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1. A MUNKA ELOZMENYEIL CELKITUZESEK

1.1 Bevezetés

A nagytestll ragadozok a leginkabb vitathatdo ¢és kihivasokkal teli
allatcsoportok kozé tartoznak, abbodl a szempontbol, hogy megérizziik dket
modern ¢és zsufolt vildgunkban (Chapron et al. 2014). Védelmiik a fejlett
europai orszdgokban szigoru feltételekhez kotott nem csak az €éldhely és a
zsékmany hozzaférhetdsége szempontjabol, hanem a helyi kozosségek és
érintettek (allattartok ¢és vadgazdalkodok) szempontjabol is (Linnell et al.
1999, Berger 2006).

Ezek a fajok fontos szerepldi az Okoszisztémaknak, mivel tSbbnyire a
taplalkozasi piramis magasabb szintjein vagy csucsragadozoként
helyezkednek el. Ebbdl adodoan szabalyozhatjak az alattuk elhelyezkedd
¢lélények alloményat, stabilizalhatjdk a tarsulast és javithatjdk a
zsakmanyfajok populdcidinak mindségét (Heltai & Szemethy 2010). Tovabba
a ragadozok nagyon jo indikatorok is lehetnek, mivel szerepiikbdl adoddan
jellemezhetik a taplaléklanc ¢és az  Okoszisztéma  allapotat. A
zsékmanypopulaciok allomanydnak mennyiségi ¢és mindségi valtozasa
befolyasolja a ragadozokat, szabalyozhatja azok létszamat, a két populacid
tehat hat egymasra (Torok & Fodor 2002). Napjainkra Eurdpaban tobb
nagyragadozd populacidja ndvekvd tendenciat mutat — Gigy, mint a sziirke
farkas €s a barna medve (Deinet et al. 2013) —, mely elsdsorban az elmult
évtizedekben kialakulé védelmi programoknak, jogi védelemnek, a
kozvélemény tudatossag javitasanak, illetve az él6hely-rehabilitdcioknak
koszonhetd (Chapron et al. 2014).

A biologusok szdmara mindig is kihivast jelentett, hogy miképpen vizsgaljak
a ritka allatfajokat, mint példaul a ragadozokat is (Long et al. 2008), ugyanis

ezek a fajok nehezen megfigyelhetok rejtdzkodd életmodjuknak
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koszonhetden. Ezen fajok vizsgalatdra megfeleld monitorozasi technikdk a
nem invaziv moddszerek (Boitani & Powell 2012), melyek koziil néhany
alacsony koltségvetésti vizsgalatot tesz lehetdvé (Heurich et al. 2012). Eml6s
fajok jelenlétének kimutatasara igen gyakori modszerek példaul a
nyomolvasas ¢és az iriilék, vagy vizelet mintak gytjtése (Liebenberg 1990;
MacKay et al. 2008; Schwartz & Monfort 2008), az akusztikus monitoring
(Comazzi et al. 2016), kameracsapdas felmérések (Meek et al. 2014), illetve a
szOérmintakon végzett felmérések is (Kendall & McKelvey 2008). Ezekkel a
vizsgalati mddszerekkel az azonositas altalaban csak csalad szintig lehetséges,
a faj és egyed szintli hatdrozads sok esetben nem végezhetd el (Kendall &
McKelvey 2008, Heinemeyer et al. 2008). Faj és egyed szintii hatarozashoz,
illetve populacios jellemzdk vizsgélatdhoz (palacknyakhatas, rokonsagi fok,
sirliség) genetikai vizsgalatokra van sziikség. A modszerek koziil az tiriilékbol
és vizeletbdl torténd hatarozas, illetve a szorhatarozas genetikai vizsgalatokat

is lehetéve tesz (Kendall & McKelvey 2008).

1.2. Célkittizések

A Biikki Nemzeti Park Igazgatosag, a Magyar Agrar- és Elettudomanyi
Egyetem Vadgazdéilkodasi és Természetvédelmi Intézete (kordbban SZIE
VadVilag Megorzési Intézet), illetve Genetika és Biotechnologia Intézete
(kordbban Nemzeti Agrar- ¢és Innovacios Kozpont, MezOgazdasagi
Biotechnolégia Intézet) 2014 6ta dolgozik egyiitt hazai védett ragadozd fajok
terepi €s genetikai monitorozasdban. Ennek kapcsan kezdddott el egy ezen
fajok genetikai vizsgalatara alkalmas protokoll kidolgozasa és optimalizalasa
macskafélékre (vadmacska, eurdzsiai hitiz) és kutyafélékre (sziirke farkas,
aranysakal, kutya) egyarant (Fehér et al. 2017). Ezekbe a vizsgalatokba
bekapcsolddva PhD kutatdsi munkdm soran a kovetkezd célkitlizéseket

fogalmaztam meg:



Nemzetkdzi szakirodalomban leirt és hasznalt mikroszatellit markerek
optimalizalasa vadon ¢él6 kutyafélék (Canidae) és macskafélék
(Felidae) elsésorban nem invaziv modszerrel gy(ijtott mintainak
vizsgalatara.

A sziirke farkas esetében célkitiizésem az Eszaki-kozéphegységbe
visszateleplild egyedek eredetének feltarasa elsdsorban szlovakiai és
magyarorszagi terepen gyujtott sziirke farkas mintdk, valamint
Magyarorszagon zart térben tartott farkas mintak felhasznélasaval.
Esetleges rokoni kapcsolatok feltarasa a sziirke farkas egyedek kozott.
Az eurdzsiai hitz esetében célom volt vizsgalni, hogy a gyijtott
mintak alkalmasak-e fajszintli azonositasra, minimalis egyedszam és
ivari Osszetétel meghatarozasara.

A vadmacska magyarorszagi alloményaban korabban kimutatott
hibridizacidés folyamat nyomon kovetése érdekében célom volt
elsésorban az Eszaki-kozéphegységben eléforduld vadmacska
allomany genetikai diverzitasanak felmérése, a hazi macskéaval valo
esetleges hibridizacié kimutatasa. Ennek sikeres bizonyitasa esetében
célom volt az altalam hasznalt markerek hibridizaciora irdnyulo

megbizhatosaganak vizsgalata.



2. ANYAG ES MODSZERTAN

2.1. Mintavétel és DNS izolalas

Az egyes fajokon elvégzett vizsgalatok sordn hasznalt mikroszatellit
(STR) markereket nemzetkdzi publikaciokbdl adaptaltam és optimalizaltam
azokat multiplex koriilmények kozott. Az optimalizalast kutya, macska,
illetve zarttérben tartott (&llatkerti) sziirke farkas, vadmacska, eurdzsiai hiuz
¢s muzeumi mintdkon végeztem. A természetben gyiijtott mintak a Biikki
Nemzeti Park Igazgatdésag, a Duna-Ipoly Nemzeti Park Igazgatosag, a
Hortobagyi Nemzeti Park Igazgatdésag, a Duna-Drava Nemzeti Park
Igazgatosag, Szlovakiabol a Tatra-hegység teriileteirdl szarmaztak.
Vizsgalataim soran Osszesen 117 darab sziirke farkas mintat, 10 darab
eurazsiai hitiz mintat, valamint 27 darab vadmacska terepen gytijtott mintajat
dolgoztam fel.

Teljes genomi DNS izolalasat a terepi gytjtést, illetve a referencia mintakbol
uriilék, vizelet, szor, csontszovet, vér és izomszovet mintdkon végeztem el. A

mintakat laboratoriumban -20 °C-on taroltam azok felhasznalasaig.

2.2. Populaciogenetikai vizsgalatok STR markerekkel

A kutyafélék faj- és egyedazonositasdra 14 darab tetranukleotid
1ismétlodésii jelolt primer part, a macskafélék esetében 21 darab di- €s
tetranukleotid ismétlédésii jelolt primer part hasznaltam, melyeket multiplex
korlilmények kozott optimalizaltam. Az ivarhatarozast az amelogenin gén
segitségével végeztem el (Yan et al. 2013, Pilgrim et al. 2005). Az optimalizalt
multiplexek 25 pl végtérfogatban lettek 6sszemérve, 45-240 ng templat DNS
mintat, 2 x QIAGEN Multiplex PCR Master Mixet (QIAGEN, Németorszag)
¢és optimalizalt mennyiségli primert (10 pM) tartalmaztak, a végtérfogatot
desztillalt  vizzel kiegészitve. A  reakciok sikerességét, agardz-
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gélelektroforézis segitségével értekeltem 1,5%-o0s agardz gélben, GeneRuler
100 bp DNA Ladder (Thermo Scientific, USA) segitségével. A PCR termékek
kimutatasa az allélméretek meghatdrozasahoz kapilléris elektroforézissel
tortént egy ABI 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA)
késziilékben, melyet a BIOMI Kft. végzett. Az elektroferogrammokat a
PeakScanner (Applied Biosystems, USA) segitségével dolgoztam fel, a
mintdk genotipusat Microsoft Excel tablazatban rogzitettem. E tablazat
alapjan alakitottam 4t a kiilonbozd sziikséges formatumokra a genotipus
adatokat a GenAlEx Excel bdvitmény (Peakall & Smouse 2012) ¢és a
CONVERT v.1.31 szoftver (Glaubitz 2004) segitségével. A nullalélok és
genotipizalasi hibak feltarasat MICRO-CHECKER program (Van Oosterhout
et al. 2004) segitségével végeztem.

2.2.1. Szurke farkas

A lokuszonkénti és populacionkénti allélfrekvenciat, az allélszamot, az
effektiv allélok (Ne) és a megfigyelt és torzitatlan vart heterozigozitas
értékeket (Ho, He) a GenAlEx 6.5. program (Peakall & Smouse 2012)
segitségével becsililtem meg. Az all¢lgazdagsdg (AR) értékeket az FSTAT
2.9.3.2 program (Goudet 1995) segitségével szamoltam ki. A STRUCTURE
2.3.4 program (Pritchard et al. 2000) segitségével a populédciok eldzetes
meghatarozasa nélkiil kovetkeztettem a genetikai klaszterek legvaldsziniibb
szdmara, illetve a magyarorszagi sziirke farkasok, szlovékiai sziirke farkasok
¢s mas zarttéri farkasok, illetve kutydk kozotti lehetséges keveredés
felmérésére. A genetikai  klaszterek  legvaldszinlibb  szdmanak
megallapitasahoz a “likelihood score” értékét, valamint a masodik
derivaltjanak valtozésat hatdroztam meg Structure Harvester (Earl &
vonHoldt 2012) segitségével. Ezen eredmény alapjan legvaloszinilibb K érték

négy legvaloszintlibb becsiilt értékét StructureSelector programmal (Li & Liu
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2018) is megvizsgaltam (Puechmaille 2016). Fokomponens diszkriminancia-
analizist (Discriminant Analysis of Principal Components — DAPC) az R
4.0.1. program (R Core Team 2018) adegenet 2.1.1. programcsomagjaval
(Jombart 2008) végeztem, amely populaciogenetikai modell hasznalata nélkiil
azonositja az egyedek klasztereit. A klaszterek optimélis szamanak
azonositdsara a Bayes-féle informacids kritérium (Bayesian information
criterion — BIC) alapjan a ,find.clusters()” fliggvényt hasznaltam. A
differencialodas iranyat az R 4.0.1. programban (R Core Team 2018) hasznalt
diveRsity 1.9.90. csomaggal (Keenan et al. 2013) hataroztam meg, és ezt az
informéaciot arra hasznaltam, hogy a populacidéparok kozotti relativ migracidra
kovetkeztessek (Sundqvist et al. 2016). A magyarorszagi terepi gyujtésii
szlirke farkasok kozotti sziildi és rokonsagi kapcsolatok azonositdsdhoz és a
csaladi csoportok (falkdk) meghatarozasdhoz a Colony2 (Jones & Wang 2010)

»parentage assignment” csomagot hasznaltam.

2.2.2. Macskafélék: Eurazsiai hitz és vadmacska

Az allélgyakorisagok, alléldiverzitasok, a heterozigozitas értekek
szamitasat, valamint a Shannon-Weaver diverzitds indexet a GenAlEXx
(Peakall & Smouse 2012) segitségével hataroztam meg az egyedi genotipusok
alapjan. A klaszteranalizist a STRUCTURE program algoritmuséval
(Pritchard et al. 2000) végeztem el. A genetikai klaszterek legvalosziniibb
szamanak megallapitasahoz a ,,likelihood score” értékét, valamint a masodik
derivaltjanak valtozésat (Evanno et al. 2005) hataroztam meg Structure
Harvester (Earl & vonHoldt 2012) segitségével. Az egyedeket akkor
tekintettem egy klaszterhez (hazi macska vagy vadmacska) tartozonak, ha a
hozzarendelési érték (qV) > 0,75 volt. Azokat az egyedeket, melyeknél a q) <
0,75 de nagyobb, mint 0,25 volt barmelyik klaszterhez keveréknek (hazi

macska ¢és vadmacska hibrid) mindsitettem. Annak érdekében, hogy
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megvizsgaljam az STR markerek erejét a hazi macska és vadmacska
hibridizacié kimutatasara, hazi macska, vadmacska és hibrid genotipusokat
generaltam a Hybridlab (Nielsen et al. 2006) segitségével. A mesterséges
genotipusok  1étrehozdsdhoz olyan teljes empirikus mikroszatellit
genotipusokat hasznaltam fel (hianyzo 1okusz nélkiil), melyek a
STRUCTURE analizis alapjan > 0,75 hozzarendelési valosziniiség mellett
valamelyik sziiléi fajhoz rendelheték. A kovetkezd kategoridkban dsszesen
240 genotipust generdltam: sziiléi, F1, F2, valamint elsd és masodik
visszakeresztezések barmelyik sziildi fajhoz (csoportonként 30 mesterségesen
1étrehozott genotipus). A program altal generalt sziildi és hibrid

genotipusokkal ijabb STRUCTURE analizist végeztem.



3. EREDMENYEK

3.1. Sziirke farkas
3.1.1. Genetikai diverzitas

A magyarorszagi 86 darab terepi gyljtési feltételezett sziirke farkas
minta kozil a vizsgalatok sordn 35 db minta teljes genotipusat, 22 db minta
részleges genotipusat sikeriilt rogziteni. A Szlovakiabol szarmazod mintak
koziil 15 db-ot, a zart térben tartott farkas mintak koziil 9 db-ot, mig a kutya
mintak koziil 14 db-ot hasznaltam fel az elemzésekben. Ezek a mintdk minden
esetében sikeriilt azok teljes genotipusat rogziteni. A magyarorszagi terepen
gyljtott mintak esetében is csak a teljes genotipussal rendelkezé mintdkat
hasznaltam fel. A lokuszonkénti és csoportokra szamitott diverzitasadatok az

1. tablazatban talalhatok.



1. tablazat: Kutyafélékre kidolgozott specifikus autoszomas
mikroszatellitek (STR) diverzitas értékei a magyarorszagi és a szlovakiai

terepen gyljtott sziirke farkas mintdk csoportjaiban.

Magyarorszagi terepi sziirke farkas Szlovakiai terepi sziirke farkas

STR. N Na Ho He HWE PIC | [N Na Ho He HWE PIC |

c2001 25 4 064 073 *** (062 121(15 5 0,73 0,73 ns 069 1411
c2054 25 6 092 071 ns 068 143(15 5 080 071 ns 0,67 1422
FH2538 25 7 060 0,78 ns 067 144(15 8 087 0,78 ns 0,76 1,781
PEZ3 25 4 052 071 ns 06 118|15 6 060 0,71 *** 0,67 1,431
PEZ8 25 6 0,72 054 ns 069 150|115 4 047 054 ns 0,49 0,993
PEZ19 25 3 056 029 ns 046 088|15 3 0,20 029 ns 0,26 0,534
FH2088 25 6 0,68 0,73 *** 068 150(15 5 0,73 0,73 ns 0,68 1,410
PEZO2 25 5 060 066 ns 063 127|15 4 040 0,66 * 0,6 1,196
FH3377 25 6 068 068 ns 062 137(15 5 080 068 ** 063 1,297
FH2010 25 6 0,36 0,64 *** 047 106(15 5 053 064 ns 059 1,237
FH2004 25 8 044 076 *** 062 141(15 7 0,73 0,76 ns 0,73 1,615
FH2107 25 11 0,72 0,87 * 0,87 2,23(15 12 0,80 0,87 ns 0,86 2,248
FH2309 25 5 0,40 0,76 *** 047 101(15 6 080 0,76 ns 0,72 1563
FH3313 25 11 0,60 0,80 *** 0,78 193(15 8 0,80 080 ns 0,77 1,820
Atlag - 6,29 0,60 0,68 - 063 139(- 593 066 069 - 065 143

Vizsgalt mintak szama (N), kimutatott (detektalt) allélek szama (Na),
megfigyelt heterozigozitas értékek (Ho), vart heterozigozitas értékek (He),
Hardy-Weinberg egyensulytol valo eltérés (HWE), Shannon-Weaver
diverzitas index (I) értékek lokuszonként és dsszesitve. ns = nem

szignifikans; * = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001.

3.1.2. A magyarorszagi farkas egyedek kozotti rokonsagi kapcsolatok

A Colony?2 program tobb testvér és sziil6-utdd kapcsolatot is azonositott
a magyarorszagi terepi gyujtési sziirke farkas egyedek kozott. A Biikk-
hegységben a ,Best Cluster” eredmények alapjan egy falka héarom
generaciojat sikeriilt azonositani. A falka egyedeinek ivara négy him és egy

ndstény.



3.1.3. Genetikai struktura

A STRUCTURE program hét elére feltételezett egység kozil a
legmagasabb atlagos valdszinliség értéket (,,likelihood score”) hat genetikai
egység (K = 6) esetében mutatta ki (1/A. abra), mig a méasodik legmagasabb
kimutathat6 (1/B. abra). Az utobbi esetben a természetben eléforduld
szlovakiai és magyarorszagi sziirke farkasok alkottak az egyik genetikai
klasztert, mig a kutydk és a zart térben tartott farkasok csoportja a masikat
(1/D. abra). A Puechmaille becslés mind a négy kiiszobértéknél négy genetikai
egység jelenlétét jelezte (K = 4) (1/C. abra). Ebben az esetben a kutyak és a
zart térben tartott farkasok két kiilonéllo csoportot alkottak, és jol elkiiloniiltek
a tobbi mintatol. A szlovakiai sziirke farkasok egy masik csoportot alkottak
néhany magyar mintaval egyiitt, a tobbi magyar minta pedig a negyedik
csoportot hozta létre (1/D. abra).
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1. abra: A kutyak, szlovakiai sziirke farkasok, magyarorzagi sziirke
farkasok és zart térben tartott farkasok Bayes-féle klaszterezési analizisének
eredménye. A) Az atlagos valoszinliségi érték a klaszterek szamanak minden

egyes értékére (LnP(K)). B) A klaszterek mérete szerinti modellek
valoszinlisége az atlagos valdsziniiségi értékek masodrendii valtozdsanak
alapjan (DeltaK). C) A klaszterek optimalis szdma a becsiilt kiiszobértékek
alapjan (MedMed K, MedMean K, MaxMed K, MaxMean K). D) Az egyedi
genotipusok oszlopdiagramja K = 2-t61 K = 4-ig.

A fékomponens diszkriminancia-analizis (DAPC) szintén négy genetikai
klaszter esetében mutatta a legalacsonyabb BIC értéket (2/A. dbra). Hasonléan
a STRUCTURE eredményeihez, a kutyak €s a zart térben tartott farkasok két
kiilonallé csoportot alkottak, és jol elkiilontiltek egymastodl és a tobbi mintatol.
A természetben ¢él6 sziirke farkasok két klasztert alkottak, amelyek
megfeleltek a szlovakiai és a magyarorszagi mintaknak, de néhany magyar
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minta ismét egy klaszterbe rendezddott a szlovakiai farkasokkal (2/B. abra).
A diveRsity segitségével jelentds relativ elmozdulés volt megfigyelhetd a
szlovakiai és a magyarorszagi természetben €16 farkasok kozott. Az dsszes
tobbi lehetséges vandorlasi arany mértéke alacsony volt és nem volt
szignifikans. A természetben eléfordulo sziirke farkasok kozotti vandorlas

egyiranytnak tlint: Szlovakiabol Magyarorszag iranyaba.

122

A) DA eigenvalues
b e
LA P
e

120
1

BIC

119
1

118
1

B)

Number of clusters

2. abra: A fékomponens diszkriminancia-analizis (DAPC) az egyedek
klasztereinek azonositasara populaciogenetikai modell hasznalata nélkiil. A)
Bayes-féle informacios kritérium (BIC) a DAPC-ben szerepl?6 klaszterek
szdma szerint. A legvalosziniibb klaszterek szdma az, ahol a BIC a
legalacsonyabb. B) DAPC szorasdiagram, amely a természetben €16 farkasok
(HU, SK), kutyak (dogs) és zart térben tartott farkasok (captive) genetikai

elkiilontilését mutatja; a DA sajatértékek a bal fels6 sarokban lathatok.

3.2. Eurazsiai hitz

A referencia mintakon a vadmacskan hasznalt 21 autoszomas
mikroszatellit 10kusz koziil egy kivételével mindegyik adott kimutathat6 jelet
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a fragment-analizis soran. A tovabbi 20 1dkusz koziil harom bizonyult
monomorfnak, illetve négy lokusz dimorfnak. Ezeket a markereket a tovabbi
eredmények ismertetéséhez mar nem hasznaltam fel. A terepi gyiijtésti mintak
koziil 8 ugyan azzal a genotipussal rendelkezett, egy minta esetében két
lokuszon, egy masik minta esetében pedig egy lokuszon volt eltérés. Egy
mintdn a PCR reakcid tObbszori megismétlésével sem sikeriilt
allélhosszisagot kimutatni egy lokuszon. Az utébb emlitett két mintan
tapasztalt eltérések a lokuszok homozigdta formdjaban nyilvanultak meg,
amik lehetnek allélvesztések is, a terepi gytjtést liriilék és vizelet mintdk
degradaltsagabol adodoan. Ennek figyelembevételével a természetbol
szarmaz6 mintdk szarmazhatnak egy egyedtdl is. Az ivarhatdrozas soran a
mintak minden esetben him ivartiak voltak. A vizsgalatokba igy bevont 13
l6kusz allélszama 3 és 6 kozott valtozott, az atlagos 16kuszonkénti allélszam

3,69.

3.3. Vadmacska
3.3.1. A genetikai diverzitas

A vizsgalt mintak kozott a MICRO-CHECKER program genotipizalasi
hibakat nem észlelt, null allél viszont megfigyelhetd volt a hdzi macska
mintakban egy lokuszon, illetve a vadmacska mintdkban harom lokuszon.
Ezeket a 16kuszokat a tovabbi vizsgalatokban nem hasznaltam, igy 0sszesen
17 16kusz segitségével végeztem el a tovabbi analiziseket.
Ezekben az autoszomas markerekben viszonylag magas diverzitds volt
tapasztalhatd, a l0kuszonkénti €s a csoportokra vonatkozé diverzités értékeket

az 2. tablazatban mutatom be.
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2. tablazat: Macskafé¢lékre kidolgozott specifikus autoszomas
mikroszatellitek (STR) diverzitas értékei a hdzi macska, illetve a vadmacska

mintak csoportjaban.

Hazi macska Vadmacska

STR. N Na Ho He HWE PIC | |[N Na Ho He HWE PIC |
FCA043 17 6 059 068 * 063 1,35(30 8 0,80 0,78 ns 0,75 1,69
FCA023 17 7 082 0,71 ns 0,67 150(30 8 0,80 0,72 ns 0,68 1,51
FCA097 17 9 065 080 * 0,78 18430 8 0,83 0,77 ns 0,74 1,72
FCA132 17 11 082 088 * 0,87 223|30 11 0,80 0,76 ns 0,74 1,84
FCA223 17 9 0,76 081 ns 0,79 18930 8 0,73 0,71 ns 0,67 1,52
FCA698 17 6 059 069 ns 066 145(30 9 0,73 0,73 * 0,68 1,59
FCA149 17 7 088 081 * 0,78 1,75(30 7 0,77 0,78 * 0,75 1,66
FCA310 17 6 047 053 ns 049 1,08(30 3 0,07 0,07 ns 0,06 0,17
FCA126 17 10 065 080 ns 0,78 19130 7 0,83 0,77 ns 0,73 1,61
FCA220 17 3 047 038 ns 0,34 068(30 9 083 0,78 ** 0,75 1,76
FCA09 17 6 0,71 065 ns 062 1,34{30 9 093 081 ns 0,79 1,83
FCA559 17 7 082 0,78 ns 0,75 1,70{30 4 0,47 047 ns 0,44 091
FCA008 17 9 082 0,77 ns 0,75 1,81(30 11 0,87 0,81 ns 0,79 1,96
FCA045 17 8 065 080 * 0,77 1,77(30 9 0,80 0,83 ns 08 191
FCA001 17 8 094 0,79 ns 0,76 1,76(30 9 0,93 0,81 *** 0,79 1,85
FCA506 17 11 1,00 087 * 085 216(30 13 097 0,85 * 0,84 2,20
F115 17 12 082 0,83 ns 0,82 2,10(30 13 0,83 0,89 ns 0,88 2,30
Atlag 17 7,94 0,73 0,74 - 0,71 16730 859 0,76 0,73 - 0,70 1,65

Vizsgalt mintak szama (N), kimutatott allélek szama (Na), megfigyelt
heterozigozitas értékek (Ho), vart heterozigozitas értékek (He), Hardy-
Weinberg egyensulytol valo eltérés (HWE), Polimorfizmus informacios
tartalom (PIC), Shannon-Weaver diverzitas index (I) értékek 16kuszonként
¢és Osszesitve. ns = nem szignifikans; * = p<0,05; ** = p<0,01; *** =

p<0,001.

3.3.2. Genetikai struktura és hibridizacid

A Structure klaszterezd program alapjan a kettd genetikai egységre vald

bontasnak (K = 2) volt a legmagasabb atlagos valdszintiség értéke (,, likelihood
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score”). Ennek értelmében a hazi macska mintak csoportja (zold szin) és a
referencia és terepi gytjtési feltételezett vadmacskak csoportja (piros szin)
egyértelmiien elkiloniiltek egymastol. A csoportokon beliili egyedi
genotipusok vizsgalatanal a vadmacska klaszterben el6fordultak olyan
feltételezett vadmacska egyedek, melyek kevesebb, mint 75%-ban (q® < 0,75
hozzarendelési érték) tartoztak genetikailag a csoporthoz, viszont tobb mint
25%-ban (g > 0,25 hozzarendelési érték) hasonlitottak genetikailag a hazi
macska csoporthoz (3. tablazat). Ezeket a mintakat a vizsgalat alapjan
hibridnek tekintettem (3/C. abra I.; II.; III.). A vadmacska klaszterben
talalhato egy olyan terepi gytjtésti feltételezett vadmacska minta is, mely
kevesebb, mint 25 %-ban (9™ < 0,25) hasonlit genetikailag a vadmacska
klaszterhez, viszont tébb mint 75%-ban (q® > 0,75) hasonlit genetikailag a
hazi macska klaszterhez (3. tablazat). Ez a természetes ¢é16helyérdl szdrmazo

egyed a vizsgalat alapjan hazi macska (3/C abra I'V.).

3. tablazat: A Structure analizis eredményébdl szarmaztatott q© érték.

. g® érték hazi macska g® érték vadmacska
Egyed azonositdja
csoporthoz csoporthoz
I 0,64 0,35
1. 0,67 0,33
11 0,52 0,48
V. 0,84 0,16

Az L; I1. és III. feltételezett vadmacska egyed esetében ez az érték nagyobb,
mint 0,25 és kevesebb, mint 0,75, ami alapjan ezek az egyedek hibridnek
bizonyulnak. A IV. egyed esetében ez az érték a hazi macska csoportjadhoz

viszonyitva nagyobb, mint 0,75, ezért ez az egyed hézi macskanak bizonyul.
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A L(K) (mean +- SD) B DeltaK = mean(|L"(K)|) / sd{L(K))
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3. abra: Az utoszomas STR markerek alapjan szamitott log-valdszinliség
értékei (L) (,,A”) €s azok valtozasa (DeltaK) egymas utani klasztereknél
(,,B”) Structure analizis alapjan. A legmagasabb DeltaK érték alapjan a két
klaszterre valé bontas (K = 2) a legvaldsziniibb, ennek eredménye lathato a

,C” abran.

A Hybridlab altal generalt mikroszatellit genotipusokat Structure analizis
segitségével teszteltem (4. abra). A kordbban hasznalt "> 0,75 kiiszobértéket
haszndlva a mesterségesen generalt héazi macskdk ¢és vadmacskak
csoportjaiban 1évé egyedek 100%-ban elkiiloniiltek egymastol. A
mesterségesen 1étrehozott F1 hibridek koziil a genotipusok 10%-4t tévesen a
héazi macska vagy a vadmacska csoportba sorolta a program a q® érték alapjan.
A mesterségesen létrehozott F2 hibridek esetében ez az arany 20% volt (4.

tablazat).
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4. abra: Az autoszomas STR markerekkel Hybridlab programban generalt
szll6i és kiilonb6z6 foku hibrid csoportok Structure analizisének abraja.
Mindegyik csoportban 30-30 genotipus generalva, az analizis legmagasabb
DeltaK értéke alapjan két klaszterre (K = 2) bontdsban. Hm — Hazi macska;
Vm — Vadmacska; F1 — els6foka hibridek; F2 — masodfoku hibridek.
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1. tablazat: A Structure analizis atlagos q" értékei és a mesterségesen
létrehozott genotipusok tartomanyai az adott sziiléi és kiilonbozé foku

hibridkategéridkra vonatkozoan.

Mesterségesen létrehozott Atlagos q érték nem osztalyozott
genotipus kategériak (tartomany) (9™ < 0,75; %)

Hazi macska 0,94 (0,83-0,97) 0
Vadmacska 0,93 (0,83-0,97) 0
F1 0,51 (0,2 - 0,85) 90
F2 0,54 (0,24 - 0,84) 80

F1 X hazi macska 0,80 (0,47 - 0,95) 26,67
F1 X vadmacska 0,78 (0,48 - 0,96) 30

F2 X hazi macska 0,76 (0,37 - 0,95) 36,67

F2 X vadmacska 0,81 (0,58 - 0,93) 16,67

A tablazat 3. oszlopa az egyik sziildi csoportba sem tartozé genotipusok %-
os aranyat mutatja. A 0,75 feletti q©) értékek valamely sziil6i

csoporthoz tartozast jelentik.
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4. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

4.1. Szurke farkas

A vizsgalatokhoz hasznalt mikroszatellit markerek kellden polimorfak
voltak az magyarorszagi allomany genetikai diverzitasanak felméréséhez,
valamint a genetikai struktira vizsgalatdhoz.

A magyarorszagi természetben €16 sziirke farkasok genetikai diverzitdsdnak
szintje mérsékelt volt (Ho = 0,60; He = 0,69). Hasonld szintli heterozigozitast
talalt Szlovakiaban Rigg et al. (2014) (Ho = 0,65, He = 0,64), Szewczyk et al.
(2019) (Ho=0,65, uHe=0,678) és Hulva et al. (2018) (Ho=0,694, He=0,733),
illetve Szerbiaban, beleértve a Karpatok legdélebbi részét is, Pan et al. (2016)
(Ho=0,69; He=0,75). Bakan et al. (2014) a szlovakiai (Ho=0,539; He=0,707)
és a szerbiai (Ho=0,539; Heg=0,707) allomanyban szintén hasonlo
heterozigozitasrol szamoltak be (Ho=0,526; He=0,637). Ezek az eredmények
Osszhangban vannak a fajon Europaban mashol elvégzett genetikai
vizsgélatok diverzitasértékeivel (Hindrikson et al. 2017), kivéve
Olaszorszagot, ahol a heterozigozitds értékek alacsonyabbnak talaltak
(Ho=0,57; uHe=0,58), mivel a populacio sulyos genetikai besziikiilésen ment
keresztiil. (Fabbri et al. 2014).

A genetikai struktirara irdnyul6 vizsgalatok eredményei arra utalnak, hogy a
szlovakiai populédcid valoszinilileg természetes terjedés tjan jarult hozza a
magyarorszagi szlirke farkasok génallomanyahoz, de nem biztos, hogy ez az
egyetlen populacid, amely részt vett Magyarorszag 0jboli benépesitésében,
mivel a szakemberek a faj terjedésérdl szerzett eddigi tapasztalatai alapjan
tavolabbi allomanyokbdl is érkezhettek egyedek (pl. Wabakken et al. 2007,
Ciucci et al. 2009, Andersen et al. 2015, Barton et al. 2019, vagy a legfrissebb
¢észlelés alapjan példaul Svajcbol), amelyek részt vehettek a szaporodasban.

Az eredmények nem tdmasztjak ala azt a hipotézist, hogy a szabadon ¢l6
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farkasok jelenléte Eszak-Magyarorszagon allatkertekbdl vagy mas fogsagban
tartott létesitményekbdl torténd szabadon engedés eredménye lett volna
(Kovacs 2018, Fluck 2020). Ugyanakkor a fogsdgban tartott farkasoktol
szarmaz6 mintak szama korlatozott volt, és bar nem zarhato ki teljesen az ilyen
kibocsatasok lehetdsége, a vizsgalt mintak genetikai struktiraja alapjan ez
vagy legalabbis a szaporoddsba vald bekapcsoléoddsuk nem tlinik
valdszintinek. A szorodast eldsegithetik a megfeleld élohelyek és dkologiai
folyosok (Kock et al. 2014), igy a kiilonb6z6 populéciokbol szarmazo egyedek
keveredhetnek ¢és hozzajarulhatnak egy adott populédcio jelenlegi genetikai
RaZen et al. 2016, Hulva et al. 2018, Szewczyk et al. 2019). igy azok a
magyarorszagi szilirke farkasok, melyek a genetikai struktiralodasra iranyulo
analizis K = 4 eredményénél elkiiloniilnek a szlovékiai €s a zart térben tartott
farkasoktol is, lehetnek a szlovakiaitol eltéré populaciobol bevandorolt
egyedek is, vagy ilyen egyedek leszarmazottai.

A vizsgalt magyarorszagi farkas egyedek kozott a himek szdma magasabb
volt, mint a ndstényeké, ami tiikrozheti a nemek kozotti szétszorodasi
kiilonbségeket. A természetes sziirke farkas populaciok szétszorodasaban
altalaban him egyedek vesznek részt, hajlamosabbak a szétszorddasra
(Stansbury et al. 2016). Ez arra utal, Magyarorszagon még mindig a kezdeti
betelepiilési fazisban van a farkasallomany felépiilése és még mindig erésen

fligg a szlovakiai forraspopulaciokbol vald utanpotlastol.

4.2. Eurazsiai hiaz

A referencia mintdk kozott, melyek Romdénidbol és Szlovakiabol
szarmaztak, illetve a magyarorszagi terepi gyijtésii mintak kozott igen
alacsony lokuszonkénti allélszam volt tapasztalhatd. Az eurdzsiai hiuz

genetikai vizsgalataival foglalkozé kutatasok tilnyomo része a macska genom
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alapjan fejlesztett mikroszatellit 10kuszokat hasznalja fel (Menotti-Raymond
& O’Brien 1995, Menotti-Raymond et al. 1997, Menotti-Raymond et al.
1999). A macska genom alapjan fejlesztett mikroszatellit 16kuszokon kiviil az
eurazsiai hiiz mikroszatellit alapt vizsgélatara az eredetileg kanadai hitizra
(Lynx Canadensis) és a szumatrai tigrisre (Panthera tigris sumatrae)
fejlesztett 10kuszokat is hasznalnak (Carmichael et al. 2000, Williamson et al.
2002).

Az eurdpai populéciok jelentds részében tapasztalhatd alacsony genetikai
diverzitas egyik oka a mesterséges visszatelepitéseknél tapasztalhat6 alacsony
alapité egyedszam (Linnell et al. 2009). A tobb évnyi Borzsony hegységben
gyljtott hitz mintakon végzett mikroszatellit alapt vizsgalatok egy egyedet
azonositanak, mely eredmény megerdsiti a terepi szakemberek kameracsapdas
eredményeit, mely szerint feltehetden egy egyed talalhat6 a hegységben (Bedd
Péter, Daranyi Laszlo szobeli kozlés). A Szlovéakiabol, Romanidbdl és
zarttérbdl szarmazo referencia mintak, tovabba a terepi gyljtésii mintakbol
azonositott magyarorszagi him ivaru egyed alacsony lokuszonkénti allélszama
megegyezik azokkal a szakirodalmi eredményekkel, melyek a Kérpatokban
€16 hiuzok alacsony heterozigozitasardl szamolnak be (Schmidt et al. 2011,

Krojerova-ProkeSova et al. 2019).

4.3. Vadmacska

Az eurdpai vadmacska allomanyon végzett mikroszatellit alapti genetikai
vizsgalatok jelentds részét a Menotti-Raymond & O’Brien (1995) és Menotti-
Raymond et al. (1999, 2003) altal hazi macskaban leirt mikroszatellit
primerekkel végezték (pl. Randi et al. 2001, Lecis et al. 2006, Hertwig et al.
2009, Eckert et al. 2010, Say et al. 2012, Steyer et al. 2013, Mattucci et al.
2013, Mattucci et al. 2016).
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A magyarorszagi mintak esetében a megfigyelt heterozigozitas (Ho) 0,76, a
vart heterozigozitas (He) pedig 0,73 volt. Ez az eredmény kozel azonos a Say
et al. (2012) altal Franciaorszagban 18 16kusz felhsznalasaval vizsgalt 131
eurdpai vadmacska diverzitasértékeivel (Ho = 0,70; He = 0,73), illetve Urzi et
al. (2021) eredményeivel is, ahol szintén 18 lokuszt vizsgéalva horvatorszagi
mintakban az eldzéekhez hasonld diverzitasértékeket irtak le (Ho = 0,72; He
=0,72).

A hibrid egyedek azonositdsdra az elsd generacion (F1) tal gyenge
diszkriminacids képesség jellemzd, amint példaul azt a mikroszatellitek
szimulalt adataira vonatkozé Bayes-megkozelitésekkel (Vdhd & Primmer
2006), vagy hibrid egyedek szimuladlasédval, vadmacska és hazi macska
sziiloktol szarmazo empirikus mikroszatellit adatok felhasznéalasaval is
kimutattdk (Hertwig et al. 2009, O’Brien et al. 2009, Oliveira et al. 2008). Az
altalam szimulalt genotipusok alapjan kapott eredmények azt mutatjak, hogy
a hasznalt mikroszatellit 10kuszok nagymértékben (90%-ban) alkalmasak a
fajtiszta és a kevert egyedek elkiilonitésére az els6 hibrid (F1) generacioig. A
mikroszatellitek azonban nem tették lehetévé a kiilonb6zd hibrid osztalyok
megkiilonboztetését, beleértve a visszakeresztezéseket is. Steyer et al. (2018)
vizsgalataban a mikroszatelliteken kiviil SNP alapt vizsgalatot is végeztek,
melyben megallapitottak, hogy az altaluk hasznalt mikroszatellitek 100%-ban
alkalmasak voltak az elsd hibrid generacio (F1) elkiilonitésére, azonban a
kiilonboz6 hibrid osztalyok megkiilonboztetésére az altaluk hasznalt 10kuszok
sem voltak kelloképpen alkalmasak. Ellenben az altaluk szimulalt SNP
genotipusok nagy bizonyossaggal valasztottik el a sziiléi generacioktol még a
masodik hibrid generaciot (F2) is (12%-o0s tévedés a szimulalt genotipusok
kozott). Azonban a szimulalt hibridek azonositdsanak sikere a masodik
generacion tal SNP-ken alapul6 vizsgalat esetében is korlatozott (Nussberger

etal. 2013).
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4.4, Javaslatok

A genetikai vizsgalatok a terepi adatgyiijtési modszereket kiegészitve tobb
fontos informacioval szolgalhat a populaciok mult- és jelen allapotarol, foleg
arejtett ¢letmodot folytato allatfajok esetében, ahol azok allapotanak nyomon
kovetése nehéz feladat. Mivel ezek a populdciok nagyon sok esetben tobb
orszag teriiletén taldlhatok és bizonyitottan nagy tdvolsagokra képesek
elvandorolni, ezért fontos lenne Eurdpa, de legalabb jelen esetben a Karpat-
medencén belill egy egységesitett genetikai modszertan kidolgozaséara és
alkalmazaséra annak érdekében, hogy az eredmények Osszehasonlithatdak
legyenek egymadssal. Ez nagyban megkonnyitené a populaciok allapotanak és
esetleges tovabbi terjeszkedésének nyomon kovetését, és hozzajarulna az
Eurépai Unid irdnyelveit kovetd, hatarokon atnytld természetvédelmi és
kezelési programokhoz.

A sziirke farkason végzett vizsgalatok eredménye alapjan a faj Szlovakiabol
vagy Szlovakia irdnyabol mutat terjeszkedést, viszont nem zéarhato ki, hogy
mas populaciok is részt vesznek a bevandorlasban. Ezen kiviil célszerii lenne
Magyarorszagon beliil is egységes mintagylijtési protokollt és vizsgalati
modszertant kdvetni annak érdekében, hogy atfogd képet kaphassunk az
orszag nagyragadozd allomanyanak jelenlegi helyzetérdl. A sziirke farkas
esetében a disszertdcidban bemutatott 14 tetranukleotid ismétlédést mutatod
mikroszatellit 1okusz és egy ivar meghatarozasara szolgaldé marker
alkalmasnak bizonyult a faj- és egyedazonositasra, valamint a rokonsagi
kapcsolatok felmérésére. Az eurdzsiai hitz esetében a Karpat-medencei ¢€s a
magyarorszagi mintaszam novelésével, illetve tovabbi szakirodalmi
mirkoszatellit 10kuszok bevondsaval szeretnénk részletesebb képet kapni a faj
magyarorszagi helyzetérdl. A vadmacska esetében a 2000-es évek elso felében
kozolt publikaciok hasonld moddszerrel mar vizsgaltdk a magyarorszagi

allomany genetikai diverzitasat és esetleges hibridizacigjat a hazi macskaval,
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amit sikeresen ki is mutattak. Ahhoz azonban, hogy pontosabb képet
kaphassunk a magyarorszadgi vadmacska allomany genetikai allapotardl és
hibridizaltsagi fokarol, érdemes lenne a vadmacska ismert eléfordulasi
helyeirél szarmazé atfogd mintavételezésre. A hibridizaltsagi fokok
pontosabb meghatarozasdhoz pedig a genetikai modszerek koziil az SNP
(egypontos nukleotid polimorfizmus) panelek alkalmazasara, mivel
szakirodalmi adatok alapjan bizonyos SNP panelek képesek nagy genetikai

valoszinliséggel akar az F2-es hibrid egyedek azonositasara is.
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5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Genetikai modszerek alkalmazasaval igazoltam, hogy a sziirke farkas
Eszaki-kozéphegységbe valo visszatelepiilésében természetes terjedés
utjan részt vett a szlovakiai allomany. Tovabba, elemzésem nem
tamasztja ala azt a feltételezést, hogy zartkertekbdl szarmazo egyedek

vettek volna részt a hazai sziirke farkas allomény visszatelepiilésében.

N

. A terepi gylijtésii sziirke farkas mintak genetikai vizsgalata alapjan
megbecsiiltem a minimalis farkas egyedszamot és az ivari eloszlast.
Megallapitottam, hogy a hazai sziirke farkas magyarorszagi
visszatelepiilésében valosziniileg tobb egyed vett részt, kiilonb6zo
idépontban.

3. A rekonstrualt rokonsagi kapcsolatok alatimasztjak, hogy az Eszaki-
kozéphegység teriiletén vizsgalt farkasdlloméanyt nemcsak szétszorodo
egyedek alkotjak, hanem szaporodé parok is kialakultak.

4. Az eurdzsiai hiuz fajjal kapcsolatban sikeriilt elvégeztem az els6
magyarorszagi genetikai alapt eléfordulas vizsgalatot, tobbségében a
Borzsony-hegységbdl szarmazo mintakon. Bizonyitottam, hogy a tobb
éven keresztiil nem invaziv modszerrel gytijtott mintdk egyetlen himtol
szarmaztak.

5. Felmértem a vadmacska FEszaki-kozéphegységi, jelentés hazai

adaptalt és optimalizalt mikroszatellit markerek segitségével a mintakon

sikeres besorolast végeztem az eurdpai vadmacska, a hazi macska és a

hibrid kategoriakba. Ezeknek a markereknek a hibridizaciora iranyulo

megbizhatdsagat is megvizsgalva azt talaltam, hogy az elséfoka (F1)
hibrid egyedek ezekkel a markerekkel 90%-0s megbizhatosaggal
elkiilonithetok.
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