azonban a
fajtadsszetétel nem kedvezd. A teljes allomany 95 %-a a cigdja és zackel fajtakorbe
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tartozik (Gavojdian és mtsai, 2016). A cigdja Romaniaban fekete, fehér, vorosbarna és
sziirke szinvaltozatban fordul elé (Kukovics és Javor, 2002).

A gorog szigeteken chios, torokiil sakiz fajta valdsziniileg a gérog zackel és a torok
zsirfarka karaman keresztezésével jott 1étre (Elmaci és mtsai, 2006). Nagyon szapora
¢s jol alkalmazkodott a helyi éghajlathoz (Veress és mtsai, 1982). Kbzeli rokona az
awassi fajtanak (Veress és mtsai, 1995). A gokceada egy harmas hasznositast, és
egyben a legkisebb méretli torok juhfajta. A kivircik egy kozepes méretii, tej- és
hushasznt juhfajta, melyet Eszaknyugat-Térokorszagban tartanak (Elmaci és mtsai,
2006). Ez is szintén a cigaja fajtakorbe tartozik. Tobb szinvaltozata van és
meglehetésen hasonlit a karnobathoz és a cigdjahoz. A tejtermeldképesség javitasa
céljabol keletfrizzel javitottak (Sonmez, 1977).

Szerbidban a cigaja az egyik legrégebbi harmas hasznositast juhfajta. A bacska-banati
terlileten a csokai és a zombori valtozatot tenyésztik. A zackel fajtakdrbe tartozo
pramenka pedig a f0 tejeld tipusu fajta. Kordbbi vizsgdlatok két szerb pramenka
alloméany kozeli rokonsdgat, mig a zombori és a csokai cigaja allomanyok genetikai
kiilonbozoségét allapitottak meg (Cinkulov és mtsai, 2003; Kusza és mtsai, 2008).
Napjainkban egyre tobb genetikai kutatas zajlik az 6shonos fajtak védelmének
érdekében, azonban az egyes fajtacsoportba sorolt fajtak genetikai szerkezete ¢€s azok
egymashoz viszonyitott volta még mindig kevéssé ismert. Vizsgalatunkban célunk volt
korabbi eredményeink kiegészitése a kelet- ¢és dél-eurdpai helyi, sok esetben
veszélyeztetett 1étszamt juhfajtakkal, azok genetikai szerkezetének, egymashoz valo
viszonyuknak tovabbi statisztikai modszerekkel valo vizsgalata.

Anyag és modszer
Mintavétel és genomidalis DNS izolalds

Osszesen 489 gyapjumintat hasznaltunk vizsgalatunkban, Albanidbol (cigaja-AL-TS
n=39; bardhoke-AL-BARDH n=31; ruda-Al-RUDA n=37), Romaniabol (rozsdas
cigaja- RO-RUST-TS n=39; ruda- RO-RUDA n=39), Torokorszagbol (sakiz- TR-
SAKIZ n=49; kivircik Marmara régiobol- TR-KIV-MAR n=38; kivircik Trakia
régiobol- TR-KIV-TRA n=52; gokceada- TR-GOKCE n= 39), Horvatorszagbol (cigéja-
CR-TS n=47) és Szerbiabol (csokai cigaja- SM-CS-TS n=12; svrjig pramenka- SM-
SVR-PR n=36; krivovirska pramenka- SM-KRI-PR n=31) (1. abra). A gyapjimintak
vétele tépéssel tortént, annak érdekében, hogy a szorhagymdk a szalak végén minél
nagyobb szamban, épen megmaradjanak. Az egyes allatoktdl szarmazd gyapjlicsomok
egyesével nejlon- vagy papirzacskoba keriiltek. A mintak szallitasa a laboratoriumig,
illetve tarolasuk szobahdmérsékleten tortént.

A genomialis DNS izolalasa a FAO/IAEA (2004) protokollja szerint tortént. Mivel nem
modszert fejlesztettlink, nem részletezem a modszer [épéseit.



dc_1588_18

1. abra: Vizsgalatba vont fajtak foldrajzi elhelyezkedése

s

RO-RUST-TS
SM-CS-TSoo....__| 85
CRTS- e

Black sea

TRKIV-TRA= -~ -
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Mikroszatellit vizsgalat

Az egyedek genotipizalasa tizenhat, FAO és ISAG altal juhfajra javasolt polimorf, a
kromoszémakon elszértan elhelyezkedd mikroszatellit bevonéasaval tortént: BM6506,
OarFCB20, MAF70, MCM527, INRA127, ILSTS11, TGLA53, TGLA357, MAF65,
OarCP49, OarAE119, OarCP20, BM1314, MAF35, MCMA7, CSSM43. A
mikroszatellitekrél tobb informécio, illetve a PCR amplifikicid, genotipizalas
megegyezett a PhD-munkamban, illetve az abbdl sziiletett publikacioban leirtakkal
(Kusza, 2006; Kusza és mtsai, 2008).

Statisztikai értékelés

A mikroszatellit 10kuszok diverzitas mutatdinak meghatdrozéasa, mint az allélok szama
(no), lokuszonkénti atlagos allélszam (MNA), a megfigyelt (Ho) és vart (Hg)
heterozigozitas Weir és Cockerham (1984) moddszere alapjan a FSTAT v2.9.3
(Goudet, 1995) programmal tortént. Akarcsak a Wright-féle statisztika (Fis, Fir, Fst)
(Wright, 1978) értékeinek kiszamitasa, melyek a populaciok kozti genetikai
struktarara, illetve kiilonbozdségre utalnak. A Hardy-Weinberg egyensulytol (HWE)
valo eltérés €s a heterozigota hidany meghatarozdsra a GENEPOP v3.4 (Raymond és
Rousset, 1995) programot hasznaltuk. A polimorfizmus informéci6 tartalom (PIC)
Botstein és mtsai (1980), mig a génaramlas értéke (Nm) Slatkin és Barton (1989)
modszere alapjan keriilt kiszamitasra. Meghataroztuk a Nei-féle torzitatlan Da-tavolsag
értékeit (Nei és mtsai, 1983), majd ezeket felhasznalva filogenetikai fan abrazoltuk a
populaciok kozti genetikai viszonyokat a SPLITSTREE4 v4.9.1 (Huson és Brayant,
2006) programmal. Az assignment teszttel (illeszkedés vizsgalat) (Paetkau, 1995), a
DOH (Brzustowski, 2002) programot hasznalva ellendriztiik, hogy milyen
pontossadggal tartoznak az egyedek az altalunk feltételezett populaciokba. A
STRUCTURE v 2.0 (Pritchard és mtsai, 2000) szoftvert alkalmaztuk a vizsgalt
allomanyok  klaszteranaliziséhez, azok genetikai  szerkezetének, eredetének
meghatarozasahoz. Az allélmintazatok 6sszehasonlitasat a kovetkez6 beallitasok mellett
végeztiik el: 20 000 burn in 1épés, 150 000 iteracio, 1 000 000 Markov Chain Monte
Carlo (MCMC) [1épés. Az egyes genotipusok csoportokba vald besorolasa
elofeltételezés nélkiil tortént. A STRUCTURE szoftver eredményeit minden K
csoportra a DISTRUCT program (Rosenberg, 2004) segitségével vizualizaltuk.
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Eredmények és azok megvitatasa

A vizsgalt 16 lokuszon Osszesen 200 allélt hataroztunk meg, atlagban 12,5 allélt
lokuszonként. A legkevesebb allélt (6) az OarCP20 16kuszon, mig a legtobbet (21) a
MAF70 16kuszon azonositottunk. A BM1314, BM6506, MAF65, MCM527 és OarCP20
l6kuszokon Cinkulov és mtsai (2003) 11, 5, 5, 9 és 8 all¢lt talalt a szerb csokai cigaja
allomanyban, mig mi ugyanazt a fajtat ugyanazon a lékuszokon vizsgalva 5, 2, 4, 6 és 2
allélt. A pramenka ecredetii pag-szigeti juhban az MCMS527, MAF65 és OarCP49
l6kuszokon 9 allélt, a TGLAS3 l6kuszon 8-at, mig az OarAE119 lokuszon 10 allélt irtak
le (Ivankovic és mtsai, 2005). Az atlagos 16kuszonkénti allélszam vizsgalatunkban 4,0
¢és 10,69 kozott valtozott. Hardy-Weinberg egyensulytol vald eltérés volt kimutathato
mind a 16 lokuszon (p<0,001). A genetikai diverzitas vizsgalatok fontos mutatdja a
heterozigozitds meghatdrozasa. A populdcion beliili heterogenitads jellemzésére
leggyakrabban a heterozigdtdk ardnyat adjak meg. A beltenyésztés, a hossza idon at
torténd vérfrissités nélkiili tenyésztés kiilonosen kis egyedszdmu populaciokban
jelentésen csokkentheti a genetikai variabilitds szintjét, és alacsony heterozigozitasi
értéket eredményez. A vart heterozigozitasi értéket (Hg) az allélfrekvencia értékekbol
szdmoljuk Hardy-Weinberg egyensulyt feltételezve. A megfigyelt heterozigozitasi érték
(Ho) pedig a tényleges hetrozigbtak aranya a vizsgalt allomanyokban. Jelen
vizsgalatunkban az atlagos vart heterozigozitasi érték a 16 10kuszon 0,758 volt. A
legkisebb értéket (0,605) a MAF35, mig a legnagyobb értéket (0,913) a BM1314 16kusz
esetén kaptuk. Az Osszes vizsgalt 10kusz esetén a vart heterozigozitasi érték nagyobb,
mint a megfigyelt heterozigozitasi érték. Az atlagos megfigyelt heterozigozitasi érték az
Osszes vizsgalt 1okuszra 0,492. Ertéke 0,318 (MAF65) és 0,629 (ILSTS11) kozott
valtozott. A polimorfizmus informacié tartalom (PIC) minden l6kuszon nagyobb volt,
mint 0,500, magas polimorfizmust jelezve, értéke 0,605 (MAF35) és 0,913 (BM1314)
kozott mozgott.

A Wright- féle statisztika atlagos Fr értéke 0,391, mig az atlagos Fis 0,301, mely
nagyobb az Fst értéknél (0,142). A legnagyobb heterozigdta hianyt a MAF65 (0,540),
mig legkisebb az ILSTS11 (0,108) 16kuszon talaltuk. A multilokusz Fst azt mutatja,
hogy a teljes genetikai variancia 14,2 %-a a populaciok kozti kiillonbségbdl adodik, a
tobbi az egyedek kozti kiilonbségbdl. Spanyol, alpesi, balti és eurdpai juhok estén még
kisebb értéket kaptak (6-8 %); azonban északi spanyol fajtak kozott a mienkhez
hasonlot (15 %) (Alvarez és mtsai, 2004; Dalvit és mtsai, 2008a; Tapio és mtsai,
2005a,b; Peter és mtsai, 2007). A lokuszokon az atlagos génaramlas mértéke 1,511
volt, 0,766 (BM6506) és 3,718 (INRA127) kozott mozogva. Ha az Nm értéke kisebb,
mint 1, mar kismértékii génaramlasrol beszéliink (1. tablazat).
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1. tablazat: Megfigyelt allélszam (np), l6kuszonkénti atlagos allélszam (MNA),
megfigyelt (Ho) és vart (Hg) heterozigozitas, polimorfizmus informacio tartalom
(PIC), Wright F-statisztika értékei (Fst, Fis, Fi7) és génaramlas értéke (Nm) a

vizsgalatba vont l6kuszokon

Lokusz No MNA Ho He PIC Fst Fis Fir Nm
MAF35 7 408 0,374 0,605 0,605 0,097 0,394*** 0,437*** 2328
CSSM43 16 8,77 0,400 0,796 0,796 0,134 0,487*** 0,553*** 1,614
MCM527 13 7,31 0,488 0,802 0,802 0,118 0,328*** 0,399*** 1877
TGLAS53 12 762 0601 0863 0,863 0,116 0,227*** 0,306*** 1,899
MCMA7 16 746 0605 0,853 0,853 0,137 0,211*** 0,315*** 1,573
OarFCB20 13 6,85 0,402 0,612 0,612 0,112 0,404*** 0,465*** 1,982
TGLA357 13 785 0581 0,851 0,851 0,124 0,290*** 0,372*** 1,762
INRA127 15 592 059% 0,664 0,664 0,063 0,118*** 0,156*** 3,718
MAF70 21 10,69 0411 0,781 0,781 0,133 0,472*** 0,540*** 1,627
MAF65 12 577 0318 0,614 0,614 0,151 0,540*** 0,610*** 1,409
ILSTS11 12 523 0,629 0,827 0,827 0,165 0,108*** 0,252*** 1,262
OarCP20 6 400 0325 0,792 0,792 0,243 0,428*** 0,554*** 0,779
OarCP49 10 508 0589 0,715 0,715 0,124 0,140*** 0,213*** 1,760
BM1314 16 8,46 0,617 0913 0,913 0,136 0,255*** 0,356*** 1,591
BM6506 10 5,00 0542 0,768 0,768 0,246 0,109*** 0,311*** 0,766
OarAE119 8 415 0415 0,673 0,673 0,161 0,300*** 0,418*** 17299
Atlag 12,5 0,493 0,758 0,758 0,142 0,301*** 0,391*** 1511
*** p<0,001

A genetikai diverzitas, variabilitds f6 indexei minden vizsgalt allomany viszonylagos
magas szintli genetikai variabilitdsat mutattak. A teljes allélszdm populacionként 84
(szerb csokai cigaja és svrjik pramenka) és 125 (torok kivircik Trakia régiobol) kozott
valtozott. Ha fajtacsoportot vizsgaltunk, a legtobb allélt (432) a cigaja, majd 223 allélt a
ruda, 179 allélt a pramenka és végiil 521 allélt a tobbi fajtacsoporthoz tartozo
allomanyokban mutattunk ki. Az atlagos allélszdm a szerb csokai cigdja és svrjik
pramenka allomanyokban volt a legkisebb (5,25), mig a legnagyobb (7,81) a torok
kivircik (Trakia régiobol) juhban. Azonban meg kell jegyezniink, hogy az MNA értéke
nagymértékben fiigg az elemszamtol és a szerb csokai allomanyban csupan 12 egyedet
vizsgaltunk. A roman rozsdas cigdja esetén kapott értékiinkhoz (7,56) kozeli értéket
(7,52) kapott egy korabbi tanulmany is ugyanerre a fajtara (Peter és mtsai, 2007).
Azonban az észak-eurdpai juhokra kisebb (2,62-6,26 Tapio és mtsai, 2005a), mig a
pramenka eredetli pag-szigeti juhra nagyobb MNA értéket kaptak (8,71 Ivankovic és
mtsai, 2005). A genetikai diverzitas masik indikatora a vart heterozigozitasi érték (Hg)
A vizsgalt dllomanyok mindegyike kevésbé heterozigota, mint ahogy azt vartuk (Ho <
He). A He 0,618 (torok sakiz) és 0,747 (torok kivircik Trakia régiobol); a Ho 0,392
(szerb svrjik pramenka) és 0,596 (horvat cigaja) k6zott valtozott. Ez azt jelenti, hogy a
horvat cigdja esetén kell legkevésbé tartani a beltenyésztettségtdl. Harom mikroszatellit
vizsgalataval Soysal és mtsai (2005) is 0,7 értéket kapott 6shonos fajtak, koztiik a
kivircik esetén. Az alban ruda (0,731) esetében is hasonlé eredményt kaptunk (0,77)
mint Peter és mtsai (2007). Ez a kis kiilonbség adodhat a kiilonbdz6 markerekbdl, azok
szamabol vagy az eltérd elemszambol. De akar a mintazott populédciok eltérd tenyésztési
programjabol, beltenyésztettségi fokabol vagy mas fajtakbol térténd génaramlasbol is
eredhet (Laval és mtsai, 2000). A populaciokon beliili beltenyésztési egyiitthatot (Fs)
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is vizsgaltuk, legnagyobb értéke (0,433) a szerb svrjig pramenka, a legkisebb (0,120)

pedig a horvat cigaja allomanyban volt (2. tablazat).

2. tablazat: F6 diverzitdis mutatok a vizsgalt 13 populaciéra:

megfigyelt
osszallélszam (no), atlagos allélszam (MNA), megfigyelt és vart heterozigozitas (Ho
és Hg) és populacion beliili beltenyésztési egyiitthato (Fs)

Populz’tci() Jelolés No MNA Ho He Fis
alban bardhoke AL-BARDH 106 6,63 0508 0,714 0,306***
alban cigaja AL-TS 122 7,63 0,526 0,710 0,276***
alban ruda AL-RUDA 112 7,0 0,498 0,731 0,334***
horvat cigaja CR-TS 105 6,56 0,596 0,664 0,120*%**
roman rozsdas cigaja RO-RUST-TS 121 7,56 0,575 0,763 0,262***
roman ruda RO-RUDA 111 6,94 0,493 0,728 0,339***
szerb csokai cigaja SM-CS-TS 84 525 0512 0,680 0,300*%**
szerb svrjig pramenka SM-SVR-PR 84 525 0,392 0,660 0,433***
szerb krivovirska pramenka SM-KRI-PR 95 594 0417 0,686 0,412***
torok sakiz TR-SAKIZ 92 575 0,429 0,618 0,318***
torok kivircik (Marmara régio) TR-KIV-MAR 98 6,13 0,477 0,733 0,370***
torok kivircik (Trakia régio) TR-KIV-TRA 125 7,81 0,504 0,747 0,338***
torok gokceada TR-GOKCE 100 6,25 0,487 0,653 0,269***
*** p<0,001

Ha az orszagonkénti csoportositast (ugyanazon fajta, de mas orszagba tartozok)
vizsgaltuk, a legnagyobb Hp (0,536) és He (0,769) értéket a roman populaciokra kaptuk,
mig a legkisebb Hp (0,423) a szerb, a He (0,695) pedig a torok populaciokban volt.
Fajtacsoportonkénti megosztasban a pramenkakban kaptuk a legkisebb Hp (0,402) és
He (0,699) értekeket. A heterozigotdk hidnya a cigdja fajtacsoporthoz tartozo
allomanyokban volt a legkisebb (0,557). A csoportokon beliili beltenyésztési egylitthatd
(Fis) értéke 0,303 (roman) és 0,400 (szerb), illetve a cigaja és a pramenka fajtacsoport
allomanyainak értéke kozott valtozott (0,228-0,425). Ez azt jelenti, hogy leginkabb a
szerb alloméanyokban, illetve a pramenka fajtacsoportban kell tartani a beltenyésztéses
leromlastol. Az Fgsr-értékekre, mely az allomanyok ¢és a teljes populacid kozotti
kapcsolatra utal, orszagonkénti csoportositast tekintve a legnagyobb értéket (0,159) a
torok, a legkisebbet a roman (0,062) csoportok adtak, mig a fajtacsoportokat nézve a leg
értéket (0,154) az egyéb (kivircik, sakiz, bardhoke), majd a cigajak (0,124), a ruda
(0,154) és a pramenka (0,059) csoport adott (3. tablazat).

10
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3. tablazat: Heterozigozitasi ¢és Fis, Fst értékek orszagonkénti és
fajtacsoportonkénti megosztasban
Orszagonkénti csoportok Ho He Fis Fst
alban (AL-TS; AL-BARDH; AL-RUDA) 0,506 0,736 0,312 0,101
roman (RO-RUST-TS; RO-RUDA) 0,536 0,769 0,303 0,062
szerb (SM-CS-TS; SM-SVR-PR; SM-KRI-PR) 0,423 0,705 0,400 0,090
torok (TR-SAKIZ; TR-KIV-MAR; TR-KIV-TRA; TR-GOKCE) | 0,472 0,695 0,322 0,159
NS NS NS NS
Fajtacsoportok
cigaja (AL-TS; CR-TS; RO-RUST-TS; SM-CS-TS) 0,557 0,722 0,228 0,124
pramenka (SM-SVR-PR; SM-KRI-PR) 0,402 0,699 0,425 0,059
ruda (AL-RUDA; RO-RUDA) 0,499 0,751 0,335 0,090
egyéb (AL-BARDH; TR-SAKIZ; TR-KIV-MAR; TR-KIV- 0,481 0,703 0,316 0,154
TRA; TR-GOKCE)
*x NS * NS

* p<0,05, ** p<0,01, NS-nem szignifikans

A fajta parokra vonatkozd Fst érték szerint legkisebb a kiilonbozdség a két szerb
pramenka kozott (0,059) — hasonléoan Cinkulov és mtsai (2008) nyugat-balkani
pramenka fajtara vonatkoz6 eredményéhez —, mig legnagyobb a térok gokceada €s sakiz
kozott (0,265). A paronkénti Fsr értékek harom kivétellel (alban bardhoke - cigaja,
alban cigaja — szerb krivovirska és alban barhoke — to6r6k kivircik Marmara régiobol)
mindenhol szignifikansan eltért 0-t61 (p<0,5 vagy p<0,01). A 0,05 értéket, mint az
clhanyagolhaté mertékii kiilonb6z6seg erteke, minden populacid par meghaladja.
Otvennegy esetben az Fsr értékek 0,05 és 0,015 kozott vannak, mérsékelt
differencidltsagot jelezve. Kiemeljiik a két szerb pramenka (0,059), a két torok kivircik
(0,067), a szerb csokai-alban ruda (0,062) és a roman ruda-roman rozsdas cigaja (0,062)
parokat, melyek értékei éppen meghaladtdk az elhanyagolhatd tavolsagi limitet.
Huszonnégy esetben nagy genetikai tavolsagot hataroztunk meg (0,15-0,25), mig egy
esetben a torok gokceada és sakiz kozott igen nagy kiilonbozdséget (0,265) talaltunk. Ez
utobbi esetében a magas Fst érték kismértékii géndramlassal parosult (0,69). A
fajtaparok kozott az Nm értékek 0,69 és 4,01 kozott valtoztak (4. tablazat).

11
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4. tablazat: A 13 vizsgalt fajta kozti populacios differencia értékek, Fst (atlé felett) és Nm (atlo alatt)

AL- CR- AL- TR- }IIF\*/‘_ |I|Ff;- TR- RECS"T_ RO- AL- SM- SM- SM-

TS TS BARDH SAKIZ o Tra GOKCE 12 RUDA RUDA CS-TS SVR-PR KRI-PR
AL-TS - 0,154** 0,100™ 0,136** 0,0635* 0,089** 0,161** 0,072** 0,097** 0,096** 0,089 0,105*  0,138""°
CR-TS 1,37 - 0,167** 0,199** 0,140** 0,117** 0,193** 0,137** 0,154** 0,155** 0,169  0,170**  0,150*
AL-BARDH 224 1,25 - 0,178** 0,106 N 0,113** 0,178** 0,107** 0,118** 0,110** 0,108 0,147** 0,153**
TR-SAKIZ 1,59 1,01 1,16 - 0,140** 0,184** 0,265** 0,150** 0,154** 0,184** 0,215 0,198**  0,194**
TR-KIV-MAR | 3,69 154 2,10 1,54 - 0,067** 0,152** 0,069** 0,094** 0,096** 0,091  0,093**  0,104**
TR-KIV-TRA | 2,55 1,88 1,96 1,11 3,46 - 0,093** 0,063** 0,087** 0,088** 0,086 0,095«  0,091**
TR-GOKCE 1,30 1,05 1,16 0,69 1,39 2,44 - 0,137*%* 0,140** 0,129** 0,161  0,207**  0,204**
RO-RUST-TS | 3,22 1,57 2,10 1,42 3,36 3,73 1,58 - 0,062* 0,088** 0,068 0,103**  0,100**
RO-RUDA 2,34 1,37 1,87 1,38 2,40 2,64 1,54 3,76 - 0,090%* 0,112 0,141**  0,110**
AL-RUDA 236 1,36 2,02 1,11 2,36 2,58 1,68 2,59 2,54 - 0,062  0,140**  0,135**
SM-CS-TS 256 1,23 2,07 0,91 2,51 2,65 1,30 3,40 1,98 3,80 - 0,111**  0,132**
SM-SVR-PR 212 1,22 1,45 1,01 2,44 2,39 0,96 2,18 1,53 1,54 2,01 - 0,059**
SM-KRI-PR 156 1,42 1,38 1,04 2,15 2,50 0,98 2,26 2,02 1,61 1,65 4,01 -

*p<0,05, ** p<0,01, NS — nem szignifikans

SM-CS-TS populacio kis elemszdma miatt, a "p" értékeket nem jeldltiik

12
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Az illeszkedési vizsgalat eredménye szerint legkisebb mértékben (66,67%) a szerb csokai
cigaja, legnagyobb mértékben (96,77%) az alban bardhoke fajtaba sorolt egyedek tartoznak
ténylegesen fajtajukba (5. tablazat).

5. tablazat: Az illeszkedési vizsgalat eredménye

Populacio n N %

AL-TS 39 4 89,74
CR-TS 47 2 95,74
AL-BARDH 31 1 96,77
TR-SAKIZ 49 8 83,67
TR-KIV-MAR 38 9 76,32
TR-KIV-TRA 52 9 82,69
TR-GOKCE 39 4 89,74
RO-RUST-TS 39 2 94,87
RO-RUDA 39 6 84,62
AL-RUDA 37 5 86,49
SM-CS-TS 12 4 66,67
SM-SVR-PR 36 0 712,22
SM-KRI-PR 31 7 77,42

n= vizsgalt egyedek szdma
N= nem jol besorolt egyedek szama
%= fajtajukba jol besorolt egyedek szazaléka

A 2. abran a STRUCTURE klaszteranalizis eredményeit K=2-t61 dbrazoltuk K=10-ig, amig
kovetkezetes eredményt kaptunk. Valosziniileg tobb mikroszatellitet kellene hasznalni
biztosabb eredmény érdekében, szemben mas fajokkal, mint a hiismarha vagy a kecske, ahol
ez a mikroszatellit szam is elegendének bizonyult (Dalvit és mtsai, 2008b; Canon és mtsai,
2006). Peter és mtsai (2007) 57 eurdpai és kozel-keleti juhfajtat vizsgaltak, koztik az
altalunk tanulmanyozott romén ruda, cigdja ¢és alban ruda fajtdkat is, és hasonlo
klaszterszerkezetet kaptak. K=2 esetén egy klasztert alkot az alban cigdja, torok sakiz, torok
kivircik (Marmara régiobol), roman rozsdas cigaja, roman ruda és a két szerb pramenka. Mig
K=3 esetén az alban ruda, torok gokceada, torok kivircik (Trakia régio), illetve az alban
bardhoke és horvat cigaja is egy klasztert alkot. K=5-t61 a horvat cigaja €s a torok sakiz kiilon
klasztert alkot K=10-ig. Harom szerb, két roman és az alban ruda is kiilon klasztert alkot, mig
a torok kivircik (Trakia régd) a gokceadaval egyiitt maradt. K=7 esetén tobb elkiiloniilés
kovetkezett: a két szerb pramenka elkiiloniilt az el6zé klaszterben leirtaktdl és az alban
bardhoke is végig kiilon klasztert alkotott innent6l. Az alban ruda és a szerb csokai is
szeparalodott a kovetkezd esetben (K=8), akarcsak a roman ruda K=9-nél. K=10 esetén a
roman rozsdas cigaja elkezdett megjelenni az alban cigajaban (2. abra).

13
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2. abra: A vizsgalt 13 populacio 489 egyedének klaszteranalizise (K=csoportok szama)

Shv-
AL- TR- TR-KMW- TR-KIW- TR- RO- RO- AL- CS- SM-SWR- SM-

AL-TS  CRTS  BARDH  SAKIZ MAR THA GOKCE RUST-TS RUDA  RUDA T3 PR KRLPR

T : i AT
] FE

G -
K=10

A Nei-féle genetikai tavolsag (Da) alapjan is a legkodzelebbi rokonsagban a két szerb
pramenka, illetve a roman ruda és roman rozsdas cigaja (0,181) allomany all, mig legnagyobb
tavolsagban a torok gokceada és a sakiz (0,471) (6. tablazat). Ezen nagyfoku elkiiloniilésnek
torténeti okai lehetnek, mig a sakiz a gordg chios torok valtozata, a gokceada egy tipikus
torok fajta (Soysal, 2005). Mind a genetikai tavolsag, mind a génaramlas eredményei azt
mutatjak, hogy a két szerb pramenka, roman ruda és rozsdas cigaja all a legkozelebb
egymashoz a vizsgalt allomanyok kozott, ami ugyancsak torténelmi okokra vezethetd vissza.
Kialakitasukkor még nem ott htizodtak a politikai hatdrok, mint napjainkban. A romén ruda a
zombori cigdjabodl eredeztethetd, és a mai Romanidba a mai Bulgaria teriiletérdl kertilt 1820-
ban (Draganescu, 2005). A roman rozsdas cigaja az 6si cigajabol alakult ki (Kukovics és
Kume, 2005). Azonban a roman ruda és a rozsdas cigaja kozeli genetikai kapcsolata tovabbra
is talany marad, mivel allomanyaik t6bb mint 300 km-re talalhatoak egymastol, és kozottik
semminemi multbeli tenyésztési kapcsolatrél nincs tudomdasunk. Mason (1967) allitasat
bizonyitottuk, miszerint a ruda fajta genetikai kapcsolatban allhat a torok kivircikkel és a
helyi cigdja és zackel fajtakorbe tartozo juhokbol eredeztethetd. Azonban eredményeinkkel
ellentétben, Peter és mtsai (2007) nagyon kozeli kapcsolatot taldltak az alban bardhoke és
ruda illetve a roméan cigaja kozott.
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6. tablazat: Nei-féle genetikai tavolsag (Da) értékek a vizsgalt populaciok kozott

AL CR- AL TR R TR TR K9 RO AL sme S SV
TS TS BARDH sakiz o MY Gokce N9 RuDA RuUDA csTs  SYR KR

ALTS :

CR-TS 0305 -

AL-BARDH |0314 0369 -

TRSAKIZ | 0238 0343 0352 -

TR-KIV-MAR | 0,221 0206 0305 0273 -

TR-KIV-TRA | 0264 0256 0317 0358 0236 -

TR-GOKCE | 0,366 0368 0412 0471 0377 0183 -

RO-RUST-TS | 0231 0306 0331 0320 0234 0211 0321 -

RO-RUDA | 0274 0334 0372 0338 0297 0244 0304 0181 -

AL-RUDA | 0315 033 035 0390 0303 0238 0283 0254 0244 -

SM-CS-TS | 0,345 0409 0393 0460 0352 0338 0363 0287 0334 0217 -

SM-SVRPR | 0299 0356 0428 035 0292 0286 0416 0270 0336 0350 0367 -

SM-KRI-PR | 0.327 0330 0397 0365  0.68 0,250 0416 0247 0270 0333 0370 0181 -
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A Da tavolsag értékek alapjan dendrogramot is szerkesztettiink, amin a fa f6 struktiraja
foldrajzi elkiiloniilést mutatott (3. abra). Egyértelmiien latszik itt is a két pramenka allomany,
illetve a roman rozsdas és roman ruda kozeli viszonya. Ez utobbi eset jelentheti azt, hogy volt
kozos 6siik, de a keresztezések eredményeként mara morfoldgiailag teljesen kiilonbozoekké
valtak. A horvat cigdja elkiiloniil a tobbi cigaja allomanytol annak ellenére, hogy ismereteink
szerint ezt a fajtat a szerb cigdjaktol szarmazo hatasok érhették. A torok kivircik juhot a cigéja
fajtakor kozeli rokonaként tartjak szamon, azonban a mi eredményeink ezt egyértelmiien nem

tamasztjak ala.

3. abra: A vizsgalt 13 juhallomany filogenetikai halézata

CR-TS AL-BARDH
1
TR-GOKCE ."
X |
. TR-KI-TRA | /
X |' _ TR-SAKIZ
AL-RUDA ___
== - AL-TS
SM-CS-TS™
“TR-KIV-MAR
RO-RUDA  po RUST-TS '\'
|
" l‘.
SMKRL.PR SVFSVR-PR

Uj tudomanyos eredmények és azok hasznosithatésaga

A magyar, illetve kelet-kozép-eurdpai orszagokban a kiskérédzokkel végzett genetikai
vizsgalatok hattérbe szorulnak a szarvasmarha fajra iranyuld kutatasokkal szemben, azonban
ezek a fajok/fajtdk is nagy értéket képviselnek kultartorténeti szempontbol. A torténelmi
adatok segitséget nyujthatnak az egyes fajtak és kapcsolataik korrekt leirasahoz. Kiilonb6zo
civil szervezetek (EAAP, DAGENE, FAO stb.) segitségével korrekt, roévid, sztenderd
fajtaleirasokat kellene meghatdrozni, nemzetkdzi szinten érvényes, a filetikus csoporthoz
rendelhetd fajtanevekkel, mindemellett olyan korrekt klasszifikacios rendszert 1étrehozni, ami
megbizhatd minden egyes fajtara nézve. A klasszikus modszerek hasznédlata mellett a

molekularis genetika is segithet a helyzet tisztazasaban.

Vizsgalatunkat egy elsddlegesen a cigdja fajta megismerésére irdnyuld nemzetkdzi palyazat
keretében végeztiik. Az eredmények igazoltak, hogy a fajta tulajdonképpen egy fajtacsoport,
amelybe tobb populaciot sorolnak, és koziiliik tobb értékes, ritka genetikai variaciot tartalmaz.
Megallapitottam, a vizsgalt allomanyok kozotti genetikai kiilonbozoségek mértékét.
Eredményeim szerint vitathatdé Draganescu (2003) allitasa, miszerint a cigaja juhfajta a
roman ruda fajtdbol alakult ki. Az azonban bizonyitast nyert, hogy a vizsgalt allomanyok
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koziil a roman ruda legkdzelebb a rozsdds cigajahoz allt. Mason (1967) Aallitasat
bizonyitottam, miszerint a ruda fajta genetikai kapcsolatban allhat a torok kivircikkel és a
helyi cigdja ¢és zackel fajtakorbe tartoz6 juhokbdl eredeztethetd. Orszagonkénti
csoportositasban a heterozigéta hiany a szerb allomanyokban volt a legnagyobb,
fajtacsoportonkénti felosztdsban pedig a pramenka fajtakorben. Ugyanez az érték a horvat
cigijaban, illetve a cigaja fajtakorbe tartozd populaciokban volt a legkisebb, azaz
beltenyésztettségtdl ezen populaciok esetében Kkell tartani. A kiillonbozo fajtakba
(populaciokba) sorolt egyedek magas szazalékban ténylegesen a sajat fajtajukba tartoznak,
csak kis mértékben mutathatd ki mas fajtakra jellemzdé genetikai hatas. Leghomogénebb az
alban bardhoke és a horvat cigaja volt. A genetikai szerkezetre iranyuld vizsgalattal
megerdsitettem, hogy a vizsgalt allomanyok genetikai szerkezete Osszefiiggésben van azok
foldrajzi elhelyezkedésével. A vizsgalt allomanyok, fajtak génrezervként kezelenddek és
alapul szolgalhatnak beltenyésztett, modern fajtak javitasara. A kapott eredmények
kihathatnak az élelmiszerbiztonsadgra, beleértve a genetikai értékek megmentését az
éghajlatvaltozasra adott valaszaik altal.
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2.1.2. Hortobagyi racka
Irodalmi attekintés

A cigaja juh mellett masik, dshonos hasznositasu fajtank a hortobagyi racka juh. A fajta
eredete nem pontosan ismert. A Karpat-medencében az elsdé régészeti emlékek a 16.-17.
szazadbol szarmaznak (Bedé és mtsai, 2003). A 19. szazad masodik felét6l a finomgyapjas
fajtak, foleg a merind kezdte kiszoritani a magyar rackat a tenyésztésbol, amit 1903-ban mar
kipusztulofélben 1évo fajtanak is nyilvanitottak. Az anyajuh l1étszam 1911-re 15 000 egyedre,
majd a Il. vilaghabor utan 1450 egyedre csokkent (Dunka, 2002). A trianoni béke utan,
Magyarorszagon elsésorban az Alfoldon (Debrecenben, Hortobagyon, Békés és Csongrad
megyében) tenyésztették a fajtat, ezért terjedt el az 1950-es években a hortobagyi racka juh
elnevezés (http://www.ddnp.hu/index_v.php?pg=menu_1152). A fajta megmentésére,
tenyésztésére  1983-ban létrehoztak a Magyar Rackajuh-tenyészté Egyesiiletet 1200
anyajuhval (Veress és mtsai, 2002). Mara a fajtatiszta anyajuh 1étszam elérte a 6000 egyedet.
Jelentdsebb allomany a Hortobagyi Nemzeti Park Igazgatosag, a Fert6-Hansagi Nemzeti Park
Igazgatdsag ¢és a Koros-Maros Nemzeti Park Igazgatdésag valamint a Balaton-felvidéki
Nemzeti Park Igazgatdsag tertiletén talalhato.

A fajta sikeréhez hozzéjarul, a rendkiviil izletes, taplald, faggyaval kevéssé atszott husa, a
tartasi  koriilményekkel szembeni igénytelensége ¢és a betegségekkel szembeni
ellenalloképessége (Hanko, 1954; Schandl, 1959; Bed6 és mtsai, 2003). A hortobagyi racka
kiilonleges tulajdonsaga a szarv alakulasa is. Valdszinileg mutacio kovetkezményeként
maradt meg, mint fajtajelleg, a ,,V” alakban all6 podrott szarv (Matolcsi, 1975; Dunka,
2002). Napjainkban, Kinaban és Afrikdban ismeriink még ilyen szarvalakulasu fajtakat (1.
kép; Epstein, 1972; Bodé, 2000).

A hortobagyi rackat két szinvaltozatban tenyésztik: a fehér, és a fekete (Dunka, 2002). A
fehér szinvaltozatu egyedek gyapja sargasfehér, krémszinli, mig a pofa és a labak
vilagosbarndk. Boriikk pigmentmentes, szarvuk viaszsarga. Sziiletéskor a baranyok szine
barnassarga vagy teljesen barna. A fekete szinvaltozata egyedek sziiletésiiktol fekete szintiek,
gyapjuk rovid, gondor, bériikk, kormiik és nyelviik palasziirke szinti. A kor elérehaladtaval
megjelenhetnek a bundaban 6sz szalak ,,darusodas”, amitdl az sziirke sziniivé valhat (Bedd és
mtsai, 2003). A fehér szin 6roklédése recessziv a feketével szemben, igy a fehér egyed
mindig homozigéta, mig a fekete altalaban heterozigota genotipusu. A II. vilaghaborut
kovetden a két szinvaltozatba tartozé egyedek keveredhetttek, azonban a Magyar Rackajuh-
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tenyésztd Egyesiilet 1étrehozdsa utan (1983) mar nem, szin szerinti parositasokat végeztek
(Veress és mtsai, 2002).

Jelenleg f6leg genetikai tisztasaganak megdrzése, genetikai varianciajanak fenntartésa,
tejének, husanak illetve a bel6liik késziilt termékeknek, bioélelmiszerként vald hasznositasa
miatt tenyésztik, de egyre tobb helyen turistacsalogatd latvanyossag is. Vizsgalatunk céljat az
adta, hogy megallapitsuk a hortobagyi racka genetikai diverzitasanak szintjét, illetve, hogy
pontot tegyiink egy rég vitatott kérdésre, miszerint a két szinvaltozat mennyire kiiloniil el
egymastol.

Anyag és modszer

Mintavétel és genomidalis DNS izoldlas

A gyapju, illetve vérmintak begyiijtése 2005-ben zajlott, alloményonként 50 nem rokon
egyedtél. Az egyedenként 2,5-3,0 ml vért az allatok torkolati vénajabol (vena jugularis)
vettiik EDTA véralvadasgatlot tartalmazo csovekbe. Allatonként 0j injekcids tiit hasznaltunk,
a keresztszennyezések elkeriilése céljabol. A mintdkat a vizsgalat megkezdéséig -20 °C-on
taroltuk. A filogenetikai fa kiilcsoportjaként (outgroup) egy bosnyak fajtat is bevontunk a
vizsgalatba (privovirska, n=38), melybdl tépett gyapjuminta keriilt mintazasra, ugyancsak
nem rokon egyedektél. A mintakat egyesével nejlonzacskoban, szobahdmérsékleten taroltuk a
laboratoriumi vizsgalatokig (7. tablazat).

7. tablazat: A genetikai tavolsag meghatarozashoz vizsgalt allomanyok és azok jellemzoi

Mintavétel helye Minta tipusa Gyapju szin  Elemszam
Hortobagy veér fehér 48
Hortobagy vér fekete 46
Matranovak veér fehér 45
Matranovak vér fekete 22
Salfold veér fehér 49
Salfold vér fekete 43

A teljes vérbdl torténd genomidlis DNS kivonasa Zsolnai és Orban (1999) modszere, mig a
gyapjumintakbol a FAO/IAEA (2004) protokollja alapjan tortént. Mindkét esetben pontosan
a megadott modszertani 1épéseket kovettiik.

Mikroszatellit vizsgdlat

A mikroszatellit vizsgalat soran 15 markert valasztottunk azok polimorfizmusa,
elhelyezkedése (kiilonb6zd kromoszomén) illetve mas kutatasukban vald hasznalatuk
gyakorisaga szerint (8. tablazat). Figyelembe vettik az United States Department of
Agriculture (USDA); Australian Gene Mapping Web Site; Food and Agricultural
Organization (FAO); International Society for Animal Genetics (ISAG) ajanlasait is.
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8. tablazat: Az alkalmazott mikroszatellitek fobb jellemzdikkel. Zarojelben a kromoszoma lathaté. A forward primerek 5' vége lett
fluoreszcens festékekkel jelolve. A harom multiplexbe tartozo markerek elvalasztassal vannak jelolve.

Tm Hossz

Lokusz

(’C) (bp)

Jelolés Forward primer szekvencia (5°-3’) Reverse primer szekvencia (5°-3°)

Referencia

MAF35 (23) 60 94-110 AGTTACAAATGCAAGCATCATACCTG TCAAGAATTTTGGAGCACAATTCTGG  Swarbrick és mtsai, 1991

McM527 (5) 60 163-175 FAM GTCCATTGCCTCAAATCAATTC AAACCACTTGACTACTCCCCAA Hulme és mtsai, 1994

TGLA53(12) 60 117-143 FAM CAGCAGACAGCTGCAAGAGTTAGC CTTTCAGAAATAGTTTGCATTCATGCAG Crawford és mtsai, 1995

OarAE119 (19) 56  145-181 FAM CTCAGCAAATGGTTCCTGGGCACC TTTTATAGTGAGGTGACCACTTGATG  Penty és mtsai, 1993

McM2 (4) 57 82-120 FAM TCCAGGATTCATTATGTAGTAGAGCG TTTCAAGTGACTTCTCCCAGAGAC Maddox és mtsai, 2001

BMS648 (4) 57 171-179 VIC  ACTTCCCATCCATCCATCAGG CTTCCATCTCAGCCATCTAGCG Maddox és mtsai, 2001
http://rubens.its.unimelb.edu.au

OarCP125(6) 58 92-121 VIC  GCAAATAGCCTCTTGTATGATCCTTGG ACCAAAACAAGACCTTTATTTTTCATGG /~jillm/jill.htm
http://rubens.its.unimelb.edu.au

DK1183A (6) 58 215-243 VIC  CCTCCTGCAAACAAGCAGCCT TGCCTTGGGTTGAGCCTTTTCT /~jillm/jill.htm

INRA127 (8) 54  186-208 FAM CTACAGCTCTGATGAGAACC CGTTTTCTCAAACTTCATTGCC Vaiman és mtsai, 1994

ILSTS11 (9) 58  270-284 GCTTGCTACATGGAAAGTGC CTAAAATGCAGAGCCCTACC Brezinsky és mtsai, 1993

BMS1316 (10) 56  105-135 PET  CCTTCATGGAAGAAATTTTGTG GGAGTTACAGTCCATGGGTTC Maddox és mtsai, 2001

BM6506 (1) 54  189-207 GCACGTGGTAAAGAGATGGC AGCAACTTGAGCATGGCAC Bishop és mtsai, 1994

MAF65 (15) 59  115-137 FAM AAAGGCCAGAGTATGCAATTAGGAG CCACTCCTCCTGAGAATATAACATG Buchanan és mtsai, 1992

MAF70 (4) 60 131-173 VIC  GCAGGACTCTACGGGGCCTTTGC CACGGAGTCACAAAGAGTCAGACC Crawford és mtsai, 1992

CSSM43 (26) 54 235-271 FAM AAAACTCTGGGAACTTGAAAACTA GTTACAAATTTAAGAGACAGAGTT Moore és mtsai, 1994
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A polimeraz lancreakcioé (PCR) soran a kovetkezd protokollt hasznaltuk 25 pl-re: 10mM 10x
puffer (50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI pH 8,3, 1% Triton X-100) (Promega, Medison, USA),
2,5 mM MgCl;, (Promega, Medison, USA), 0,5U Taq polymerase, 160nM forward és reverse
primer, 0,2mM dNTP és 10-50 ng genomialis DNS.

A PCR kondicidk a kovetkezdek voltak: 10 perc 95°C, 35 cikluson keresztiil 20 mésodperc
94°C, 45 masodperc X °C (8. tablazat) ¢s 30 masodperc 72°C majd végiil 10 perc 73°C.
Harom multiplexet alakitottunk ki a fragment analizishez, ezzel csokkentve a vizsgalat
koltségét és idejét (8. tablazat).

Az elegyeket 95°C-on 2 percig inkubéltuk, majd azonnal jégre tettiik 2-3 percre, az
analizatorba valo helyezés elott. Az allélok detektalasa és vizsgalata ABI PRISM 310 Genetic
Analyzer-rel tortént.

Statisztikai értekelées

A GeneMapper v 3.7. (Applied Biosystems, USA) szoftvert hasznaltuk az eredmények
értékeléséhez. A GENEPOP vs 3.4. és POPGENE vs 1.3 programokat (Raymond és Rousset,
1995; Yeh és mtsai, 1999) hasznalva hataroztuk meg a lokuszonkénti allélszamokat, a vart
(He) és megfigyelt (Ho) heterozigozitasi értékeket, a génaramlasi értékeket (Nm) és a Hardy-
Weinberg egyenstlytol valo eltérést az egyes lokuszok esetén. Az FSTAT v2.9.3 (Goudet,
1995) programmal hataroztuk meg a Wright-féle statisztika (Fis, Fir, Fst) (Wright, 1978)
értékeit. Az AMOVA analizist a genetikai variancia eredetének meghatarozasara végeztiik el
az ARLEQUIN v 3.1 programmal (Excoffier és mtsai, 2005), akarcsak a paronkénti FST
értékek meghatarozasat. A POPGENE vs 1.3 szoftverrel a Nei-féle torzitatlan genetikai
tavolsag értékeinek (Nei, 1987) meghatarozasa utan azokat a filogenetikai fa létrehozasara
hasznaltuk a SPLITSTREE4 v4.9.1 (Huson és Brayant, 2006) szoftverrel. A STRUCTURE
v 2.0 (Pritchard és mtsai, 2000) szoftverrel a vizsgalt allomanyok klaszteranalizisét végeztiik
el: 20 000 burn in 1épés, 200 000 iteracio, 1 000 000 MCMC [épés beallitasokkal. Az egyes
genotipusok csoportokba vald besorolasa eldfeltételezés nélkiil tortént. A STRUCTURE
szoftver eredményeinek vizualizalasa minden K csoportra a DISTRUCT programmal
(Rosenberg, 2004) tortént.

Eredmények és azok megvitatasa

A hortobagyi racka allomanyokban Osszesen 121 allélt azonositottunk a 15 mikroszatellit
marker alapjan. Minden vizsgalt 16kusz polimorf volt. A legtobb allélt a CSSM43 (14), mig a
legkevesebbet az INRA127 (3) lokuszon detektaltunk. A megfigyelt heterozigozitasi értekek
négy 1okusz kivételével (BM6506, MAF70, MAF35, TGLAS3) kisebb értéket vettek fel, mint
a vartak. Az atlagos vart heterozigozitasi érték 0,723 volt, mig a megfigyelt 0,697. A Hardy-
Weinberg egyensulytol (HWE) szignifikans eltérés két lokuszon volt kimutathatd, az
MCMS527 (p<0,001) és a MCM2 (p<0,05) 16kuszokon. Az atlagos F 7 érteke 0,053, az atlagos
Fis -0,009 mig az atlagos Fsr érték 0,061 volt. Azaz a teljes genetikai variancia 6,1 %-a a
populaciok kozti, mig a tobbi az egyedek kozti kiilonbségbdl ered. A legnagyobb heterozigota
hiany az MCM5275 (0,137), a legkisebb az MAF35 (-0,072) 16kuszon volt detektalhato. A
l6kuszok atlagos génaramlasanak mértéke 3,530, ami nagy mértékli génaramlasra utal (9.
tablazat).
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9. tablazat: A vizsgalt 16kuszok fobb jellemzo6i (megfigyelt allélszam (no), megfigyelt (Ho)
¢és vart (Hg) heterozigozitas, p-érték, Wright-féle statisztika értékei (Fst, Fis, Fit), Nei-féle

Nm)

Lokusz No Ho He érriék Fst Fis Fir Nm
OarAE119 8 0,722 0,737 0,409 0,089 -0,024 0,067 2,614
BMS648 4 0,610 0,620 0,183 0,058 -0,038 0,017* 4,556
OarCP125 9 0,734 0,752 0,712 0,075 -0,045 0,034 3,052
DK1183A 12 0,681 0,755 0,046 0,099 0,012 0,110 2,362
MCM2 11 0,854 0,855 0,048 0,040 -0,034 0,008* 4,743
BM6506 7 0,718 0,696 0,298 0,018 -0,030 -0,011* 9,168
CSSM43 14 0,745 0,808 0,715 0,079* 0,019 0,096 2,649
BMS1316 7 0,696 0,761 0,438 0,055* 0,030 0,084* 3,992
ILSTS11 8 0,668 0,699 0,315 0,069 -0,004 0,066* 3,441
INRA127 3 0,416 0,437 0,994 0,047 -0,019 0,028* 3,935
MAF65 9 0,791 0,824 0,591 0,072 -0,008 0,064 2,867
MAF70 12 0,744 0,729 0,868 0,043 -0,042 0,002* 4,702
MAF35 4 0,760 0,727 0,334 0,073 -0,072 0,006 3,103
MCM527 5 0,559 0,700 0,000 0.077 0,137 0,203 2,886
TGLAS53 8 0,763 0,748 0,918 0,024 -0,019 0,006* 6,613
Atlagis.d. 8,067+£3,240 0,697+0,105 0,723+0,098 0,061 -0,009 0,063 3,530
*<0,05

Az atlagos allélszam a matranovaki fekete (5,200+1,514) allomanyban volt a legkevesebb,
azonban ez adodhat abbdl, hogy itt volt a legkisebb a mintaszam. A hortobagyi allomanyban
(7,467£2,553) volt a legmagasabb az MNA értéke, mig a salfoldiben (6,667+2,494) a
legalacsonyabb. Ha szinek szerint néztikk az atlagos allélszamot, azt kaptuk, hogy a fehér
allomanyban (7,667+3,155) magasabb értéket adott, mint a feketében (7,000+2,449). Az
allomanyonkénti megfigyelt heterozigozitasi érték 0,682+0,130 (salfoldi fekete) és
0,71940,102 (salfoldi fehér) kozott, mig a vart 0,669+0,096 (hortobagyi fekete) ¢és
0,708+0,121 (hortobagyi fehér) kozott valtozott. Az allomany szinten (fehér és feketék
egyben) ¢és szinenként nézve is a megfigyelt heterozigozitasi értékek kisebbek a varténal. A
heterozigdtak hianya nagyobb a hortobdgyi allomanyban, mint a matranovaki vagy a
salfoldiben, illetve magasabb a fekete szin esetén, mint a fehérben. A beltenyésztési
egylitthato értéke -0,030 (hortobagyi fekete) és 0,000 (matranovaki fehér) kozott valtozott. Az
allomanyok foldrajzi helye és szine szerinti csoportositasok szerint pozitiv Fis értékeket
kaptunk, mely az alpopulaciokon beliili beltenyésztettségre utal. Ertéke allomanyok szerinti
csoportositasban a matranovakiban volt a legmagasabb, majd a salfoldi és hortobagyi
kovetkezett. Szin szerinti megosztas viszonylataban a fekete szinti allomanyokban kell a
beltenyésztéses leromlastol jobban tartani (10. tablazat).
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10. tablazat: Fo diverzitas mutatok a vizsgalt racka populaciokra Kkiilonb6zo
csoportositaisokban: elemszam (n), atlagos allélszam (MNA), megfigyelt és vart
heterozigozitas (Ho és He) és populacion beliili beltenyésztési egyiitthaté (F)s)

Populacio n MNAts.d. Hots.d. Hets.d. Fis
hortobagyi fehér 48 6,733+2,265 0,706+0,142  0,708+0,121 -0,003
hortobagyi fekete 46 6,000+2,000 0,688+0,121  0,669+0,096 -0,030
matranovaki fehér 45 6,533+2,306 0,705+0,167  0,705+0,136 0,000
matranovaki fekete 22 5,200£1,514 0,693+0,118  0,690+0,077 -0,003
salfoldi fehér 49 6,267+2,380  0,719+0,102  0,703+0,105 -0,024
salfoldi fekete 43 5,667£1,955 0,682+0,130  0,676+0,087 -0,010
hortobagyi egyben 94 7,467+£2,553  0,697+£0,121  0,709+0,103 0,016
matranovaki egyben 67 6,800+2,315  0,700+0,137  0,723+0,104 0,030*
salfoldi egyben 92 6,667+2,494  0,702+0,107  0,715+0,091 0,018
fehér szintiek egyben 142 7,667+£3,155 0,710+0,120  0,719+0,115 0,012
fekete szintiek egyben 111 7,000+2,449  0,687+0,103  0,704+0,079 0,024

* p<0,05

A vizsgalt allomanyok genetikai szerkezetének vizsgalatakor az AMOVA teszt azt mutatta,
hogy a variancia tilnyomo része az egyedek szintjén van, mind az allomanyok (98,02 %),
mind a szin szerinti csoportositasok (96,70 %) esetén (11. tablazat).

11. tablazat: Az AMOVA teszt eredményei a magyar racka allomanyok kiilonb6z6
csoportositasai mellett

Négyzet-  Variancia  Variancia
Variancia forrasa d.f.  Osszeg elemek (%) F-statisztika
Allomanyok kozott
Alloméanyok kozott 2 41,355 -0,058 -1,32  Fcr=-0,013
Populaciok kozott a 3
allomanyon beliil 115 86,389 0,304 6,96 Fsc=0,06*
Egyedek kozott populacion
beliil 247 979,714 -0,160 -3,66  Fis=-0,039
Egyedek kozott 253  1084,500 4,287 98,02  Fi=0,020
Szin szerinti csoportositas
Fekete és fehér kozott 1 49 878 0,119 2,69 Fcr= 0,027
Egyedek kozott a két szinen
beliil 4 77,866 0,187 4,22 Fsc=0,043*
Egyedek kozott populacion
beliil 247 979,714 -0,160 -3,61  Fis=-0,039
Egyedek kozott 253  1084,500 4,287 96,70  Fi71=0,033
*p<0,001

A paronkénti Fsr értékeket vizsgalva arra jutottunk, hogy a legkisebb genetikai kiilonbozdség
a salfoldi és hortobagyi fehér allomanyok kozott (0,011), mig a legnagyobb a hortobagyi és
matranovaki fekete, illetve a salfoldi fehér és matranovaki fekete (0,092) alloméanyok kozott
mérhetd. Azonban ezek az értékek — még a legmagasabb is — clhanyagolhatoak, illetve
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mérsékelt genetikai kiilonbségre utalnak a vizsgalt populaciok kozott (12. tablazat). Ha a
harom helyrél szarmazd allomanyt nézziik, legnagyobb kiilonbséget a hortobagyi és
matranovaki allomanyok kozott (0,028), mig legkisebbet a hortobagyi és salfoldi (0,015)
allomanyok kozott kapjuk. A méatranovaki allomanyt a Salfoldrdl és Hortobagyrol vasaroltak,
mig a salfoldi allomany fekete racka allomanya a Fert6-Hansdg Nemzeti Parkbol és a
veszprémi vadasparkbdl szarmazik (Foldi, 2006 szobeli kozlés). A fekete és fehér
szinvaltozatok kozott a paronkénti Fst érték 0,041, ami az elhanyagolhatdé genetikai
differencialtsag fels6 hatarat jelzi. Hasonlo értéket (0,042) kapott Zsolnai és mtsai (2014a)
tanulmanya is, az egy helyr6l szarmazé magyar fekete (n= 9) és fehér (n= 22) racka
allomanyok kozott, 31 mikroszatellit felhsznéalasaval. Az Nm értékek magasak, 4,952
(hortobagyi és matranovaki fekete kozott) és 45,244 (salfoldi és hortobagyi fehér kozott)
kozott mozognak, nagyfoku génaramlasra utalva az allomanyok kozott.

12. tablazat: Paronkénti Fst értékek (atlo felett) és génaramlasi érték Nm (atlo alatt)

hortobadgyi hortobagyi matranovaki matranovaki salfoldi  salfoldi
fehér fekete fehér fekete fehér fekete

hortobagyi fehér - 0,062** 0,029** 0,076** 0,011** 0,070**
hortobagyi fekete 7,560 - 0,070** 0,092** 0,057** 0,064**
matranovaki fehér 17,022 6,696 - 0,070** 0,044** 0,075**
matranovaki fekete 6,105 4,952 6,622 - 0,092** 0,034**
salfoldi fehér 45,244 8,199 10,943 4,981 - 0,073**
salfoldi fekete 6,619 7,315 6,184 14,080 6,361 -

** n<0,01

A vizsgalt allomanyok kozotti genetikai kapcsolat meghatarozasahoz a Nei-féle torzitatlan
genetikai tavolsag értékeket is meghataroztuk. Hasonlé eredményeket kaptunk, mint a
paronkénti Fst értékek esetén. Legkisebb tavolsagot a hortobagyi és salfoldi fehér (0,037),
mig legnagyobb tavolsagot matranovaki fekete és salfoldi fehér (0,267) allomanyok kozott
mértiink (13. tablazat). A fekete és fehér szinii allomanyok kozott ez a tavolsag érték 0,107
volt.

13. tablazat: Nei-féle torzitatlan genetikai tavolsag értékek a racka allomanyok kozott

hortobagyi hortobagyi matranovaki matranovaki salfoldi salfoldi
fehér fekete fehér fekete fehér  fekete
hortobagyi fehér -
hortobagyi fekete 0,149 -
matranovaki fehér 0,088 0,175 -
matranovaki fekete 0,226 0,237 0,206 -
salfoldi fehér 0,037 0,149 0,123 0,267 -
salfoldi fekete 0,180 0,148 0,189 0,100 0,183 -

Az el6zokben bemutatott Nei-féle torzitatlan genetikai tavolsadg értékek felhasznalasaval
filogenetikai fat hoztunk létre az allomanyok kozti kiilonbségek vizualizalasara. Egy, a
hortobagyi rackahoz hasonléan zackel fajtakorbe tartozd bosnydk fajtat, a privovirskat
hasznaltuk kiilcsoportként (4. abra). Jol kitlinik a privovirska elkiiloniilése a hortobagyi
rackatol, illetve azok egymashoz valo viszonya is.
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4. abra: Filogenetikai fa a magyar racka és a bosnyak privovirska allomanyok genetikai
tavolsaganak bemutatasara Nei-féle torzitatlan genetikai tavolsag érték felhasznalasaval

privovirska
matranovaki fehér
salfoldi fekete
matranovaki fekete salfioldi fehér
hortobagyi fehér
hortobagyi fekete

1.0

A STRUCTURE szoftverrel klaszteranalizist is végeztiink K=2-K=7 csoportositassal. A K=3
csoportositas adta a legmegbizhatébb eredményt (AK=142,871), ahol a harom klaszter a
kovetkez6: privovirska, a harom fehér allomany, a hdrom fekete allomany. K=4 esetén
elkiiloniil a hortobagyi fekete adlloméany, a harom fehér tovabbra is egy klaszterben marad.
K=5-nél a matranovaki fehér valik ki a fehéreket alkotd klaszterbol, K=6 és K=7 esetén fixen
klasztert alkotnak a matranovaki és salfoldi fekete allomanyok (5. abra).

5. abra: Klaszteranalizis eredménye K=2-K=7

hortobagyi matranovaki salfoldi privov.
fehér  fekete fehér fekete fehér  fekete
1 1 1 1 1

T T T T T T

K=2

=3
K=4
K=5

K=6 |

K=7 |
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Uj tudoményos eredmények és azok hasznosithatésiga

A kapott eredmények szerint a vizsgalatba vont harom magyar hortobagyi racka allomany
genetikai diverzitasa kdzepes, a kozottik levoé genetikai kiilonb6zdség elhanyagolhato, illetve
mérsékeltnek tekintheté mind az allomanyok f6ldrajzi helyei, mind pedig a szinvaltozatok
kozott. Annak ellenére, hogy a genetikai differencialtsag jelei kis mértékben, de mutatkoznak,
tovabbra is a fehér és fekete szinek fajtan beliili valtozatként vald kezelését javaslom.
Beltenyésztéses leromlasra utald jeleket mutattam Ki, els6dlegesen a fekete szinvaltozatban.
Az éallomanyok teljes genetikai variancidjanak tulnyomo része az egyedek kozott talalhato.

Mivel az dshonos fajtakkal lehet a leggazdasdgosabban természetes kornyezetben, dkoldgiai
gazdalkodas keretében kimagasldo mindségii élelmiszert, alapanyagot eldallitani, igy a fajta
védelmi helyzete tovabbra is indokolt és feladatot jelent a juhtenyészt6 gazdaknak.

Kutatoi tevékenységem alatt kutatdsveztetoként, illetve hazai és nemzetk6zi egytittmiikodések
konzorcialis partnereként tobb vizsgalatot folytattam/folytatok kecske és juh fajtakkal.
Elsdsorban kiilonb6z6 fajtak genetikai eredetét, rokonsagat probaltuk feltarni eltéré markerek
hasznalataval, de ezeken tul tejfehérje gének és hustermelésre hatdé gének polimorfizmus
meghatarozasaval kozvetleniil is segitettem a kecske- és juhtenyésztok szelekcids munkdjat
(Kusza és mtsai, 2007; 2015; 2016; 2017; 2018a,b; Ilie és mtsai, 2018). Egy jelenleg futo
kutatasban kiillonbozd éghajlati oveken (trdpusi, mediterran, kontinentdlis) honosodott
juhfajtdk hdstressz, tej-, és hustermelésre, immunvalaszra haté gének expresszids szintjének
valtozasat mérjik (qPCR) ¢és hasonlitjuk Ossze évszakonként, feltételezve, hogy -eltérd
¢ghajlaton kialakult/él6 fajtdk masképp alkalmazkodtak a kornyezetiikhéz és a valtozo
hémérsékleti viszonyokra eltéré mértékben valaszolnak. Fontos, hogy minél tobb markert
hasznaljunk vizsgalataink soran, s ezaltal minél pontosabb eredményt kaphassunk kérdéseink
megvalaszolasara. Igy jobban megismerhetjiik a fajtaik mualtjat, és ezzel hozzajarulunk azok
genetikai variabilitdsanak meg6rzéséhez a jov0 szamara.
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2.2. Szarvasmarha

2.2.1. Roman sziirke marha

Irodalmi attekintés

Az allattenyésztési agazatok koziil a szarvasmarha kiemelked6en fontos faj. Jelent6s szerepet
jatszott az emberiség torténelmében, kultirdjdban, hatassal volt az emberi tarsadalmakra. A
vildg szarvasmarha létszama 1,4 milliard egyedre tehetd, ebbdl 159 millio (11%) talalhato
Eurdpaban és Kozép-Azsidban (Felius és mtsai, 2011; FAO, 2014). A Domestic Animal
Diversity listaja alapan (FAO, 2015), az eurdpai orszagokban jelenleg 464 szarvasmarha fajta
mindsiil helyi vagy regiondlis fajtanak, azonban ez a szdm valdszinilileg magasabb, hiszen
koriilbeliil 130 olyan szarvasmarha fajta lehet, amelyek annyira margindlis helyzetbe
szorultak, hogy fel sem kertiltek erre a listrara és a kihalés szélén allnak. Az 1950-es és 1980-
as évek kozott az allattenyésztés termelékenységének ndvelése, intenzivebbé tétele és
specializacidja dramai hatast gyakorolt a helyi szarvasmarha fajtdkra, ami a fajtadiverzitast
csokkentette (Hiemstra és mtsai, 2012; Magee és mtsai, 2014). Mindazonaltal az elmult két
évtizedben egyre nagyobb hangsulyt fektettek a helyi viszonyokhoz alkalmazkodott fajtak
megOrzésére, tobb fajtavédelmi stratégia keriilt megvalositdsra mind Eurdpaban, mind
vilagszerte. Tobb mtDNS alapu vizsgalat harom meghatarozé és foldrajzilag strukturalt
haplocsoportot kiilonboztetett meg a szarvasmarha fajon beliil: az Afrikdban azonositott T1-
et; a Kozel-Keletrol és Nyugat-Azsiabol szarmazé T2-t; és az Eurdpaban megtalalhaté T3-at,
amely egy, a Kozel-Keleten haziasitott kis szarvasmarha allomany terjeszkedésébdl
szarmazhat (Troy és mtsai, 2001; Edwards és mtsai, 2007; Ginja és mtsai, 2010;
Groeneveld és mtsai, 2010).

A sziirkemarhat a Bos taurus primigenius kozvetlen leszarmazottjanak tekintik és a délkelet-
eurdpai podoliai fajtacsoportba soroljdk (melyhez tartozé fajtak megtalalhatéak Bulgaridban,
Gordgorszagban, Horvatorszdgban, Magyarorszdgon, Olaszorszagban, Romaniaban,
Szerbidban, Torokorszdgban és Ukrajndban) (Teneva és mtsai, 2005; Soysal és Kok, 2008;
Pariset és mtsai, 2010; Zsolnai és mtsai, 2014b; Porter és mtsai, 2016; Soliva, 2007). Egy
kisebb létszamu sziirke allomany Esztorszdgban is megtalalhat, melyrél genetikai
modszerekkel bizonyitottak, hogy az ¢shonos populéacié keveredik a modern fajtakkal (Li és
mtsai, 2011). A sziirkemarha fajta eredete mindmaig tisztazatlan, arr6l kiilonb6z6 hipotézisek
léteznek. Egyes feltételezések szerint, az ,.0segyed” a mediterran térségbdl vagy Azsiabol
szarmazik (Pellecchia és mtsai, 2007), mig masok szerint Eurdpiban, az &stulokbol
haziasitottak (Beja-Pereira és mtsai, 2006). Mikroszatellit markerekkel végzett kutatasok
zebu genetikai mintdzatot mutattak ki a podoliai marhdban, ami a tobb, mint 1000 évvel
ezelott az orosz déli sztyeppékrdl Kozép-Eurdpaba terjeszkedd Osi sztyeppei marhdktol
szarmazhat (Epstein és Mason, 1984; Pieragostini és mtsai, 2000; Kantanen és mtsai,
2009).

Az 1800-as évek kozepéig a mai Romadnia legeldit csak a primitiv sztyeppei (sziirke) és a
darvas szinti, kis tiilkGi hegyi mokany marha népesitette be (Creanga és Maciuc, 2010).
Napjainkban Romania szarvasmarha-allomanya to6bb mint két mill6 egyeddel az Europai Unio
(EU) els6 tiz orszaga kozott szerepel (FAO, 2014). Az Orszagos Fajtanemesitési és
Szaporodasbiologiai Hivatal (NAAIR) szerint a fajtdk megoszlasa a kovetkezd: 30,96 %
roman tarka (pirostarka), amely fajtaatalakito keresztezéssel jott 1étre, melynek soran az 1860-
as évektdl a helyi sziirke/sztyeppei marhékat szimentali bikakkal keresztezték. Tovabbi 20,28
% roman feketetarka (holstein tipust) és 13,58 % rovidszarva helyi roméan barna, mely
leszarmazottja a tobb szdz évvel ezel6tt Kozép-Europaban elterjedt Osi  barna
szarvasmarhdnak (ANARZ, 2014). Bar kis létszamban, de Romanidban is jelen van a
sztyeppei/sziirke marha, mely 6shonos fajtdnak, igy torténelmi orokségnek és értékes
genetikai eréforrasnak tekinthet6, és tobb fajtavédelmi program alapjaul is szolgal. 1996-ban
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a roman sziirke allomany mindossze 200 egyedet szamlalt (Georgescu és mtsai, 2012), és
még napjainkban is nagyon alacsony egyedszamu allomanyai taldlhatoak meg (<100)
Jaszvésaron, a Duna-deltaban (Dobrudzsa) és Karacsonkén (Creanga és Maciuc, 2010, 2011;
Bacila és Vidu, 2011; Chelmu és mtsai, 2013). Foldrajzi elhelyezkedése alapjan 6t okotipust
hataroztak meg: erdélyi, moldav, bucsan, iloncai és dobrudzsai (Creanga és Maciuc, 2010;
Bacila és Vidu, 2011; Georgescu és mtsai, 2012).

Vizsgalatunkban célul thztik ki a romadn-sziirke, barna, tarka ¢és feketetarka
szarvasmarhafajtdk genetikai diverzitasdnak meghatarozasat 11 mikroszatellit marker és az
MtDNS D-loop régié alapjan, kiilonds tekintettel a veszélyeztetett roman sziirke fajtara, annak
érdekében, hogy informéciot nyerjiink a jovObeni tenyésztési programok ¢€s fajtamegdrzési
tervek szamara. Ezen feliil elvégeztiik a vizsgalt fajtak és a génbanki adatbazisban talalhato
525, els6sorban podoliai tipusi marha mMtDNS szekvencidjanak Osszehasonlitd elemzését,
azért, hogy elsoként tarjuk fel a genetikai kapcsolatokat a vizsgalt és a tobbi
szarvasmarhafajta kozott.

Anyag és médszer
Kutatasunk az allatkisérletekrol szold eurdpai unios iranyelv (2010/63/UE iranyelv) szerint
lett végrehajtva. A kisérlet tervezését, a mintavételek modjat és a vizsgalatokat az Aradi

Szarvasmarha Kutatasi és Fejlesztési Allomas Etikai Bizottsaga engedélyezte
(14/06.12.2012).

Mintavétel és genomialis DNS izolalas

Osszesen 6t fajtabol, 93 nem rokon, kiilonbdzd foldrajzi teriiletekrél szarmazo gulyakbol,
random valasztott egyedektdl gylijtottiink mintat Romaniaban: roman sziirke (n=32; 6 bika és
26 tehén), roman barna (n=19 tehén), roman tarka (n=15; 5 bika és 10 tehén), roman
feketetarka (n=15; 1 bika és 14 tehén) és német tarka (n=12 bika). Roman sziirke tehén
vérmintak mindharom f6ldrajzi helyrdl, ahol a fajta jelen van Romaniaban, gytijtésre kertiltek.
Ezek: Dancu-Jaszvasar (n=16), Karacsonké (n=5) és Pardina (Duna-delta) (n=5). Mig a
bikéktol (n=6) sperma mintit a roméan Orszagos Allatfejlesztési és Szaporodasbiologiai
Ugynokség bocsajtotta rendelkezésiinkre.

Vérmintat (2 ml) a farki vénabol (Vena cava caudalis) allatorvos segitségével gytijottiink,
EDTA véralvadasgatlot tartalmazd vérvételi csovekbe (Vacutest Kima, Olaszorszag). A
csoveket 4°C-on taroltuk a tovabbi laboratoriumi vizsgéalatokig. A vérbél torténd genomidlis
DNS izolalasa DNS izolalo kit (Wizard Genomic DNA Purification Kit, Promega, Madison,
USA) segitségével tortént, a gyartd altal ajanlott protokoll 1épéseit kdvetve. A spermabol
torténd DNS kivonasra pedig a kovetkezd sztenderd protokoll szerint zajlott: lizis minimum 6
oran keresztiil lizis pufferben (1M Tris pH 8,0; 5M NaCl; 0,5 M EDTA pH 8,0; 10 % SDS),
majd hozzaadva 50 pl DTT 500 mM ¢és 10 ul proteaz K (20 mg/ml), majd protein precipitacid
6M NacCl oldattal, precipitacio 70 % etanol és isopropanol oldattal, és végiil a DNS TE (TRIS
10 mM pH 7,4 és EDTA 1 mM) pufferben vald oldasa. A DNS koncentraciokat minden
esetben NanoDrop-2000 (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) késziilékkel mértiik.

Mikroszatellit vizsgdlat

Az egyedek genotipizalasa 11 mikroszatellittel — TGLA227, BM2113, TGLA53, ETH10,
SPS115, TGLA126, TGLA122, INRA23, ETH3, ETH225, BM1824 —, egy multiplex
reakcioban, a StockMarks for Cattle Bovine Genotyping Kit (Applied Biosystems, CA, USA)
felhasznalasaval tortént, pontosan kdvetve a gyartd utasitasait a PCR soran. A fragment
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analizist a Biomi Kft. (G6dolld) laboratériumaban szolgaltatasként végeztettik el. Az
allélhosszakat a PeakScanner szoftver (Applied Biosystems) segitségével hataroztuk meg.

Statisztikai értékelés

A 16 populacio genetikai indexeket (allélszam- no, vart- He és megfigyelt- Hp heterozigozitas,
beltenyésztési egyiitthato- Fis, polimorfizmus informacié tartalom- PIC) az ARLEQUIN
v.3.0. (Excoffier és mtsai, 2005), GENEPOP v.4.2. (Raymond és Rousset, 1995; Rousset,
2008), FSTAT v. 2.9.3.2 (Goudet, 2002) ¢és CERVUS v. 3.0 (Kalinowski, 2007)
programcsomagok hasznalataval hataroztuk meg. A Hardy—Weinberg egyensulytél (HWE)
valo eltérést a Markov chain modszer szerint (Guo és Thompson, 1992) a GENEPOP
program hasznalataval. A genetikai szerkezet meghatarozashoz a Wright-féle fixacids indexet
(Weir és Cockerham, 1984) szamoltuk ki. A kdzelmultban bekovetkezett palacknyak-hatas
valosziniiségének meghatarozasahoz az eléjel probat (Sign test), a standardizalt kiilonbségek
tesztet (Standardized differences test) és a Wilcoxon-féle el6jeles rang probat (Wilcoxon rank
test) harom mutacios modell (IAM - infinite allele modell, SMM - stepwise-mutation modell,
TPM - two-phased modell) alapjan a BOTTLENECK v.1.2.02 (Cornuet és Luikart, 1996)
programmal hataroztuk meg. Az assignment teszt (illeszkedés vizsgalat) (Brzustowski, 2002)
az egyedek pontos fajtaba soroldsahoz lett felhaszndlva (10 000-szeres ismétlésben). A
MEGA v 6.05 (Tamura és mtsai, 2013) program segitségével hoztunk létre Neighbour-
Joining (NJ) filogenetikai fat a vizsgalt fajtdk kozotti genetikai kapcsolat bemutatésara.

Mitokondrialis DNS vizsgalat

rrrrrrrr

szekvenaltuk a kovetkezd primerek hasznalataval: forward: 5’-
CAGAATTTGCACCCTAACCAA-3’ ¢és reverse: 5’-GGGGCCTGCGTTTATATATTG-3’
(Steinborn és mtsai, 1998). A polimeraz lancreakcio (PCR) 10 ul kodzegben 60-80 ng
genomialis DNS-t. 0,1 mM dNTP, 2 mM MgCI2, 0,7 U GoTaqg DNA Polymerase, 5X
Colorless GoTaq Reaction Buffer (Promega, USA) és 10 pmol forward és reverse primert
tartalmazott. A PCR kondiciok a kovetkezéek voltak: 10 perc 95°C, 35 cikluson keresztiil 30
masodperc 95°C, 45 masodperc 60°C és 30 masodperc 72°C, majd végiil 10 perc 72°C. A
szekvenalast a Macrogen Inc. (Hollandia) végezte el PCR termékbdl, szekvenald primerként a
PCR reakcohoz is alkalmazott primereket hasznaltuk.

Statisztikai értékelés

A szekvencidk ellendrzése a BIOEDIT (Hall, 1999), illesztése a CLUSTALW (Larkin és
mtsai, 2007) programokkal tortént. A DnaSP version 5.10 (Librado és Rozas, 2009) és az
ARLEQUIN v.3.0. (Excoffier és mtsai, 2005) volt segitségiinkre a haplotipusok szamanak
(H), a haplotipus (h; mely a haplotipus péros atlagos eltérését jelzi) és nukleotid diverzitas (;
két véletlenszertien valasztott szekvencia homoldg nukleotid kiilonbségének valoszintiisége) és
a polimorf helyek szdmanak (S) meghatirozasaban. Az altalunk detektalt haplotipusok
egymashoz, illetve mas szarvasmarhafajtdkhoz viszonyitott elemzéséhez az NCBI
GenBankbol letoltottiink 525 szarvasmarha szekvenciat (DQ887760-DQ887768, Qu és
mtsai, 2007; FJ815896-FJ815879, Ginja és mtsai, 2009; EU982211-EU982290, Maroti-
Agots és mtsai, nem publikalt; FN556936-FN557374, FN562588, FN562599, FN557424,
FN562648, FN557401, FN557432, FN562610-FN562625, FN562587, FN562589-FN562609,
FN557425-FN557439, Yakobson és Seroussi, nem publikalt; DQ124377, DQ124382-
DQ124383, Shin és Kim, nem publikalt; EU177844, FJ971087, FJ971080, EU177852,
EU177830, EU177843, Achilli és mtsai, 2008; AY676860, AY676855, Shahid és mtsai,
nem publikalt; AF492351, Hiendleder és mtsai, 2008; AF022916, AF022918-AF022924,
U92230-U92244, Steinborn és mtsai, 1998; AF034438, AF034442, Smith és Moquin, nem
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publikalt; AF016072-AF016078, Hansen és mtsai, nem publikalt; GQ129207-GQ129208,
Zeyland és mtsai, nem publikalt; AF389171-AF389172, AF389177, AF389180-AF389182,
AF389185, Slate és Phua, 2003; KF373013-KF373031, Radoslavov és mtsai, nem publikalt;
JQ234675-JQ234695, Bruniche-Olsen és mtsai, 2012; JQ437310-JQ437356, lvankovic,
nem publikalt; HM625981-HM626011, Withen és mtsai, 2011; FJ815557-FJ815572,
FJ815462-FJ815476, FJ815541-FJ815556, FJ815668-FJ815682, FJ815720-FJ815729,
FJ815636-FJ815651, FJ815683-FJ815696, Ginja és mtsai, 2009; AB973232-AB973241,
Salim és mtsai, 2014) azért, hogy a haplotipusok kozotti kapcsolatrendszert megallapitsuk. A
Median-Joining Network analizist a NETWORK v. 4.111 (Bandelt és mtsai, 1999) program
segitségével végeztiik el.

Eredmények és azok megvitatasa

Mikroszatellit markerekkel végzett vizsgadlatok

Tizenegy szarvasmarha mikroszatellit markert vizsgaltunk 6t fajtaba tartozo6 83 allat esetében:
roman sziirke (n=29), roman barna (n=16), roman tarka (n=13), roman feketetarka (n=13) és
német tarka (n=12). A tizenegy lokuszon Osszesen 124 allélt talaltunk. A legtobb allélt a
TGLA122 16kuszon (15) azonositottuk, mig ugyanezen l6kuszon az olasz pododliai marhaban
13, a torok podoliaiban 26, a szlavon pododliai marhaban 11 €s a horvat poddéliai marhdban 23
allélt detektaltak (Moioli és mtsai, 2004; Keros és mtsai, 2013, 2015; Ozsensoy és Kurar,
2014). Az ETH10, BM 1824 és a SPS115 16kuszok esetében Keros és mtsai (2015) tobb allélt
(10, 11 illetve 12) talalt szlavon podoliai szarvasmarhakban, mint amit mi a roman marhak
vizsgalatakor (8).

A roman sziirke marha f6 diverzitas indexeit a 14. tablazat mutatja be. A vizsgalt 11
mikroszatellit 16kusz polimorfizmus informacio tartalom (PIC) értékei 0,523 (SPS115) és
0,863 (TGLA122) kozott valtoztak. Az Ossz allélszam 100, atlagosan 9,091 allél/1okusz
értékkel. Az allélok szama 5 (ETH225) és 15 (TGLA122) kozott valtozott. Az atlagos
l6kuszonkénti allélszam magasabb volt, mint az olasz poddliai (8,5) vagy a bolgar sziirke
(7,6) (Moioli és mtsai, 2004; Teneva és mtsai, 2005) esetében, de alacsonyabb, mint az
isztriai szarvasmarhaknal (12,55) (Keros és mtsai, 2013). Georgescu és mtsai (2012)
tanulmanyaban ugyancsak romdan sziirke szarvasmarhak (n=30) vizsgalatakor alacsonyabb
lokuszonkénti allélszamot mutatott ki (6,36). Ez az eltérés annak tulajdonithatd, hogy a mi
vizsgalatunkban mindhdrom foldrajzi teriiletr6l (Jaszvasar, Duna-delta és Karacsonkd)
szarmazo szlirkemarhdk elemzésre keriiltek. A legkevesebb allélt az ETH225 16kuszban
talaltuk (5), amely megfelel a Georgescu és mtsai (2012) altal kapott eredményeknek. Az
ETH225, BM2113, TGLA122, TGLAS53 ¢és SPS115 lokuszokban észleltiink szignifikdns
eltéréseket a Hardy-Weinberg egyensulyhoz (HWE) képest (p<0,001; p<0,05). Az atlagos He
értek 0,794 volt, minimalis értéke 0,574 (SPS115) mig maximuma 0,890 (TGLA122). A
megfigyelt heteorozigozitas (Hp) értékek 0,552 (SPPS11) és 1,000 kozott (ETH3, BM2113,
BM1824, TGLA227, TGLA126, TGLAS3) voltak.

A polimorfizmus informéacidtartalom (PIC) mindegyik lokuszon 0,5-nél magasabb értéket
mutatott, atlaguk 0,752, amely nem utal alacsony szintii genetikai diverzitasra. Az egyes
I6kuszok elemzése soran a legmagasabb értéket a TGLA122 (0,863), a TGLAS3 (0,842) és az
INRA23 (0,810) esetében figyeltiink meg. A szimentali fajta ugyanazon a 11 l6kuszon végzett
korabbi vizsgdlatdban a PIC értéke 0,58 (ETH10) és 0,88 (TGLAS3) kozott valtozott
(Stevanovic és mtsai, 2010).
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14. tablazat: Allélhossz, észlelt allélszam (ng), megfigyelt (Hy) és vart (Hy)
heterozigozitas, polimorfizmus informaciotartalom (PIC) a roman sziirke marha
fajtaban 11 16kuszon

Lokusz Allélhossz

(bp) No Ho He PIC
ETH225** 136-165 5 0,966 0,712 0,645
INRA23 193-235 9 0,966 0,845 0,810
ETH10 198-234 8 0,897 0,799 0,753
ETH3 90-135 9 1,000 0,831 0,792
BM2113* 116-146 8 1,000 0,823 0,784
BM1824 170-218 7 1,000 0,788 0,737
TGLA227 64-115 13 1,000 0,811 0,775
TGLA126 104-131 8 1,000 0,786 0,744
TGLA122* 134-193 15 0,966 0,890 0,863
TGLA53* 147-197 11 1,000 0,872 0,842
SPS115* 235-265 7 0,552 0,574 0,523
Atlag+s.d. 9,091+2,745  0,940+0,127  0,794+0,083 0,752

*p< 0,05; **p< 0,001

Az altalanos diverzitas indexek a vizsgalt fajtara vonatkozoan a 15. tablazatban Kkeriilnek
bemutatasra. A vizsgalt fajtdk a genetikai variabilitds magas szintjét mutatjak, amit a
I6kuszonkénti allélok magas szama IS igazol. A genetikai szempontbol leginkabb valtozatos
fajta a roman sziirke volt. Az atlagos vart heterozigozitas 0,755 (roman tarka) és 0,794 (roman
sziirke) kozott valtozott, mig a megfigyelt heterozigozitas értékei 0,895 (roman tarka) és
0,966 (roman barna) k6zott mozogtak (15. tablazat).

15. tablazat: Egyedszam (n), allélszam (ng), megfigyelt (Hp) és vart (Hg) heterozigozitas
és Wright-fixacios index (F|s) értékei a vizsgalt roman szarvasmarha fajtakban

allélszam
Vizsgalt fajta n (no) +s.d. Hots.d. Hets.d. Fis
roman sziirke 29 9,091+2,745 0,940+0,127 0,794+0,083 -0,189
roman barna 16 7,182+2,037 0,966+0,090 0,788+0,065 -0,235
roman tarka 13 6,909+2,275 0,895+0,183 0,755+0,125 -0,194
roman feketetarka 13 7,455+2,271 0,930+0,155 0,779+0,102 -0,203

A roman sziirke esetén a megfigyelt heterozigozitas magasabb volt (0,940), mint az olasz
pododliai (0,73), a szlavon podoliai (0,70), a bolgar sziirke (0,78) és a magyar sziirke (0,658)
fajtak esetében (Teneva és mtsai, 2005; Manatrinon és mtsai, 2008; D’Andrea és mtsai,
2011; Keros és mtsai, 2015). Egy korabbi, a roman sziirke fajta ugyanazon a 11 16kuszan
végzett vizsgalatban a megfigyelt (0,687) és a varhat6é (0,763) heterozigozitasi értékek is
alacsonyabbak voltak, mint a jelen vizsgalatban (Georgescu és mtsai, 2009). A Ho értékek
minden vizsgalt fajta esetén magasabbak voltak, mint a He. A roman barna, roman tarka ¢és
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roman feketetarka fajtak atlagos vart (0,788; 0,755; 0,779) és megfigyelt (0,966; 0,895; 0,930)
heterozigozitdsa magasabbnak bizonyult, mint a svajci barna (0,66; 0,67), holstein-friz (0,64;
0,62), szimentali (0,59; 0,69) és piemonti (0,72; 0,71) fajtak esetén (D’Andrea és mtsai,
2011).

A heterozigota-tobblet az Fis értékkel mutathato Ki. Minden vizsgalt fajta beltenyésztési
egyiitthatoja (F\s) negativ volt. Ertéke -0,235 (roman barna) és -0,189 (roman sziirke) kozott
valtozott, heterozigdta tobbletet, beltenyésztettség hianyat jelezve a vizsgalt fajtakban.

Az Fst értékek szerint a teljes genetikai variacid 4,5 %-a magyardzhaté a fajtak kozotti
kiilonbségekkel, mig a fennmaradé 95,6 % az egyedek kozotti kiillonbségeknek tulajdonithato.

A palacknyak-hatas vizsgalathoz 3 féle teszt 3 mutacios modelljét hasznaltuk fel. A roman
szlirke esetén a heterozigozitas-tobblettel rendelkezd 16kuszok vart szama 6,57, 6,49 és 6,49
volt IAM, TPM és SMM modellek esetében. A nullhipotézist nem lehetett elutasitani az eléjel
proba alkalmazasa soran, tehat kozelmultbeli genetikai palacknyak-hatast nem jelzett a
vizsgalat. A standardizalt kiilonbség teszt esetében a nullhipotézis az SMM (P=0,001)
modellnél kertilt elutasitasra. Azonban a nagy statisztikai pontossagot nytjtdo Wilcoxon teszt,
amely mar kisszamt polimorf 16kusz (<4) esetén is alkalmazhat6, barmilyen egyedszam
mellett, egy modellben mutatott heterozigozita tobbletet, igazolva a palacknyak-hatast
(IAM=0,002). A tobbi vizsgalt fajta esetén, az IAM Wilcoxon-féle elbjeles rang proba
eredményei alapjan palacknyak-hatast mutattunk ki a roman barna és tarka fajtak esetén (16.
tablazat).

16. tablazat: Palacknyak-hatas vizsgalat eredményei a BOTTLENECK program 3
tesztjének 3 modellje alapjan

teszt/modell IAM TPM SMM

roman sziirke

eléjel proba 6,57 (0,115) 6,49 (0,274) 6,49 (0,113)
standardizalt kiilonbség teszt 2,175 (0,015) 0,063 (0,475)  -3,032 (0,001)*
Wilcoxon-féle el6jeles rang proba 0,002* 0,207 0,897

roman barna

eljel proba 6,60 (0,004)* 6,55 (0,286) 6,55 (0,519)
standardizalt kiilonbség teszt 2,282 (0,011)* 0,903 (0,183)  -0,813(0,208)
Wilcoxon-féle el6jeles rang proba 0,000* 0,074* 0,618

roman tarka

eljel proba 6,50 (0,107) 6,51 (0,264) 6,52 (0,264)
standardizalt kiilonbség teszt 1,471(0,071)* 0,014 (0,495)  -1,698 (0,045)*
Wilcoxon-féle el6jeles rang proba 0,005* 0,416 0,938

roman feketetarka

eljel proba 6,57 (0,115) 6,62 (0,097) 6,57 (0,006)
standardizalt kiillonbség teszt 0,763 (0,223) -0,902 (0,184) -3,017 (0,002)*
Wilcoxon-féle el6jeles rang proba 0,120 0,793 0,973

* null hipotézis elvetése / palacknyak-hatas
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Az illeszkedés vizsgalat segitségével meghataroztuk, hogy az egyes fajtadkhoz sorolt egyedek
milyen pontossaggal tartoznak azokba. Eredményeink szerint a roman tarka fajtahoz tartozo
egyedek kertiltek besorolasra a legkisebb (30,77 %), mig a roman barna fajtdhoz tartozo
egyedek a legnagyobb (81,25 %) pontossaggal (17. tablazat).

17. tablazat: Az illeszkedés vizsgalat (assignment teszt) eredményei a vizsgalatba vont
egyedek fajta besorolasanak pontossagara

Fajta n N %

roman sziirke 29 7 75,86
roman barna 16 3 81,25
roman tarka 13 9 30,77
roman feketetarka 13 6 53,85

n= vizsgalt egyedek szdma
N= nem jol besorolt egyedek szama
%= fajtajukba jol besorolt egyedek szazaléka

A fajtaparok kozotti Fst értékek meghatarozasanal a romén fajtdkon kiviil a német tarka fajtat
is bevontuk, mivel az a roman sziirke kivételével viszonylag kozel all a roman fajtakhoz. A
legnagyobb genetikai kiilonbség a roman barna és tarka (Fst= 0,381) illetve a roman barna és
feketetarka (0,257) k6zott volt megfigyelhet. A roman sziirke a roman tarkatol kiilonbozott
(0,031) legkisebb mértékben. Minden fajtaparok kozti Fst érték szignifikansan kiilonbozott a
nullatol (p<0,05).

A Neighbour-Joining (NJ) modszerrel készitett filogenetikai fan a vizsgalt fajtak megjelenése
Osszhangban volt az eredetiikre és fajtaképzésiikre vonatkozo6 jelenlegi ismereteinkkel (6.
abra). A roman sziirke az eldzetes elvarasoknak megfelelen elkiiloniilt a tobbi fajtatol. A
roman és német tarka fajtak kozos eredetiiek a szimentali Szarvasmarha csoporton beliil, azok
ugy is jelentek meg a fan. A roman tarka fajta kialakitdsa sordn romdn sziirke tehenek
Ausztriabol, Németorszagbol, Svéjcbol, Csehorszagbol, Szlovakiabol szdrmazod szimentali
bikéakkal voltak keresztezve. A roman barna legkozelebb a feketetarka fajtahoz 4ll, aminek
magyarazata lehet, hogy ez utobbi fajta helyi fajtak, mint a roman barna, tarka, dobrudzsai
voros tehenek kiilonbozd eredeti friz tipusu bikékkal vald keresztezésének eredményeként
jott 1étre (Stanciu, 1999).

6. abra: NJ filogenetikai fa a vizsgalt szarvasmarha fajtak genetikai kapcsolatanak

bemutatasara
roman s=irke
roman bama
roman feketetarka
roman tarka
nemet tarks
—
0.0s

33



dc_1588_18

mtDNS marker alapu vizsgalatok

Nyolcvanegy egyed (32 roman sziirke, 19 roman barna, 15-15 roman tarka ¢és feketetarka)
szekvenalasa és 638 bp hosszra illesztése utan 52 haplotipust hataroztunk meg (NCBI
GenBank hozzaférési szam: KR608070-KR608121). Igen magas az egy egyedet tartalmazo
haplotipusok (18. tablazat) szama, a fajtak kozott csak harom kozos haplotipus volt
megfigyelhetd. Az egyikbe minden fajtabol 1 allat, a masodikba egy roman tarka és egy
roman feketetarka egyed, mig a harmadikba egy roman sziirke és egy roman barna fajta
tartozott. A roman sziirke esetében 18 haplotipust és a fajta anyai aganak nagy genetikai
variabilitasat (0,927) mutattuk ki. Tiz haplotipust mutattunk ki a roman barna fajtaban és 14-
14 haplotipust a roman tarka és feketetarka fajtakban).

18. tablazat: Fobb diverzitas mutatok értékei, n=elemszam; H=haplotipusok sziama;
S=polimorf helyek szama, h=haplotipus diverzitas, t=nukleotid diverzitas

Fajta/Mutaté n H S h (s.d.) 7 (s.d.)

roman sziirke 32 18 27 0,927 (0,033) 0,008 (0,001)
roman barna 19 10 20 0,883(0,056) 0,007 (0,001)
roman tarka 15 14 22 0,990 (0,028) 0,006 (0,001)
roman feketetarka 15 14 24 0,990 (0,028) 0,007 (0,001)
Osszesen 81 52 67 0,980 (0,007) 0,008 (0,000)

*p< 0,05;**p<0,001

Vizsgélatunkban a haplotipusok szdma magasabb volt, mint mas podoliai tipusu fajtdkban. Az
isztriai szarvasmarhak esetében 50 egyedbdl 13  haplotipust, 47 szlavon podoliai
szarvasmarhdban 5 haplotipust (Ivankovic és mtsai, 2014) és 39 bolgar sziirke
szarvasmarhaban 7 haplotipust talaltak (Hristov és mtsai, 2014). A genetikai diverzitas
azonban kisebb volt a szerb poddliai (0,709; n=11) és az ukrén sziirke (0,000; n=8)
(Kantanen és mtsai, 2009) fajtak esetében, ami az alacsonyabb mintaszammal vagy az eltérd
tenyésztési eljarassal magyarazhatd (beltenyésztés, populacios palacknyak-hatds). A vizsgalt
fajtakban nagyszamu (37), egy egyedet tartalmazo6 haplotipust talaltunk, mely 6sszhangban
van Kantanen és mtsai (2009) eredményeivel a szerb pododliai fajtara vonatkozoéan. Az
atlagos haplotipus diverzitas 0,980+0,007 volt, ami 0,883+0,056 (roman barna) ¢&s
0,990+0,028 (roman tarka és feketetarka) kozott valtozott. A nukleotid diverzitasi értékek
szintén magasak voltak minden vizsgalt roman fajtanal.

A haplotipusokat, haplocsoportokat, a variabilis nukleotidpoziciokat a GenBank V00654
szekvenciajat alapul véve hataroztuk meg (Anderson és mtsai, 1982) (19. tablazat).
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Ahogy az eurdpai szarvasmarhafajtadk esetében varhatdé volt, a T3 haplocsoport volt a
leggyakoribb (80,247 %). Osszesen 65 egyed sorolhaté a T3 haplocsoportba, 13 a T2-be
(16,049 %) és 3 a T1-be (3,704 %). A T3 haplocsoportba tartozo haplotipusokat az 6sszes
vizsgalt fajtaban megtalaltuk, mig T2 haplocsoportba tartozé haplotipusok (n=13) csak a
sziirke (10), tarka (2) és feketetarka (1) fajtakban talaltunk. A T1 haplocsoportba tartozo
haplotipusokat (n=3) a sziirke (2) és tarka (1) fajtakban mutattuk Ki. Bar a sziirkemarha-
allomany létszama dramaian lecsdkkent, a megmaradt és vizsgalt egyedek kozott talaltunk
példat mindharom haplocsoportba vald tartozasra. Ezen eredményeink egybevagnak azzal,
hogy a modern szarvasmarha-populaciok nagyfoki haplotipus diverzitassal rendelkeznek,
benniik a T1, T2 és T3 haplocsoportok dominalnak (Achilli és mtsai, 2008; Ginja és mtsai,
2010; Seroussiand és mtsai, 2010).

A szekvencidinkat a teljes genetikai atfedésben 1évé 379 bp hosszasagu, a GenBank
adatbazisabol szarmazo 525 mtDNS szarvasmarha szekvenciaval illesztettiik. A Median-
Joining Network abran a haplotipusok koz6tt nem talaltunk sem foldrajzi sem fajtacloszlast. A
lecsokkentett szekvencia hossz mellett a roman sziirke fajtdban azonositott 12 haplotipusbol
kett6 kozos volt a magyar sziirke fajtaéval, egy-egy pedig a poddliai szarvasmarhakkal
(magyar sziirke, bolgar sziirke, ukran sziirke, isztriai és szlavon podoliai), a brahma zebu
marhafajtaval (Bos indicus), valamint portugal és spanyol fajtakkal (maronesa, ramo grande
¢és palmera).

Uj tudomanyos eredmények és azok hasznosithatosaga

Néhany genetikai, az utobbi években pedig néhany genomikai vizsgalat tanulmanyozta a
poddliai szarvasmarhafajtdkat (Moioli és mtsai, 2004, Kantanen és mtsai, 2009; Xuan és
mtsai, 2010; D’Andrea és mtsai, 2011; Ivankovic és mtsai, 2014; Zsolnai és mtsai, 2014b;
Magee és mtsai, 2014; Keros és mtsai, 2015; Di Lorenzo és mtsai, 2018), azonban célzottan
a roman sziirke marha genetikai diverzitdsanak meghatarozasaval, a fajta 1étszdmahoz képest

crer

A veszélyeztetett roman sziirke szarvasmarha-allomany kis populdcidoméretéhez képest,
meglepden magas genetikai sokféleséget mutat. A magas genetikai variabilitas oka a termelési
tulajdonsagok fejlesztését célzo szelekcids munka hianya, illetve annak alacsony szintje lehet.
fgy a tenyésztési munkaban azt tovabbra is keriilendének, mig a jelenlegi fajtavédelmi
programot a jelenlegi klimatikus koriilmények kozott még megfelelonek tartom a fajta
sokféleségének megdrzése érdekében. Eredményeimmel bizonyitottam a vizsgalt fajtak
eredetére ¢és fajtaképzésiikre vonatkoz6 ismereteinket is

Javasolhat6, hogy tovabbi pénziigyi forrasokat €s intézkedések biztositsanak a fajta védelme
érdekében. Fontos lenne példaul a spermatarolas, a mesterséges termékenyités, illetve tovabbi
genetikai, genomikai vizsgalatok folytatdsa annak érdekében, hogy még pontosabb
ismereteink legyenek a fajtavédelmi stratégiak javitasahoz. A roman sziirke fajta kihalastol
torténd megmentése nemcsak a roman mezdégazdasag és kultura, hanem a vilag genetikai
oroksége szempontjabol is fontos feladat.

Jelen eredményeim hozzajarulnak a kelet-europai  szarvasmarha-fajtak  genetikai
sokféleségével kapcsolatos altalanos ismeretek gyarapitdsahoz, azonban egy kutatast sosem
lehet befejezettnek tekinteni. A bemutatott eredmények publikéldsa ota részt veszek tobb
veszélyeztetett szarvasmarhafajta (elsddlegesen podoliai) eredetét, genetikai szerkezetét,
diverzitasat célzo genetikai és genomikai vizsgalatban.
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23.L6

2.3.1. Hucul
Irodalmi attekintés

A 16 (Equus caballus) haziasitaisa a kecske, juh, sertés, szarvasmarha és Kkutya
domesztikacidja utan, i.e. 3500 koriil tortént Belsd-Azsidban (Outram, 2009). A 16
gyorsasaga ¢és teherbirasa altal, az akkori tarsadalmak a kordbban nehezen elérhetd, tavolabbi
teriiletekre is kiterjeszthették életteriiket, ezaltal felélénkiilt a kereskedelem, valamint a
harcaszatban is 1j modszerek terjedhettek el. A Karpat-medencében mar a rézkorbdl szarmazo
lomaradvanyokat is talaltak. A feltart archeologiai leletek szerint i.e. 2000 koriil észak-
nyugati nomad (a karpat-medencei népességgel keveredd) népek mar a kutyan kiviili 6t
haziasitott haszonallat tartasaval foglalkoztak (Bartosiewicz, 2006; Priskin és mtsai, 2010).
A hucul 16 az eurdpai vadlo, a tarpan (Equus ferus seu gmelini) legkozelebbi leszarmazottja,
ami valaha Eurdpa kozépsé és nyugati részein széles korben elterjedt volt. A hucul fajta a
Karpatok erddségeiben ¢élé népcsoportrdl kapta a nevét, bar a fajta sokkal régebbi ennél a
népnél. A fajtat eldszor 1603-ban emlitik irott forrasban. Az eredeti élohelyilik az Osztrak-
Magyar Monarchia teriilete volt. Az els6 hucul ménest Lucinaban alapitottak (ma Romania)
10 kancaval (Bukovina tipustiakkal), amikor is az Osztrak-Magyar Monarchia
Hadiigyminisztériuma felfedezte a fajta kiilonleges jellegeit (szivossag, terhelhetOség).
Késébb ezt a ménest rovid idére feloszlattak, majd 1876-ban ujra megnyitottak a Stirbul,
Myszka, Czeremosz, és Taras vérvonalbol szarmazo cs6dorokkel. 1915-ben a lovakat
Waldorfba (ma Ausztria) szallitottak. Az elsé vilaghabort sulyos veszteségeket okozott a
l64llomanyban (Mihok, 2004). A haboru utan a lucinai ménest felosztottak, és Romaniaba,
Csehszlovakiaba, valamint Lengyelorszagba szallitottak. Ezaltal ezekben az orszagokban is
elkezd6dott a hucul tenyésztése. A Goral, Hroby, Ousor, Pietrousu és Prislop nevii cs6doroket
hasznaltdk a vérvonalak létrehozésahoz. 1922-ben létrehoztdk a Gurgul vonalat abbol a 33
16bol, amit a masodik vilaghdbori utan Csehszlovakidba szallitottak. A II. vilaghaborut
csupan 300 16 ¢élte tul. 1970-ben a Murai Hucul ménes megmentésére a tenyésztok létrehoztak
a Hucul Klubot és 1982-ben 15 fajtatiszta allattal megalapitottdk a méneskonyvet a régiod
allomanyanak fejlesztése céljabol. A fajta allomanyanak jelenlegi becsiilt szama 2 000 egyed.
A tenyésztdmunkat a volt Monarchia utddallamaiban, illetve Lengyelorszagban végzik, bar a
genetikai szempontbdl legértékesebb ménesek a Karpatokban talalhatoak. A fajta jelentoségeét
mutatja, hogy sok eurdpai ponil6 fajtanak hucul felmendi is vannak (Mihok, 2004, 2006).

Ma a fajta legfébb tenyésztdé kozpontjai Lengyelorszagban és Romaniaban vannak.
Lengyeloszagban a fajta torzsallomanya 500-700, Szlovékiaban és Romanidban 100 alatt,
Ausztridban kevesebb, mint 30 egyedet szamlal (Bodé, 2003). A Cseh Koztarsasagban 366
kanca és 35 cs6dor van 4 vonalbol (Goral, Gurgul, Hroby, Ousor). Szlovakidban a Nemzeti
Ménes felelds a fajta tenyésztéséért és a tOrzskonyv nyilvantartasaért (Kovac, 2006).
Szlovékia jelentés tenyésztonek szamit, a kistapolcsanyi ménesében 41 kanca és 6 cs6dor
vesz részt a tenyészprogramban, azonban tobb csédort hasznalnak Lucinabdl is (Mihok,
2004). Ausztridban és Németorszagban a szamuk emelkedében van és mar lovasiskoldkban is
hasznaljak Oket hobbiloként, vagy lovaglasra. A haboruk alatt a magyar hucul allomany
jelentésen lecsokkent. Anghy Csaba 50 éven at gy(jtotte a megmaradt hucul lovakat
fajtamegérzési célbol. Az Aggteleki Nemzeti Park ménesében 2005-ben 140 kanca volt. A
legnépesebb csaladok kozott van az Arvacska és az Aspirans, illetve lucinai, szlovak és
lengyel kancacsaladokbol szdrmazo vonalak. Torténete sordn a hucul fajtat kétszer érte
palacknyak-hatas (Mihoék, 2004), ami genetikai variabilitasat csokkentette.

1979 6ta az Egyesiilt Nemzetek Szervezetének Elelmezésiigyi és MezOgazdasagi Szervezete
(FAO) génmegorzésre jogosult fajtai kozé tartozik. 1992-ben a hucult tenyészté orszagok
kozremiikodésével, a tenyésztés koordinadldsa céljabol létrehoztdk a Nemzetkézi Hucul
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Szovetséget (H.I.F.) (Bodo, 2003). A fajta fenntartasa jelenleg Lengyelorszag, Romania,
Ukrajna, Magyarorszag, Ausztria, Csehorszag és Szlovakia egyiittmiikodésével zajlik.
Vizsgalatunk célja az volt, hogy a veszélyeztetett hucul lovak genetikai diverzitasat
meghatarozzuk biparentalis markerrel, illetve a fajtat ért palacknyak hatasrél informaciot
nyerjiink. A hucul, tovabba mas primitiv fajtak, mint a lengyel konik €s a przewalski vadlo,
valamint 200 NCBI GenBank-bol szarmazé mtDNS szekvencianak az dsszevont elemzését is
elvégeztiik, annak érdekében, hogy a hucul 16 eredetérdl és genetikai kapcsolatairdl is képet
kapjunk.

Anyag és modszer

Mintavétel és genomialis DNS izolalas

Osszesen 71 hucul 16t0l vettiink tépett szérmintat, melyek Magyaroszagrol (n=51),
Ausztriabol (n=3), és Szlovakiabol (n=17) szarmaztak. Az 0Osszehasonlitas vizsgalathoz
lengyel konik (n=7), valamint német (n=4) és magyar (n=4) przewalski vadld6 mintakat
hasznaltunk. A mintakat egyesével nejlon zacskoba csomagolva, a keveredést elkeriilve, 4°C-
on taroltuk a laboratoriumi vizsgalatokig. A szortlisz0kbdl a DNS kinyerését Walsh és mtsai
(1991) protokollja szerint hajtottuk végre. A DNS koncentraciokat NanoDrop-2000 (Thermo
Fisher Scientific Inc., USA) késziilékkel ellendriztiik.

Mikroszatellit vizsgalat

Az egyedek genotipizalasat 17 (AHT4, AHTS, ASB17, ASB2, ASB23, CA425, HMSI,
HMS2, HMS3, HMS6, HMS7, HTG4, HTG6, HTG7, HTG10, LEX3, VHL20), az
International Society for Animal Genetics (ISAG) altal ajanlott mikroszatellitet egy
multiplexben alkalmazva, StockMarks® for Horses Equine 17-plex Genotyping Kit (ABI,
USA) felhasznalasaval végeztiik el, kovetve a gyartd utasitasait a PCR 0Osszeallitasaban és
kortilményeiben is.

Statisztikai értékelés

A statisztikai elemzések soran a POPGENE v.1.31. szoftvercsomagot (Yeh és Yong, 1999)
hasznaltuk a {6 diverzitds mutatok meghatarozasdhoz. A populéci6 szerkezetet a Wright-féle
fixaciés indexxel elemeztiik (Weir és Cockerham, 1984). A vart (Hg) ¢és megfigyelt
heterozigozitast (Ho) Levene (1949) leirasa szerint szamitottuk ki. Az allélok valds szamat
(ne) a Kimura és Crow (1964) formula szerint kaptuk meg. A Shannon indexet (S)) is
kiszamitottuk, hogy meghatarozzuk a genetikai diverzitast (Lewontin, 1972). A null allél
lehetséges meglétét kiilon teszteltik minden lokuszra a MICRO-CHECKER 2.2.3 (Van
Oosterhout és mtsai, 2004) program segitségével. A BOTTLENECK 1.2.02. (Cornuet és
Luikart, 1996) programmal a palacknyak hatas kimutathat6 voltat elemeztiik a 3 teszt (el6jel
proba, standardizalt kiilonbség teszt és Wilcoxon-féle elbjeles rang proba), 3 mutacios
modelljének (IAM, TPM, SMM) felhasznalasaval.

Mitokondridlis DNS vizsgadlat

A 16 mtDNS legpolimorfabb (D-loop) 338 bp hosszusagu szakaszat a kovetkez6 primerekkel
amplifikaltuk (Xu és Arnason, 1994): forward: F15444 5—
ACCATCAACACCCAAAGCTG-3’ és reverse: R15742 5—
GCTGATTTCCCGCGGCTTGGTG-3".
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A PCR 40 pl 6ssztérfogatban a kovetkezok szerint lett 6sszemérve: 0,25 uM primer, 0,2 mM
dNTP, 1X Taq™ puffer (AmpliTag Gold), 1,5 mM MgCl,, 1,5 U AmpliTaq Gold Tag™ (ABI,
USA) és 4 ul DNS (50-100 ng/ul). A homérsékleti koriilmények 94°C-on (6 percig) kezdddtek,
amelyet 37 ciklus kovetett 93°C-on (0,30 perc), 61°C-on (0,30 perc), 72°C-on (0,40 perc), majd
72°C-on 5 perccel zarult. Az amplifikalt terméket Montage™ PCR kittel (Millipore)
tisztitottuk, majd 10 pl mennyiséget mindkét iranybdl szekvenaltuk, a PCR reakcohoz is
alkalmazott primerekkel, ABI Prism 310 szekvenaloval, ABI PRISM BigDye™ Terminator
v3.0 Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (ABI, USA) hasznalataval.

Statisztikai értékelés

A szekvenciak ellenérzése BIOEDIT 5.0 programmal (Hall, 1999) tortént és illesztés utan 254
bp hosszusagra vagtuk (X79547 azonositoji NCBI GenBank szekvencia 15487-15740
szakasza).

A sztenderd diverzitas indexek, mint a haplotipusok szama (H), diverzitasa (h) és nukleotid
diverzitas (m) a DnaSP 4.50.2 programmal Kkeriiltek kiszamolasra (Rozas és mtsai, 2003). A
mtDNS haplotipusok, illetve a harom fajta k6zott paronkénti genetikai tavolsagokat (Fst -
fixacios index) az ARLEQUIN v.3.0. (Excoffier és mtsai, 2005) programcsomaggal
hataroztuk meg. Median-Joining halézatot a NETWORK szoftver 4.6.0.0. verzidjaval
készitettiink (Bandelt és mtsai, 1999). A sajat szekvencidink adatbazisat, a GenBank
adatbazisbol letoltott 200 16 szekvencidval egészitettik ki (AY246174-AY246179,
AY246180-AY246181, AY246189 -AY246190, AY246195-AY246196, AY?246204-
AY?246205, AY246209-AY246210, AY246214-AY246215, Flannery és Cothran, nem
publikalt; AF481232-AF481236, AF481247-AF481250, AF481259-AF481263, AF481272-
AF481275, AF481282-AF481285, AF481300-AF481303, AF481311, AF481318-AF481325,
Hill és mtsai, 2002; AF326676, AF326668, AF326635, Vila és mtsai, 2001; AY519910-
AY519911, AY519871-AY519873, AY519897, AY519927-AY519928, AY519937-
AY519939, AY519964-AY519966, Royo és mtsai, 2005; AF064627, AF064631-AF064632,
Dhar és mtsai, nem publikalt; AF132569, AF132577, AF132582, AF132590, AF168692,
Bowling és mtsai, 2000; AF014405, AF014413-AF014415, AF056071, AF014409,
AF072994-AF072995, AF014416, Kim és mtsai, 1999; AY997131, AF516501, AY519916-
AY519917, AF516503, AF516507-AF516508, AY997158, AF516492, AF516509-
AF516510, Luis és mtsai, 2006; EF494073, EF494077, EF495144, EF495133, EF495138,
EF495140, Ivankovic és mtsai, nem publikalt; AF072987, AF072993, AF072981-
AF072982, AF072988, AF072985, AF072980, AF072975-AF072976, AF072986, Lister és
mtsai, nem publikalt; EU826536, Jiang és mtsai, nem publikalt; AJ413684-AJ413685,
AJ413720, AJ413722, AJ413731-AJ413735, AJ413830, AJ413832, AJ413694, AJ413700,
AJ413703, AJ413866-AJ413869, Jansen ¢és mtsai, 2002; DQ327838-DQ327844,
DQ327894-DQ327898, McGahern és mtsai, 2006; AY136785-AY 136786, Lei és mtsai,
nem publikalt; GU339388, Georgescu és mtsai, nem publikalt; JF951834-JF951847,
Czernekova, nem publikalt; HQ153741, HQ153746, Campana és mtsai, 2011; AY049720,
Oh és Jung, nem publikalt; AY057408-AY057434, Kavar és mtsai, 2002; AF466010, Mirol
és mtsai, 2002; AY462448, Cozzi és mtsai, 2004; AF055876, AF055878, Oakenfull és
Ryder, 1998; GU014400-GU014402, Eggert és mtsai, 2010) és Neighbour-Joining (NJ)
modszer alkalmazasaval filogenetikai fat készitettiink (Satoiu és Nei, 1987) azért, hogy
lathatova tegyiik a vizsgalt fajtak mas fajtakhoz vald genetikai kapcsolatat (MEGA 4.0;
Tamura és mtsai, 2007).
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Eredmények és azok megvitatasa

Mikroszatellit markerekkel végzett vizsgalatok

Az éaltalunk vizsgéalt 17 lokuszon Osszesen 130 allélt taldltunk, melyek mindegyike
nagymértékben polimorf volt (20. tablazat). A megfigyelt allélok szama 4-t61 (HTG7) 11-ig
terjedt (ASB2, CA425), és az allélok atlagos szama 2,116 (HMS1) és 8,191 (ASB2) kozott
mozgott. Az atlagos megfigyelt allélok szdma 7,647+1,998, ami nagyobb, mint a szlovak
hucul (Trandzik és mtsai, 2007), az indiai spiti 16 (4,8), a magyar lipicai (5,778), a horvat
lipicai (5,167) vagy a spanyol trotter 16 (6,0) esetében (Chauhan és mtsai, 2004; Achmann
és mtsai, 2004, Azor és mtsai, 2007), azonban alacsonyabb a pantaneiro 16 (9,1), valamint
mediterran lovak esetében (10,58) (Giacomoni és mtsai, 2008; Marletta és mtsai, 2006).
Georgescu és mtsai (2008) szintén alacsonyabb 6,666 atlagos allélszamot mutatott ki
l6kuszonként roman hucul lovakban. Ezeknek az -eltéréseknek magyarazata lehet a
vizsgalatokban alkalmazott kiilonbdz6 mikroszatellitek szama, a vizsgéalatokba vont allatok
eltéré egyedszama vagy a fajtak eltéré genetikai szerkezete. Az egyes lokuszokon a vart
heterozigozitas (Hg) 0,532-t61 (HMS1) 0,886-ig (ASB2), mig a megfigyelt heterozigozitas
(Ho) 0,383 (HMS1) és 0,836 (HTG10) kozott valtozott. A He 10 160kusz esetén volt nagyobb a
Ho-nal. Az atlagos megfigyelt heterozigozitas értéke (0,706+0,138) kisebb volt a varténal
(0,747+0,099), jelezve a populaciot ért multbeli palacknyak-hatasokat (Cornuet és Luikart,
1997). A Shannon-féle diverzitas index az ASB2 lokuszon volt a legnagyobb (2,216), a
legkisebb pedig a HMS1 16kuszon (1,055).

20. tablazat: Allélméret (bp), megfigyelt (no) allélszam, vart (Hg) és megfigyelt (Ho)
heterozigozitas, Shannon index (Si) és Wright-féle fixacios index (Fs) a hucul fajta 17

lokuszan

Lokusz bp No He Ho Si Fis

AHTA4 142-160 10 0,839 0,765 1,962 -0,081
AHT5 126-140 8 0,808 0,826 1,735 -0,213
ASB17 104-120 8 0,846 0,806 1,925 -0,173
ASB2 237-257 11 0,886 0,778 2,216 -0,096
ASB23 186-212 8 0,773 0,754 1,644 -0,180
CA425 227-247 11 0,820 0,828 1,883 -0,137
HMS1 174-182 5 0,532 0,383 1,055 -0,141
HMS2 218-236 6 0,717 0,400 1,492 0,448
HMS3 148-168 8 0,777 0,776 1,693 0,050
HMS6 158-168 6 0,682 0,672 1,305 -0,164
HMS7 171-181 6 0,714 0,742 1,386 -0,275
HTG10 90-106 9 0,790 0,836 1,855 -0,176
HTG4 126-138 6 0,704 0,750 1,419 -0,276
HTG6 75-101 7 0,614 0,632 1,293 -0,118
HTG7 117-125 4 0,585 0,627 1,060 -0,154
LEX3 139-161 8 0,765 0,623 1,692 -0,016
VHL20 86-104 9 0,848 0,809 1,937 -0,179
Atlagis.d. 7,647+1,998 0,747+0,099 0,706+0,138 1,621+0,332 -0,128

Az Fs érték atlagosan -0,128 volt a 16kuszok kozott, ami 0,448-t61 (HMS2) -0,276-ig (HTG4)
valtozott. Két l1okusznal volt heterozigdta hiany (HMS2, HMS3). A vizsgalt hucul populacio
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Hardy-Weinberg egyensulyban volt a HMS1, HMS2, LEX3 l16kuszokon, a null allélok
gyakorisaga 0,158, 0,272 és 0,098 volt.

A fajta torténete soran kétszer szenvedett palacknyak-hatast, amit kiilonbozd tesztekkel és
azok mutacidos modelljeivel vizsgaltunk (21. tablazat). A heterozigozitas tobblettel
rendelkezd vart 10kuszok szama 10,18, 10,03 és 9,96 volt az IAM, TPM és SMM modellek
alapjan. Mig a megfigyelt heterozigozitas tobblettel rendelkez6 16kuszok szama 15, 14 és 3
volt a harom modell esetén. Igy az el6jel proba hasznalataval a null hipotézist elutasitottuk,
azaz az utobbi idében végbement genetikai palacknyak-hatas jelenlétét igazoltuk. A masik két
alkalmazott teszt az IAM modell esetén igazolt palacknyak-hatast. A Wilcoxon-féle eldjeles
rang proba, mely mar 4 polimorf l6kusz és alacsony egyedszadm esetén is alkalmazhato, két
modell esetén heterozigozitas tobbletet és palacknyak-hatast mutatott, 0,000 (IAM) és 0,039

rrrrrr

adja mikroszatellitek elemzésénél (Luikart és mtsai, 1998).

21. tablazat: Palacknyak-hatas vizsgalat eredményei a BOTTLENECK program 3
tesztjének 3 modellje alapjan

teszt/modell IAM TPM SMM
eljel proba 10,18 (0,012)* 10,03 (0,039)* 9,96 (0,001)*
standardizalt kiilonbség teszt 3,564 (0,002)* 0,541 (0,294) -3,108 (0,001)*
Wilcoxon-féle el6jeles rang proba  0,000* 0,039* 0,987

* null hipotézis elvetése / palacknyak-hatas

mtDNS marker alapu vizsgalatok

A 71 hucul 247 bp hosszusagh szakasza 23 polimorfikus helyet mutatott és 18 haplotipusba
volt sorolhatdo (NCBI GenBank azonositdo szamai: KC143336-KC143355). A nukleotidok
gyakorisdga a kovetkezé volt C: 26,63 %, T: 29,27 %, A: 32,49 % és G: 11,60 %. A
haplotipusok paronkénti atlagos kiilonbsége 5,629. A hucul lovakat magas genetikai
diverzitas jellemzi, a haplotipus diverzitas 0,935+0,011, mig a nukleotid diverzitas
0,022+0,012 volt.

A mintak 5 haplocsoportba sorolhatoak (Jansen és mtsai, 2002 kovetve). Kozel felét (48 %)
az A haplocsoporthoz, 21 %-kot a ,,C” haplocsoporthoz, mig a tobbi egyedet a D (14 %), F
(14 %) és B (3 %) haplocsoportokhoz soroltuk. Az ,,A” haplocsoportba tartozé haplotipusok
voltak a leggyakoribbak a Cieslak és mtsai (2010) altal vizsgalt hucul lovak, illetve a Cai és
mtsai (2009) altal vizsgalt azsiai 6si lovakban is. Erdekességképp emlitem meg, hogy a
Przewalski-16 kizarolag ,,A” haplocsoportba tartozik minden tanulmanyban, akarcsak a
mienkben (Kim és mtsai, 1999; Jansen és mtsai, 2002; Cai és mtsai, 2009). A viszonylag
alacsony gyakorisagu ,,D” €s ,,F” haplocsoportok jelenléte leginkabb az Ibériai-félszigeten €16
vagy onnan szarmazdé (berber, musztang) és a tavol-, kdzel-keleti lovak esetében mutathat6 ki
(Jansen és mtsai, 2002; Hill és mtsai, 2002; Ivankovi¢ és mtsai, 2009). A ,,.B” haplocsoport
alacsony gyakorisagii az avar kori €s a sziciliai 16ban (Priskin és mtsai, 2010; Zuccaro és
mtsai, 2009), ezzel szemben a leggyakoribb a horvat hidegvériiben (Ivankovi¢ és mtsai,
2009) és magas gyakorisagu az arab 16ban is (Jansen és mtsai, 2002).

A konik 16 szekvenciak 3, a Przewalski-lovaké egy haplotipust alkotott. Amikor a 2 fajta és a
Przewalski-16 alkotta haplotipusok viszonyat elemeztiik, azt lattuk, hogy a leggyakoribb a
HT2-vel jelolt haplotipus, mely 11, csak hucul lovat foglal magaba, illetve harom haplotipus
csak egy-egy szekvenciaval volt jelen (HT06-hucul, HT17-hucul és HT19-konik). Azonban
nem talaltunk egy nagyon dominans, sok egyedet magaba foglal6 haplotipust sem (7. abra).
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7. abra: A hucul, konik és Przewalski-lovak alkotta haplotipusok NETWORK abraja. A
sarga szin a hucul, a fekete, a konik és a piros a Przewalski-lovat jelenti. A haplotipusokat
0sszekotd vonalakon talalhato keresztvonalak a kozottiik levé mutaciok szamat jelolik.
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A paronkénti genetikai tavolsag azt mutatta, hogy a hucul és konik fajta jelentésen kiilonbozik
egymastol és a Przewalski-16tol: konik — Przewalski (Fst= 0,720 p<0,001), hucul — konik
(Fst= 0,121 p<0,05) és hucul — Przewalski (Fst= 0,360 p<0,001).

Annak érdekében, hogy képet kapjunk a vizsgalatunkba vont egyedek, fajtdk mas fajtdkhoz
valé viszonyarol, az NCBI GenBank-bol let6ltott 200 16 szekvenciaval illesztettiik sajatjainkat
¢és NIJ filogenetikai fat alkottunk (8. abra). A 18 hucul haplotipus kozil 8, valamint az
egyetlen Przewalski vadlo haplotipus a leggyakoribb ,,A” haplocsoportba tartozott, amelybe
génbanki Przewalski lovak, a mongol vadlovak is be lettek sorolva. A harom konik haplotipus
a,,C” ,,F” és,,G” haplocsoportokhoz tartozott. A ,,G” haplocsoport nagyon ritka (<3%), de
eléfordul néhany eurdpai és azsiai fajtaban (McGahern, 2005). A hucul 16 t6bbi haplotipusa a
filogenetikai fa kiilonboz6 agaiba, haplocsoportjaiba sorolodott, utalva a rendkiviil valtozatos
anyai eredetre.
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8. abra: NJ filogenetikai fa a 200 génbanki 16 mtDNS D-loop szekvencia és a sajat hucul,
konik és Przewalski-lovak (e) genetikai kapcsolatanak abrazolasara. Kiilonb6z6 szinek
jelolik a haplocsoportokat: A (rézsaszin), B (zold), C (sarga), D (sotétkék), E (fekete), F

(piros) és G (vilagoskék).
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Uj tudominyos eredmények és azok hasznosithatésaga

Vizsgalatomban egy olyan, még mindig kis 1étszamu, hanyatott sorsu, kevés genetikai kutatas
alapjat szolgéald lo6fajta vizsgalatat tiztem ki célul, amelyrdl tudott, hogy mar tobbszor
elszenvedte a palacknyak-hatast. Mindezek ellenére, eredményeim sSzerint a fajta mai
alloménya nagy diverzitdst mutat, ami valosziniileg a fajta eredetének koszonhetd.
Kimutathatd volt multbeli palacknyak-hatas, tobbes anyaagi eredet, a genetikai szerkezet
strukturaltsaganak hianya (sem foldrajzi, sem fajtabeli) és két masik primitiv 16t6l, a konik,
illetve Przewalski lovaktol vald genetikai kiillonbozdsége.
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A pontos fajtavédelmi célok és modszerek — melyek eddig els6dlegesen kulturalis és
torténelmi feljegyzéseken alapultak - kidolgozasanak szempontjabol fontos a fajta tovabbi
vizsgélata, az arra hatd természetes ¢és mesterséges események (tenyésztés) feltarasa, mivel
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ilyen fajtdk esetén gyakori jelenség a beltenyésztettség, a genetikai valtozatossag hianya, a
karos allélok fixaloddsa vagy jelentds multbéli demografiai valtozasok, melyek nagy
biztonsaggal csak genetikai vizsgalatokkal igazolhatoak.

Kozremiikodésemmel folytatddott a hucul lovak vizsgalata, melynek soran tobb
magyarorszagi ménesbdl osszesen 267 kanca 202 bp hossza mtDNS D-loop és 686 bp hossza
citokrom-b szakasza alapjan végeztiink diverzitds vizsgalatot, illetve ellendriztik a
méneskonyvek kancacsalad besorolasdnak pontossagat.

Az elmult években elvégeztik a gidran (Sziszkosz és mtsai, 2016), furioso-north star és
magyar hidegvéri lovak (Csizmar és mtsai, 2018) genetikai diverzitas vizsgalatat anyai
vonalon, illetve az egyedek hibas kancacsaladba valo méneskonyvi besorolasanak molekularis
genetikai alapu korrigalasat is javasoltuk.
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3. ESETTANULMANYOK VADON ELO ALLATFAJOKBAN
3.1. Vaddiszno

Irodalmi attekintés

A vaddiszné (Sus scrofa) Délkelet-Azsiabol szarmazik, ahol a Sus nemzetség kb. 3 millio
évvel ezelétt kiilonvalt és onnan terjedt Azsia, Europa és Eszak-Afrika felé (Lucchini és
mtsai, 2005). Europaban a vaddiszno 1,5-0,4 milli6é évvel ezel6tt jelent meg, attol fliggben,
hogy ez a becslés archeologiai vagy molekularis adatokon alapszik (Scandura és mtsai,
2011). Jelenlegi europai elterjedésiiket elsdsorban a kés6i pleisztocén Kori eljegesedés
hatarozta meg, melynek hatasara a délkeleti teriiletek (refagium) felé huzodott a faj (Ibériai-
félsziget, Délnyugat-Franciaorszag, Appennini-félsziget, illetve a Balkan térsége
Gorogorszagtol Horvatorszagig és Szlovéniaig (Sommer és Nadachowski, 2006), majd
onnan népesitette be a foldrészt (Scandura és mtsai, 2011) egészen északi teriiletekig, a 60.
szélességi korig Nyugat-Oroszorszagban (Danilkin, 2001).

Az azonban még nem tisztazott, hogy mely refagium teriiletekr6l szarmazo populaciok
jarultak hozza leginkabb a jelenlegi vaddiszné allomanyok visszatelepiiléséhez, kiilondsen
Eurdpa kozép és keleti térségeiben. Jelenleg Eurdpaban két f6 haplocsoportba tartozo
vaddisznok talalhatoak meg: az E1 haplocsoportba tartozoak, melyek az egész kontinensen
megtalalhatéak, valamint az E2 haplcsoportba tartozdak, mely az Appennini-félszigetre,
Horvatorszag egy részére és Szardiniara korlatozodik (Scandura és mtsai, 2008; 2011). Az
E1 haplocsoport nem csak a legelterjedtebb, de a legsokfélébb is, két er6sen megosztott
klaszterrel. Az egyik ezek kozil az A-klaszter, mely Franciaorszagban, valamint a
Németorszag és Ausztria kozotti teriileteken a legelterjedtebb. Ritka viszont a Balkanon és az
Ibériai-félszigeten. A masik a C-klaszter, ami széles korben elterjedt Eurdpaban, kiilondsen
Ibéridban ¢és Kozép-Eurdpaban, ahol majdnem 90%-os aranyt ér el a vaddisznok kozott
(Scandura és mtsai, 2011). A Balkdnon (Gorogorszag és Délkelet-Bulgaria) uj, az E1
haplocsoporthoz (W1-W6) tartozo klasztereket is kimutattak, melyek eléfordulasa csak erre a
térségre korlatozodott (Alexandri és mtsai, 2012).

Az Europa keleti és északnyugati részein €16 vaddisznd populdciok kozotti genetikai
kapcsolatok feltarasara kevés genetikai vizsgalatot végeztek, ebbdl fakaddan a vaddisznok
filogenetikai kapcsolatai Oroszorszag eurdpai térségére, Ukrajnara, Fehéroroszorszagra és
Lengyelorszag nagy részére vonatkozdan kevéssé ismertek. Ez a térség otthont adhat a
nagyban homogén C-klaszternek ¢és keveredést mutathat a W1 ¢és W2 klaszterek
haplotipusaival, amelyek a balkani térségbdl szarmaznak (Alexandri és mtsai, 2012). Az
utols6 jégkorszak hatdsan til a vaddisznok jelenkori filogeografiai profiljat az utobbi idok
eseményei is befolyasolhattak (Scandura és mtsai, 2008; 2011). Az ember altal el6idézett
génaramlas (transzlokacid, hibridizacio) és demografiai csokkenés, majd novekedés is hatést
gyakorolt a jelenlegi populaciok genetikai Osszetételére. A hazisertés (Sus scrofa domestica)
és vaddisznd kozotti hibridizacié gyakori jelenség (Groenen és mtsai, 2016). Azsiai és
eurdpai vaddisznokon és hazisertéseken végzett vizsgalat a haziasitas alatt és azutan zajlott
génaramlas jelenlétét mutatta ki (Frantz és mtsai, 2015). S6t ez a génaramlas még ma is
jelentds, genomikai modszerekkel kimutathatd, annak ellenére, hogy a sertéstartas féleg zart,
intenziv kornyezetben zajlik (Goedbloed és mtsai, 2013; lacolina és mtsai, 2016; Manunza
és mtsai, 2016).

Kelet-Europaban a 17. és 19. szazad kozott demografiai csokkenés kovetkezett be, amely
soran a vaddisznok szamat és elterjedését a tulzott vadaszat és az iddjaras lehiilése (Kkis
jégkorszak) egylittesen befolyasoltak (Danilkin, 2001; Apollonio és mtsai, 2010). A faj
néhdny térségben, mint példaul a Balti dllamokban és Csehorszagban iddszakosan kihalt
(Apollonio és mtsai, 2010), mig mas populaciok szama csak lecsokkent (pl.
Lengyelorszagban és Magyarorszagon) (Farago és Nahlik, 1997; Jedrzejewska és mtsai,
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1997) vagy a perifériara szorult (Nyugat-Oroszorszag, Danilkin, 2001). A 19. szazad végétol
a lengyel, magyar, szlovak ¢és valosziniileg az ukran populacidokbdl kiindulva visszatelepiilés
kezdddott meg, majd a II. vilaghabort utan a vaddisznok szama és foldrajzi eloszlasa egész
Eurdpaban novekedésnek indult, a 20. szadzad kozepétdl kezdddden populacidik 1étszama
rendez0dott (Saez-Royuela és Telleria, 1986; Feichtner, 1998; Danilkin, 2001). A faj
jelenleg gyors litemben terjeszkedik olyan tobb, szamara kedvez6 jelenségnek kdszonhetben,
mint példdul a ragadozok hidnya, a klimavaltozas, az intenzivebb ndvénytermesztés, a
mezOgazdasagi terliletek Gjra erddsitése, a vadaszati nyomas csokkenése, €s a vadaszati célbol
torténd szabadon engedések novekedése (Saez-Royuela és Telleria, 1986; Massei és Genov,
2004; Geisser és Reyer, 2004, 2005; Apollonio és mtsai, 2014). Kelet-Eurépaban o6t-
tizszeresére noétt a populacid 1étszama (Apollonio és mtsai, 2010) az elmult 50 évben. Ma
Eurdpa masodik legnépesebb patasfaja, majdnem 4 millié egyeddel. Sok helyen kartevonek is
tekintik, els6sorban a mezdgazdasagi teriileteken okozott kartételei miatt (Apollonio és mtsai,
2010, Amills és mtsai, 2017), azonban veszélyt jelenthetnek a haszonallatokra, a vadvilagra,
s6t az emberi egészségre is (Gortazar és mtsai, 2007; Bosch és mtsai, 2017).

A vaddiszn6 mellett, tobb mas vadon €16 faj is atesett jelentdés demografiai valtozason a mult
szazadban, mint pl. a palacknyak hatas, besziikiilés, expanzio vagy introgresszio (Deinet és
mtsai, 2013; Pereira és Navaro, 2015). A napjainkban hasznalt modern genetikai és
genomvizsgalatoknak  koszonhetéen 1)  lehetéségek  nyiltak ezen  valtozasok
nyomonkovetésére, a fajok evoluciods torténetének, eredetének megismeréséhez (Suchan és
mtsai, 2016; Casas-Marce és mtsai, 2017; Linck és mtsai, 2017).

Vaddisznoval végzett vizsgalatainknak tobb célja volt. Egyrészt mitokondridlis (mtDNS)
kontroll régi6 segitségével jellemeztik a kozép- és kelet-eurdpai vaddisznd populaciok
kozotti genetikai diverzitast, szerkezetet és demografiai valtozasokat. Kiilonds figyelmet
forditottunk a mtDNS variabilitas leirasara, az Europa és Azsia tobbi részén megfigyelt
haplotipus diverzitast is figyelembe véve, és célunk volt a populacidk genetikai struktirdjanak
megallapitasa, tovabba annak a megértése, hogy a jelenleg megfigyelt genetikai diverzitas és
szerkezet mutat-e multbéli, jégkorszak utani demografiai expanziot. Széleskorli foldrajzi
mintavételezést folytattunk Kozép- és Kelet-Eurdpaban, Osszesen 6 orszagban, annak
érdekében, hogy els6 izben alkossunk atfogd genetikai jellemzést a térségben él6 vaddisznd
populéciokrol. Masrészt genomikai modszerrel vizsgaltuk, hogy muzeumban tarolt vaddiszn6
bérmintakbdl kinyert DNS mennyire hasznalhatd kereskedelmi forgalomban elérhetd SNP
chipekkel végzett genotipizalasokra, illetve, hogy a Il. vilaghabora elétti és jelenkori
allomany diverzitasdnak szintjét 6sszehasonlitsuk.

Anyag és modszer

Mintavétel és genomidlis DNS izolalas mtDNS vizgsgalathoz

Osszesen 254 szovetmintat gytjtottiink hivatasos vadaszok segitségével, 2007 és 2010 kozott,
hat kozép- és kelet-europai orszagban (Fehéroroszorszag n=74, Magyarorszag n=15,
Lengyelorszag n=118, Ukrajna n=15, Moldova n=1, Oroszorszag eurdpai része n=31; 10.
abra). A mintazasra keriilt allatok egyike sem csupan a vizsgalat céljabol lett elejtve. A
frissen gyijtott mintdk 96%-0s alkohollal t61tott milanyag csévekben (5-30 ml) keriiltek
tarolasra, majd a Lengyel Tudoméanyos Akadémia Emlds Kutatointézetébe, Bialowiezaba vald
postazasuk utan -20°C-on voltak tarolva a laboratdriumi vizsgalatokig.

A genomialis DNS-t a Qiagen DNeasy Blood és Tissue Kit (Qiagen, USA) hasznalataval
vontuk ki, a gyarto utasitasait kovetve.
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Mitokondridalis DNS vizsgalat

A mitokondridlis kontroll régi6 664 bp szakaszat polimeraz lancreakcioval (PCR)
amplifikaltuk a  kovetkezd ~ primer  par  hasznalataval: Ss.L-Dloop:  5°-
CGCCATCAGCACCCAAAGCT- 3> (Alves ¢és mtsai, 2003a) ¢és PrR: 5°-
ACCATTGACTGAATAGCACCT- 3’ (Montiel-Sosa és mtsai, 2000). A PCR 10 pl
Osszmennyisége a kovetkezOkbdl allt: 9 ul Hot Star Taq Master Mix (Qiagen, USA), kb. 100
ng DNS, 0,5 uM forward és reverse primer. A PCR hdmérsékleti koriilményei a kovetkezok
voltak: 95°C 15 perc, 35 cikluson keresztiil 94°C 1 perc, 55°C 1 perc majd 72°C 1 perc és
végiil 72°C 10 perc. Az amplifikalt termékeket Clean-up kittel (A&A Biotechnology,
Lengyelorszag) tisztitottuk. A szekvenalast a forward primer Ss.L-Dloop és a ABI Prism
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit segitségével készitettiik eld. A szekvenalast az
ABI 3100 automatizalt DNS analizatorral végeztiik el a bialowiezai intézet laboratériumaban.

Statisztikai értékelés

A szekvenciakat a BIOEDIT 7.0 szoftver segitségével illesztettiik (Hall, 1999). A haplotipus
¢s nukleotid diverzitds és a polimorfikus helyek kiszamitasara DnaSP 5.0 programot
hasznaltuk (Librado és Rozas, 2009). A nukleotid szubsztitucido legjobban illeszkedd
modelljét 288 jelolt modell koziil valasztottuk ki a JIMODELTEST 2.1.4 (Posada, 2008)
hasznalataval. A mtDNS alapt haplotipusokat ¢és a foldrajzi elhelyezkedést felhasznalva
vizsgaltuk a populaciok struktirajat a SAMOVA analizissel (Dupanloup és mtsai, 2002). A
SAMOVA vizsgalathoz sziikség van el6zetes csoportok kijeldlésére (K), igy az elemzést 2 és
8 kozotti K értékekkel végeztikk el. A SAMOVA altal talalt szubpopulaciok kozotti genetikali
tavolsagot az ARLEQUIN 3.1 segitségével hataroztuk meg (Excoffier és mtsai, 2005). A
populacid szerkezet térbeli vizsgalatdhoz, a kdzel azonos mintaszam figyelembevételével 8
teriiletre osztottuk a mintavételi helyszineinket: (1) Eszak-Lengyelorszag, (2) Dél-
Lengyelorszag, (3) a biatlowiezai erd6 lengyel része, (4) a biatlowiezai erd6 fehérorosz része,
(5) Fehéroroszorszag nagy része; (6) Kelet-Fehéroroszorszag és Nyugat-Oroszorszag, (7)
Ukrajna és Moldova, illetve (8) Magyarorszag (10. abra). A biatowieza-i erd6bol szarmazo
mintakat (lengyel és fehérorosz teriiletek) 2 részre osztottuk, mivel az 1981-ben itt felallitott
hatarkerités megakadalyozhatta a vaddisznok génaramlésat.

10. abra: A mintavételi helyek és a genetikai szerkezet vizsgalathoz kialakitott csoportok
H: Magyarorszag, PL: Lengyelorszag, RU: Oroszorszadg, UA: Ukrajna, BY: Fehéroroszorszag
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Ahhoz, hogy az eredményeinket szélesebb, filogeografiai kontextusba helyezziik, az
azonositott haplotipusainkat az NCBI GenBank-ban talalhaté 598 vaddisznd és hazisertés
szekvenciaval hasonlitottuk 0ssze (EU362409-EU362420, EU362422-EU362423, EU362425-
EU362426, EU362428-EU362436, EU362438, EU362440-EU362447, EU362449-
EU362456, EU362459-EU362461, EU362463-EU362464, EU362468-EU362469,
EU362475-EU362476, EU362478-EU362484, EU362486-EU362492, EU362496,
EU362498-EU362507, EU362509-EU362510, EU362512, EU362514-EU362515,
EU362521, EU362526-EU362527, EU362529-EU362531, EU362534-EU362552,
EU362557-EU362565, Scandura és mtsai, 2008; JF774182, JF774183-JF774189, JF774192-
JF774193, JF774198, JF774204-JF774393, JF774408, Alexandri és mtsai, 2012;
AY232846-AY232848, AY232864, AY232868-AY232870, AY232873-AY232874,
AY232892, Alves és mtsai, 2003a; AF535163-AF535164, Gongora és mtsai, 2003;
AY463072, Gongora és mtsai, 2004, GQ338953, Gongora és mtsai, 2011, DQ152847,
DQ152853, DQ152866, DQ379027-DQ379028, DQ379062-DQ379064, DQ379077-
DQ379079, DQ379229-DQ379231, Fang és Andersson, 2006; HM026607-HM026618,
HMO026639-HM026640, Kim és mtsai, 2011; JX894150-JX894155, JX894158-JX894188,
Ottoni és mtsai, 2013; DQ379234-DQ379239, DQ379241, DQ379243-DQ379248,
DQ379250, DQ379253, DQ379255-DQ379261, Fang és mtsai, 2006; AY884616,
AYB884619, AY884626, AYB884664-AY884666, AY884669-AY884670, AY884682,
AY884697, AY884716-AY884723, AY884726, AY884764-AY884787, AY884815, Larson
és mtsai, 2005; DQ872931-DQ872932, DQ872935, DQ872940, DQ872966, DQ872969-
DQ872971, DQ872975, DQ872981, Larson és mtsai, 2007; AB015094-AB015095,
Okumara és mtsai, 2001; JN031156-JN031159, JNO031283, JN031329-JN031335,
JNO031356-JN031358, JNO031411-JN031512, Van Asch és mtsai, 2012; AF136555-
AF136556, AF136564-AF136565, Guiffra és mtsai, 2000; AJ314542, Randi és mtsai, nem
publikalt; AJ314540, Wu és mtsai, 2007) és Median-Joining network halozatot készitettiink a
NETWORK 4.6.0.0 szoftverrel (Bandelt és mtsai, 1999). Az utobbi két elemzéshez a
szekvenciainkat az eredeti 664 bp-rol 411 bp-ra vagtuk, hogy a GenBank-ban elérhetd
szekvenciakkal egyenld hosszusagtuak legyenek.

Ugyancsak az ARLEQUIN 3.1. programot hasznaltuk a multban tortént demografiai
valtozasok (expanzid) vizsgalatara, melynek sordn kiszamoltuk a Fu féle Fs és Tajima féle D
értékeket (Fu, 1997; Tajima, 1989a). Ezeken til a populacido expanzios modelltdl vald
eltéréseit négyzetes eltérés 0sszeggel (SSD) és a Harpending féle raggedness index-szel (r) is
vizsgaltuk, tobb mint 1 000-es ismétléssel.

A ndivaru effektiv populacioméret valtozasainak becsléséhez a Bayes-féle skyline plot (BSP)
modellt hasznaltuk standard Markov Chain Monte Carlo (MCMC) moédszerrel végzett
mintavételi eljarassal, szigoru molekuléris oraval és 1,36><1078 mutacios rataval, 1,5 éves
generacios idével a BEAST 1.6.1. programban (Drummond és Rambaut, 2007; Pesole és
mtsai, 1999). Az elemzést az Gsszes 254 szekvencia bevonasaval végeztiikk. Az X-tengelyek
jelolik az id6t millio évben megadva. Az Y-tengelyek jelentik az effektiv populacidoméretet,
millié egyedre megadva, a generacios idével osztva logaritmus skalan. A két pontozott vonal
kozotti teriilet a 95%-0s legnagyobb utdlagos stirliséget abrazolja (HPD). Az MCMC elemzést
10 millié generdciora futtatuk. A BEAST futtatds vizualis megjelenitését a Tracer 1.5
verzidjaval végeztiik (MCMC Trace Analysis Tool) (Rambaut és Drummond, 2007).

Mintavétel, genomidlis DNS izoldlds és genotipizalds a genomikai vizsgdlathoz

Eurdpaban és Kozel-Keleten (Ausztria n=4, Magyarorszag n=4, Lengyelorszag n=I,
Spanyolorszag n=1, Szardinia n=3 és Torokorszag n=1) 1903 ¢és 1948 kozott elejtett
vaddisznok bormintai alltak rendelkezésiinkre muzeumokb6l. A jelenkori vaddisznd
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szovetmintak 2000 és 2015 kozott kertiltek begytijtésre (Ausztria n=17, Magyarorszag n=14,
Lengyelorszag n=12, Szardinia n=25 ¢és Torokorszag n=8) 96 %-0s alkohollal toltott
csovekbe. A kiilonbozé vegyszerekkel kezelt bormintakbol €s a jelenkori hismintakbol a
genomialis DNS izolalas kis6zasos protokollal tortént a Genoskan (Aarhus, Dania)
laboratoriumaban. Akarcsak a genotipizalasi munka, ami lllumina Porcine SNP60 Beadchip
(60K SNP) felhasznaldsaval tortént, és minden minta duplikalva kertilt genotipizalasra.

Statisztikai értékelés

A genotipizalasi adatainkat a PLINK v 1.9. (Purcell és mtsai, 2007) szoftverrel sztrtiik, és
azokat az SNP-ket hagytuk meg, melyek pontossaga > 0,90 (90 % a sikeresen lemért SNP-
kb6l azok aranya, amelyekhez valos genotipus rendelhetd), biztos kromoszéma pozicidval
rendelkeznek, nem nemi kromoszomahoz tartoznak, €s a call rate (sikeresen mért SNP-k és az
Osszes mért SNP aranya) 0,24-0,67 koz¢ esett. Kizartuk azokat az egyedeket melyekben >
40% a hidnyz6 adat. Azonban nem szlrtik a ritka allél gyakorisdgot (MAF), annak
érdekében, hogy maximalizaljuk az olyan allélok lehetdségének kimutatasat, melyek
hianyozhatnak a jelenkori mintakbol.

A mindség-ellendrzés utan, kiszamoltuk a polimorfizmust (P), a ritka allél gyakorisagot
(MAF), a megfigyelt (Ho) és a vart (Hg) heterozigozitasi értékeket. Ezt kdvetden
fokomponens analizissel (PCA) vizsgaltuk a populacio szerkezetet az adegenet
programcsomag (Jombart és mtsai, 2008) segitségével az R 3.3.3-ban (R Development
Core Team, 2017).

Eredmények és azok megvitatasa

mtDNS marker alapu vizsgalatok
A Kozép- és Kelet-Europabdl szarmazo 254 vaddiszn6 664 bp hossza mtDNS D-loop
régioiban 16 haplotipust (H1-16) és 43 polimorf poziciét azonositottunk (23. tablazat).
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Ez az Gsszes hely 6,17 %-at jelenti és egy InDel poziciot is tartalmaz. A szekvencidk
nukleotid Osszetétele 25,30 % C, 26,90 % T, 33,65 % A ¢és 14,15 % G volt. Az atlagos
nukleotid diverzitas 0,003 + 0,002 volt.

A 16 azonositott haplotipust feltoltottiik az NCBI Genbank-ba, azonositojuk: KF258877-
KF258892. Hat koziiliik korabban mar leirt haplotipusnak felelt meg: az A haplotipus a H3-
mal, a C haplotipus a H1-gyel, a BA haplotipus a H2-vel, az E haplotipus a H6-tal, az EJ
haplotipus a H14-gyel és a BC haplotipus a H16-tal azonos (Larson és mtsai, 2005, 2007).
Az atlagos haplotipus diverzitas 0,714+0,023 volt. A leggyakoribb haplotipus a H1-gyel
jelolt, ami az 6sszes minta 48 %-ban fordult el6, majd a H2 (az 6sszes minta 19 %-aban), ami
viszont messze gyakoribb volt a Kelet-Fehéroroszorszag és Nyugat-Oroszorszag altal alkotott
csoportunkban a tobbihez képest.

A SAMOVA analizis eredménye szerint az elemzett mintaink optimalis térbeli szerkezete
harom szubpopuldciéra oszthatd: Kelet-Fehéroroszorszag ¢és Nyugat-Oroszorszag;
Magyarorszag és az 0sszes tobbi vizsgalt régi6 (11. abra).

11. Abra: A SAMOVA eredménye a szubpopulaciok térbeli bemutatasaval
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A csoportok kozotti varianciat jelzé, ¢t index a K=2 csoportositas kivételével szignifikans
kiilonbozoséget mutatott. A genetikai kiilonbség a csoporton beliili populaciok kozott K=3-
nal volt a legkisebb és szignifikdns (p<0,05). Az S1 csoport, amiben Kelet-
Fehéroroszorszagbol és Nyugat-Oroszorszaghol szarmazé mintak tartoztak, szignifikansan
nagyobb genetikai tdvolsagot mutatott a tobbi csoporthoz viszonyitva (®st = 0,082, p<0,001).
Ez annak lehet az eredménye, hogy kevés a kozos haplotipus az S1-be tartoz6 haplotipusok és
mas SAMOVA csoportokba tartoz6 haplotipusok kozott.
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A SAMOVA alkotta szubpopulaciok f6 mtDNS diverzitds mutatdi koziil a haplotipus és
nukleotid diverzitas értékei a legnagyobbak az S1 szubpopulacidban voltak, mig a
legkisebbek az S3-ban (24. tablazat). A teljes adathalmazra kdzepes haplotipus diverzitas
értéket mutattunk ki (h=0,714), mely alacsonyabb volt, mint mas eur6pai vaddisznokat
vizsgald tanulmanyban (0,902 és 0,910, (Scandura és mtsai, 2008; Van Asch és mtsai,
2012) de nagyobb, mint a tunéziai vaddisznokban talaltaké (0,550; Hayjji és Zachos, 2011). A
nukleotid diverzitds az egész populaciora nézve alacsonyabb (0,003) volt, mint a kozép-
nyugat eurdpai vaddiszné populacidkban (0,006; Van Asch és mtsai, 2012), Eur6paban
Olaszorszagon kiviil (0,005; Scandura és mtsai, 2008), Kelet-Azsiaban (0,004; Wu és mtsai,
2007) vagy a Dél-Balkanon (0,011; Alexandri és mtsai, 2012).

24. tablazat: Fé diverzitas mutaték a SAMOVA alkotta 3 szubpopuléciora

szubpopulaciok Osszes
S1 S2 S3
mintaszam 41 198 15 254
haplotipusok szama 9 11 5 16
polimorf helyek szama 34 9 8 41

haplotipus diverzitds (SD) 0,763 (0,042) 0,683 (0,029) 0,629 (0,125) 0,714 (0,023)
nukleotid diverzitas (SD) 0,005 (0,003) 0,002 (0,001) 0,002 (0,002) 0,003 (0,002)

A filogeografiai mintazatok vizsgalatara Median-Joining halozatot készitettiink a sajat
szekvencidk és 598 NCBI GenBank-bol szarmazé vaddisznd, és hazisertés szekvencia
letoltésével (12. abra). A mintainkban detektalt 16 haplotipusbol 2 egybeolvadt masokkal, a
szekvenciak 664 bp-rol 411 bp-ra vagasa kovetkeztében. A 14 megmaradt haplotipusbol, 12
az europai E1 haplocsoporthoz, azon beliil csak a H3 tartozott az eurdpai A klaszterhez (E1-
A), az Osszes tobbi az europai C klaszterhez (E1-C), melybe tartoz6 haplotipusok mar az
LGM elétt is léteztek (Alexandri és mtsai, 2012). Két a mintainkban kimutatott haplotipus
(mindkettd Oroszorszagban kimutatott) a kelet-azsiai és kozel-keleti haplocsoporthoz
tartozott. Valoszinilileg ez a két példa multbeli transzlokaciora utal. 1971-ben szabadon
engedtek a Novgorod kornyéki erdékben 22 Eszak-Kaukazusbol (ahol kozel-keleti
haplotipusok vannak) szarmazo egyedet (Russakov és Timofeeva, 1984; Larson és mtsai,
2007). 1935 és 1967 kozott pedig 700 vaddisznot engedtek szabadon Moszkva 150-200 km-es
korzetében (Fadeev, 1969). Egy altalunk mintazott egyed sem tartozott a jelenlegi
Olaszorszag teriiletére korlatoz6do E2 haplocsoportba.

Egy korabbi vizsgalat a gorog és dél-bolgar vaddisznok filogeografiai struktirajat vizsgalva
tobb 1j klasztert azonositott az E1 haplocsoporton beliil, melyek eléfordulasa csak bizonyos
foldrajzi régiodkra jellemzd, arra utalva, hogy a Balkan déli része egy kiilon refgium lehetett a
faj szamara (Alexandri és mtsai, 2012). Korabban azt feltételezték, hogy az utolséd
eljegesedés maximuma utan Kozép- és Kelet-Eurdpa a balkani refugium (Gordgorszagtol
¢északra) allomanyabol népesedett be Gjra (Hewitt, 1999). Az altalunk kapott eredmények ezt
egyértelmiien nem tamasztjak ala, de nem is cafoljak a feltételezést. Az FEszak-
Gorogorszagbol ¢és Dél-Bulgariabol szarmazo vaddisznok (ezek alkothatjak a jelenlegi
vaddiszn6 populéaciok eredetét a Karpatoktol északra és keletre) az E1 haplcsoport kiilonb6zo
klasztereibe tartoz6 haplotipusok keveredését jelenitik meg, azonban a vizsgalatunkban
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majdnem minden haplotipus csak egy klaszterhez, a C-hez tartozott. A vaddisznok genetikai
diverzitasarol kevés €s kis elemszamu kutatasi eredmények allnak rendelkezésiinkre Bulgaria
nagy részérdl, Romania teriiletérdl, illetve a volt Jugoszlavia utdodallamaibol. A balkani régiot
legnagyobb szamban mintaz6 kutatdsok megerdsitették a magas genetikai diverzitast a
régioban, 11 olyan uj haplotipust irtak le, ami csak erre a teriiletre jellemz0, és egy kivételével
az Osszes detektalt haplotipus az E1 haplocsoportba tartozott (Velickovic és mtsai, 2015,
2016).

Tovabbra is nyitott kérdés marad, hogy melyek voltak a refugium teriiletek az Europa dél-
keleti régidiban (a mai Moldova, Oroszorszag déli részei és a Krim-félsziget) é16 vaddisznok
szamara. Néhany fosszilis vaddiszné mintat taldltak ezeken a teriileteken, és tudjuk, hogy
foltokban el6fordultak a vaddisznd szamara alkalmas él6helyek az LGM alatt is (Markova és
mtsai, 2009). Egy nagyon gyakori haplotipus bizonyithatni az Osi vonalat, melybe tartozo
egyedek ebben a keleti refugiumban maradtak, ¢és innen terjedtek el Kelet-Europaban.

12. abra: Median-Joining network az 598 GénBank-bdl szarmazé és a 254 sajat
vaddiszn6 szekvenciakbol kapott haplotipusok felhasznalasaval. A korok mérete ardnyos
a haplotipusok gyakorisagaval, szinilk a mintavételi helysziniikre utal. Vastag kiilsd
korszegély hazisertés szekvenciara utal a haplotipuson beliil. A haplotipusokat 0sszekotd
vonalakon taldlhatd szamok a mutacidok szamat jelentik.
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A demografiai expanziora utald teszteket a H14-gyel és HI16-tal jelolt haplotipusok
kizarasaval végeztik el, mivel azok nem eurdpai haplocsoportba tartozo szekvencidkat
tartalmaznak, igy torzithattdk volna az eredményt, amit az eurdpai allomanyra kivantunk
levonni. A neutralitas tesztek eredményei a magas, negativ, de nem szignifikans Fs (-3,348
p=>0,05), és D (-0,877 p=>0,05) értékekkel, illetve a nem szignifikdns SSD (0,071 p=>0,05) és a
szignifikdns r értékkel (0,258 p<0,05) utalhatnak a vizsgalt populaciok Iétszdmanak
novekedésére, de nem hirtelen, kozelmultban bekovetkezett expanziora (Tajima, 1989b;
Fauvelot és mtsai, 2003; Martel és mtsai, 2004).

A néivaru egyedek effektiv populacioméretének tavoli multban bekdvetkezett dinamikaja
Kozép- ¢és Kelet-Europaban lasstt populacioméretbeli csokkenést, majd egy hirtelen
novekedést mutatott (13. abra). A skyline plot azt mutatta, hogy a vizsgalt teriilet jelenkori

crer

vaddisznok ujra benépesitették ezeket a teriileteket a déli refagium teriiletekrél kiindulva.

13. abra: Bayesian skyline plot (BPS) az effektiv populaci6 méret valtozasanak
bemutatasara. A vastag vonal a median becslés értékeit, mig a szaggatott vonalak a 95 %
legnagyobb utélagos siiriiség (HPD) intervallumokat mutatja.

10" 1

r r te

0 mere

laci
-—
<

..........

iv popu

r

.............
-----
--------

k effekt
2

oivarua

”e

N

104 I I I I I I 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Ido (ezer években, jelentol)

Az mtDNS vizsgélatunk eredményei latszélag ellentmondanak a genom szekvenciakkal nyert
adatoknak (Groenen és mtsai, 2012). Ezek a vizsgalatok azt mutattak ki, hogy a jelenlegi
holland és olasz vaddiszné allomanyok egyedszama drasztikus csokkenésen esett at, ami kb.
60 000 évvel ezeldtt kezd6dott és a minimumat az LGM alatt érte el (~20 000 éve). A
palacknyak hatds az LGM-t kéveté 10 000 évig tartott (Groenen és mtsai, 2012). Olasz
kutatok mtDNS alapu vizsgéalati eredményeik alapjan azt allitottdk, hogy a demografiai
valtozasok koziil, amelyeken a jelenkori eurdpai vaddisznd populacidk keresztiillmentek, még
mindig az LGM utdni demografiai expanzié hagyta a legnagyobb nyomot az eurdpai
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vaddisznok genetikai diverzitasan, kivéve az olasz populaciokat (Scandura és mtsai, 2008).
Ez utobbi allitas vita targyat képezi azon kutatokkal, akik az olasz populécidban is talaltak
bizonyitékot a palacknyak hatasra (Groenen és mtsai, 2012). A fosszilis adatok egyértelmiien
azt jelzik, hogy az utolsé eljegesedés maximuma alatt a vaddisznok foldrajzi elterjedése az
Ibériai-félszigetre, Délnyugat-Franciaorszagra, az Appennini-félszigetre, valamint a Balkanra
(Eszak-Gorogorszag, Szlovénia és Horvétorszag) terjedt ki (Sommer és Nadachowski,
2006), ennél fogva eredményeink nem felelnek meg maradéktalanul el6zetes
varakozasainknak. Annak érdekében, hogy teljesen megértsilk az eurdpai vaddiszno
populaciok torténetét, eredetét, sziikség van szélesebb korli mintavételre, kiilonosen olyan
térségekbol, mint a Dindri-hegység térsége, az észak-balkani régid, Ukrajna déli részei
valamint Oroszorszag eurdpai része, amelyek feltehetden a jelenkori kelet-eurdpai vaddisznd
allomanyok utolsé eljegesedés alatti refugium teriiletei lehetnek, illetve tovabbi
genetikai/genomikai modszerek felhasznalasa, mint pl. mikroszatellit markerek ¢és
genomszekvenalas.

SNP alapu vizsgalat

Az atlagos call rate (60K SNP alapjan) 0,52 volt, 0,47-0,67 kozott mozgo értékekkel. Az
adatok mindségellendrzése €s sziirése soran, a kezdeti 64 232 SNP-bJl és 14 vaddisznobol, 62
637 1okuszt és 8 egyedet zartunk ki. A végs6 adathalmaz 6 egyedet és 1 595 SNP-t foglalt
magaban 0,99-es genotipizalasi ardnnyal. Kevesebb polimorf lokuszt figyeltiink meg a IL
vilaghaboru el6tti mintdkban (96-382 koz6tt), mint a jelenkori mintdkban (932-1 414 kozott)
(23. tablazat). Hat populacioban (torokl, torok2, szardl, lengyell, magyarl, osztrakl) a
megfigyelt heterozigozitds volt nagyobb a vartnal, mig harom populacidban (szard2, lengyel2,
osztrak?2) ezzel ellentétes heterozigozitasi értékeket kaptunk. A jelenkori magyar mintdkban a
megfigyelt és vart heterozigozitasi értékek egyformak voltak (25. tablazat).

25. tablazat: Mintaszam, polimorf lokuszok szamokban (P) és %-ban, megfigyelt és vart
heterozigozitas (Ho és Hg), ritka allél gyakorisag (MAF) standard hibakkal (SE). A
populécidkban 1: II. vilaghdboru el6tti mintak, 2: jelenkori mintak.

Populacié6 Mintaszam P P (%) Ho (*SE) He &SE) MAF (+SE)

torok1 1 306 19,2 0,192 (0,010) 0,096 (0,005) 0,096 (0,192)
t5rok2 8 932 584 0,202 (0,006) 0,194 (0,005) 0,144 (0,584)
szard1 1 382 23,9 0,239 (0,011) 0,120 (0,005) 0,120 (0,239)
szard2 25 1263 79,2 0,189 (0,004) 0,225 (0,005) 0,167 (0,791)
lengyell 1 97 61  0,061(0,006) 0,030 (0,003) 0,030 (0,061)
lengyel2 12 1199 752  0,254(0,005) 0,260 (0,005) 0,196 (0,751)
magyarl 1 96 60 0,060 (0,006) 0,030 (0,003) 0,030 (0,060)
magyar2 14 1184 742 0,253 (0,005) 0,253 (0,005) 0,191 (0,742)
osztrakl 2 318 19,9 0,122 (0,007) 0,081 (0,004) 0,062 (0,199)
osztrak2 17 1414 887 0,300 (0,005) 0,301 (0,004) 0,227 (0,886)

A genetikai diverzitdst meghatdroz6 indexek értékeit befolydsolhatja az eltéré mintaszam,
vagy az expanziot kovetd megndvekedett génaramlas a populaciok kozott (Scandura és
mtsai, 2008; Goedbloed és mtsai, 2013). Tovabbi torténeti adatok sziikségesek a mintazott
populaciokbol, annak érdekében, hogy ezeket a bizonytalansagokat kikiiszoboljiik, emellett
segithetnének tisztdzni az eurdpai és kozel-keleti vaddisznd populaciok kozotti kapcsolatokat
(Larson és mtsai, 2007; Alexandri és mtsai, 2012), a szard populaciok eredetét (lacolina és
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mtsai, 2016), illetve a hazisertés és a vaddiszno kozotti hibridizacio helyi- és idobeli mértékét
(Goedbloed és mtsai, 2013; lacolina és mtsai, 2016) is.

A nagyobb eredeti call rate-tel rendelkez0 muzeumi mintak (vaddiszné 0,67) kozelebb
csoportosultak a jelenkori mintakhoz (14. abra). A PC1 elkiiloniti a két id6szakbol szarmazo
mintakat. A nagyobb call rate-tel rendelkezd egyedek PC1 értéke -5 feletti. A t6bbi minta,
mint a kisebb call rate-tel rendelkez6 egyedek, kiugroak a PCA abran. A PCA megerdsitette a
korabbi eredményeket a jelenkori mintakban (lacolina és mtsai, 2016; Alexandri és mtsai,
2017). A kiugr6 egyedek kisebb call rate-tet mutattak és az eredetileg kiugrok és a gyenge
eredményt ado egyedek profilja kozott nem volt lehetséges kiilonbséget tenni. A DNS
mennyisége, mindsége vagy a kettd egyiitt hozzajarulhatott néhany egyed kevéssé sikeres
genotipizalasahoz.

14. abra: Ausztriabo6l, Magyarorszagrol, Lengyelorszagbol, Olaszorszagbol (Szardinia)

és Torokorszaghol szarmazo II. vilaghaboru elétti (1) és a jelenkori (2) vaddisznok
fokomponens analizise. A Kiugro egyedek kisebb call rate-tet mutattak.

@ © Populaciok

4 o) @ ® osztrakl

@ osztrak2
® magyarl
O ® magyar2

@ lengyell
lengyel2

. szardl
© szard2
44 t615k1
torok2

PC2 (10,19 %)

A5 10 5
PC1 (12,84 %)

Uj tudomanyos eredmények és azok hasznosithatésaga

A vadon ¢l allatfajok torzsfejlodésének és genetikai diverzitasanak ismerete a
vadgazdalkodas és a vadvédelem legfontosabb alapja, kiilonésen napjainkban, mikor talan
minden eddiginél jobban hatassal vagyunk létiinkkel, tevékenységeinkkel az allatfajok
sokféleségére.

Eredményeimmel bizonyitottam, hogy a kozép- és kelet-eurdpai vaddisznok tobbsége az
eurdpai E1-C haplocsoportba sorolhatéak (a vizsgalt egyedek 94 %-a) és csak az egyedek 5
%-a képviselte az E1-A Kklasztert. Vizsgalatom elvégzésekor elséként dolgoztunk ekkora
elemszammal a régioban. A Kelet-Azsiara és a Kozel-Keletre jellemzd haplotipusokkal csak
két oroszorszagi egyed rendelkezett, aminek magyardzatdra torténeti forrast taldltam a
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mintazott régidban. Gyenge genetikai strukturaltsagot mutattam ki a vizsgalatba vont foldrajzi
régioban, illetve a populaciok kozotti, sok kozos haplotipus el6fordulasa nem mutatott
bizonyitékot arra vonatkozoan, hogy a holocén alatt és a holocén eldtti iddszakban erds
demografiai fluktuacié ment volna végbe. Ahhoz, hogy jobban megértsiik, hogy a k6zép- és
kelet-europai vaddiszno populaciok LGM utan mely refagium teriiletekr6l kolonizaltak a
régiot, elengedhetetlen, hogy tobb mintaval rendelkezziink az eddig kevéssé vizsgalt
teriiletekrdl, melyek refugiumok lehettek a jelen populacidink szamara (balkani teriiletek, mai
D¢él-Ukrajna, Oroszorszag déli része), illetve mikroszatelliteket és 1j genomikai modszereket
hasznaljunk.

Ez utobbiak ma még tal koltségesek szamunkra a nagy elemszamu kutatasokhoz, azonban
elvégeztliink kisebb elemszdmmal egy olyan vizsgélatot, melynek sordn kereskedelmi
forgalomban levé SNP chipet hasznaltunk II. vildghaboru el6tti és jelenkori vaddisznd mintak
genotipizalasara. Egyrészt kivancsiak voltunk, hogy muzeumi mintdk esetén milyen
pontossaggal kaphatunk eredményt, masrészt Osszehasonlitottuk a két korbol szarmazéd
allomany diverzitasat. A kezdeti 64 232 SNP-bdl €s 14 vaddisznobdl, az adatok szlirése utan 1
595 SNP és 6 egyed maradt. Ezeket felhasznalva azt talaltam, hogy a Il. vilaghabora el6tti
mintak kevésbé polimorfak, mint a jelenkoriak. Azonban ezt az eredményt fenntartassal kell
kezelni. Tovabbi, j0 minGségii mintakra és abbol kinyert DNS-re van sziikség ahhoz, hogy
pontosabban 0ssze tudjuk hasonlitani a populdciok idobeli és térbeli valtozasait.

Mivel nem a dolgozatomban vizsgalt régiot érinti, nem mutattam be eredményeinket a dél-
irani vaddisznok sokféleségér6l (Ashrafzadeh és mtsai, 2018). Iran ugyancsak kiilonleges
foldrajzi régio, mivel Eurépa és Azsia hataran fekszik, igen gazdag a biodiverzitasa. Illetve
egy masik nemrég publikalt kutatdsban a vaddisznd ¢€s hézisertés hibridizaciojanak szintjét
tartuk fel Europaban és a Kozel-Keleten (Iacolina és mtsai, 2018).

Részvételemmel a vaddisznd faj diverzitdsara vonatkozodan tobb kutatas folyik jelenleg is,
mind genetikai mind modern genomikai modszerekkel.
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3.2. Mezei nyul

Irodalmi attekintés

A nyulalakuak rendszertana a mai napig nem teljesen tisztazott (Fontanesi és mtsai, 2016), és
a rend fajainak evoluciodja, filogenetikaja és populacios genetikdja még kevésbé ismert
(Angermann, 1983; Flux és Angermann, 1990; Chapman és Flux, 1990; Hoffmann,
1993). A fosszilis adatok azt mutattak, hogy a nytlalaktak a kdzép eocénben jelentek meg
Azsiaban, kb. 45 milli6 évvel ezel6tt. A nyalfélék a pocokféléktdl az oligocén vagy a késé
eocén idején (30-40 milli6 éve) valtak el (Erbajeva, 1981; Dawson, 1981). A nyulfélék
csaladja Eszak-Amerikaban és Azsidban kiiloniilt el, Eurdpaba pedig a felsé miocén (20
milli6 éve) alatti nagy vandorlas soran érkezett, és késdbb sugarszeriien innen terjedt szét
(Dawson, 1981). A pleisztocén soran a klimavaltozas a fajok elterjedésében szamos valtozast
eredményezett. Vandorléasra, terjeszkedésre kényszeritette oOket, és/vagy az el6fordulasi
teriileteik felaprozodasat idézte el6 (Hewitt, 1999, 2004; Stamatis és mtsai, 2009).
Eurépaban ez a folyamatos oszcillalas a déli félszigeteken (Ibériai, Appenini, Balkén)
nagyobb fajdiverzitashoz vezetett, igy tobb mas fajjal egyiitt ezek voltak a nyulalaktak
szamara is a fobb refagium teriiletek (Hewitt, 1999, 2000; Alves és mtsai, 2008, 2010). A
klimavaltozasokon til a kiilonbdzé emberi tevékenységek, az élelemért és szaporodasért
folytatott verseny, a fajok kozotti hibridizacié szintén erételjesen befolyasolta a nyulak
jelenlegi genetikai diverzitasat (Guberti és mtsai, 2000; Thulin és mtsai, 1997; Melo-
Ferreira és mtsai, 2005, 2007).

A mezei nyul (Lepus europaeus Pallas, 1778) Europa északi, kozépsd és nyugati részén,
valamint Azsia nyugati térségében 6shonos. Vadaszati célra azonban tovabbi orszagokba is
betelepitették (Argentina, Ausztralia, Barbados, Brazilia, Chile, Egyesiilt Allamok, Falkland-
szigetek, Franciaorszag (Réunion), Kanada és Uj-Zéland (Flux és Angermann, 1990)).
Genetikai vizsgalatokkal bizonyitottak a transzlokacié hatasat a mezei nyul genomjara, illetve
hogy a mezei nyul és a fokfoldi nytl (Lepus capensis) ugyanazon faj lehet (Ben Slimen és
mtsai, 2006; Smith, 2008). Az elébbi szerz6k azonban késdbb mtDNS vizsgalatokkal
kiilonbséget talaltak kozottiik, ezért ma két 6nallo fajnak tekintik ket (Ben Slimen és mtsai,
2008).

A mezei nytl nagy gazdasagi értékii fajnak tekinthetd, ezért mar tobb kutatasban vizsgaltak a
faj genetikai diverzitasat és filogeografiajat (Pierpaoli és mtsai, 1999; Kasapidis és mtsai,
2005; Sert és mtsai, 2005; Stamatis és mtsai, 2009; Mamuris és mtsai, 2010; Antoniou és
mtsai, 2013; Canu és mtsai, 2013; Giannoulis és mtsai, 2018; Djan és mtsai, 2017). Eszak-
Rajna-Vesztfaliaban nagy genetikai diverzitast talaltak (Fickel és mtsai, 2005), mig a spanyol
kantabriai nyulban pedig tobb egyedi haplotipust hataroztak meg (Palacios és mtsai, 2004). A
korzikai mezei nyulban (Lepus corsicanus) és az eurdpai mezei nyulakban nem talaltak k6z6s
haplotipust, ami arra utal, hogy nem volt koztiik génaramlas a multban, hosszl, egymastol
fliggetlen evolucioja volt a fajoknak és nem szaporodtak egymassal (Pierpaoli és mtsai,
1999). A Lepus nembe tartoz6 fajok haplotipusait két f& csoportba soroltak: "A" klad (L.
granatensis, L. corsicanus, L. timidus), és a "B" klad (L. c. mediterraneus, L. habessinicus, L.
starcki, L. europaeus). Ezek az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy az ,,A”
kladhoz tartozé harom faj k6zos 6ssel rendelkezik és a ,,B” kladhoz tartozd mezei nyultol
fiiggetlentil népesitette be a reflgium teriiletekr6l Europat, ahol az, az LGM alatt
elszigetel6dhetett. A korzikai és havasi nyal kozotti kozeli kapesolat meglepte a kutatokat,
mivel a Lepus nem biogeografiai szerkezetének evolucidja Eurdpaban azt mutatta, hogy
reliktumfajoknak tekinthetéek, melyek még a mezei nyll elterjedése el6ttrél szarmaznak
Nyugat-Eurdpaban.
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Az utolsé nagy eljegesedés idején Europa déli és délkeleti része lehetett a mezei nyulak
refugiuma (Stamatis és mtsai, 2009). Refugium lehetett Torokorszag is, féleg annak a
Fekete-tengertdl Kaszpi-tengerig terjed6 része (Antoniou és mtsai, 2013). Az eljegesedés
utdan ebbdl a refugiumbol kiinduld terjeszkedés a korabban izoldlodott vonalakkal
(allopatrikus) egy masodlagos kapcsolatot eredményezett (kontaktzonak alakultak ki).

Mezei nyual populaciokon végzett mitokondridlis DNS vizsgélatok viszonylag nagymértéki
foldrajzi elkiiloniilést mutattak ki (Kasapidis és mtsai, 2005; Stamatis és mtsai, 2009;
Mamuris és mtsai, 2010; Giannoulis és mtsai, 2017; Djan és mtsai, 2017). Két nagy
foldrajzilag elkiiloniilt vonalat/haplocsoportot irtak le: Europai (EUR) és Anatdliai/kozel-
keleti (AKK). Az eurdpai vonalat tovabbi két alcsoportra osztottak: a kozép-eurdpai (KE) és a
délkelet-europai (DKE) (Stamatis és mtsai, 2009). Az AKK vonal az Anatéliaban, Délkelet-
Eurdpaban és a keleti-mediterran szigeteken ¢é16 nyulakat foglalja magaba (Giannoulis és
mtsai, 2018). Egy szerb haplotipus kivételével, nem azonositottak anatoliai/kozel-keleti
haplotipusokat Dél-, Kozép- és Eszaknyugat-Gorogorszagban, illetve Eurdpa tobbi részén
(Djan és mtsai, 2017). Ahogyan, a Kozel-Kelet egészén nem talaltak eurdpai haplotipust
(Kasapidis és mtsai, 2005; Sert és mtsai, 2009; Stamatis és mtsai, 2009). Az EUR és AKK
vonalak kontaktzonajat Bulgariaban és Eszakkelet-Gorogorszagban mutattak ki (Kasapidis és
mtsai, 2005; Stamatis és mtsai, 2009; Antoniou és mtsai, 2013).

alapulnak, amit egyre inkabb alatamasztanak a citokrom-b (cyt-b) régiobol szarmazod
eredmények is. Mar kordbban bizonyitottak, hogy az mtDNS alapu vizsgalatok megbizhatd
eredményt adnak az egymashoz kozel allo fajok kozotti és azokon belili filogenetikai
kapcsolatok meghatarozasara (Yu és mtsai, 2007; Zhou és mtsai, 2014), valamint a
kontaktzonak kimutatasara is (Antoniou és mtsai, 2013).

Osszességében elmondhatjuk, hogy a mezei nyulakon végzett viszonylag nagyszamu
genetikai vizsgalat ellenére is, a koztiik levo filogenetikai kapcsolatok megértése még mindig
kihivast jelent. Példaul, tovabbra is kevés vizsgalat van szerb, gordg és bolgar nyulakra
vonatkozoan (Hartl és mtsai, 1993; Vapa és mtsai, 2002, 2007; Djan és mtsai, 2006, 2015,
2017; Kasapidis és mtsai, 2005, Stamatis és mtsai, 2009). Kutatasunkat széleskori
mintavételezésre alapoztuk, melybe hét, kevésbé gyakran mintdzott orszagot vontunk be, a
kovetkezd célok megvalaszolasara: i). a mitokondralis genetikai variabilitds meghatarozasa a
kozép- és kelet-eurdpai, kaukdzusi mezei nyulakban; és 1ii). a vizsgalt populaciok
filogeografiai kapcsolatait, kontaktzonakat meghatarozni.

Anyag és modszer
Mintavétel és genomidalis DNS izolalas

Osszesen hét orszagbol (Grizia/Georgia, Lengyelorszag, Litvania, Magyarorszag,
Olaszorszag, Romania és Szerbia), 137, hivatasos vadaszok segitségével elejtett, védelem
alatt nem allo mezei nyultdl gytjtottink izomszovet, illetve szérmintakat 2010 és 2015
kozott. Harom havasi nyul is mintazasra keriilt, melyek besorolasa az eredményeink
értékelésekor deriilt ki. A mintazott egyedek nem a kutatds céljara keriiltek elejtésre. Az
izomszovetmintak 96%-os alkoholt tartalmaz6 miianyag csovekbe, mig a szOrmintdk papir
vagy nejlon zacskokba keriiltek, majd 4°C-on taroltuk ket a laboratoriumi vizsgalatok
megkezdéséig.

A szdvetekbdl a genomialis DNS-t E.Z.N.A.® Tissue DNA Kit (Omega Bio-Tek, USA) és
High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche, USA) segitségével izolaltuk, a gyarto
utasitasait kovetve. A szOrtiisz0bol vald genomialis DNS kivonas soran a FAO/IAEA (2004)
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protokolljat kovettiik. A DNS koncentraciokat NanoDrop-2000 (Thermo Fisher Scientific
Inc., USA) késziilékkel mértiik.

Mitokondridalis DNS vizsgalat

A mitokondrialis DNS két kiilonboz6 régidit amplifikaltuk. A D-loop régiohoz a Le.H-
Dloop F és Le.L Dloop R primereket (Kasapidis és mtsai, 2005), mig a cyt-b+tRNA-
Thr+tRNA-Pro+CR régidhoz a LepCyb2L F és LepD2H R primerparokat hasznaltuk
(Pierpaoli és mtsai, 1999). A PCR-k 25 pul 6ssztérfogatra voltak dsszemérve a primerparokra
megadott PCR protokollokat kovetve. A szekvenalast a forward primerek hasznalataval a
Macrogen Europe (Hollandia) cég végezte.

Statisztikai értékelés

A szekvencidk ellendrzését és illesztését a Seqscape 2.6 (Applied Biosystems) és MEGAG6
(Tamura és mtsai, 2013) programok segitségével végeztiik el.

Két adathalmazt alkottunk: 1) 140 eurdpai és kaukdzusi minta MtDNS D-loop régiot
tartalmazd 358 bp hossz szakasza és 2) 105 eurdpai és kaukazusi minta cyt-b+tRNA-
Thr+tRNA-Pro+CR régiot tartalmazo 916 bp hosszu régioja. Az NCBI GenBank-bdl a D-loop
régiora a kovetkezé 306: Y15315, Thulin és mtsai, 1997; KC555540-KC555556, Canu és
mtsai, 2013; DQ883196-DQ883206, Melo-Ferreira és mtsai, 2007; JN037377-JN037382,
Melo-Ferreira és mtsai, 2012; HQ174275-HQ174282, Pietri és mtsai, 2011; GU452838-
GU452946, Strzala és mtsai, nem publikalt; AY466782-AY466853, Kasapidis és mtsai,
2005; KY211021-KY211034, Giannoulis és mtsai, 2017; DQ469642-DQ469710, Stamatis
és mtsai, 2009, mig a cyt-b+tRNA-Thr+tRNA-Pro+CR régiora a kovetkez6 16 szekvenciakat
toltottiik le a nagyobb adathalmaz érdekében: KY211021-KY211034, Giannoulis és mtsai,
2017; NC_004028, AJ421471, Arnason és mtsai, 2002. Sajat szekvenciaink elérhetoek az
NCBI GenBank-ban: MG865671-MG865724 a D-loop régiora és MG841060-MG841112 a
cyt-b+tRNA-Thr+tRNA-Pro+CR régiora.

A polimorf helyek szamat, a haplotipus és nukleotid diverzitast és a haplotipusok szamat a
DnaSP 5.10 programmal szamoltuk (Librado és Rozas, 2009).

A filogenetikai vizsgalatokhoz az iregi nyal (Oryctolagus cuniculus) szekvenciajat
(GenBank: AJ001588; Gissi és mtsai, 1998) hasznaltuk kiilcsoportként. A legmegfelelébb
particionalt séma ¢és nukleotid helyettesitési modell kivalasztasa a PartitionFinder2.1.1.
szoftver segitségével (Lanfear és mtsai, 2016) a Bayes-féle Informacid Kritérium (BIC) és a
korrigdlt Akaike-féle Informacids Kritérium (AICc) haszndlatdval tortént. A Bayes-féle
kovetkeztetés (Bl) a BEAST v2.3 (Bouckaert és mtsai, 2014) alkalmazasaval tortént a
kovetkezok szerint: 40 000 000 MCMC, mintavétel minden 100. generacioban. Maximum
likelihood (ML) analizist az IQ-TREE 1.6. szoftverrel (Nguyen és mtsai, 2015) 10 000
bootstrap 1épéssel végeztiik. A NJ filogenetikai fat a MEGAG6 programmal (Tamura és mtsai,
2013), mig a haplotipusok kozotti median-joining halozatot (Bandelt és mtsai, 1999) a
PopART 1.7 szoftverrel hoztuk 1étre (http://popart.otago.ac.nz/downloads.shtml).

A Fu-féle Fs (Fu, 1997) és Tajima-féle D értéket (Tajima, 1989a), az AMOVA és fixacios
indexet 10 000 iteracioval az ARLEQUIN 3.5 szoftverrel szamoltuk ki (Excoffier és Lischer,
2010).

Genetikai szerkezet vizsgalathoz Bayes-féle populacio szerkezet analizist (Bayesian Analysis
of Population Structure) BAPS v6 (Corander és mtsai, 2004, 2008) végeztiink kapcsolddod
16kuszok klaszterezése (clustering for linked loci) médszerrel, két fiiggetlen futtatasban, K=10
ismétléssel. A mezei és havasi nytl kozti introgresszié kimutatasara az ,,admixture based on
mixture clustering” modellt hasznaltuk a BAPS-on beliil. Ez a modell robusztusnak tekinthetd
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olyan adathalmazban, ahol a hozzakeveredés (admixture) hidnya is feltételezhet6 (Francois és
Durand, 2010).

Eredmények és azok megvitatasa
MtDNS D-loop marker alapu vizsgalat

A D-loop régi6 358 bp hosszu szakaszanak vizsgalatahoz a 140 (137 mezei nyul és 3 havasi
nyal), kozép-, kelet-europai eredetli mintankat kiegészitettilk 307 eurdpai és kozel-keleti
mezei nyul szekvenciaval az NCBI GenBank-bol. Az igy kapott, 6sszesen 447 szekvencia 259
haplotipust (CR1-CR259) alkotott. A 137 sajat szekvenciankban 52 haplotipust
azonositottunk, melyb6l 40 volt Gijonnan detektalt.

A filogenetikai vizsgalatok (BI, ML és NJ fak) szinte azonos topologiat eredményeztek. A
259 6sszhaplotipusszam két vonalba volt sorolhato, az eurdpaiba és az anatdliai/kozel-keletibe
(15. abra).
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15. abra: Filogenetikai kapcsolat a kozép-kelet-eurépai mezei nyul haplotipusok kozott
358 bp hossza MtDNS D-loop szakasz alapjan. Kiilcsoport (outgroup): Oryctolagus
cuniculus (AJO01588). Az agakon levd szamok a Bayes-féle utdlagos kovetkeztetés
valdszinliségét és a ML, NJ bootstrap értékeit (szazalékosan) jelolik. A szines ellipszisek a
sajat mintainkban talalhat6 haplotipusokat mutatjak.
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A filogenetikai fan kapott klasztereket megerdsitette a MJ network topologiaja is (16. abra).
A haplotipusok network mintazata a KE csoportban némileg csillagszert elrendezédést mutat,
ami expanziora utal (Slatkin és Hudson, 1991). A kozponti elhelyezkedésii, legnagyobb
gyakorisagu haplotipusok jelenthetik az 6si haplotipusokat.
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16. abra: Median-Joining network a kozép-kelet-eurépai mezei nyul haplotipusok
kozott, 358 bp hosszii MtDNS D-loop szakasz alapjan. A fekete korok a szoftver altal

feltételezett, de nem mintazott haplotipusokat, a szamok az 6sszekotd vonalakon a mutacidok
szédmat jelentik >1 esetén.
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Anatoliai’kozel-keleti vonal

Az eurdpai (EUR) vonal az irodalmak alapjan is vart két alcsoportra oszlik; kdzép-eurdpai €s
délkelet-europai. A KE-hez tartozo haplotipusok szoros kapcsolatban élltak a DKE tobb
haplotipusaval is. A kozép-eurdpai csoportba tartoz6 mintak elsOsorban kozép-eurdpai
orszagokbol szarmaztak (Ausztria, Lengyelorszag, Litvania, Magyarorszag, Németorszag,
Olaszorszag, Svéjc és Eszak-Szerbia), de ebbe a csoportba sorolodott néhany tavolabbi
vidékrdl szdrmazd minta is (Anglia, Franciaorszag, Hollandia, Skocia). Ezeken feliil néhany
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ebbe a csoporthoz tartozo egyed Kelet-Romaniabol, Dél-Szerbiabdl, illetve Ciprusrol kertilt
mintazasra. A ciprusi minta a CR40 haplotipust mutatta, ami az egyik leggyakoribb a KE
csoportban, a CR1 és CR10 mellett. A CR1 haplotipusba Olaszorszagbdl, Lengyelorszagbol,
Magyarorszagrol, Romaniabol és Szerbiabol, mig a CR10-be Ausztriabdl, Franciaorszagbol,
Lengyelorszagbol, Litvaniabol, Magyarorszagrol, Olaszorszagbol és Szerbidbdl tartoztak
egyedek. Ahogy azt vartuk is, a délkelet-europai csoportba foleg délkelet-eurdpai orszagokbol
(Bulgaria, Gordgorszag, Macedonia, Szerbia) szarmazo mintak tartoztak. Azonban ebben a
csoportban is megjelentek nyulak Korzikarol, Kozép-Olaszorszagbol, Magyarorszagrol és
Lengyelorszagbol. A csoporton beliill néhany haplotipus foldrajzilag viszonylag tavol esd
egyedeket is magaba foglalt, mint példaul a CR8 (Magyarorszag ¢és Olaszorszag), CR32
(Olaszorszag ¢és Szerbia) illetve a CR62 (Olaszorszag ¢és Lengyelorszag). Ezek a kozds
haplotipusok bizonyitékai lehetnek az elmult évtizedekben torténd attelepitéseknek Kozép-
Europabdl Nyugat-Eurdpaba, elsédlegesen Olaszorszagba és Franciaorszagba.

Az anatoliai/kdzel-keleti vonalba foleg gruz, torok és kozel-keleti mintdk tartoztak, azonban
talaltunk egyedeket Franciaorszagbol (Korzikar6l), Lengyelorszagbol, Litvaniabol,
Olaszorszagb6l, Macedéniabél, Romaniabél és Eszakkelet-Gorogorszagbol is. Az ebbe a
vonalba tartozd haplotipusok egyedeinek mintazasi helye kisebb foldrajzi régiot fedett le.
Azonban a CR52, 53 és 54 megtalalhato volt roman és olasz, a CR57 olasz és macedon, mig a
CR200 torok és ciprusi mintakban is.

A havasi nyul mintdk az Ibériai-félszigetrdl, Lengyelorszagbdl és Litvanidbol (sajat mintak is)
szarmaztak.

A két vonalhoz (EUR, AKK) tartozé6 egyedek kozott két kontaktzonat —sikeriilt
meghataroznunk Ko6zép- és Kelet-Eurdpaban; az egyik Délkelet-Europaban (Macedonia,
Eszakkelet-Gorogoszag, Bulgaria és Romania), a masik pedig Eszakkelet-Europaban
(Litvania, és Eszakkelet-Lengyelorszag) talalhato (17. abra). Macedonidban, Eszakkelet-
Gordgorszagban €s Bulgariaban az EUR ¢és az AKK vonalak haplotipusaink eloszldsat mar
masok is leirtak (Kasapidis és mtsai, 2005; Stamatis és mtsai, 2009; Antoniou és mtsai,
2013), de tovabbi teriileteken 1évé atfedéseket nem publikéaltak. A Trakiat és Bulgariat
magaba foglalé régio, Eurdopa jol ismert hibridzonaja (Hewitt, 1999), ahol olyan fajok
fordulnak el6, amelyek a pleisztocén eljegesedés idején a Dél-Balkanon és Anatolidban 1évo
reflgium teriiletekre szorultak vissza (Kasapidis és mtsai, 2005).

A lengyel mezei nyulak kozott mindkét vonalhoz tartozo haplotipusokat azonositottunk,
azonban az EUR vonalon beliil a KE alcsoport volt széles korben elterjedt, a masik AKK
vonal csak az orszag keleti részén volt megtalalhat6. A Nyugat-Romaniaban €16 mezei nyulak
az eurdpai vonalhoz tartoztak (KE alcsoport), mig a kelet-roméniai példanyokban az AKK
vonalhoz tartoz6 haplotipusok 1s megmutatkoztak. Korabbi szerzok eredményeihez
hasonldan, Litvaniaban az altalunk mintazott mezei nyulak kozott is talaltunk mindkét
vonalhoz (EUR, AKK) tartozé egyedeket, illetve a havasi nyul jelenlétét is kimutattuk (Alves
és mtsai, 2003b; Melo-Ferreira és mtsai, 2009, 2012; Thulin és mtsai, 2006). Az altalunk
vizsgalt griz mezei nyulak nagy genetikai diverzitassal rendelkeztek és mindannyian az
anatoliai/kozel-keleti vonalhoz tartoztak. fgy nem tudtuk megerdsiteni azt a kordbbi
feltételezést, hogy kontaktzona létezhet a két vonalhoz tartoz6 egyedek szdmara Grizia
teriiletén is (Kasapidis és mtsai, 2005; Stamatis és mtsai, 2009). Csupan csak az eurdpai
vonal, de azon belil mindkét alcsoport jelenlétét tudtuk igazolni Magyarorszagon és
Szerbiaban. Dél- és Kozép-Szerbiaban a DKK alcsoporthoz tartozé haplotipusok, Eszak-
Szerbidban és Magyarorszagon a KE alcsoportohoz tartoz6 haplotipusok dominalnak. Egy
nemrégiben késziilt kutatdas AKK vonalhoz tartozé haplotipusi egyedeket talalt Eszak-
Szerbidban, feltarva az emberi Aattelepitések nyomait (Djan és mtsai, 2017). Az
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Olaszorszagbol szarmazé mezei nyulakban az EUR vonal két alcsoportjadba és az AKK
vonalhoz tartozo haplotipusok egyedeit is azonositottuk, de a kdzép-europai alcsoport volt a
dominans. Fickel és mtsai (2008) feltételezése szerint a Kozép-Eurdpa jégkorszak utani
ujranépestilés az Appennini-félszigetrél (olasz populaciokbol) tortént. Mi ezt nem tudtuk
egyértelmiien alatimasztani. Mivel a mezei nyal Eurdpa egyik legfontosabb aprovad faja
(Fontanesi és mtsai, 2016) és a fajt szamos teriiletre betelepitették, elsésorban vadaszati
céllal, az Olaszorszagban talalhato6 AKK vonalhoz tartozo egyedek itt is az ember altali
attelepitések bizonyitékat jelenthetik (Canu és mtsai, 2013). A faj Korzikara valo betelepitése
viszonylag Ujszerii, és egyben egy jo példa arra vonatkozdan, hogy kiilonb6z6 nyulfajokat
napjainkban is telepitenek kiilonb6z6 régiokba (Pietri, 2007). Mivel ott is talaltak mindkét
vonalhoz tartozé egyedeket, €z ujabb bizonyitékkal szolgal a tobb foldrajzi forrasbol torténd
emberi betelepitésekre (Pietri és mtsai, 2011).

17. abra: A vizsgalatunkban szereplo mezei nyudl egyedek mintazasi helyei (teli
geometriai formak), illetve a filogeografiai vizsgalatokhoz NCBI GenBank-bdl letoltott
szekvenciak helyei (iires geometriai formak). Négyzet: kozép-eurdpai; hexagon: délkelet-
eurdpai; kor: anatoliai/kzel-keleti vonal; haromszog: havasi nyul (L. timidus). A z6ld szin az
eurdpai vonalat, a piros az anatdliai/kdzel-keleti vonalat és a kék a havasi nyulat jelenti.
Ellipszissel jeloltiik a két kontaktzonat Eszak- és Délkelet-Eurépaban.
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Osszeségében elmondhatjuk, hogy eredményeink egybevagnak mas szerzok altal leirtakkal,
miszerint az LGM utan a déli refugium teriiletekrdl (Ibériai-félsziget, Olaszorszag ¢és a
Balkan, valamint Kis-Azsia és a Kaszpi-tenger régioja) népesitették be a mezei nyulak
Eurépat (Taberlet és mtsai, 1998; Hewitt, 2000; Kasapidis és mtsai, 2005; Stamatis és
mtsai, 2009; Djan és mtsai, 2017). A Ko6zép- és Kelet-Europat benépesitd mezei nyulak
expanzidja az Eszak-Balkanrél indulhatott ki az utolsé eljegesedés utdn, mivel az északra
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iranyulo terjeszkedést jelentds foldrajzi akadalyok nem korlatoztak, nem ugy, mint az olasz és
ibériai populdciok esetében, ahol az Alpok, illetve a Pireneusok jelentds foldrajzi akadalyt
(barriert) jelenthettek (Hewitt, 1999). A Balkan-félszigetrdl Kozép- és Eszak-Eurdpa iranyaba
torténd terjedést mas fajoknal is leirtak, példaul a sakktablalepke (Melanargia galathea)
(Schmitt és mtsai, 2006), vagy a vaddiszn6 (Sus scrofa) esetében (Alexandri és mtsai, 2012;
Velickovic és mtsai, 2014).

A BAPS v6 szoftver klaszterelemzésével, mely nagy hatékonysaggal képes a rejtett genetikai
szerkezetek kimutatasara is (Corander és Marttinen, 2006), elkiilonitettiik a mezei nyulat a
havasi nyultol, K=6 (In (P)=—8954,5009). A mezei nyl mintak 5 klaszterbe (2 klaszter AKK,
2 klaszter DKE ¢és 1 klaszter KE), mig a havasi nyul egybe sorolddott (18. abra).

18 abra: Bayes-féle klaszteranalizis mezei és havasi nyulak mtDNS D-loop régio 358 bp
hosszi szakaszanak szekvenciai alapjan, K=6 csoportositas szerint. A szamok a
mintavételi helyeket jelolik, 1: Gruzia; 2: Kozel-Kelet; 3: Ciprus; 4: Torokorszag; 5:
Gorogorszag; 6: Bulgaria; 7: Romania; 8: Macedonia; 9: Szerbia; 10: Magyarorszag; 11:
Ausztria; 12: Svajc; 13: Olaszorszag; 14: Franciaorszag; 15: Lengyelorszag; 16: Litvania; 17:
Svédorszag; 18: Németorszag; 19: Hollandia, Anglia és Skocia; 20: Ibériai-félsziget.
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A mezei nyulak filogeografiai szerkezetének pontosabb megismeréséhez, tovabbi mtDNS
szakaszokat (cyt-b (426 bp) + tRNA-Thr (66 bp) + tRNA-Pro (66 bp)) szekvenaltunk. Sajat
mintdinkbol Grazidbol, Lengyelorszagbodl, Litvaniabol, Magyarorszagrol, Olaszorszagbol,
Romaniabol és Szerbiabol 105 egyed szekvencidit tudtuk elemezni, és illeszteni NCBI
GenBank-bol  szarmazod  szekvenciakkal, = melyek  Ciprusrol, = Gorogorszagbol,
Lengyelorszagbol, Németorszagbol, Svédorszagbol és Torokorszagbol eredtek. Az igy kapott
124 mintaban, 62 haplotipust hataroztunk meg.

Ennek a 916 bp hosszi mtDNS szakasznak a vizsgalata a D-loop régiohoz hasonld eredményt
adott a filogenetikai elemzésekben, azaz a mintazott mezei nyulak az EUR és AKK vonalakba
tartoznak. Az EUR vonalon beliil ugyanazt a két alcsoportot hataroztuk meg a hozzajuk
tartoz6 egyedekkel, illetve ugyanazt a két kontaktzonat talaltuk, mint a D-loop régio esetén
(17.,19., 20. abra).
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19. abra: Filogenetikai kapcsolat a kozép-kelet-europai mezei nyul haplotipusok kozott
916 bp hossza mtDNS (cyt-b+tRNA-Thr+tRNA-Pro+CR) szakasz alapjan. Kiilcsoport
(outgroup): Oryctolagus cuniculus (AJ001588). Az agakon levé szamok a Bayes-féle utdlagos
kovetkeztetés valoszinliségét és a ML, NJ bootstrap értékeit (szdzalékosan) jeldlik. A szines
ellipszisek a sajat mintainkban talalhato haplotipusokat mutatjak.
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20. abra: Median-Joining network a kozép-kelet-eurépai mezei nyul haplotipusok
kozott, 916 bp hosszii mtDNS (cyt-b+tRNA-Thr+tRNA-Pro+CR) szakasz alapjan. A
fekete korok a szoftver altal feltételezett, de nem mintdzott haplotipusokat, a szdmok az
0sszekotd vonalakon a mutaciok szamat jelentik >1 esetén.
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A nagyszamu egyedi haplotipus jelenléte, kiilondsen Délkelet-Eurdpaban, a Balkanon és
Anatolidban bizonyitékként szolgal arra, hogy ezeken a teriileteken a legutobbi eljegesedés
1d6szakaban megdrzddott a mezei nyul eljegesedés eldtti genetikai sokféleségének nagy része.
Mindez magyarazatot ad a faj nagy genetikai diverzitdsara ezekben a régiokban, amit mar
tobben kimutattak tanulmanyaikban (Kasapidis és mtsai, 2005; Suchentrunk és mtsai,
2006; Stamatis és mtsai, 2009; Djan és mtsai, 2017). Valoszinlileg a mezei nytl akkor
népesitette be jelenlegi elterjedési teriileteit, amikor az o6kologiai koriilmények ebben a
térségben megfeleloek lettek a faj szamara az LGM utan (Corbet, 1986; Stamatis és mtsai,
2009).
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Osszesen 51 haplotipust azonositottunk a kdzép-kelet-eurdpai mezei nyulakban, melyek koziil
50 uj haplotipus volt. A havasi nyal 3 egyede két haplotipust (H34 és H44) alkotott. Nagy
haplotipus diverzitas értékeket (0,927-0,978), és viszonylag alacsony vagy mérsékelt
nukleotid diverzitas értékeket (0,005-0,020) hataroztunk meg a kiilonb6z6 vonalakhoz tartozo
egyedekben. A polimorf helyek szama az AKK esetében volt a legkevesebb, mig a legtobb a
DKE csoportokban volt azonosithatd. A semlegességi tesztek, a Fu féle Fs és a Tajima-féle D
értékek az eurdpai vonal két alcsoportjaban negativ értékeket mutattak, azonban csak a kzép-
europai csoportban volt szignifikans is mindkét érték, jelezve ezzel a kozelmultban
bekovetkezett expanzidt (26. tablazat).

26. tablazat: Fébb diverzitas mutatok értékei a mezei nyil 916 bp hossza mtDNS (cyt-
b+tRNA-Thr+tRNA-Pro+CR) szakasza alapjan. n=eclemszam; H=haplotipusok szama;
h=haplotipus diverzitds, n=nukleotid diverzitds, S=polimorf helyek szama, Fs= Fu-féle Fs
érték, D= Tajima-féle D érték.

Vonalak n H h (s.d.) m (s.d.) S Fs D
kozép-eurdpai 83 32 0,927 (0,019) 0,005(0,000) 41 -15,340** -1,455*
délkelet-eurdpai 14 12 0,978 (0,035) 0,015(0,002) 52  -1,567 -0,593
anatoliai/kozel-keleti 8 7 0,964 (0,077) 0,020 (0,003) 40 -0,607 0,623
havasi nyul 3 2 - - 24 - -

*p<0,05; **p<0,01

Az AMOVA eredményei szerint a teljes genetikai varianca nagyobb része (67,59%) a
csoportok kozott van, és nem a csoportokon beliil (32,41%). Ezt a filogenetikai
struktaraltsagot tamasztotta ala a fixacios index szignifikans értéke is a haplocsoportok kozott
(Ps7=0,676; P=0,000) (27. tablazat).

27. tablazat: Az AMOVA eredményei a f6 vonalakra/haplocsoportokra (AKK, DKE és

KE).
Variancia forrasa d.f. Variancia (%) Dt p érték
Vonalak kozott 2 67,59 0,676 p<0,000
Vonalakon beliil 101 32,41
Teljes 103

Uj tudominyos eredmények és azok hasznosithatésaga

Tobb, korabban elvégzett vizsgalatban is tanulmanyoztdk a mezei nyul populdciok kozotti
filogenetikai/geografiai kapcsolatokat Eurdpaban és a Kozel-Keleten, azonban a hianyos
mintavétel miatt viszonylag nagy feltérképezetlen régiok maradtak a faj elterjedési teriiletén,
kiilonosen Kozép-Kelet-Europaban. Ez megakadalyozta, hogy atfogd képet kapjunk a faj
genetikai sokféleségérdl €s filogeografiai szerkezetérdl, helyzetérél. Tanulmanyunkkal ezt az
urt kivantuk kitdlteni, az anyai vonalak vizsgalataval, melyhez az mtDNS D-loop és cyt-b
markereket hasznaltuk.

Eredményeim arra utalnak, hogy az észak-, kozép- és nyugat-eurdpai mezei nyul populaciok
forrasa Dél- és Délkelet-Europaban, a balkani régioban talalhato, és egy délrél északra torténd
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génaramlas tortént a jégkorszak utani Gjranépesiilés soran. Két kontaktzonat hataroztam meg
Kozép-Kelet-Europaban: az egyik Délkelet-Eurépaban (Macedonia, Eszakkelet-Gorogorszag,
Bulgaria és Roménia), mig a masik Eszakkelet-Eurépaban (Litvania, és Eszakkelet-
Lengyelorszag) van. A genetikai szerkezet és filogenetikai vizsgalatok azt mutattak, hogy a
kozép-, kelet-europai mezei nytl allomanyok az EUR és AKK vonalba tartoznak, és tobb
esetben kimutattam az emberi tevékenységek (attelepitések) hatasat. Magyarorszagon csak
eurépai vonalba (azon beliill mind a kdzép-eurdpai, mind a délkelet-europai alcsoportba)
tartoz6 egyedeket talaltam. Minden vonalban nagy haplotipus diverzitast mértem, mig
kozelmultban bekovetkezett expanzid nyomait csak a kozép-eurdpai alcsoportban mutattam
ki,

Eredményeimmel nagyrészt korabbi eredményeket, feltételezéseket erésitettem meg, azonban
pontosabb képet kaptunk a kozép-kelet-eurdpai mezei nyul allomany genetikai hatterérdl
anyai vonalon, amit remélhet6leg mind a vadgazdalkodas, mind a konzervaciobiologia
hasznositani tud tevékenységei soran.

A vizsgélat egylittmitkddések keretében folytatodik mikroszatellit markerek felhasznélasaval.
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3.3. Sakal

Irodalmi attekintés

Az aranysakal (Canis aureus Linnaeus, 1758) csoportban ¢16, kdzepes méretli ragadozd
(Macdonald, 1983; Moehlman, 1987), melynek 1étszama az utobbi évtizedekben rohamosan
megnott Eurdpa kozépso és délkeleti részein (Arnold és mtsai, 2012; Salek és mtsai, 2014
Trouwborst és mtsai, 2015; Rutkowski és mtsai, 2015; Kowalczyk és mtsai, 2015; Ivanov
és mtsai, 2016). A sakal jo példa az olyan fajokra, amelyek ujranépesitik Eurépat (Deinet és
mtsai, 2013). Mig a 20. szazad kozepére elterjedési teriiletének nagy részérdl kihalt (Demeter
és Spassov, 1993; Krofel és mtsai, 2017), a 20. szazad végétél a Balkan-félszigetrdl
kiindulva spontdn modon elkezdte ujranépesiteni korabbi éldhelyeit, és a kolonizalt
teriileteken 1étszama nagyon gyors ndovekedésbe kezdett (Krystufek és mtsai, 1997; Szabo és
mtsai, 2009; Arnold és mtsai, 2012; Rutkowski és mtsai, 2015). Ez a dinamika jellemz6 a
magyar sakal populaciokra is (Szabo és mtsai, 2007). Terjeszkedésiiket tobb tényezd is
elésegitette (Ranc és mtsai, 2017), azonban a pontos okok kevéssé ismertek (Trouwborst és
mtsai, 2015; Krofel és mtsai, 2017). Feltételezések szerint az okokat mas vadfajokhoz
hasonléan a sakal esetében is a megvaltozott éghajlat, a mezdgazdasagi technologidk, a
természetes predator fajok szamanak csokkenése, illetve eltiinése, valamint a faj magas
okologiai toleranciaja kozott kell keresniink (Arnold és mtsai, 2012; Banea és mtsai, 2012;
Salek és mtsai, 2014; Pyskova és mtsai, 2016).

A populécidgenetikai vizsgalatok a kiilonbozé molekularis technikakkal lehetévé teszik, hogy
a multban lezajlott demografiai folyamatokrol (Hewitt, 1999; Schmitt, 2007; Broquet és
Petit, 2009; Lowe és Allendorf, 2010). A nagyragadozok filogeografiai vizsgalatai azt
mutattak, hogy a jelenkori populaciokon beliili genetikai kiilonboz6ség a pleisztocén Kori
eljegesedés kovetkezménye. Nincsenek arra utald nyomok, hogy a késé pleisztocéntol kezdve
a sakal jelen lett volna Europaban (Sommer és Benecke, 2005), ezért azt feltételezik, hogy a
sakal egy uj faj kontinensiinkdn. Anyai vonalon torténd genetikai vizsgalatok alacsony szinti
polimorfizmusr6l, monomorf jellegrél tanuskodnak. A szerbiai sakalok mtDNS D-loop
régidjanak vizsgalatakor monomorfizmust talaltak (Zachos és mtsai, 2009a). Egy
Ausztridban koborld sakal genetikailag nem volt elkiilonitheté a szerbiai sakaloktol, sem
mtDNS, sem mikroszatellit markerek hasznalataval. Ez azért volt, meglepd, mert az olasz,
szlovén és osztrak sakal populaciokrol azt feltételezték, hogy az Isztriai-félszigetrél és Eszak-
Nyugat-Horvatorszagbol szarmaznak (Krystufek és mtsai, 1997). Anyai vonalon a
torokorszagi sakal populacié diverzitasa nagyobb, mint az észak-balkani sakaloké, ahol
genetikai egyontetliség jellemz6 (Fabbri és mtsai, 2014; Ibis és mtsai, 2015). Annak
ellenére, hogy a gerincesek mtDNS-nek D-loop régidja a legvariabilisabb (Simon, 1991),
mégis monomorfnak talaltdk mas ragadozoban is, mint példaul a vidraban (Lutra lutra)
(Mucci és mtsai, 2010). Emiatt ajanlatos mas markereket iS hasznalni a mai aranysakal
populaciok diverzitasanak és eredetének meghatarozasahoz (Aguilar és mtsai, 2004,
Quignon és mtsai, 2012). Az Olaszorszagot benépesitd aranysakaloknak dalmat és szlavon
kevert Oseik lehetnek (Fabbri és mtsai, 2014). Dél-Kelet-Europaban (koztiik Magyarorszag,
n=10) és a Kauk4zusban (n=14) alacsony szintli genetikai diverzitast talaltak 15 mikroszatellit
marker és 406 bp hosszt mtDNS D-loop szekvencia hasznalataval (Rutkowski és mtsai,
2015). Tovabba génaramlast is kimutattak a két régi6 kozott, amit GPS telometrias adatokkal
IS alatamasztottak (Zachos és mtsai, 2009a; Rutkowski és mtsai, 2015; Lanszki és mtsai,
2018). Hibridizaci6 nyomait mutattak ki Bulgaridban sziirke farkas (Canis lupus) és
aranysakal, illetve Horvatorszagban elvadult kutya és aranysakal kozott (Moura és mtsai,
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2014; Galov és mtsai, 2015), emiatt a gyorsan expandalo faj veszElyt jelenthet mas fajokra és
kiilonosen fontos annak genetikai hatterének vizsgalata, ismerete.

Kutatasunk célja az volt, hogy az aranysakal Magyarorszagon legkorabban kolonizalt
teriiletér6l, mas tanulmanyokhoz képest nagy eclemszammal vizsgaljuk a faj genetikai
diverzitasat ¢és szerkezetét.

Anyag és modszer

Mintavétel és genomidlis DNS izoladlas

2010 ¢és 2013 kozott 70 izomszovet (ebbdl harom egyed fenotipusos jegyek alapjan
feltételezett hibrid) minta gy(jtottiink hivatalos engedéllyel rendelkez6 vadaszok altal, illetve
kozutakon elgazolt egyedekbdl. A mintagyiijtés Magyarorszag nyugati, délnyugati térségében
zajlott (21. abra). Ez az a tertilet, ahol a fajt eldszor megfigyelték az orszagban, és a teljes
magyarorszagi 1étszam 70 %-ka itt van jelen, tovabba a legnagyobb egyedsiiriiséggel is ez a
teriilet rendelkezik (Heltai és mtsai, 2004). A mintak tarolasa a laboratoriumi vizsgalatokig
96%-o0s alkohollal t61tétt miianyag csdvekben -20°C-on tortént. A genomalis DNS izolalasa a
DNeasy Blood and Tissue Kit hasznalataval (QIAGEN, USA), a gyart6 utasitasait kovetve
tortént.

21. abra: Az aranyasakal elterjedési teriilete 1997 (balrdél jobbra savozas) és 2016
(jobbrol balra savozas) kozott, illetve a vizsgalatba vont egyedek mintazasi helyei (sarga
haromszog). A savozasok keresztezése nagy populaciosiriiséget jelent.

Serbia

|
20°E

Mikroszatellit vizsgalat

Az egyedek genotipizalasa 10, kutyaféléknél azonositott mikroszatellittel tortént — PEZ1,
FHC2054, FHC2010, PEZS5, PEZ20, PEZ12, PEZ3, PEZ6, PEZ8 ¢s FHC2079 —, egy
multiplex reakcioban, StockMarks for Dogs Canine Genotyping Kit (Applied Biosystems,
CA, USA) felhasznalasaval. A PCR és a genotipizalas soran a gyarto altal leirt protokollt
kovettiik. A fragment analizishez ABI 3100 genetikai analizatort alkalmaztunk. Az allélok
leolvasasahoz a GeneMapper v.4.0. szoftvert (Applied Biosystems, USA) hasznaltuk.

72



dc_1588_18

Statisztikai elemzés

A statisztikai értékeléshez 69 egyed genotipus adatait hasznaltuk fel. Illetve egy
mikroszatellitet (FHC2079) monomorfként azonositottunk, igy kizartuk az elemzésekbdl. A
null allél jelenlétét a MICRO-CHECKER 2.2.3 programmal ellendriztiik (Van Oosterhout és
mtsai, 2004). Az FSTAT 2.9.3. (Goudet, 1995) szoftverrel szamoltuk ki az allél gazdagsagot
(AR) és a fixacios indexet (Fis). Az egy lokuszra es6 allélok szama, a vart (Hg) és megfigyelt
(Ho) heterozigozitas, és a Hardy-Weinberg egyensulytol valo eltérés vizsgalata (HWE)
minden lokusz esetén az ARLEQUIN 3.1. segitségével keriilt kiértékelésre (Excoffier és
mtsai, 2005). A paronkénti linkage disequilibrium (LD) a GENEPOP 3.4-el Kkeriilt
meghatarozasra (Raymond és Rousset, 1995).

Az effektiv populacioméret meghatarozasa (Ne) a linkage disequilibrium (LDNe) modszerrel
az NeESTIMATOR 2.01 szoftver hasznalataval tortént (Do és mtsai, 2014), kiilonb6z6 allél
gyakorisagok kizarasaval: <5%, <2% ¢és <lI.

A kozelmultban tortént effektiv populacioméret csokkenést a BOTTLENECK 1.2.0.2.
(Cornuet és Luikart, 1996) programmal ellendriztilk. A program a relativ heterozigota
tobbletet hasonlitja az allélok szamahoz, ami hamarabb csokken palacknyak hatas soran, mint
az elobbi. Az Elgjel proba, Standardizalt kiilonség teszt és a Wilcoxon-féle eldjeles rang
probak harom modellel keriiltek kiszamitasra: IAM - infinite allele modell, SMM - stepwise-
mutation modell, TPM - two-phased modell, 1 000 iteracioval és 70 % Stepwise mutation
mellett.

A genetikai strukturaltsagot Bayes-féle csoportositasi algoritmussal elemeztik. A
STRUCTURE 2.3.4.szoftverrel (Pritchard és mtsai, 2000), meghataroztuk a legval6sziniibb
K szamot, K 1 és 10 kozott, 10 000 burn in periodussal, 100 000 Markov Chain Monte Carlo
(MCMCO) iteracioval, admixture modellel és korrelalt allélgyakorisagokkal. A STRUCTURE
HARVESTER (Earl és vonHoldt, 2012) és CLUMPAK (Kopelman és mtsai, 2015)
programokat a AK érték (Evanno és mtsai, 2005) és az eredmények grafikus megjelenitésére
hasznaltuk.

Az egyedek f0Oldrajzi tavolsagait is figyelembe véve tovabb vizsgaltuk a genetikai
strukturaltsagot a GENELAND programmal (Guillot és mtsai, 2005; Guillot, 2008), 50-szer
futtatva K=1-10, a kovetkezd paraméterek mellett: 20 000 MCMC iteracio, Poisson eljaras
maximalis aranya 100, a térbeli koordinatakhoz kapcsol6dd bizonytalansagi érték 0,2 és a
maximalis nukleusz szam a Poisson-Voronoi mozaikban (tesszellacioban) 300.

Fékomponens analizissel (PCA) ellendriztik a GENELAND altal meghatarozott 2
szubpopulacioba tartozd egyedeket az adegenet (Jombart és mtsai, 2008) segitségével R
3.3.3-ban (R Development Core Team, 2017). Az elemzés eredményeit grafikusan is
megjelenitettiik az elsé és masodik tengely-menti sajatértékekkel.

Mitokondridlis DNS vizsgadlat

A PCR soran Zachos és mtsai (2009a) altal leirt protokollt kovettiik, majd a szekvenaltatast
szolgaltatasként a Macrogen Inc (Hollandia) végezte el. Szekvenald primerként a PCR
reakci6 forward primerét hasznaltuk.

Statisztikai értékelés

A szekvenciak ellendrzése és illesztése a BIOEDIT 7.0 (Hall, 1999) és CLUSTALW (Larkin
és mtsai, 2007) programokkal tortént. A szekvencidk 385 bp hosszra tortént vagéasa utan a
DnaSP 5.10. (Librado és Rozas, 2009) szoftverrel meghataroztuk a haplotipusok szamat.
Mivel egy haplotipust talaltunk, nem tortént tovabbi elemzés.
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Eredmények és azok megvitatasa

Mikroszatellit markerekkel végzett vizsgalatok

A vizsgalt 16kuszok kozott nincs linkage disequilibrium (kapcsoltsagi egyensulytalansag) €s
null allél sincs jelen. A genetikai variabilitas, allél gazdagsag (AR), megfigyelt- (Ho) és vart
heterozigozitas (Hg) mérsékelt volt minden 16kuszon (28. tablazat). A 9 polimorf 16kuszon az
allélok szama 2 (PEZ1 és PEZ3) és 11 (PEZ12) kozott valtozott. Az atlagos megfigyelt
allélszam 6,200 + 3,600 volt. A megfigyelt és vart heterozigozitasi értékek 0,014-t8l (PEZ3)
0,885-ig (PEZ12) és 0,014-t61 (PEZ3) 0,856-ig (PEZ12) valtozott. A 9 16kusz koziil 5 eltért a
HWE-t6l. Harom 16kusz (FHC2010, PEZS, PEZ3) esetén volt a megfigyelt heterozigozitas
nagyobb a vartnal. Eredményeinkhez hasonld genetikai variabilitasi értékeket mutattak ki
balkani sakalokban (Bulgaria, Szerbia ¢és Horvatorszag), 2-14 allélszam 16kuszonként,
mérsékelt megfigyelt (0,47) és vart heterozigozitasi értékek (0,51) (Fabbri és mtsai, 2014).
Izraelben 88 aranysakalban 14 mikroszatellit hasznalatdval magas genetikai variabilitast
(0,643-0,718 régiotol fiiggben) mutattak ki (Magory Cohen és mtsai, 2013).
Vizsgéalatunkban négy lokusz esetén az Fis értékek szignifikansan eltértek 0-tol, atlagos értéke
0,222 volt.

28. tablazat: Allél gazdagsag (AR), megfigyelt allélszam (np), megfigyelt heterozigozitas
(Ho), vart heterozigozitas (Hg) és fixacios index (F|s) a vizsgalt 9 polimorf l6kuszon.

Lokusz AR No Ho He Fis
EZ1 2,000 2 0,203 0,343* 0,410*
FHC2054 9,000 9 0,507 0,594* 0,146
FHC2010 7,000 7 0,725 0,680 -0,067
PEZ5 3,000 3 0,145 0,136 -0,063
PEZ20 9,000 9 0,232 0,420** 0,450*
PEZ12 11,000 11 0,855 0,856* 0,001
PEZ3 1986 2 0,142 0,014 0,000
PEZ6 10,000 10 0,275 0,803** 0,659*
PEZ8 8,000 8 0,522 0,620 0,160*
Atlag+s.d. 6,200+£3,600 0,348+0,277 0,447+0,299 0,222

*p<0,05; **p<0,001

Az Ne 55,1 (CI 38,2 - 86,9) és 68,1 (40,0 - 149,5) kozott valtozott kiillonbozo allél
gyakorisagok kizarasatol fliggden. A vart heterozigota tobblettel rendelkezd 16kuszok szdma
5,06, 5,14 és 5,11 volt az elgjel proba IAM, TPM és SMM modelljei esetén. Az SMM modell
esetén a nullhipotézist elvetettiikk, és palacknyak-hatast mutattunk Kki. A standardizalt
kiilonbségek teszt ¢s a Wilcoxon-féle eldjeles rang préba a TPM és SMM modellek esetén
vetették el a null hipotézist. Magory Cohen és mtsai (2013) az izraeli aranyasakal
populacioban a palacknyak-hatas hianyat mutattak ki, annak ellenére, hogy a faj majdnem
teljesen eltlint a vizsgalt térségbdl. Eredményeink megerdsitették a korabbi ismereteinket az
europai aranysakalok eredetérdl, miszerint Eurdpat egy kis egyedszdmu alapitd populacio
kolonizalta, akik a délen €16 aranysakal populdciok teljes genetikai variancidjanak korlatozott
részét hordozzak (Fabbri és mtsai, 2013).
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Korabbi vizsgalatok gyenge genetikai strukturdltsagot mutattak az eurdpai aranysakal
populécidkban, kivéve a dalmat populacidt, mely egyértelmiien eltért a tobbi balkani €s kozel-
illetve tavol-keleti allomanytol (torok, izraeli, indiai) (Ibis és mtsai, 2015; Zachos és mtsai,
2009a; Fabbri és mtsai, 2014). Az altalunk vizsgalt magyar populacioban a K=3 bizonyult a
legvaldsziniibb klaszter szamnak (posterior valdszinliségi érték és a AK korrekcio is
alatdmasztotta). Azonban az egyedek felosztasi mintazata két szubpopulaciora torténd gyenge
szétvalast kovetett magas hozzakeveredéssel (admixture) (22. abra).

22. abra: A legvalosziniibb K csoport meghatarozas (Evanno és mtsai, 2005)

Deltak = mean(|L"(K)]) 7 sd(L(K})

Delta K

A GENELAND, mely figyelembe veszi a mintak foldrajzi helyeit is, 2 szubpopulaciot
kiilonboztetett meg a mintazott teriileten beliil, az északit és a délit. Otven futasbol 38 esetben
ketténél, mig 12 futdsnal, haromnal adott értéket a K eloszlasra. A két klaszter kovetkezetesen
helyezkedett el mind az 50 futtatasban, de a harmadik klaszterbe tartozott néhany egyed Dél-
Magyarorszagrol szétszortan mintazva. A harom feltételezett hibrid mintanknak volt a
legmagasabb hozzakeveredési (admixture) szintje és az északi szubpopulaciohoz tartoztak
<0,65 membership koefficienssel.

A fOkomponens analizis (PCA) nem mutatott erds szerkezeti elkiiloniilést a vizsgalt
mintakban (23. abra). Az egyedek tobbsége (a vizsgalt allomany 95%-a) a déli szubpopulacid
mintdihoz kozel csoportosult, a masodik PC tengely mentén magasabb differencialtsagi
szintet mutatva.

A hibridizacié fontos esemény az evolicid szempontjabol, kiillondsen gyorsan valtozéd
kornyezeti feltételek mellett (PySkova és mtsai, 2016; Ashrafzadeh és mtsai, 2019). A
jelenség mar bizonyitott aranysakal és mas kutyafélék kozott (Moura és mtsai, 2013; Galov
és mtsai, 2015; PySkova és mtsai, 2016), azonban a vizsgalatunkba vont harom egyed,
melyeket fenotipusos jegyei alapjan hibrideknek véltiink, nem bizonyultak annak.
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23. abra: Magyar aranysakal mintik fékomponens analizise (PCA). A fekete ovalis 95
%-0s inertia (tehetetlenségi) ellipszis. Az els6 és masodik tengely és hozzajuk tartozod
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szakasza teljesen megegyezett, egy haplotipust alkotott, ami megegyezett a Rutkowski és
mtsai (2015) altal leirt H1-gyel, és korabban mar azonositottak Bulgariaban, Eszaknyugat-
Lengyelorszaghan, Horvatorszagban, Magyarorszagon, Olaszorszaghan, Szerbiaban,
Ukrajnaban és a Kaukazusban (Zachos és mtsai, 2009a; Fabbri és mtsai, 2014; Koepfli és
mtsai, 2015; Yumnam és mtsai, 2015). A torok populacioban ezzel szemben sok haplotipust
mutattak ki (n=7, h=4; Ibis és mtsai, 2015).

Uj tudomanyos eredmények és azok hasznosithatésaga

Korabbi balkéani, kozép- és kelet-europai, illetve olasz sakalokon végzett filogeografiai
vizsgalatok eredményeit tamasztottam ald kilenc polimorf mikroszatellit és mtDNS D-loop
régi6 hasznalataval, az ismereteink szerint legnagyobb egyedszamot magéaba foglalé magyar
aranysakal populaciora alapozva. Bizonyitottam, hogy a gyors iitemben ndvekvd sakal
létszam alacsony genetikai variabilitast és struktarat mutat, szemben mas kutyafélékkel, vagy
az 1izraeli sakal populdcioval és az expanzido délrdl északra torténik. Ezt azzal is
alatamasztottam, hogy nem tudtam kimutatni biztosan elkiiloniilé szubpopulaciot a mintazott
teriileten beliil, annak ellenére, hogy Magyarorszag foldrajzilag Europa kézepén helyezkedik
el. A kozeljovoben mindenképpen javaslok tovabbi genetikai és genomvizsgalatokat
(RADseq, GBS), a hibridizacio és a genetikai szerkezet meghatdrozasara, Okologiai
vizsgalatokkal kiegészitve.

76



dc_1588_18

3.4. Damszarvas

Irodalmi attekintés

A damszarvas (Dama dama) az egyik legjelentdsebb vadfaj Eurdpaban, de széleskoriien
jégkorszak idején kihalt (Chapman és Chapman, 1975, 1980; Masseti, 1996; Ueckermann
és Hansen, 2002; Ludwig és mtsai, 2012), azonban a dél-eurdpai refugiumok (Szicilia,
Balkan-félsziget déli része), valamint Dél-Anatdlia és a Kozel-Kelet védelmet jelentett a faj
oda visszahuzodo egyedei szamara (Masseti, 1996; Arslangiindogdu és mtsai, 2010).
Ellentétben szdmos mas mérsékelt égovi fajjal, a damszarvasrol azt feltételezték, hogy az
ujranépesedés a faj jelenlegi, kozép- és észak-eurdpai elterjedési teriiletére, nem természetes
modon bekovetkezett, a jégkorszak utani rekolonizacios folyamat volt (Pemberton és Smith,
1985). Alternativ megoldasként az eurdpai damszarvas jelenlegi eloszlasat leginkabb az
ember altali betelepitések befolyasolhattak (Chapman és Chapman, 1980). Randi és
Apollonio (1988) szerint az Eurdpaba vald visszatelepitésiik a rémaiak vagy gorogok
segitségével zajlott. Az archeologiai feljegyzések azt mutattdk, hogy a ddmszarvas
terjeszkedése a korai Neolitikumban kezd6dott Gorogorszag szarazfoldi részén, valamint
Kréta és Rodosz szigetén (Yannouli és Trantalidou, 1999; Masseti és mtsai, 2008; Harris,
2015). A damszarvast a Mediterran térségbe is betelepitették, amit a kdzépkori idokben az
Alpoktol északra esd térség betelepitése kovetett (Haltenorth, 1959; Ludwig és mitsai,
2012). A forrasok alapjan a 3-4. szazadban, Németorszagban szabadon engedtek beldliik
példanyokat (Niethammer, 1963; Ludwig és mtsai, 2012). Magyarorszagra torténd
betelepitése azonban nem teljesen ismert, feltételezik, hogy Anatoliabol kiindulva tortént,
viszont szabadon €16 damokrol a 17. szazad el6tti idokbol nincsen ismeretiink. Egyes szerzék
azonban fosszilis leletekre alapozva Kijelentik a damszarvas Karpat-medencében vald
6shonossagat (Veress, 1941; Miiller, 2003). Az ezredforduld idejére a faj, a zart erdds
kozéphegységek kivételével Magyarorszag nagy részén stabil vagy novekvd allomanyt
alkotott (Buzgé, 2006).

Az elsé irasos dokumentdcid egy nagyobb ddmszarvas populaciérol a 17. szazadbol
szarmazik Gyulaj térségébdl (Délnyugat-Magyarorszag)
(http://gyulajhuntinghungary.com/fallow_buck_hunting). Gyulaj és a szomszédos Tamasi
erdei Magyarorszag legjobb damszarvasos teriiletének szamitanak (Faragé, 2009). Ma a
magyarorszagi damszarvas-trofedk tobbnyire Gyulajrol és Guthrol szarmaznak, amelyek a
C.1.C. (Conseil International de la Chasse et du Conservation du Gibier) vilagranglista els6 50
helyezettiének 60%-at adjak (http://gyulajhuntinghungary.com/fallow_buck_hunting).
Harom szdrzet szin 1étezik a magyar populaciokban. A vords a legdominansabb, de a sotét
(fekete vagy Dbarna) szinezet, valamint ritkdbb esetben a fehér is eldfordul
(http://www.royalhunting.eu/index.php?option=com_content&view=article&id=55&Ite

mid=75&lang=en).

A szarvasfélékre tobb mtDNS alapu vizsgalatot végeztek az elmult években: perzsa
damszarvas (Dama mesopotamica; Fernandez-Garcia, 2012), gimszarvas (Cervus elaphus,
Hartl és mtsai, 2003; Zachos és mtsai, 2003, 2009b; Pérez-Espona és mtsai, 2009;
Dellicour és mtsai, 2011; Niedzialkowska és mtsai, 2012; Marsalkova és mtsai, 2014;
Schnitzler és mtsai, 2018), szikaszarvas (Cervus nippon, Thevenon és mtsai, 2004; Shen-
Yin és mtsai, 2014; Paraité és Paulauskas, 2016), 6z (Capreolus capreolus, Lorenzini és
mtsai, 1993; Royo és mtsai, 2007; Olano-Marin és mtsai, 2014; Lee és mtsai, 2015),
javorszarvas (Alces alces, Schmidt és mtsai, 2009; Kangas és mtsai, 2013, 2015;
Niedzialkowska, 2017), sorényes szarvas (Rusa timorensis, Webley és mtsai, 2004). A
damszarvas eurdpai, és az egész vilagot érinté genetikai diverzitasarol és szerkezetérdl is tobb
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tanulmany sziiletett kiilonb6z6 markerek felhasznalasaval. Korabban enzim polimorfizmus
vizsgalatokat végeztek a genetikai variancia meghatarozasara (McDougall és Lowe, 1968;
Pemberton, 1984; Pemberton és Smith, 1985; Hartl és mtsai, 1986; Randi és Appolonio,
1988; Wehner és mtsai, 1991; Ludwig és mtsai, 2012). Mig az utobbi idékben mas
markereket alkalmaz6 tanulmanyok (mtDNS, mikroszatellit) alacsony polimorfizmust talaltak
ez eurdpai allomanyban (Masseti és mtsai, 1997; Poetsch és mtsai, 2001; Say és mtsai,
2003; Webley és mtsai, 2007; Masseti és Mertzanidou, 2008). Egy mtDNS D-loop alapu
vizsgalatban, amely 365 mintat hasznalt 22 németorszagi helyszinrél, hdrom regionalis
csoportot mutattak ki, és arra utalo jeleket is talaltak, hogy a német populacioknak torok
szarmazasuk lehet (Ludwig és mtsai, 2012). Masseti és mtsai (2008) altal kozzétett
eredmények kiilondsen érdekesek, mivel viszonylag magas mtDNS variabilitast és allomany
specifikus inszerciot talaltak a rodoszi damszarvasokban. Az eddigi legatfogdobb genetikai
vizsgalatot Baker és mtsai (2017) végezték, 10 mikroszatellit ¢s a mtDNS D-loop régio 683
bp hosszisaghi szakasza alapjan, 364 eurdpai és kanadai egyedet bevonva. Jelentésen
kiilonboz6 populaciokat azonositottak, ami Osszhangban van a kis létszamu alapitd
egyedekbdl kialakuld populdciokra hatd genetikai drift elvarasaival, és megerdsitették azt a
korabbi feltételezést is, hogy ezek az alapitok ¢északrol szarmaznak. Ezen kiviil
differencialodast irtak le a dél-ecurdpai izolalodott régiok kozott is, ideértve az Ibériai-
félszigetet. Szintén ebben a vizsgalatban a természetes folyamatok, azaz a jégkorszak utani
vandorlds erdsebb hatdsat mutattdk ki a jelen allomanyon, mint ami varhatd olyan fajok
esetén, amelyeket ilyen erés és ismert antropogén beavatkozas ért. Hangsulyoztak a
természetvédelmi erdfeszitések fontossagat, kiillondsen Torokorszagban és Rodoszon.

A vadgazdalkodasban rendkiviil fontos a fajok genetikai diverzitasanak és szerkezetének
pontos ismerete, mivel a genetikailag izolalt populacidknak a genetikai sokféleség elvesztése
mellett a beltenyészettel és csokkent szaporodasi képességgel is szembe kell nézniiik. Az
alacsony genetikai diverzitds a populaciot ért palacknyak hatas kovetkezményeként is
létrejohet. A palacknyak hatdsnak a genetikai diverzitasra gyakorolt hatdsa az atlagos
allélszam és a heterozigozitasi értékek csokkenésében, a ritka allélok elvesztésében, vagy
beltenyésztési leromlas (depresszio) fellépésében érhetéek tetten a nyomai (Frankham, 1995;
Luikart és mtsai, 1998). A jelenséget mar tobben leirtak mas szarvas fajok esetén és a
torténelmi adatok egyeznek a molekularis adatokkal (Broders és mtsai, 1999; Lenny
Williams és mtsai, 2002; Webley és mtsai, 2004). Azonban a palacknyak hatas nem mindig
okoz genetikai leromlast a populacioban (DeYoung és mtsai, 2003; Zenger és mtsai, 2003;
Doerner és mtsai, 2005).

A vilagon Magyarorszag rendelkezik az egyik legjobb minéségii damszarvas allomannyal. Ezt
igazolja az is, hogy a legutobbi két vilagrekord trofeat Magyarorszadg északkeleti részén,
Guthon ejtették el. Ennek ellenére e populacio genetikai diverzitasat és szerkezetét
tudomasunk szerint nem vizsgaltik. Igy kutatdsunkkal ezt a hidnyt szerettiik volna pétolni és:
I.) meghatarozni a haplotipusok szamat a mintazott térségben; ii.) meghatarozni a genetikai
diverzitas és haplotipusok eloszlasat, illetve iii.) filogeografiai vizsgalatot végezni a mintazott
populéciok haplotipusainak és a korabban Magyarorszagon és vilagszerte talalt haplotipusok
Osszevetésével.

Anyag és modszer
Mintavétel és genomidalis DNS izoldlds

2015-ben Gsszesen 41, vegyes ivari damszarvas szérmintat gy(ijtottiink a Szabolcs-Szatmar-
Bereg megyei Vadaszkamara vadaszainak segitségével Eszakkelet-Magyarorszagrol, harom
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helyszinr6l: bockereki erdé n=13, guthi erdé n=20, Tiszadob n=8 (24. abra). A mintak
egyedenként keriiltek papirzacskoba és azokat 4°C-on taroltuk a tovabbi vizsgalatokig. A
genomialis DNS izolalast a FAO/IAEA (2004) protokollja szerint végeztiik, a kivont DNS-k

crcr

24. abra: Damszarvas mintavételi helyeink. A telt korok a sajat mintaink helyeit, az {ires
korok Baker és mtsai (2017) magyar mintainak helyeit jelolik.
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Mitokondridlis DNS vizsgalat

A mitokondrialis kontroll régié (D-loop) 450 bp hosszlisagu szakaszat Masseti és mtsai
(2008) leirasa alapjan amplifikaltuk. A szekvenalasi reakciokat szolgaltatasként a Macrogen
Inc (Hollandia) végezte el, a PCR soran hasznalt forward primerrel, DamaCtr1F-vel.

Statisztikai értékelés

A kapott szekvenciak ellen6rzését és illesztését a MEGA 6 (Tamura és mtsai, 2013) program
segitségével végeztiik el. A filogenetikai vizsgalatokhoz a sajat haplotipusainkhoz tovabbi
NCBI GenBank-bol 218 egyedbdl szarmazo 39 haplotipust toltottiink le (AF291895, Randi
és mtsai, 2001; AM279272, Fajardo és mtsai, 2007; AM419027, Fajardo és mtsai, 2008;
NC020700, JN632629, Hassanin és mtsai, 2012; KY564399-KY564432, Baker és mtsai,
2017). Kiilcsoportként (outgroup) a perzsa damszarvast (D. mesopotamica) (AF291896:
Randi és mtsai, 2001; NC024818, ¢s IN632630: Hassanin és mtsai, 2012) és a gimszarvast
(Cervus elaphus, GU457435, NC013840: Zha és mtsai, nem publikalt, kozvetleniil a
GenBank-ba benyujtva és AB245427: Wada és mtsai nem publikalt) hasznaltuk.

A legmegfelelébb nukleotid helyettesitd6 modell kivalasztasa a korrigalt Akaike-féle
Informaciés Kritérium (AICc) hasznalatdval a maximum likelihood, mig a Bayes-féle
Informacié Kritérium (BIC) hasznalataval a Bayes-féle kovetkeztetés (Bl) a JModelTest 0.1.1
(Posada, 2008) programmal tortént. Adatkészletiinkre a legjobb modellnek a HKY+I+G
bizonyult AICc és a HKY+G a BIC kritériumok esetén. A Bayes-féle kovetkeztetés (BI) fat a
MrBayes 3.2 (Ronquist és mtsai, 2012) alkalmazasaval (40 000 000 MCMC, mintavétel
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minden 100. generaciéban), a maximum likelihood fat pedig az IQ-TREE 1.6. szoftverrel
(Nguyen és mtsai, 2015) 10 000 bootstrap 1épés alkalmazasaval hasznaltuk.

A haplotipusok ko6zo6tti median-joining halozatot a NETWORK 5.0.0.1. (Bandelt és mtsai,
1999) szoftverrel hoztuk 1étre.

A genetikai szerkezet vizsgalathoz a Bayes-féle populacio szerkezet analizist (Bayesian
Analysis of Population Structure - BAPS) a BAPS v6 (Corander és mtsai, 2008) szoftverrel
végeztiik el, kapcsolodo 10kuszok klaszterezés (clustering for linked loci) modszerrel, két
fliggetlen futtatasban, K=10 és K=20 ismétléssel.

Az ARLEQUIN 3.5. (Excoffier és Lischer, 2010) programot hasznaltuk a paronkénti ®@sr, az
AMOVA ¢és a BAPS program altal kialakitott klaszterek kozotti génaramlas (Np)
meghatarozasara. Az altalanos diverzitds mutatokat (polimorf helyek szdma, haplotipus és
nukleotid diverzitas, haplotipusok szama) a DnaSP 5.10 programmal szamoltuk ki (Librado
és Rozas, 2009). A populaciok demografiai torténetének megismeréséhez a Fu féle Fs (Fu,
1997) és a Tajima-féle D értéket (Tajima, 1989a) az ARLEQUIN 3.5. (Excoffier és Lischer,
2010), mig a Ramos-Onsins és Rozas-féle R; értéket (Ramos-Onsins és Rozas, 2002) a
DnaSP 5.10. (Librado és Rozas, 2009) hasznalataval szamoltuk ki.

Eredmények és azok megvitatasa

A 41 egyedben 6sszesen harom haplotipust azonositottunk a mtDNS kontroll régioban. Ebbdl
kettd 0j volt (H2 és H3, GenBank azonosité szam: MG917678, MG917679), mig egy (H1), az
NCBI Genbankba mar KY564415 azonositoszammal feltoltott szekvenciaval egyezik meg és
Magyarorszag déli részérdl szarmazik (25. és 26. abrak). Az egyedek majdnem fele (n=17)
hordozta ezt a Baker és mtsai (2017) altal leirt, H1 haplotipust, mig 21 egyed az Gjonnan
kimutatott H2 haplotipussal rendelkezett. Az altalunk szintén ujonnan azonositott H3 csak egy
Guthrol szarmazo6 egyedben volt megtalalhato.

A filogenetikai vizsgalatot a 41 sajat szekvencia és tovabbi, GenBank-bol letoltott 39
szekvencia felhasznalasaval végeztiik el, és igy Osszesen 33 haplotipust mutattunk ki. Ebbol
kilenc haplotipus az Ibériai-félszigeten (n=34; H5,6,7,8), Olaszorszaghban (n=27;
H9,10,11,12), Németorszagban (n=1; H12) és Rodoszon (n=4; H13) volt kimutathatd, mig 22
egy igen széles foldrajzi elterjedésii csoportban volt jelen (Kanada, Afrika, Kozel-Kelet és
Eurdpa egésze, koztik Magyarorszag is). Két haplotipus (n=20; H32 és H33) csak a
torokorszagi teriiletre volt jellemz6 (25. abra).
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25. abra: Filogenetikai kapcsolat a damszarvas haplotipusok kozott 450 bp hosszu
MtDNS D-loop szakasz alapjan. Kiilcsoport (outgroup): Dama mesopotamica (AF291896,
NC024818, IN632630) és Cervus elaphus (GU457435, NC013840). Az agakon levé szamok
a Bayes-féle utdlagos kovetkeztetés valosziniiségét és a ML bootstrap szazalékos értékeit
jelolik. A telt csillagok a sajat mintazott egyedeink haplotipusait, az iires csillagok Baker és

mtsai (2017) altal leirt magyarorszagi haplotipusokat jel6lik.

1/99

A filogenetikai faval megegyez6 topologiai mintazatot adott a Median-Joining halozat (26.
abra) is. Az olasz, ibériai, német és rodoszi 66 egyedben azonositott 9 haplotipus elkiiloniil a
nagy foldrajzi eloszlast csoporttdl (173 egyed, 22 haplotipus) ¢és a 20 torok egyedben
azonositott két haplotipustol. A néhany olasz és a rodoszi minta haplotipusanak kozeli
kapcsolatdra magyarazat lehet, hogy betelepitések torténtek Rodoszon, a sziget olasz
megszallasa (1912-1947) idején (Chapman és Chapman, 1980). Damszarvasok filogenetikai
elemzése soran hasonld mintazatot kapott Ludwig és mtsai (2012) és Baker és mtsai (2017)

IS.

H12
H10 I Olaszorszag, Németorszag
H9
Hs
0.99/96 " 1 Ibéria
H7 (Spanyolorszag, Portugalia)
0.58/55 H8
0.81/75 H11 Olaszorszag
— 1 H12 Rodosz
0.89/73 H1 % vt
— L 3k
H31
H30
B6/92 H29 ¥
— H28 Afrika,
Hze Angiia,
H25 Bulgaria,
H24 Irorszag,
H23 Kanada,
0.94/91 H22 Kozel Kelet,
H21 Magyarorszag,
H20 Németorszag,
H19 Olaszorszag,
i Portugalia
::2 Svédorszag,
ity Szlovénia
H4 <y
H2 %
o lTumkolszag
——————— AF291896
Ncoz4s19 | Dama mesopotamica
JNB32630

GU457435
1/100 [_: NC013840
| I

AB245427

Cervus elaphus

81



dc_1588_18

26. abra: Median-Joining network damszarvas haplotipusok kozott, 450 bp hosszu
MtDNS D-loop szakasz alapjan. A haplotipusokat 6sszekoté vonalakon levé szamok a
mutaciok szamat jelentik >1 esetén.

: O
H13

@ @ Olaszorszag
O Rodosz .......... N
QO Ibéria :

O Torokorszag 3
Afrika, Anglia, Bulgaria, Irorszag, Kanada, Kozel-Kelet, Mag\/arorszag,
Németorszag, Olaszorszag, Portugalia, Svédorszag, Szlow énia

H5

A BAPS klaszteranalizis eredménye szerint a ddmszarvas mintak 8 klaszterbe sorolodnak (1.
olasz és német mintak; 2. ibériai mintak; 3. olasz mintak; 4. rodoszi mintak; 5. magyar,
szlovén, német, ir, angol, kozel-keleti, afrikai és kanadai mintak; 6. angol és német mintak; 7.
angol, ir, német, svéd, olasz, magyar, szlovén, bolgar és portugal mintak; és 8. torok mintadk
klasztere) (27. abra).

Keveredést csak az 5. klaszterben talaltunk, ami Ludwig és mtsai (2012) eredményével volt
egybehangz6, miszerint a német alapité damszarvasok torok eredetiiek.

27. abra: Bayes-féle klaszteranalizis damszarvas mMtDNS D-loop régio 450 bp hossziu
szakaszanak szekvenciai alapjan, K=8 csoportositas szerint.
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A paronkénti @gst értékek megerdsitették az elézéekben bemutatott eredményeinket. A BAPS
altal meghatarozott klaszterek kozott szignifikans kiilonbségeket mutattunk ki (0,567-1,000
kozotti értekek). Az 5. és 7. klaszterek (a két legszélesebb foldrajzi kiterjedésii csoport) kdzott
volt a legkisebb ®st érték (0,567) 0,381 génaramlasi értékkel; mig a legnagyobb tavolsag a 3.
¢és 4. klaszterek (1,000) illetve a 3. és 8. klaszterek (0,989) kozott mutatkozott. Az Ny, érték
0,000-tol (3. és 4. klaszter) 0,381-ig (5. és 7. klaszter) terjedt (29. tablazat).

29. tablazat: Paronkénti ®@st értékek (atlo felett) és génaramlas (N, atlo alatt) a 8 BAPS
altal meghatarozott klaszterre

1. 2. 3. 4, 5. 6. 7. 8.
klaszter klaszter klaszter klaszter klaszter Kklaszter klaszter klaszter
1. klaszter - 0,856* 0,985* 0,978* 0,899* 0,918* 0,923* 0,982*
2. klaszter 0,084 - 0,964* 0,950* 0,881* 0,900 0,901* 0,969*
3. klaszter 0,007 0,019 - 1,000* 0,895* 0,919* 0,930* 0,989*
4. Klaszter 0,011 0,026 0,000 - 0,875* 0,898* 0,904* 0,987*
5. klaszter 0,056 0,067 0,059 0,071 - 0,659* 0,567* 0,855*
6. klaszter 0,045 0,056 0,044 0,057 0,259 - 0,633* 0,875*
7. klaszter 0,042 0,055 0,038 0,053 0,381 0,290 - 0,887*
8. klaszter 0,009 0,016 0,005 0,007 0,085 0,071 0,064 -
*p<0,05

Az AMOVA azt mutatta, hogy teljes genetikai variancia nagyobb része (87,47 %) a klaszterek
kozotti genetikai variancianak tulajdonithato, mig 12,53 %-a a klasztereken beliilr6l ered (30.
tablazat).

30. tablazat: Az AMOVA eredményei a BAPS altal meghatarozott 8 klaszter kozott

Variancia forrasa d.f. Variancia (%) p-érték
Klaszterek kozott 7 87,47 p<0,000
Klasztereken beliil 251 12,53

Teljes 258

A damszarvas mintakra alacsony haplotipus szam és haplotipus diverzitas (0,100-0,691) volt
jelemzd, a német (0,962) és angol (0,898) mintak kivételével. A magyar damszarvasok
mérsékelt, 0,678-as haplotipus diverzitas értéke hasonld volt az olasz (0,691) és portugal
(0,647) mintdkéhoz, viszont a nukleotid diverzitas értéke (0,003) azoknal kisebb. A polimorf
helyek szama 2 (Torokorszag) és 16 (Németorszag) kozott valtozott. A Fu féle Fs a Tajima-
féle D és a Ramos-Onsins és Rozas-féle R, értékek, egyértelmli expanziot egyik orszag
mintdiban sem mutatott. A spanyol, ir, angol és német damszarvasok esetén az Fs szignfikans
¢és negativ értéket vett fel, expanziora utalva, azonban a masik két mutatd ezt nem tamasztotta
ala. A magyar mintakban pedig mindhdrom mutat6 elutasitotta az expanzié eseményét (Fs= 0,
355 p<0,05; D= -1,504 p<0,05; R,=0,161). Magyarorszagon a telepitések az 1970-es években
zajlottak leginkabb, melynek hatasara nétt a populacidoméret iS. Azonban a faj biologiai
tulajdonsaga, hogy alacsony szintii a vandorlasi hajlama, igy a telepitett egyedek elszigetelt,
homogén populéciot alkotnak (Buzgd, 2006). Ez is bizonyitja, hogy a jelenlegi genetikai
szerkezet nagyrészt az emberi tevékenységeknek kdszonheto.

A BAPS féle klasztereket vizsgalva ugyancsak mérsékelt haplotipus diverzitasi értékeket
kaptunk (0,000 és 0,787 kozott). Azonban itt az Fs, a D és az R, értékek (Fs= —1,680 p>0,05;
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D= 0,117 p>0,05; Ry= 0,115) mind nemrégiben bekdvetkezett expanziot mutattak az 1.
klaszterben (Olaszorszag és Németorszag egyes mintai) (31. tablazat).

31. tablazat: Fobb diverzitais mutatok értékei a damszarvas mtDNS D-loop régio
alapjan, orszagonként és Kklaszterenként. n=eclemszam; H=haplotipusok szdma;
h=haplotipus diverzitas, n=nukleotid diverzitas, S=polimorf helyek szama, Fs= Fu féle Fs
érték, D= Tajima-féle D érték, Ramos-Onsins €s Rozas féle R, érték

n H h L S Fs D R,

Mintavételi teriiletek
Anglia 56 14 0,898 0,005 11 -4,440* -0,097 0,102
Bulgéaria 11 1 - - - - - -
frorszag 17 5 0,507 0,002 4 -2,036* -1,082 0,104*
Kanada 3 1 - - - - -
Kozel-Kelet, Eurépa, 2 1 - - - - - -
Afrika
Magyarorszag 54 5 0,678 0,003 5 0,355 0,117 0,115
Németorszag 13 10 0,962 0,009 16 -3,896* -1,159 0,111
Olaszorszag 31 5 0,691 0,013 15 6,847 1,648 0,187
Portugalia 17 3 0,647 0,007 7 4,199 1,256 0,202
Rodosz 4 1 - - - - - -
Spanyolorszag 21 3 0,267 0,002 2 -1,258* -1,159 0,116
Svédorszag 7 1 - - - - - -
Szlovénia 3 2 - - - - - -
Torokorszag 20 2 0,00 0,000 2 -0,025 -1,513* 0,218
BAPS klaszterek
1. klaszter 17 3 0,228 0,001 2 -1,680* -1,504* 0,161
2. klaszter 34 4 0,362 0,001 3 -1,699 -1,075 0,078
3. klaszter 11 1 0,000 0,000 O - - -
4. klaszter 4 1 0,000 0000 O - - -
5. klaszter 78 11 0,787 0,003 11 -4,338* -1,202 0,056
6. klaszter 16 4 0642 0,003 3 0,071 0,815 0,193
7. klaszter 79 7 0632 0,002 5 -2,354 -0,525 0,078
8. klaszter 20 2 0,00 0,000 2 -0,025 -1,513* 0,218

*p<0,05

Uj tudominyos eredmények és azok hasznosithatésaga

Magyarorszag rendelkezik a vilag egyik legjobb mindségli damszarvas allomanyaval. Ezt
igazolja az is, hogy a legutobbi két vilagrekord trofeat Magyarorszadg északkeleti részén,
Guthon ejtették el. Az északkelet-magyarorszagi damszarvas populaciok anyai agon végzett
genetikai vizsgalataval kapott eredményeim a faj diverzitasara és filogenetikai szerkezetére
vonatkozoan megerdsitették az eddig kozép-eurdpai populdcidban leirtakat, illetve a
torténelmi feljegyzéseken alapuld tényeket. A faj alacsony szintli diverzitassal rendelkezik,
ezen belill a magyar allomany is. Azonban ennek ellenére, a mintdzott teriileten 2 U
haplotipust irtam le, amibdl az egyik csak Guthon —ahonnan a legutdbbi 2 vilagrekord is
szarmazik—, ¢€s ott is csak egy egyedben fordult eld. Lehetséges, hogy tovabbi
allomany/teriilet specifikus genetikai jellegzetességek azonosithatdéak nagyobb elemszammal,
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mas markerekkel, illetve mindenképpen érdemes lenne a mintagyijtési teriiletet az egész
Karpat-medencére Kkiterjeszteni. Bizonyitottam, hogy még mindig 1étezhetnek uj, eddig fel
nem fedezett haplotipusok zart populaciokban, illetve az emberi attelepitések meghatarozo
szerepét a faj jelenlegi genetikai struktirajaban.

A damszarvason végzett vizsgalataim torok egyiittmikodéssel ¢€s finanszirozassal
folytatodnak 2019-t61.
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