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Roviditések és idegen szavak jegyzéke

allélkiesés: ’allelic dropout”, kevés vagy nagyon rossz mindségl, toredezett DNS
felszaporitasa soran heterozigotaknal csak az egyik allél sokszorozodik fel, igy
tévesen homozigotanak hatarozhaté ("false homozygote”)

amplifikalas: DNS szakasz PCR alapu felsokszorozasa

DNS-ujjlenyomat, DNS-profil: rovid, ismétlédd, nagy polimorfizmusu, nem kédolé DNS-
szakaszok egyedre jellemz6 mintazata

”false homozygote”: allélkiesés miatt tévesen homozigétanak hatarozott egyed

genotipizalasi hiba: "genotyping error’, a DNS-profil hibas megallapitdsa amplifikalasi vagy
detektalasi hiba miatt

HWE: Hardy-Weinberg egyensuly

»large allele dropout”: a nagy allélek kiesése, mas néven a kis allélek dominanciaja ("short
allele dominance"); a heterozigéta genotipus rovidebb allélja nagyobb hatasfokkal
szaporithato fel

LD: Linkage Disequilibrium, kapcsoltsagi egyensulytalansag

marker (genetikai marker): olyan gén vagy DNS-szekvencia (pl.mikro- és miniszatellitak),
amely varabilitasa miatt alkalmas fajok, egyedek megkullénbdztetésére.

MtDNS: mitokondrialis DNS

multiple tube approach: rossz mindségi, toredezett DNS-mintdk vizsgalatdhoz javasolt
modszer, a konszenzus DNS-profil 0Osszedllitasahoz tébb parhuzmos PCR
eredményét hasznaljak fel

multiplex PCR: tébb lokusz egyideji felszaporitasa, a reakcié soran tébb primerpar van
jelen ugyanabban a reakcioelegyben

NDNS: nuklearis DNS

sziiletés (itt kirepuilés) utani helyhiiség: ” natal philopatry”, a felnétt egyedek visszatérnek
szuletési helyukre

nem invaziv mintavétel: az egyedek nincsenek jelen a mintavételnél, a vizsgalatban
valamilyen altaluk hatrahagyott nyomot hasznalnak fel

NND: Nearest Neighbour Distance, a legkdzelebbi szomszédos fészek tavolsaga

nested PCR: olyan eljaras, amely soran a keresett szakaszt két korben szaporitjak fel, két
par primerrel, ennek hatasara jelentésen kevesebb aspecifikus termék varhato

null allél: olyan allél, amely a primerkdtéhelyen tértént mutacié miatt nem amplifikalhato, igy

az egyedet arra a lokuszra nézve, tévesen homozigétanak lehet hatarozni
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PCR: Polymerase Chain Reaction, polimeraz lancreakcio

Pl: Probability of Identity, annak az atlagos valészinlsége, hogy a mintabol két
véletlenszerilien kivalasztott minta tdbblokuszos genotipusa megegyezzen

primer: rovid, egyszalu, lanckezdd® DNS darab (oligonukleotid)

shadow band: a DNS-polimeraz tévesztése miatt keletkezd aspecifikus termék, ami a
kapillaris elektroforézis utan dadogasként jelentkezik; a jelenség megneheziti annak
eldontését, hogy az egyed homo- vagy heterozigéta az adott lokuszon, igy torzithatja
a tényleges homozigota / heterozigéta aranyt

semi-nested PCR: a nested PCR olyan valtozata, ahol a masodik korben az egyik
alkalmazott primer  azonos az els6 kor egyik primerével

semispecies: olyan populaciok, melyeknél a reproduktiv izolaci6 meghaladja az alfaji
szintet, de még nem tekintheték elkiléniilt, 6nalld fajoknak

size standard: meghatarozott allélhosszusagu DNS-szakaszokat tartalmazé keverék

territérium: a fészekld par altal aktivan védett tertlet

touch-down PCR: a PCR specificitasa fligg a primerek idealis tapadasi hémérsékletétdl,
magasabb hédmérsékleten nagyobb a specificitas, kevés aspecifikus termék keletkezi;
az eljaras soran a hémérsékletet ciklusonként az idedlis hémérsékletig 1-2 °C-kal

csokkentve az amplifikalni kivant termék mennyisége is né

Tolltipusok roviditése

GC: nagyfedd (Greater Covert)

P: kézevezb (Primary)

PC: kézevezb fedb vagy fidkszarny (Primary Covert or alula)
ST: karevez6 vagy harmadrendi (Secundary or Tertiary)

T: faroktoll (Tail)

SH: vallfed6 (SHoulder covert)
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1. Bevezetés és irodalmi attekintés

1.1 Természetvédelmi-konzervaciobiolégiai hattér

A biodiverzitas védelme napjaink természetvédelmének egyik legfontosabb feladata.
Az utébbi évek vizsgalatai alapjan egyértelmi, hogy a hatékony fajvédelmi és
konzervaciébioldgiai munkahoz elengedhetetlen a fajok minél szélesebb korl és pontosabb
ismerete. A veszélyeztetett fajok megbrzéséhez szikséges védelmi intézkedések
tervezéséhez tisztaban kell lenni viselkedéslikkel, taplalkozasi, fészkelbhely- és
parvalasztasi szokasaikkal, terUletigénylkkel és azzal, hogy mennyire tlrik az emberi
zavarast (Curio, 1996). Az ilyen jellegli informaciék megszerzéséhez nagy segitséget
nyujthat az egyedek jelolése és azonositasa, aminek kovetkeztében akar tobb éven at
nyomon kdvethetbek (Taberlet és Luikart, 1999). Az igy kapott adatokbdl a populacidkra
vonatkozé becslések tehetdk, és igy lehet6ség nyilik a védelmi tevékenység hatasfokanak
ellendrzésére is (pl. Bhagavatula et al., 2006).

Az egyedek azonositasdra szamos modszer ismert. Lehetséges az egyedek
mintazata, szinezete alapjan fotdk segitségével, példaul rakosi vipera (Vipera ursinii
rakosiensis) egyedekeket a fejpajzsaik szama és formaja alapjan (Halpern és Péchy, 2004),
kis termetli ceteket, kardszarnyu delfineket (Orcinus orca) a pigmentaltsaguk vagy
sebhelyeik (Wirsig és Jefferson, 1990), szalamandrakat a szinezetilk (Carafa és Biondi,
2004), jegesmedvéket (Ursus maritimus) a bajusszalak tovénél lathatd pottydk (Anderson et
al. 2010), tigriseket (Panthera tigris) a horpaszukrél készult felvételek alapjan lehet
azonositani (Kawanishi és Sunquist, 2004).

Az egyedi mintazatok keresése mellett az allatok mesterséges jeldlése is régota
alkalmazott médszer. Gerinctelenek esetén gyakrak hasznalnak vizallo festéket szarnyon,
vagy testen, bogarak esetén elterjedt a gravirozas. Gerincesek koézul madaraknal a
leggyakoribb modszer a gytrizés (pl. Danko, 1996), de gyakran hasznalnak krotéliakat (pl.
fulén, szarnyon), ami az eml6soknél is sokszor alkalmazott eljaras. A szérzet és tollazat
festése és fehéritése is elterjedt modszer (pl. Nunes et al. 2000). Tovabbi lehetéség az ujjak,
Uszok csonkolasa, a transzponderek és bdr ala Ultetheté chipek, valamint a tetovalas.
Hasznalhatdk radioaktiv és kémiai (pl. rodamin b) jeldlések is (atfogd leiras, Silvy et al.,
2005).

Egyre elterjedtebb az egyedek radiés (Webb és Shine, 1997; McGrady et al., 2002;
Bulger et al., 2003) és miiholdas nyomkdvetése (Meyburg et al., 1995), de ilyen esetekben
altalaban — gyakran anyagi okokbol — csak kis mintaszammal lehet dolgozni.

Az utdbbi évtizedekben a genetikai azonositas is el6térbe kertlt (Morin et al., 1994;

Arsenault et al., 2005). Szamos fajra dolgoztak ki megfelel6 marker készletet mind egyedi,
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mind populacios szintli vizsgalatokhoz (pl. Martinez-Cruz et al., 2002; Busch et al., 2005;
Huang et al., 2005; Bourke és Dawson 2006; Hailer et al., 2006; Mondol et al., 2009; Zenke
2010).

1.2 Molekularis modszerek a természetvédelemben

A konzervaciogenetika a sokféleség szintjei kozil a genetikai diverzitassal
foglalkozik. A ma mar rutinszerllen végzett genetikai vizsgalatok eredményeinek
felhasznalasaval a gyakorlatban is hasznosithaté eredményekhez lehet jutni. A populacidékon
belil mért genetikai valtozatossagbol kovetkeztetni lehet példaul arra, hogy mekkora a
beltenyésztetiség, fennall-e a sodrodas veszélye, illetve a faj vizsgalt allomanyanak mas
populacioktél valé tavolsaga is meghatarozhaté. Az ilyen jellegl vizsgalatok felmérhetik,
hogy az emberi tevékenység kovetkeztében fellépd veszélyeztetd tényezék, mint pl. az
éléhelyek elvesztése, kdrnyezetszennyezés, tulhasznalat milyen és mekkora hatassal van a
populaciok genetikai allapotara (O'Brien, 1994; Schwartz et al., 2002; Allendorf et al., 2008).

Kezdetben allozimekkel vizsgaltak a genetikai variabilitast, és azt kutattak, hogy egy
allomany mennyi random mutéaciét visel (Muller féle genetikai teher). Késébb arra is
prébaltak kovetkeztetni, hogy a variancia mintdzata adaptiv vagy szelektiven neutralis
magyarazatot tamaszt ala. Az elsé ilyen vizsgalatok egyikében Bonnel és Selander (1974)
elefantfoka (Mirounga angustirostris) populaciéban 24 allozim lokuszt vizsgalt, de nem talalt
polimorfizmust. A tapasztaltakat azzal magyaraztak, hogy a vadaszat palacknyak-hatast
("bottleneck effect”) okozhatott a 18. szadzadban. Ezt késébb mas vizsgalatok is
megerfésitették. Ugyanigy allozimek felhasznalasaval vizsgaltdk egy amerikai varangyfaj
(Bufo woodhousii fowleri) populaciojanak strukturajat (Hranitz és Diehl, 2000; atfogo iras:
O'Brien, 1994).

A polimeraz-lancreakcié kidolgozasa (Mullis és Faloona, 1987) és a hipervariabilis
miniszatellita, illetve késébb, a mikroszatellita lokuszok felfedezése utan, az egyedek ilyen
lokuszok polimorfizmuséan alapul6 egyedi azonositasa is lehetévé valt (Jeffreys et al., 1985a
és b; DNS-ujjlenyomat, DNS-profil meghatarozas).

A mikroszatellitak a nuklearis DNS nem kddol6 régidiban talalhaté 2-6 bazisparos
nukleotid ismétl6dések. Az ismétlbdd szakasz hossza alapjan lehetnek di-, tri-, tetra-, penta-
és hexanukleotidok. Szerepik még nem teljesen tisztazott, de nagy szamuk, hosszbeli
polimorfizmusuk és jellemzéen j6 amplifikalatésaguk miatt ezeket a lokuszokat régota
hasznaljak egyedi szintli azonositasra (Jeffreys et al., 1985b). A mddszer alapja, hogy az
egyes mikroszatellita szakaszok hossza egyedenként valtozé lehet, igy tébb ilyen szakaszt
vizsgalva, a bazisparokban megadott hosszuk egyedre jellemzd mintazatot ad (DNS-

ujjlenyomat, DNS-profil).
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Az ilyen genetikai vizsgalatok arra is lehet6éséget adnak, hogy az azonositott
egyedeket a hagyomanyos jeldlés-visszafogasos vizsgalatokhoz hasonldéan hosszu idén
keresztul nyomon kovessuk (Lukacs, 2005 Lukacs és Burnham, 2005; Peakall et al., 2006).
Az igy nyerhet6 informaciok felhasznalasaval pontos fajvédelmi programok készulhetnek,
illetve a futd programok sikerességének ellendrzésére, folyamatos monitorozasara is
lehetéség nyilik. Az ilyen vizsgalatok elénye, hogy az egyedek eleve jeldltek, igy a jeldlés
nem jelent tovabbi terhet, azaz nem befolyasolja az egyed tulélését, és az nem veszik el.
Ugyanakkor a modszer hatranya, hogy mig a mesterséges jeldlések esetén rendelkezésre
all egy lista a lehetséges jeldlésekrdl, addig a DNS-profii meghatarozason alapuld
vizsgalatoknal nincs mod egy elbzetes lista készitésére. Azaz a lekopott vagy elveszett
mesterséges jeldlésekhez hasonloan el6fordulhatnak téves azonositasok (a hibas
leolvasasok és az ezekbdl eredé azonositasi problémak kikliszobolésére kidolgozott
modszerekrél részletesen a 1.2.3. és 1.2.4. fejezetekben lesz sz6). A DNS-vizsgalatok
tovabba az egyedek ivaranak meghatarozasat is lehetéve teszik. Erre madarak esetében a
legtobb esetben nincs szikség, mivel a himek és ndstények gyakran nagyon eltérd
tollazatuak. Bizonyos esetekben azonban az ivari dimorfizmus nagyon kicsi vagy egyaltalan
nem figyelhetd meg, igy molekularis modszerekre van szikség az ivar meghatarozasahoz.
Madaraknal a tojé a heterogametikus (WZ ivari kromoszémakkal rendelkezd) mig a him a
homogametikus ivar (ZZ kromoszémék). igy a W kromoszéma vagy a W kromoszoémaéra
specifikus szekvenciak kimutatasa alkalmas az ivarmeghatarozasra.

Az elsé W kromoszémahoz kétédd gént madarakban (CHD1W) 1995-ben (Giriffiths és
Tiwari, 1995) fedezték fel. Ez a gén a kromo-helikaz DNS-ko6t6 fehérje kodolasaért felel, és a
legtdbb fajban eléfordul. A csak tojokra jellemzd CHD1W génnek van egy mindkét ivarban
megtalalhatd, Z kromoszéman talalhato valtozata is (CHD1Z). A CHD1 W és Z gének az ivari
kromoszomak rekombinalodé pszeudoautoszomalis régidin kival helyez6dnek, igy
meglehetésen konzervativak, és alkalmasak az ivarok azonositasara. Ellegren és Sheldon
(1997), illetve Cerit és Avalus (2007) is arra a kdvetkeztetésre jutottak a vizsgalataik soran,
hogy ez a mddszer a tébbihez képest (karyotipizalas, RAPD, RFLP, AFLP, hibridizalas, mini-
és mikroszatellita lokuszok vizsgalata) megbizhatébb és Iényegesen kevesebb id6t vesz

igénybe.

1.2.1 A mintavételi eljarasok csoportositasa

A genetikai vizsgalatokhoz szikséges mintakat a begydjtésikhdéz hasznalt
modszerek alapjan Taberlet és munkatarsai (1999) harom csoportra osztottak. Az elsé
csoportba a destruktiv mintavételi modszerek tartoznak, melyek soran a begydjtétt egyedek

elpusztulnak. A masodik csoportba soroltak az invaziv, de nem destruktiv modszereket.
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Ehhez szilkséges az allatok befogasa, de a mintavétel (pl. vér, nyalkahartya, biopszia) utan
az egyedeket elengedik. A harmadik csoportba tartoznak a nem invaziv modszerek,
melyeknél az allatok befogasa, zavarasa nélkil is elérhetd hatrahagyott nyomokat (vedlett
toll, sz6r, Urtlék) hasznalnak fel.

Az elsd két modszercsaladnal jo mindségli DNS-hez lehet jutni, am az egyedek
elpusztitasa, sérllése, valamint a zavarasuk okozta stressz sok esetben nem elfogadhato,
illetve a felhasznalhaté mintaszam is altalaban erésen korlatozott (Taberlet és Luikart, 1999).
llyen fajoknal abban az esetben van lehet6ség invaziv mintavételre (pl. vérvételre), amikor
az egyedek egyeébként is kézbe kerilnek (pl. fiokak gylriizése, allatorvosi vizsgalat,
kezelés).

Mivel a genetikai célu vizsgalatokhoz igen kis mennyiségl minta is elegendd, a
vérvétel okozta stressz csokkenthetd minimal invaziv médszerek alkalmazasaval (McDade et
al., 2007, Nagy et al., 2010). Ennél az eljarasnal egyetlen csepp szlir6papirra vett vérbdl,
rovid id6 alatt, egyszeri eljarassal lehet megfeleld mennyiségi és mindségli DNS mintahoz
jutni. Tovabba a mintak tarolasa sem igényel kilon felszerelést, mivel a papir szaradasa utan
akar szobahémérsékleten is viszonylag hosszu ideig tarolhatéak anélkil, hogy az izolalhato
DNS mindsége jelentésen romlana (Coyne et al., 2004).

A nem invaziv mintavételi modszerek kifejlesztése komoly el6relépést jelentett a
genetikai vizsgalatokban, hiszen a vadon él6, veszélyeztetett, vagy stresszre érzékeny
allatfajok esetében a vizsgalatokhoz szikséges mennyiségl és minéségli DNS-mintak
begylijtése gyakran gondot jelent. A nem invaziv eljardsokkal a mintaszam jelent6sen
ndvelhetd, hiszen nincs szlkség a vizsgalandd egyed befogasara, zavarasara. A médszer
hatranya, hogy az igy begydjtétt mintak legtdbbszor jelentésen rosszabb mindségliek, mint
az allatok befogasat igényl6 mobdszerekkel vett mintak, és ez jelentésen ndvelheti a
vizsgalatra forditandd koltséget és id6ét (Taberlet et al., 1999). Ugyanakkor a megfeleld
modszerek alkalmazasaval a frissen begyjtétt és megfeleléen tarolt és kezelt toll, szér és
urdlék altalaban jo min6ségi genetikai mintat szolgaltat.

A nem invaziv mintavételekrdl 2005-ben és 2009-ben irt 6sszefoglald cikkek alapjan
(Waits és Patkeau, illetve Beja-Pereira et al.) addig a vizsgalatok soran leggyakrabban sz&rt
és uruléket hasznaltak fel, de egyre nagyobb a vedlett tollakat felhasznal6 kutatasok szama
is. A ndvekvd tendencia annak is kdszdnhetd, hogy nagymeéretl tollak felhasznalasara uj,
megbizhato6 protokollok késziltek (Horvath et al., 2005; Bayard De Volo et al., 2008).
Sz8rmintak esetén a begyljtés gyakran szdrcsapdakkal torténik. Ezek altaldban valamilyen
sz6rfogd berendezésbdl allnak (szdgesdrot, ragasztos fellletli csd, szalag, hurokcsapda,
ragasztoszalag pl. Mowat és Paetkau, 2002; Garcia-Alaniz et al., 2010; Sloane et al., 2000;
O'Clark et al., 2002/2003; Bremner-Harrison et al., 2006; Zielinski et al., 2006). A csapdakat

altalaban olyan teriletekre helyezik ki, ahol az allatok gyakran athaladnak (pl. csapasok,
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oduk, Uregek bejarata). Sz6rbdl a szalak szérhagyma kdrnyékén talalhato sejtjeibdl lehet
izolalni a DNS-t, igy fontos, hogy minél tobb szal azzal egyutt akadjon a csapdaba (Reiners
et al.,, 2011). Az egyedi azonositast azonban megnehezitheti, ha tobb allat is hasznalja az
adott utvonalat. El6fordul, hogy csalit tesznek ki (pl. Foran et al., 1997; Garcia Alaniz et al.,
2010), de ez a minta torzitasat okozhatja ("trap happiness", vonzodas a csapdakhoz és "trap
shyness", csapdakerulés).

Az Urulékmintak esetén az Urllékkel levald bélhamsejtekbél vonhaté ki DNS,
ugyanakkor az ilyen mintakkal vald munkat neheziti hogy rendszerint sok
taplalékmaradvany, és PCR-gatld anyag is jelen van a mintdban. Emellett fontos az
emésztéenzimek lehetd legrovidebb id6én belldl torténd gatlasa a DNS-degradacio
megel6zése érdekében (Murphy et al., 2003a és b; Maudet et al., 2004; Nsubuga et al.,
2004; Hajkova et al., 2006).

Tollak esetén a nem invaziv mintavételt megkdnnyiti, hogy a levedlett tollak
viszonylag kénnyen, komolyabb zavaras nélkil begydjtheték a fészkel6- vagy pihenéhelyek
terepi ellenérzésekor. Emellett a szércsapdak mintajara tollcsapdak is alkalmazhatok,

amelyek nem befolyasoljak jelentésen a madarak viselkedését (Maurer et al., 2010).

1.2.2 A mintak tarolasa és mindsége

A mintak eredetétdl és tipusatdl fliggetlendl fontos a begy(jtétt mintdk megfelel
tarolasa. Ez urllékmintak esetén altalaban a bont6é enzimek jelenléte miatt alkoholban valo
tarolast, vagy azonnali fagyasztast jelent (Wasser et al., 1997; Murphy et al., 2003a; Roeder
et al., 2004). A mintak fagyasztdsa és szaritasa mind szér-, mint pedig tollmintak esetén
fontos. Roon és munkatarsai (2003) azt talaltak, hogy az igy tarolt mintak esetén is
jelentésen romlott a kinyert DNS amplifikalhatésaga a begyjtéstél szamitott fél éven beldl.
Egy haziluid (Anser anser domesticus) tollakon végzett kutatds soran kiderdlt, hogy a
kUldnb6z6 koérnyezeti tényez6k (h6mérséklet, paratartalom, UV-sugazas) kozul elsésorban a
nedves kornyezet és az ott aktiv mikroorganizmusok jelentik a legnagyobb veszélyt a
tollakbdl izolalhaté DNS-re (Vili et al., 2013).

A tarolas mellett a mintak begydijtéskori allapota donté jelentéségl. Urllékmintaknal
tébb vizsgalat is kimutatta, hogy a legjobb eredményt a friss és hideg vagy szaraz helyen
gy(jtoétt mintak szolgaltatjak (Farrell et al., 2000; Pigott et al., 2004; Lucchini et al., 2002).
Murphy és munkatarsai (2003a) megallapitottak, hogy az id6, a hémérséklet és a harmatpont
fontos tényezdk a nuklearis DNS felszaprithatdsagaban, tovabba, hogy a leolvasasi hibak az
id6 el6rehaladtaval egyre gyakoribbak lesznek. A mitokondrialis DNS esetén a nagyobb

képiaszam miatt ezek a faktorok kevésbé befolyasoljak a vizsgalat sikerességét.
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1.2.3 A vizsgalatok tervezésének ajanlott Iépései

A mintak kontaminaciéjanak elkerllése elsédleges fontossagu. Taberlet és Luikart
(1999), javaslata szerint a nem invaziv eljarassal vett mintakat az 6si DNS-nél szokasos
modokon  kell kezelni. A vizsgalatok tervezésének kritikus pontjait Beja-Pereira és
munkatarsai (2009) foglaltak 6ssze egy, a nem invaziv mintavételi médszerek felhasznalasi
terlleteivel foglalkoz6 cikkben. A f6 elveket 6t pontban gydjtotték 6ssze, melyek kozil az
els6 a mintak gylijtésére és tarolasara vonatkozik. Fontos, hogy minden mintat steril
koralmények kozott, megfeleléen dokumentalva (gydijtési id6pont, esetleg terepi és idéjarasi
koralmények) taroljanak, és a felhasznalasig ellenérizzék az allapotukat. A masodik kritikus
pont az izolalas steril kérilményeinek biztositasa: az izolald helyiséget vagy fulkét a munka
megkezdése elbtt legalabb egy 6ran at kell UV-fénnyel megvilagitani, fontos az eszk6zok
megfeleld tisztitdsa és a negativ kontrollok alkalmazasa, illetve annak biztositasa, hogy
PCR-termék ne szennyezhesse az izolaldo helyiséget. A PCR-ek el6készitésére és
kivitelezésére vonatkozé harmadik |épésben hasonldéan kell eljarni, vagyis izolalas utan
kozvetlenll nem szabad a PCR-ek O6sszeméréséhez kezdeni. Itt is fontos a megfelel
sterilitas (UV-fény, hipo — NaOCI, natrium-hipoklorit — 10%-os oldataval térténé lemosas). A
lokuszok kivalasztasakor térekedni kell a rdvidebb szakaszok kivalasztasara (ajanlott 200
bazisparnal kisebbszakaszokat valasztani), illetve a reakcié megfeleld optimalizalasara, az
esetleges gatldanyagok megkdtésére BSA ("Bovine Serum Albumin") alkalmazasaval.
Lehet6ség szerint filterrel ellatott hegyeket kell alkalmazni és ajanlott gyakran cserélni a
kesztylket is. Nagyon fontos a negativ kontrollok alkalmazasa, illetve a parhuzamos
reakciok futtatasa, igy a leolvasasi hibak megbecsilhetéek lesznek az adatok
kiértékelésekor (Stoneking, 1995; Waits et al., 2005).

A negyedik lépésben a DNS-profilok elkészitésével kapcsolatosan fontos, hogy az
allélhosszok leolvasasa tobbszdor, egymastdl fuggetlenul torténjen. Az értékelhetetlen vagy
nem egyertelmi mintakat ki kell zarni a vizsgalatbdl vagy meg kell ismételni.

Végul az adatelemzés soran meg kell bizonyosodni arrél, hogy az allélek hossza megfelel-e
a marker tipusanak. A null allélek el6fordulasanak valészinliségét és a Hardy-Weinberg
(HWE) egyensuly fennallasat is ellendrizni kell, hogy az allélkiesések detektalhatok
legyenek. Fontos a csak egy-két allélban eltérd profilok ellenérzése és a leolvasasbdl eredd
hibak mértékenek becslése. A szilkséges szamitasokhoz szamos, az adatok tipusatél és a
vizsgalat céljatél figgd algoritmust hasznalé szamitdgépes program all rendelkezésre (pl.
Van Oosterhout et al., 2004; Kalinowski, 2006). A progamok egy része a HWE-tél valo
eltérést vizsgalja, masok leszarmazasi adatok figyelembe vételével prébaljak kiszlrni a
hibakat.
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A kifejezetten tollakra, illetve azon belul a tollak hegyébdl izolalhaté DNS minéségére
iranyul6 vizsgalatok kozul Hogan és munkatarsai (2008) dsszefoglaltak a mintak érékelési
szempontjait, illetve ajanlast adtak a DNS minésitésére vonatkozoan (1. dbra). Eredményeik
alapjan a toll fizikai allapota dontéen befolyasolja a kinyerheté DNS mindségét, igy csak
akkor javasoljak kozepes min6ségl tollak felhasznalasat, ha kevés a rendelkezésre alld
minta. A DNS mindsitését egy nagymeéretl, nuklearis eredeti DNS-fragmens alapjan
javasoljak, mert varhatéan az annal rovidebb szakaszok is felszaporithatéak (amennyiben ez

az amplifikacio sikeres).

Nem javasolt
a folytatas,
a mintat
érdemes tarolni

Milyen
mindseégl
atoll?

Nem javasolt a folytatas,
rossz mindségii DNS
valészinii

kdzepes

Il. lépés

A DNS
izolalhato

A J

nagy méretii fragmens
amplifikaldsa (nDNS)

ll. 1épés

Rossz mingségii
DNS valdszind,
nem javasolt a

folytatas

PCR
termék

tébblokuszos
genotipizalas

1. dbra: Hogan és munkatarsai (2008) altal javasolt déntési folyamat annak megallapitasara,
hogy egy adott toll alkalmas-e tébblokuszos genotipizalasra (Ujrarajzolva és leforditva a
szerzd engedélyével)
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1.2.4 A nem invaziv mintavétel alkalmazasakor felmeriilé tovabbi
problémak rovid attekintése

Jellemzd probléma az egyedi profilok téves leolvasasa ("genotyping error"), amit az
okozhat, hogy az ilyen mintakbdl izolalt DNS altalaban nagyon hig és/vagy téredezett. llyen
esetben gyakrabban fordulnak el6 allélkiesések ("allelic dropout"), amelyek miatt egy
heterozigéta egyedet homozigétanak lehet meghatarozni (“false homozygotes", Taberlet és
Luikart, 1999). A jelenséget okozhatja, ha példaul annyira hig a DNS oldat, hogy a
pipettazasnal a két allél kozil csak az egyik keril bele a reakcidelegybe, de eléfordulhat az
is, hogy valamilyen okbdl az egyik allél nem amplifikalhatd, példaul extrém maédon téredezett
DNS esetén.

Ide kapcsolhaté az Urulékek felhasznalasakor jelentkezé nehézség, hogy a mintaban
taplalekbdl és baktériumokbdl szarmazé DNS is jelen van (Bradley és Vigilant, 2002; Broquet
et al., 2006). Tobb vizsgalatban feltételezték, hogy az amplifikalhatésag fligg az elfogyasztott
taplalektdl (Reed et al., 1997; Farrel et al., 2000), ami egy Murphy és munkatarsai (2003b)
altal végzett vizsgalatban kimutathatd volt. Tovabba a mintak a taplalék tipusatdl figgben,
nagy mennyiségben tartalmazhatnak PCR-gatlé anyagokat (Monteiro et al., 1997).

A leolvasasi hibakbdl adédoé problémak kikiszobolésére az egyik legtdbbet idézett és
elfogadott médszer az un. "multiple tube approach" ("tébbcséves megkdzelités) (Navidi et
al., 1992; Taberlet et al., 1996), ahol minden mintat tdbb flggetlen alkalommal
genotipizalnak, és az egyes futtatasok eredményébdl kovetkeztetnek a tényleges
genotipusra.

A rossz min6ségi vagy nagyon hig mintakbol adédé nehézségek kikliszobolésének
egy masik lehetséges mddja, hogy két kérben torténik a mintak amplifikalasa. Elészor egy
multiplex elézetes PCR torténik, amit egy semi-nested PCR kdvet, igy a gyengébb mindségi

mintak is szolgaltathatnak megfeleld PCR-terméket (Bellemain és Taberlet, 2004).

1.3 A parlagi sas (Aquila heliaca) bemutatasa, természetvédelmi
helyzete és vizsgalatanak indoklasa

A parlagi sas (Aquila heliaca) nagytestd, territorialis faj, mely tébb nemzetkozi
természetvédelmi egyezményben kiemelt helyen szerepel (Washingtoni Egyezmény - CITES
I. és Il. fuggelék, 1973, Bonni Egyezmény - CMS |I. és Il. fuggelék, 1979). A
Természetvédelmi Vilagszovetség (IUCN) vords listajan a sebezheté (“vulnerable”, VU)
kategodriaba tartozik. Vilagallomanya kevesebb, mint 15 000 par, és jelenleg csokkend
tendenciat mutat. Magyarorszagon fokozottan védett, természetvédelmi értéke egyedenként

egymillié forint.
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A faj nagyon érzékeny az emberi zavarasra, kulondsen a koltési és fiokanevelési
idészakban. Egy tanulmany (Kovacs et al., 2005) szerint 2003 és 2005 kozott a tojasos
korban meghiusulo koltések 13%-aban, és a fiokas korban meghiusuld koltések 4%-aban
bizonyithato volt okként az emberi zavaras. Nagy valosziniséggel az ismeretlen okok kozt is
féleg ez a tényezd a legkomolyabb hatasu. A feln6ttkori mortalitas legfontosabb ismert okai
az aramuités (16%) és a mérgezés (9%).

Elterjedési teriilete Kdzép- és Délkelet-Eurépatdl egészen Kdzép-Azsiaig huzddik (2.
abra). Eurépaban jelenleg harom, tObbé-kevésbé elszigetel6dott  populaciot
kuldnbéztethetlink meg: a Karpat-medenceit, a Balkan-félszigetit és a Kelet-eurdpai-siksagit.
Az &zsiai teriileten él6 parlagisas-populaciok Kis-Azsidban, a Kaukazusban, Nyugat-
Azsiaban (Kazahsztan, Oroszorszag) és a Tavol-Keleten (Oroszorszag Bajkal-to kérnyéki
terlletei) talalhaték (Horvath et al., 2002).

M kéltétertlet - parlagi sas
M telelbterdlet
M koltdterdlet - ibériai sas

2. abra: A parlagi sas (Aquila heliaca) és az ibériai sas (Aquila adalberti) elterjedési terilete
(a kép forrasa:http://es.wikipedia.org/wiki/Archivo:Aquila_heliaca_dis.PNG)

15



10.14751/SZIE.2013.075

A parlagi sas egy kazahsztani populacidjan végzett vizsgalat alapjan genetikailag és
szocialisan is monogam faj (Rudnick et al., 2005). A fidbkak nevelésében mindkét szild részt
vesz, de a féleg a himek vadasznak, és a tojok a koltési idészakban csak kis idét tdltenek a
fészektdl tavol.

A Karpat-medencében szamuk 140 par kordl van, de az allomany elterjedése nem
egyenletes. A Szlovakia keleti és a nyugati részén fészkeld parokat nagyjabol 150 km, mig a
Magyarorszagon él6kt6l kb 70 km valasztja el egymastol. Fiatal (immatur) madarak esetében
a két terllet kozott tapasztaltak atjarast (Danko, 1996; Horvath és Kovacs, 2009), de
egyelére nincs bizonyitottan olyan eset, amikor az egyik terileten kirepllt egyed a masik
szubpopulaciéban kezdett koltésbe.

A magyarorszagi allomany a XX. szazad kdzepére 15-20 parra csokkent, és az 1980-
as évek végéig az Eszaki-kdzéphegységbe visszaszorulva élt. Az 1990-es évek elején,
valészinlleg a mezdgazdasagi mivelésben bekodvetkezett valtozasoknak és az aktiv
fajvédelmi munkanak kdszénhetéen, szamuk emelkedésnek indult (Bagyura et al., 2002), és
a sik terlletek felé kezdtek terjeszkedni. Ennek kévetkeztében a parlagi sasok ma
hazankban kétféle éléhely-tipusban koéltenek. Egyrészt a kbézéphegységekben megmaradtak
a korabban hasznalt koéltSteriletek és viszonylag allandé a fészkek szama, masrészt a
sikvidéken az 1989-es megjelenésiik 6ta folyamatos egyedszam-ndvekedés tapasztalhato.
Jelenleg a hazai kéltéallomany tobb mint széz par, melynek kézel haromnegyed része
sikvidéki mezdgazdasagi kornyezetben fészkel (Horvath et al., 2011). A Karpat-medencében
koltd 6reg madarak a koltétertilet kdzelében telelnek, mig a fiatal madarak ivarérésikig
kéborolnak a Karpat-medencében (elsésorban az Alfdldén), valamint Délkelet-Eurépaban és
a Kozel-Keleten.

Legkozelebbi rokona az ibériai sas (Aquila adalberti) az egyik legjobban kutatott
ragadozomadar-faj. A hagyomanyos terepi megfigyeléseken alapuld vizsgalatok mellett
radidtelemterias adatok alapjan vizsgaltak a faj parvalasztasi, fiokanevelési szokasait (pl.
Ferrer, 1993a; Ferrer és Penteriani, 2003; Penteriani és Ferrer, 2004; Margalida et al., 2007);
a kirepllt fiatalok diszperzidjat (Ferrer, 1992; Ferrer, 1993b) és populaciodinamikai,
demografiai jellemzéket (pl. Ferrer és Penteriani, 2008; Penteriani et al., 2008; Ortega et al.,
2009). A kutatasok alapjan legfontosabb mortalitasi tényez6k az ibériai sasnal is az
elektromos tavvezetékek okozta aramutés, illetve a mérgezés. Kimutattak, hogy 1990 6ta az
elhullott és megtalalt egyedek tébb mint 50%-a lett mérgezés aldozata. Ennek kdvetkeztében
a populacié éves mortalitasa 6,07%-rol 12,01%-ra nétt (Ferrer és Penteriani, 2008).,

Az ibériai sast sokaig a parlagi sas spanyol alfajaként tartottak szamon. Ma a legtébb
leirasban 6nallé fajként kezelik, amit ©6koldgiai, morfoldgiai, parazitoldégiai és genetikai
vizsgalatok is alatamasztanak (Hiraldo et al., 1976; Martin-Mateo, 1980; Ferrer, 2001;
Martinez-Cruz et al., 2004). Ugyanakkor Gonzalez (2008) a "félfaj" ("semispecies")
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besorolast tartja elfogadhatonak kutatasai és részben az el6z6ekben emlitett vizsgalatok,
illetve a faji besorolas kritériumai (Helbig et al., 2003) alapjan.

Miutan az ibériai sasral8 dinukleotid mikroszatellita markert dolgoztak ki (Martinez-
Cruz et al., 2002) a faj populaciogenetikai vizsgalata is lehetévé valt (Martinez-Cruz et al.,
2004; Martinez-Cruz et al., 2007) és a vizsgalt lokuszok a kozeli rokonsag miatt a parlagi
sasnal is alkalmazhatoak.

A Karpat-medencei parlagi sas populacié kutatasa tehat egyediilallé lehetéségeket
biztosit arra, hogy egy veszélyeztetett faj terjedését, illetve annak populacidogenetikai és
populaciodinamikai hatasait megvizsgalhassuk és nyomon kévethessiik a Magyarorszagon

foly6 intenziv fajvédelmi tevékenység eredményességét is.

1.4 A munka soran vizsgalt kérdések, célkitiizések

A munka soran vizsgalt kérdések két csoportra oszthatéak. Az els6be a mintak
tipusara, a DNS-izolalasra, illetve a kinyert DNS min&ségére vonatkozd mébdszertani
kérdések, mig a masodikba a genetikai adatok gyakorlatban torténd alkalmazasaval

megvalaszolhatd kérdések tartoznak.

1.4.1 Modszertani kérdések

1. Mennyire tér el a nem invaziv médon vett, vedlett tollakbdl izolalhaté DNS minésége

a minimal invaziv modon, szlrépapirra vett vérmintakbdl izolalhatétol?

2. Mennyire befolyasoljak az izolalhaté DNS mindségét a tollak fizikai jellemzéi

(minéség, tipus, kor és méret)?

3. Van-e olyan konnyen vizsgalhaté paraméter, amely alapjan kovetkeztetni lehet a

fels6 koldokbdl izolalt DNS fragmentaltsagara?

1.4.2 Populaciégenetikai és populaciédinamikai kérdések

1. Mennyire alkalmas a valasztott mintavételi modszer és a rendelkezésre allo
markerkészlet a Karpat-medencei parlagi sasok populaciogenetikai, illetve

populaciodinamikai vizsgalatara?
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Egységesnek tekinthet6-e a szlovakiai parlagi sas populacio nuklearis és
mitokondridlis markerek alapjan? Medgfigyelhet6-e génaramlas a keleti és nyugati

tertletek kozott?

Mekkora az éves mortalitas, illetve ha ez nem vizsgalhatd, az éves cserélédési arany

a Magyarorszagon fészkel6 allomanyban?
Megfeleléek a Magyar Madartani és Természetvédelmi Egyesilet altal alkalmazott
territériumtérképezési modszerek a ndvekvd parlagi sas allomanyban a territériumok

alakulasanak nyomon kovetésére?

Milyen mintazat figyelhet6 meg az alféldi terlletekre visszatelepllé parlagi sasok

territérium-valasztasaban?
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2. Anyag és médszer

2.1 Mintagyiijtés és DNS-izolalas

2.1.1 Mintagytijtés és tarolas

A vizsgalat soran a Magyarorszag keleti terlletein levé territériumokbdl, illetve
Szlovakia keleti és nyugati terlletein fészkel6 allomanyokbdl szarmazé mintakat vizsgaltunk
(3. abra).

3. abra: A kutatas soran vizsgalt mintak szarmazasi helye. A — nyugat-szlovakiai allomany, B
— kelet-szlovakiai és észak-magyarorszagi allomany, C — kelet-magyarorszagi allomany
(Abra: Szabo Krisztian)

A Magyar Madartani és Természetvédelmi Egyesilet (MME) és a Szlovak
Ragadozomadar-védelmi Egyesilet (RPS) munkatarsai rendszeresen ellenérzik a parlagi
sasok fészkeit és a koltéseket, valamint 6k végzik a fiokak gylriizését is. A gylrizés a
feln6tt madarak vedlési idejével esik egybe, ezért ilyenkor altalaban nagy mennyiségd,
frissen kihullott tollat lehet a fészkek és az ismert kitl6fak kortl 6sszegydjteni. Mivel a faj a
fiokak kireplléséig fokozottan territorialis, az ebben az id6szakban a fészkek aldl, illetve
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kozvetlen kozelébdl begydjtott tollak nagy valészinlséggel az adott territoriumban koltd
parhoz tartoznak. A kitléfak kozelében, illetve a territérium mas részein talalt tollak esetén ez
a valosziniség csokken. A kihullott tollak a vedlést kdvetden, az id6jarasi korulmeényektdl
fugg6 sebességgel degradalédni kezdenek. Kisérletek bizonyitjak (Vili et al., 2013), hogy
meleg, paras koérnyezetben a tollak napok alatt jol lathatéan karosodnak, ezért annak a
valészinlsége minimalis, hogy egy el6z6 évb6él maradt toll azéviként Kkertljon
nyilvantartasba.

A tollakat begyljtés utan egyedi azonositoval lattuk el, majd lemértik a zaszlé és
cséve hosszat, illetve a fels kdldok magassagaban a cséve atméréjét (4. abra). Ez a tollak
késbébbi azonositasa miatt is fontos, mert a jelélés lekophat. Az azonosité a territérium
kédjabdl, a gyljtés évébdl és egy sorszambdl all, pl. HS-17/2002/2, ami a Hevesi-sik 17-es

szamu territériumabdl szarmazd, 2002-ben masodikként lemért és katalogizalt tollat jelenti.

vérrog

4. abra: A fels6 koldok (bekarikazva), és azon belil a vérrog elhelyezkedése a csévén, a
zaszlo toveénél (nyillal jeldlve)

A tollakat allapotuk szerint harom katerériaba soroltuk. J& minéségilinek (2) azokat a
tollakat vettik, amelyeknél a cséve és a felsé koldok is jé allapotban volt. Kézepes (1)
kategoriaba kerultek azok, ahol a csévén mar lathato volt fizikai karosodas, de a fels6 koldok
nem vagy alig sérllt. Rossz (0) mindséglinek soroltuk be a tollakat, ha a csévét és a felsd
kdldokot is komolyabb fizikai hatas érte (5. és 6. abrak).
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n 0” ” 1” J ” 2”

5. abra: Példa a harom min6ségi kategdriaba tartozo tartozé tollakra. A"0" a leggyengébb,
az "1" a kdzepes és a "2" a j6 mindségi kategoriat jelenti. A képen lathaté tollak kulénbdzé
tipusuak, nem méretaranyosak.

6. abra: A harom mindségi kategoriaba tartozo tollak csévéje a felsé kdldok magassagaban
(a fels6 koldok nyillal jeldlve lathato).

A cserék aranyara, illetve a territériumtérképezésre vonatkozo vizsgalatban a fészkek
kivalasztasakor elsdédleges szempont volt, hogy legalabb harom egymast kdveté évbdl
legyen az adott territériumbdl gydijtott toll. Mivel rendszeres gylriizés és ezzel egybekdtve a
vedlett tollak gylijtése csak az allomany keleti részében folyik, ezért innen valogattam

fészkeket. Mivel a vizsgalatok soran kilénbdz6 eredetd, koru és allapotu minta gydjtheté, a
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vizsgalathoz minden alkalommal a toll tipusat, méretét és minéségét figyelembe véve, a
harom legalkamasabb tollat valasztottam.

A vizsgalat soran a kézevez6 fedOket és vallfedbket Osszevontan kezeltuk (1.
tablazat), mivel ebben a két tipusban a cséveatmérék és —hosszok megegyeztek (Welch-
proba: cséveatmérd — t = -0.5963, df = 93, p = 0.5524; csévehossz —t = 1.648, df =93, p =
0.1024;rv.2.12.1).

1. tablazat: A tollak megoszlasa tipus és min6ség szerint. A tablazatban a kézevez6 fedbk
és vallfeddk dsszevontana szerepelnek.

tolltipus toliminéség (db) cséveatmérd
(mm)
j0 kOzepes rossz oOsszesen

elsérendii evezétollak 122 23 1 146 55-8.9
masod- és harmadrendii evezétollak 137 20 1 158 3.3-6.7
faroktollak 66 13 1 80 55-7.2
kdzepes méretii fedétollak 102 14 2 118 20-53
nagyméretii fedotollak 67 11 1 79 19-52
osszesen 494 81 6 581

* kézevezd fedbk és vallfedbk

A szlovak 4&llomannyal kapcsolatos vizsgalatban az RPS munkatarsai Aaltal
kivalasztott teriiletek minden mintajat bevontuk a vizsgalatba, de mivel itt a gylirlizés soran
vett mintak kozott testvérek mintai is szerepeltek alltak, a pszeudoreplikacié elkerllése

végett minden fészekbdl egy mintat vettink be az elemzésbe.

Specialis sziir6papirra vett vérmintak

Az RPS munkatarsai 2004 és 2006 kdzott, a parlagi sas fidkaktdl gylrizéskor a
madarak szarnyvéndjabdl pontszerl szurast kdvetben néhany csepp vért itattak fel egy
specialisan kialakitott és impregnalt szlir6papirra (IsoCode STIX™). Ez az eljaras nagy
valoszinlséggel nem noévelte a gylrizéssel jard stresszhatast (minimal invaziv mintavétel;
McDade és mtsai, 2007; Nagy et al., 2010).

2.1.2 A DNS mindségének ellendrzése

A mintak minésége a vizsgalatok fontos tényezdje, ezért ellenérzése fontos a tovabbi

reakciok elvégzése el6tt. A spektrofotométerrel végzett koncentracidvizsgalat nem mindig ad
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megfelel6 eredményt, mivel az a téredék DNS-t, RNS-t és fehérjéket is méri (Teare et al.,
1997) igy a tényleges DNS-koncentracional magasabb értéket lehet kapni.

A DNS toredezettségének agar6z gélen elektroforézissel torténd ellenérzése is
alkalmazott modszer (Zayats et al., 2009), igy minden alkalommal gélfot6 alapjan dontéttink
a kivont DNS felhasznalasaval kapcsolatban (2.1.3 fejezet, 8. abra).

Az ellenérzés utan a leghosszabb fragmens amplifikalasaval folytattuk
(CHD1W/Z), majd ennek eredménye alapjan donéttik el, hogy az adott minta alkalmas-e
tovabbi vizsgalatokra. Erre azért volt szikség, mert a DNS a hisztonfehérjék mentén
téredezik, nagyjabol 150 - 200 bp-os darabokra (Binladen et al., 2006), igy ha a kés&bbi
vizsgalatoknal ennél hosszabb szakaszokat vizsgalunk az el6zetesen a kimutatott magas

DNS-koncentracioé ellenére sikertelen lehet a mintak felszaporitasa.

2.1.3 Az alkalmazott DNS-izolalasi médszerek

DNS izolalas kisézasos eljarassal

A toll fejlédése soran a cséve végénél talalhatd alsd koldokon at belép egy ér a
tollszarba, ami a felsé koldoknél 1ép ki a toll kils6 feszinére. Az ér a tollfejlédés lezarultakor
visszahuzodik, de a fels6 atlépésnél megmarad egy kis vérrég. Mivel a madarak
vorosvérsejtjei tartalmaznak sejtmagot, a beszaradt vérrogbdl nyerhet6 DNS altalaban
elegendd mennyiségli az ivarmeghatarozashoz és egyedi genetikai profil elkészitéséhez
(Horvath et al., 2005).

7. abra: Egy j6 mindségi tollbdl kimetszett felsé koldok és helye a csévén

A preparalas el6tt a tollszaron talalhatdo szennyez6déseket etanollal mostuk le, majd

szikepengével vagtam ki (7. abra). A mivelethez minden alkalommal steril szikepengét, Uj
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gumikesztylt és papiralatétet hasznaltunk a keresztkontaminacié elkertlésére. A preparalt
darabok a DNS-izolalasaig fagyasztdba keriltek (-20°C).

A DNS-kivonast kisdzasos protokoll (Gemmell és Akiyama, 1996) alapjan kis
modositasokkal végeztik. A kivagott darabokat el6szor Proteindz-K-s emésztésnek tettik ki:
15 pl Proteinaz-K oldat (Fermentas), 15 ul SDS, 100 pl Proteinaz-K puffer, 155 pl viz és 10
Ml DTT (1,4-ditio-treitol, a keratin oldasaban vesz részt). Az igy kezelt mintak alapos keverés
utan egész éjszakara 55-60°C-os vizflirdébe kerultek.

A kovetkez6 lépésben a felliluszobol a maradék peptideket 5 mol/l koncentracioju
LiCl oldattal csaptuk ki (315 ul), majd a tisztitas kloroform-izoamilalkoholos (24:1 aranyu, 630
pl) kirazassal folytatodott. Alapos keverés utan a mintat 10 percig maximalis fordulatszamon
(13000 rpm) centrifugaltuk, hogy a két fazis jél elkulonuljon. A DNS-t tartalmazd felsé
fazisbol 400 pl-t vittink at uj csébe, majd a DNS-t 400 pl tdbmény izopropanol hozzaadasaval
csaptuk ki. A csdvek forgatas utan egy éjszakara fagyasztoba (-20°C) kertltek.

Masnap ujabb centrifugalas utan (15 perc, 13000 rpm) a mintakat 800 pl 70%-0s
etanollal rehidraltuk. Az alkoholt ujabb centrifugalas utan (15 perc, 13000 rpm) ledntottik a
DNS-rél, illetve ha lathaté volt a DNS, akkor pipettaval szivtuk le, majd 50 yl TE pufferben
(10 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA, pH 7,5) oldottuk be. A mintdkat a tovabbi degradacio
elkerllése érdekében felhasznalasig fagyasztdban taroltuk.

Felhasznalas el6tt a mintak minéségét és fragmentaltasagat agarézgélen torténé
futtatassal ellendriztuk (8. abra). A futtatds soran 3 — 3ul DNS-t vittink fel 2 — 2ul

felvivéfestékkel (Ficoll).

8. abra: Kulonb6zd mindségi DNS oldatok 0,8%-0s agardz gélen futtatva; 1, 3, 7, 8, 10:
rossz minéségi mintak, 2, 4, 9: kdzepes mindségl mintak, 5, 6, 11: j6 min6ségl mintak
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DNS izolalas a nem-destruktiv modszerrel vett mintakbol

A sziir6papirt teljes szaradas utan feldolgozasig fagyasztéban taroltuk, majd a
mintakbdl desztillalt vizes mosas utan forralassal (100 yl nukleazmentes vizben, 15-30 perc)
vontuk ki a DNS-t. A kis6zasos eljarashoz hasonléan ebben az esetben is ellenériztik a

kivont DNS mennyiségét és minéségét (8. abra).

2.2 Ivarmeghatarozas

2.2.1 Parlagi sas ivari dimorfizmus

A parlagi sasokra nagyon kicsi, méretbeli ivari dimorfizmus jellemz6. A spanyol
parlagi sashoz hasonléan (Margalida et al., 2007) a tojok és a himek kdzbtt a tojok javara 5-
10%-o0s méretbeli eltérés lehetséges. Mivel szinbeli eltérés nincs a két ivar kozott, a vedlett
tollak méretébdl nem lehet egyértelmiien és biztosan megallapitani az egyedek nemét. (9.

abra).

Ocm 5cm 10cm

9. abra: Egy tojo és egy him parlagi sas faroktolla: a két toll szine és mintazata megegyezik,
méretbeli kulonbség nem lathato.

Az egyedek ivardanak meghatarozéasara a Fridolfsson és Ellegren (1999) altal
kidolgozott allélspecifikus PCR alapu technikat alkalmaztuk. A moédszer a futdmadarak
kivételével, a legtdobb madarfaj esetén hasznalhatd, érzékeny és biztonsagos. A technika

alapja, hogy olyan primereket alkalmazunk, amelyeket az ivari kromoszémakon
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megtalalhatd, és tipusonként eltérd meéretld intronokat tartalmazé CHD1 gén intronokat
hatarolé szakaszaira terveztek (ebben az esetben a 2550F/2718R par), igy nincs szikség
utélagos enzimes hasitasra és gyorsan eredményhez lehet jutni. lvartol figgéen parlagi sas
himek esetén egy hosszabb, nagyjabdl 600 - 700 bazisparos, illetve tojok esetén egy
tovabbi, nagyjabdl 400 - 450 bazispar hosszu PCR termék is keletkezik (Horvath et al.,
2005). A tojoknal el6fordulhat, hogy csak a rovidebb szakaszbol keletkezik agaroz gélen is
jol lathaté mennyiség, azonban a génvaltozatok méretében jelentkez6, megkdzelitéleg 250
bazisparos kulénbségnek kdszonhetéen ebben az esetben is elkilonithetéek az ivarok (10.
abra).

Mivel az egyedi DNS-profilok elkészitéséhez hasznalt szakaszok egy kivételével 450
bazisparnal rovidebbek, ezért a késdbbi vizsgalatokba az olyan mintakat vontuk be,

amelyeknél a CHD1 gén megfelel6 szakaszait sikeresen fel lehetett szaporitani.

10. abra: Az ivarmeghatarozasra hasznalt PCR-reakcié végeredménye, 2,5%-0s agaroz
gélen; 1: méretmarker; 2: him; 3 — 4: t0j6; 5: sikertelen PCR; 6 - 7: t0j6

2.2.2 PCR-reakcio, ellenérzés

A PCR 15 pl térfogatban zajlott (2. tablazat) és az amplifikalashoz touch-down PCR-
programot alkalmaztunk (3. tablazat). Ezzel a médszerrel a PCR reakci6 a korai |épésekben
erésen specifikus, azonban alacsonyabb hatasfoku. igy kezdetben kevés, de specifikus
PCR-termék képzddik, amely mar joval hatékonyabban sokszorozédik fel a késdbbi,
alacsonyabb anellaciés hémérsékletl ciklusok soran. A vizsgalatban minden alkalommal két
ismert ivarU madar (egy tojé és egy him) mintajat hasznaltuk pozitiv kontrollként, illetve
minden reakcional (a késdbb leirt PCR-eket is beleértve) alkalmaztunk negativ kontrollt, ahol

nukledazmentes vizzel helyettesitettuk a DNS-t.
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2. tablazat: A PCR-ek soran hasznalt mixek (minden mennyiség ul-ben értendd).

Primerek Mastermix ® GoTaq® MgCl, H,O DNS
lokuszok F R
IEAAAG14 0,5 05 75 1 1 4 1
IEAAAGO09 1 1
IEAAAGO04 1 1 7 1 1 4 1
IEAAAGI12 05 05
IEAAAG11 0,8 04
IEAAAG13 0,8 0,8 7 1 1 4 1
IEAAAGI15 1 2
Aa02 0,25 0,25
Aa39 05 05 7 - 1 3 1
Aa35 0,75 0,75
CHD1 2 2 7 1 1,5 1 1

3. tablazat: Az alkalmazott PCR programok tablazatos 6sszefoglalasa.

Lépések Ivarmeghatarozas Dinukleotid Tetranukleotid Tetranukleotid
lokuszok lokuszok lokuszok
(médositott)
Kezdeti
denaturalas 94°C - 2 perc
I. |92°C 92°C 92°C
TD II. | 60-50°C 11 ciklus |e6-50°C 17 ciklus 66-60°C 17 ciklus
lll. | 72°C°C 72°C 72°C
I. |92°C 92°C 92°C 92°C
1. | 50°C 25 ciklus | 50°C 19 ciklus |e5°C 30 ciklus | 50°C 19 ciklus
ll. | 72°C 72°C 72°C 72°C
Végso
extenzié 72°C - 5 perc
|. — denaturélas, Il. — anellacié, lll. — elongacié, mindegyik 30 masodperces volt

TD — Touch-down szakasz

2.3 Mikroszatellita fragmensanalizis

2.3.1 A vizsgalt mikroszatellita lokuszok

A vizsgalatban a parlagi sas testvérfajara (Aquila adalberti) kidolgozott dinukleotid

(Aa02, Aa35, Aa39; Martinez-Cruz et al., 2002) illetve Haliaétus és Aquila genusba tartozé

fajokra kidolgozott

tertanukleotid

lokuszokat
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IEAAAG12, IEAAAG13, IEAAAG14, IEAAAGLS5; Busch et al., 2005) hasznaltunk az egyedek
azonositasara (4. tablazat). Utobbiak értékelése egyszeriibb, ugyanis a PCR soran az
emlitett szakaszokon a polimeraz enzim kevesebbet téved és igy kevesebb, a vart allélekhez
méretben hasonld, aspecifikus termék keletkezik. Ugyanakkor meg kell jegyezni, hogy

altalaban ezekre a lokuszokra kisebb variabilitas jellemz6, mint a dinukleotidokra.

4. tablazat: A vizsgalatban hasznalt lokuszok neve, a felszaporitasukhoz hasznalt
oligonukleotidok szekvenciaja, a varhaté mérettartomany és az altalunk alkalmazott jelolések

(5).

Lokusz Szekvencia Min. Max. Jelolés

FA GCATGTAACAAGTTTAATGTTGATGG
IEAAAGOA R: GTTGGAAACAGGACATGTTAAGC 235 259 HEX

F~: GAACAATTTCAGGTAGATATTACCTGCAATA
IEAAAGO9 R: GTATTGACTGCACATCATTGTGG 482 494 TET

FA: GGCTGACTGAGCTCCAGAGC
IEAAAGTL R: GTGTTTGCTTCATCGAAACAGC 332 344 6FAM

F~ GCTGCTGCTAAGAATCACTCATGTAC
IEAAAGL2 R: GTGGGAAGGTGGGTTGTCAG 132 136 HEX

FA GAATACCACAATAAGAGGCAGAGTG
IEAAAGLS R: GTCTAAAATGAAGTGAATCTGTAAGACAG 192 258 6-FAM

F~ GTCCAGATTCCCTGCTAGAAAGC
IEAAAGL4 R: GTTGGAGAGTCTAAGCACTGAATCAG 200 204 TET

FA: GAGAATAATTTTTGAAAAGCAGTAGG
IEAAAGTS R: CTTAGTTGTTCAGAGGACGGTAAG i 123 &-FAM

FA CTGCAGATTTCACCTGTTCTG
Aa02 R: GTTTCTTCCAGGTCTTGCAGTTTACC 141 155 6-FAM

F~: GCAGCAGAAAGTGCATACGA
AasS R: GACCAAATGAAATGCGCC 250 264 HEX

FAMTTCTGTTTTTCCACTTGCTTG
Aas9 R: GTTTTATTGAGCTCACAAAAACAAAGG 191 223 HEX

A fluoreszcensen jeldlt primer

2.3.2 PCR-reakciok

A mintak gyorsabb feldolgozasa és a koltségek csdkkentése érdekében multiplex
PCR rendszert dolgoztunk ki és tobb lokuszt egyben amplifikaltunk. Az optimalizalt mixek az
2. tablazatban (2.2.2. fejezet) lathatdak.

A dinukleotid lokuszokat felerdsit6 PCR-reakcid6 azonos a Martinez-Cruz és
munkatarsai (2002) altal publikalt programmal. (2.2.2. fejezet, 3. tablazat). A tetranukleotid
lokuszok esetén az IEAAAG 04, IEAAAG 09 és az IEAAAG 12-es lokuszok amplifikalasara a
lokuszokat leiré cikkben (Busch et al., 2005) kézolt PCR programot alkalmaztuk (2.2.2.

fejezet, 3. tablazat). Az IEAAAG 11-es és az IEAAAG 15-6s lokuszok esetén azonban ez a
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program nem adott elég erds terméket, ezért a dinukleotidoknal leirt touch-down programot
optimalizaltuk a primerek olvadasi hémérsékletének megfeleléen (2.2.2. fejezet, 3. tablazat).

A PCR-termékekbdl ellenérzésként 4-4 ul-t futtattunk 2,5%-0s agarédz gélen (11. abra).

11. abra: Nyolc egyed harom dinukleotid lokuszra iranyulé multiplex PCR-ének ellenérzése
2,5%-0s agaroz gélen

2.3.3 Kapillaris elektroforézis és genotipizalas

Az egyedi DNS-profilok elkészitéséhez kapillaris elektroforézist alkalmaztunk. A
modszer elénye, hogy lehetévé teszi a kulénb6z6 iddépontokban futtatott mintak
Osszehasonlitasat. Az eljaras soran elektromos fesziltség hatasara a fragmensek méretik
szerinti sebességgel haladnak a pozitiv polus felé egy géllel/polimerrel teli vékony csében.
igy eltérs iddben érnek a kapillarison talalhaté detekrorablakhoz, ahol a primereken talalhaté
fluoreszcens festékeket egy lézer gerjeszti. A fluoreszkald festékek altal kibocsacsott fényt
egy kamera érzékeli. Mivel minden festék mas hulldmhosszu fényt emittél, egyszerre tobb
lokusz is vizsgalhaté. A megfigyelt fragmensek hossza egy szintén a mintaval futtatott méret
markerhez ("size standard") hasonlitva megkaphato.

A keletkezett PCR-termékek toménységét agaréz gélen ellendriztik és szikség
esetén higitottuk azokat. A futtatdsokhoz hasznalt elegy mintanként 24 pl deionizalt
formamidot (Promega), 1 uyl méret markert (GS-500 TAMRA és GeneScan™ — 500 LIZ
Applied Biosystems, ILS 600, Promega) és 1 ul PCR-terméket tartalmazott. A mintakat
ezutan egy perces denaturalassal (95°C) tettik elektroforézisre alkalmassa.

A vizsgalatot ABI PRISM® 310-es és 3100-Avant Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, ABI) késziilékeken végeztiik. A futtatasok a Szent Istvan Egyetem Allatorvos-
tudomanyi Karan az Allattenyésztési, Takarmanyozastani és Laborallat-tudomanyi Intézet
DNS laboratériumaban, a GenolD Kft. laboratériumaban, illetve a Magyar

Természettudomanyi Muzeum Molekularis Taxondmiai Laboratériumaban torténtek.
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Az adatok értékelésekor minden mintat harman (Kovacs Szilvia és Szabd Krisztian
segitségével), egymastdl fuggetlendl olvastunk le, majd ezek alapjan hataroztuk meg a
konszenzus genotipust, illetve dontottink az ismétlés szikségességérdl, vagy a mintak
kizarasarol (Beja-Pereira et al., 2009). A leolvasasokat a GeneScan® 3.7 és a Peak
Scanner® 1.0 (ABI) programokkal végeztiik (12. abra).
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12. abra: Két minta dsszehasonlitasa a Peak Scanner® 1.0 programmal: sziirkével kiemelve
sorrendben az IEAAAG15-0s, IEAAAG12-es és IEAAAG13-as lokuszok lathatok

A preparalaskor a mintakat a faj latin nevének kezd8betiibdl és egy sorszambdl allé
kéddal (pl. AHOO1), illetve szlovakiai mintak esetén a gy(irizéskor kapott kéddal jeléltik, igy
az DNS-profilok elkészitéskor nem volt informacionk az egyed szarmazasi helyérdl.

Az egyedi genotipusokat az egyed ivara, territérium kédja és az adott genotipus elsd
el6forduldsi éve alapjan kodoltuk. Példaul a Z01F1_ 1997 a zempléni 01-es territorium
els6ként azonositott tojéjat jelenti, és a tollmintat, amib6l a DNS szarmazott 1997-ben
gyujtotték. A késbbbiek soran minden egyedet az ilyen az azonosit6javal jeldltink, minden

el6fordulasakor. Az elemzésekben minden genotipus egyszer szerepelt.
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2.4 Hasznalt programok, szamitasok

2.4.1 MS Microsatellite Toolkit

Az MS Microsatellite Toolkit (Park 2001) az adatok ellenérzésére (elgépelésbdl
adoédo, lokuszméret szempontjabdl kiugré adatok, hianyos adatsorok), duplikalt vagy azonos
genotipusu mintak azonositasara, illetve allégyakorisagok és diverzitasi statisztikak

szamitasara alkalmas.

2.4.2 MICRO-CHECKER 2.2.3

Az egyes lokuszokon a null allélek el6fordulasanak valoszinliségét és a dadogast (a
leolvasast nehezit6, aspecifikus termeék, "shadow band" eléfordulasat) a "MICRO-CHECKER
2.2.3” programmal ellenériztik (Van Oosterhout et al., 2004, www.microchecker.hull.ac.uk).
A fent emlitett jelenségek miatt az adatsorban megné a homozigéta lokuszok aranya. Ha ez
az azonos mérettartomanyba tartozé lokuszok kozul csak az egyiken jelentkezik, akkor az
null alélek jelenlétére utal. Ha kifejezetten a nagyobb allélokat tartalmazé lokuszokon fordul
el6, akkor az eltérést a nagyméretl allélek kiesése okozza, aminek hatterében a DNS-ek

toredezettsége allhat.

2.4.3 GenAlEx 6.41 — Genetic Analysis in Excel

A 7"GenAlEx”, (Peakall és Smouse, 2006) egy eredetileg oktatashoz irt

populaciogenetikai szamitasokat (pl. F-statisztikak, AMOVA) végz8 Microsoft Excel makro.

A programmal végzett szamitasok:
Pl (Probability of identity, Waits et al., 2001) szamitasa: A Pl annak a
valészinliségét adja meg, hogy a mintabdl két, véletlenszeriien kivalasztott minta
tobblokuszos genotipusa mennyire megegyezd (p; az i-edik allél gyakorisaga

adott lokuszon):

P :(Z pi2)2 _Zpi4
GD (Genetic distance): A program Smouse és Peakall altal (1999) publikalt
modszer alapjan szamitja a genetikai tavolsagot, majd egy NxN-es matrixba
rendezi (N egyed esetén), ami a Mantel-tesztben hasznalt genetikai

tavolsagmatrix.
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GGD (Geographic distance, foldrajzi tavolsag) szamitasa: a fészkek tavolsagat a
koordinatak kuldnbségébdl Pitagorasz tétellel szamolja ki. Ez képezi a Mantel-
tesztnél hasznalt foldrajzi tavolsagmatrix alapjat [x; és x; i és j pontok x
koordinatai, y; és y; pedig i és j pontok y koordinatai; a koordinatak EOV

(Egységes Orszagos Vetllet) szerintiek].

D= (% = X,)* +(y, -Y,)’

AMOVA (Analisys of Molecural Variance): A programban a szamitasok Excoffier

és munkatarsai (1992), Huff és munkatarsai (1993), Peakall és munkatarsai
(1995), illetve Michalakis és Excoffier altal (1996) publikalt mddszereket kovetik.
(Vap: a populaciok kozti variancia; Vype: a populacidkon beldli variancia)

VAP

Fo,=—#P
> (VAP +VWP)

244 7t1.1

A 7ztl.1” egy parancssorbdl futtathatd, egyszerii és részleges Mantel-teszt
elvégzésére alkalmas program (Bonnet és van de Peer, 2002), mellyel. két tavolsagmatrix
kozti 6sszefuggést lehet vizsgalni. A teszt nullhipotézise, hogy a két matrix megfelel6 elemei
kozott nincs dsszefliggés, azaz a matrixok egymastél fiiggetlenek.

Ebben az esetben tesztet a fészkek foldrajzi tavolsaga és az ott azonositott tojok genetikai,
tavolsagabdl képzett matrixok 6sszehasonlitasara alkalmaztuk. A matrixokat a GeAlEx 6.41-
el készitettik. A randomizaciok szamat az alapbeallitason hagytuk, ami 10000 volt.

A program a kovetkezd képlet alapjan szamolja a matrixok (a képletben A és B

matrix) kozti korrelaciot (r: a Pearson-féle korrelacios koefficiens; N: a matrix elemeinek

szama, A: az A matrix elemeinek atlaga ; sa: az A matrix elemeinek szorasa):

. 1 A (Aij_z‘) (Bij_g)
TNk

i=1 j=1 SA SB

2.4.5 Genepop 4.0.10

A "Genepop” (Raymond és Rousset, 1995) tobbek kozott alkalmas a vizsgalt
lokuszokon a HWE fenndllasanak (Guo és Thompson, 1992), illetve a lokuszok kozti

kapcsoltsag mértékének (,linkage disequilibrium”, LDE) vizsgalatara.
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Mindkét tesztnél Markov-lanc modellt és az alapbeallitasokat (dememorizaciok szama: 1000;
menetek ("batch") szama: 100; iteraciok szama menetenként: 1000) alkalmaztuk. A

szamitasok elvégzéshez a program online verzojat hasznaltuk (http://genepop.curtin.edu.au).

246R

A statisztikai szamitasokhoz az "r 2.12.1"-es verzidjat (R Development Core Team
2011) hasznaltuk. A feltételes kdvetkeztetésen alapulé dontési fa ("Conditional Inference
Tree"; Strasser és Weber, 1999) épitéséhez a Hothorn és munkatarsai altal publikalt (2011)
"party" nevl r-csomagot alkalmaztuk. A feltételes kovetkeztetésen alapuld dontési fak
rekurziv binaris particionalé algoritmust alkalmazva regresszios kapcsolatot becsulnek. A

maodszer elénye, hogy a valtozok egymashoz viszonyitott helyzete is leolvashaté a farol.

Az algoritmus mikodése altalanossagban a kévetkez6képpen irhaté le:

Az elsd lépésben a magyarazé valtozdk és megfigyelések kozti fuggetlenséget
vizsgalja. Ha a nullhipotézist (fuggetlenség) nem lehet elutasitani, akkor a vizsgalat
leall. Ha nincs fuggetlenség, akkor kivalasztja azt a magyarazo valtozot, aminek a
legszorosabb a kapcsolata a fuggé valtozoval. Az ehhez tartozd p-érték csak a
kivalasztott valtozora és a megfigyelt értékekre vonatkozik.
A masodik lépésben a kivalasztott bemeneti valtozé alapjan kettéosztja a
megfigyeléseket.
A harmadik és minden tovabbi Iépésben pedig rekurziv médon ismétli az els6 és a
masodik Iépést.
A vizsgalat soran a tobbszords dsszehasonlitdsok miatt Bonferroni-korrekciot alkalmaztunk.
A kettéosztas kritériuma p = 0,2 volt, ami azt jelenti, hogy csak azok a valtozok szerepelnek

a fan, amelyekhez ennél kisebb p-érték tartozik.
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3. Eredmények

3.1 Modszertani kerdések

3.1.1 A DNS mindésége a minta tipusa szerint

A vizsgalat soran, a terepen begylijtott vedlett tollakban talalhaté vérroghdl szarmazé
DNS min&ségét hasonlitottuk 717 tollmintabdl, 128, szlrbpapirra vett vérmintabdl szarmazo

DNS-mintaéhoz.

sikeres
PCR

toll "Vér

13. abra: Az ivarmeghatarozas sikeressége a minta eredetét tekintve (r v.2.12.1);

A feldolgozott mintak 87,8%-abdl lehetett az ivar meghatarozdsara alkalmas
mennyiségll és mindségli DNS-hez jutni. Az elvégzett Khi-négyzet proba alapjan a
sikeresség nem kulénbozétt szignifikdnsan a vedlett tollak (85,5%) és a szlovak fiokak
vérmintai (98,4%) esetén (X > = 0,9791, df = 1, p = 0,3224) esetén (13. &bra). Ez az
eredmeény alatamasztja mindkét mintavételi moédszer hatékonysagat, és az ilyen célu
vizsgalatokban val6 alkalmazhatésagat. Mindkét kivonasi modszerrel hosszu tavu tarolasra

alkalmas min&ségl és mennyiségl DNS-oldathoz lehetett jutni.
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3.1.2 A toll minéségének, tipusanak, méretének és koranak hatasa

A kovetkezd vizsgalatokhoz csak a Magyarorszagon begy(jtétt ismert kora és méreti
tollakat hasznaltuk fel.

A tollakat fizikai allapotuk alapjan harom mindségi kategoriaba osztottuk be (2.2.1.
fejezet, 5. és 6. abra). A felhasznalt 581 tollbdl 494 darab volt j6 mindségl (85,03%), a
kézepes kategoriaba 81 toll kerult (13,94%), és rossz besorolast 6 toll (1,03%) kapott. A
legjobb minéségi tollak 86,64%-a (428 darab), a kdzepes mindségl tollak 81,49%-a (66
darab), mig a rossz minéségi besorolasu tollak 33,3%-a (2 darab) adott értékelhet6
eredményt (14a abra, 5. tablazat).

a tollminéség b tolltipus
— | (W= | |
2 1 0 T M ST P GC

14. abra: Az ivarmeghatarozas eredményessége a toll minésége és tipusa szerint
(rv.2.12.1); vilagos terllet - sikeres reakcio; sétét terllet - sikertelen PCR reakcio; 0 — rossz
mindség, 1 — kdzepes mindség, 2 — jo minéség;GC - nagyméreti fedétollak, P - elsérendi
evezbtollak, M - kbzepes méretii fedétollak, ST - masod- és harmadrendi evezétollak, T -
faroktollak

5. tablazat: Az ivarmeghatarozas eredménye a tollak minésége szerint

toliminéség CHD1 amplifikacio
sikertelen sikeres

jo (“27) 66  (13,36%) 428 (86,64%)

kozepes (“1”) 15 (18,51%) 66 (81,49%)

rossz (“0”) 4 (66,67%) 2 (33,33%)

osszesen 85 (14,63%) 496  (85,37)
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Tipusonként tekintve csak a jo mindségl tollakat hasonlitottuk 6ssze, hogy a

min&séget, mint befolyasold tényezét kizarjuk. Az eredmények alapjan a faroktollak

bizonyultak a legmegbizhatébbaknak, ennél a tipusnal a sikeres amplifikaciok aranya 92,5%
volt. A legkevesebb sikeres PCR-t, 82,1%-ot a feddtollakbdl kivont DNS-nél lehetett

tapasztalni. A tdbbi toll esetén ez az arany 89% és 84% kdzott valtozott (6. tablazat és 14b

abra).

6. tablazat: Az ivarmeghatarozas eredménye j6 minésegu tollak esetén, a tollak tipusa

szerint.
tolltipus CHD1 amplifikacioé
sikertelen sikeres
elsérendii evezétollak 19 (15,60%) 103 (84,40%)
masod- és harmadrendii evezétollak 17  (12,40%) 120 (87,60%)
kozepes méretii feddtollak 13 (12,70%) 89 (87,30%)
faroktollak 5 (7,50%) 61 (92,50%)
nagyméreti fedétollak 12 (17,90%) 55 (82,10%)
osszesen 66 (13,36%) 428 (86,64%)

A hatasok elemzéséhez feltételes kovetkeztetésen alapuld dontési fa (Conditional

Inference Tree) modszert és logisztikus regressziot alkalmaztunk (15. abra). Az eredmények

alapjan a CHD1W/Z gén amplifikalhatésagat a vizsgalt valtozok kozul szignifikansan csak a

toll minésége befolyasolta (15. abra, 1. és 2. néduszok; GLM, p — érték = 0,0066).

A toll minésége és tipusa kozott szignifikans interakciét talaltunk (GLM, p — érték =

0,0431). A kdzepes minbségi tollak esetén a tolltipusok kézil a nagyméretli fedétollak,

illetve a masod- és harmadrend(i evezétollak esetén volt rosszabb a sikeres amplifikaciok

aranya, de ez az dsszefliggés nem volt szignifikans (15. abra, 4. nédusz).
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toliminéség
(p=0.002)

\kézepes és rossz
mindségii tollak ——v___

——
jO minGségti kdzepes mindGségti

tollak tollak
/

rossz mindségti

/ tollak
elsérendli kézevezGk, \
kozepes méretli  nagyméret(i fedétollak
fedétollak és masod- és harmadrend(i
faroktollak evezbk
[2](n=490) [5](n=50) [6](n=31) [7](n=6)
0.8 0.8
0.6 0.6
0.4 0.4
0.2 0.2

15. abra: A toll minéségének és tipusanak hatasat illusztralé dontési fa. A vizsgalt valtozok
koétll csak a minéség volt szignifikans hatassal a DNS minéségére. Az oszlopok vilagos
része a sikeres, a sotét rész a sikertelen amplifikaciokat jelzi. (r v.2.12.1)

A vizsgalatban a DNS-t nem a toll hegyébdl, hanem a felsé kélddéknél megmaradé
vérroghdl izolaltuk, ezért feltételeztilk, hogy a cséve felsé kdldoknél mért atmérdje
meghatarozoé lehet a vérrdg méretét tekintve, igy utalhat a kinyerheté DNS mennyiségére. Az
elvégzett statisztikai elemzés alapjan azonban a méretnek nem volt hatasa, ezért a dontési

fa paraméterezése (2.4.6. fejezet) miatt nem lathat6 az abran.
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A begylijtés és a preparalas kozt eltelt idének sem volt hatasa a CHD1W/Z lokusz
amplifikalhatésagara. Ezt azonban az is eredményezhette, hogy az egyes csoportokban

jelentésen kulonbdztek a mintaszamok (16. abra).

1 190
4 5 67812
évek

16. abra: Az ivarmeghatarozas sikeressége a tollak begylijtése és a preparalas kozt eltelt
id6 szerint (r v.2.12.1); sotét terllet - sikertelen reakcio; vilagos terllet - sikeres PCR reakcio

3.1.3 Mikroszatellita lokuszok

Az egyedek azonositasa és az adatsor ellenérzése

Az adatsort el6szor a MICRO-CHECKER 2.2.3 programmal elemeztik. Ennek soran a
vizsgalt lokuszokon a tapasztalt és vart homozigota/heterozigéta arany alapjan a Karpat-
medence teljes populacidjat tekintve az IEAAAGO09-es és az Aa39-es lokuszon nagy a null
allélek el6forduldsanak valdszinlisége. Az ebbdl adodd torzitds elkerulése érdekében
ezeken a lokuszon minden homozigota genotipust hianyz6 adatként kezeltunk az elemzések
soran. Az ellendrzés soran egyik lokuszon sem talaltunk dadogasra, vagy allélkiesésre utalo

jelet. A talalt allélhosszokat és a hozzajuk tartoz6 gyakorisagokat a 7. tablazat tartalmazza.

A markerkészlet érzékenységének vizsgalata

Az egyedi azonositdshoz elengedhetetlen, hogy az alkalmazott markerkészlet
alkalmas legyen az egyedek megkilonboztetésére. Az Aaltalunk kivalasztott lokuszok

allélgyakorisagai alapjan annak a valoszinlisége, hogy két véletlenszer(ien kivalasztott
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egyed genotipusa megegyezzen Pl = 3,28 x 10° ami a mintaszam (N = 137) alapjan

elegendden kicsi az egyedi szintl azonositashoz.

7. tablazat: A Karpat-medencei madaraknal talalt allélhosszak és allélgyakorisagok.

lokusz allélhossz (allélgyakorisag) z

IEAAAGO4 218 228 232 236 240 5
0,007 0,073 0,069 0,818 0,033

IEAAAGO9 476 480 484 488 4
0,295 0,036 0,241 0,429

IEAAAG11 306 324 328 332 336 344 6
0,008 0,185 0,359 0,149 0,294 0,004

IEAAAG12 124 128 2
0,485 0,515

IEAAAG13* 236 240 244 3
0,100 0,400 0,500

IEAAAG14 192 196 2
0,380 0,620

IEAAAG15 102 106 114 3
0,004 0,814 0,182

Aa02 137 139 141 143 145 150 152 7
0,065 0,088 0,004 0,302 0,248 0,218 0,076

Aa35* 249 251 253 255 257 259 6
0,240 0,300 0,180 0,020 0,100 0,160

Aa39 180 184 188 190 192 194 196 198 200 9
0,046 0,289 0,053 0,158 0,243 0,033 0,092 0,072 0,013

* ezeket a lokuszokat amplifikalasi és értékelési nehézségek miatt csak a szlovakiai
mintaknal vizsgaltuk, a késébbieknél nem

Eltérés a Hardy-Weinberg és a kapcsoltsagi egyensulytol

A lokuszok Hardy-Weinberg és a kapcsoltsagi egyensulytél valo eltérését a Genepop
4.0.10 programmal vizsgaltuk. Az értékelésbdl kizartuk az IEAAAGO09-es és Aa39-es
lokuszokat a null allélek valészinl jelenléte miatt. Tovabba a csak szlovakiai mintakra
alkalmazott IEAAAG13-as és Aa35-6s lokuszokat sem teszteltik, mivel tul nagy volt a
killdbnbség a mintaelemszamok kozott.

A fennmaradd hat lokuszon egyenként és az dsszeset egyutt vizsgalva is fennallt a
Hardy-Weinberg egyensuly (X* = 16,5214, df = 12, p = 0,1685) (8. tablazat). Ugyanezeket a
lokuszokat vizsgalva a kapcsoltsagi egyensulytdl sem taldltunk szignifikans eltérést (9.

tablazat).
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8. tablazat: A vizsgalat soran talalt allélszam, effektiv allélszam, vart és megfigyelt
heterozigécia, a HWE-t8l valo eltérés mértéke, az allélhosszok minimuma és maximuma,
zarojelben a lokuszok leirasakor megadott értékek szerepelnek.

HWE _

Lokusz N Na Ne Hops Hexp 0 SE min. max.

IEAAAGO4 137 5 1,47 0,32 0,32 0,0798 0,0126 218 (235) 240 (259)
IEAAAG11 124 6 3,67 0,71 0,73 0,0786 0,0102 306 (332) 344 (344)
IEAAAG12 137 2 1,99 052 05 0,7313 0,008 124 (132) 128 (136)
IEAAAG14 137 2 1,89 045 0,47 0,7227 0,0031 192 (200) 196 (204)
IEAAAG15 137 3 1,43 0,29 03 0,8149 0,0052 102 (111) 114 (123)
Aa02 133 7 459 082 0,78 0,0957 0,0083 137 (141) 152 (155)
IEAAAGO9* 56 4 303 1 0,67 - - 476 (482) 488 (494)
Aa39* 76 9 532 1 082 - - 180 (191) 200 (223)
IEAAAG13* 10 3 238 1 0,58 - - 236 (192) 244 (258)
Aa35** 25 6 463 1 0,78 - - 249 (250) 259 (264)

* a null allélek jelenléte miatt csak a heterozig6ta genotipusok szerepeltek az elemzésben
** csak a szlovakiai mintaknal hasznalt lokuszok (az amplifikalasi és értékelési nehézségek
miatt ezeket a kés8bbi mintaknal kihagytuk, és az elemzésekbdl is kimaradtak)

9. tablazat: A lokuszok kapcsoltsagi egyensulytdl valo eltérése paronként

Lokusz 1 Lokusz 2 p S.E.
IEAAAGO4 IEAAAGIL 0,22944 0,026235
IEAAAG04 Aa02 0,5957 0,037425
IEAAAG11 Aa02 0,07323 0,014187
IEAAAG12 IEAAAGO4 0,31434 0,013453
IEAAAG12 IEAAAGIL 0,27437 0,011909
IEAAAG12 IEAAAGI14 0,64293 0,006199
IEAAAG12 Aa02 0,14563 0,009701
IEAAAG14 IEAAAGO4 0,09102 0,007616
IEAAAG14 IEAAAGIL 0,08819 0,006863
IEAAAG14 Aa02 0,97753 0,002779
IEAAAG15 IEAAAGO4 0,67459 0,01758
IEAAAG15 [IEAAAGIL 0,41358 0,017734
IEAAAG15 IEAAAGI2 0,67112 0,006653
IEAAAG15 IEAAAGI14 0,31451 0,008695
IEAAAG15 Aa02 0,08368 0,011865
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3.2 Populaciogenetikai és populaciodinamikai eredmények

3.2.1 A szlovakiai allomany genetikai szerkezete

A szlovakiai parlagisas-populacio elterjedése nem egyenletes, két allomanyra
oszthatd, amiket nagyjabdl 150 km valaszt el egymastol. A vizsgalat soran arra kerestiink
valaszt, hogy ez a két allomany genetikailag egységesnek tekintheté-e, illetve, hogy milyen
kapcsolatban van a magyarorszagi allomannyal. Emellett tesztelhettik az alkalmazott
modszerek alkalmassagat az ilyen jellegli vizsgalatokra.

Az Osszehasonlitashoz a vizsgalat soran 43 egyed mikroszatellita markereken
alapulé DNS profilja, illetve mitokondridlis haplotipus meghatarozasa készilt el. 21 minta a
keleti, mig 22 a nyugati teriletrél szarmazott (2.1.1. fejezet, 3. abra). A vizsgalatban minden
fészekbdl csak egy mintat hasznaltunk, hogy elkeriljuk a testvérek jelenlétébdl adodo
torzitast. Azokat a lokuszokat, amelyek esetén valészin(i a null allélek eléfordulasa a 3.1.3.
fejezetben részletezett moédon kezeltik. A DNS-profilhoz hat tetranukleotid (IEAAAGO4,
IEAAAGO09, IEAAAG11, IEAAAG12, IEAAAG13, IEAAAG14) és harom dinukleotid lokuszt
(Aa02, Aa35, Aa39) haszaltunk. A Pl érték ezekre a mintakra 6,8x107® volt, azaz elég
alacsony az egyedi szint(i vizsgalatokhoz (Waits et al.,2001)

A mikroszatellita adatok elemzése sordan a keleti és nyugati allomany kozott
marginalisan szignifikans eltérést talaltunk (AMOVA, Fst = 0,015; P = 0,05, GenAlEx 6.41).
Ezt az eredményt alatamasztja az ugyanezen egyedek mintain végzett mitokondridlis
haplotipus-meghatarozas eredménye is (AMOVA: ©® st = 0,064; p = 0,08; nemparaméteres
egzakt teszt: p = 0,04; Kovacs Szilvia vizsgalata, publ. Vili et al. 2009a). A kelet-
magyarorszagi allomanyt is bevonva azonban a harom allomany egységesnek tekinthet6

(Kovacs Sz. személyes kozlés).

3.2.2 Ilvararany

A vizsgalt tollmintak esetében szignifikans eltérés volt a tojoktol (555 egyed, 90,6%),
illetve a himektdl szarmazo (58 egyed, 9,4%) tollak aranyaban (binomialis préba, p <0,0001).
A Szlovakiabdl szarmazé fibka mintak esetén a tojok és himek aranya nem kulénbdzott
szignifikansan az 1:1 ivararany eloszlastol (tojok: n = 61, himek: n = 64; binomialis préba, p =
0,86) (17. abra).
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sikertelen
PCR

tojo - I
_ - |
"ver’

toll

17. abra: Az ivarmeghatarozas eredménye és az ivararanyok (r v.2.12.1)

3.2.3 A tojok cserélédési aranya

A cserék aranyanak szamitasa

A vizsgalatba bevont 188 tollbdl 15-nél nem sikerllt egyértelmi DNS-profilhoz jutni. ,
A genotipizalasra alkalmas 173 minta 6sszesen 94 kildonbdzé egyedtdl, tébbségében tojoktdl
szarmazott (153 tojo, 20 him),

A kevés himtdl szarmazoé minta miatt a cserék aranyanak szamitasakor csak a tojokat
vettik figyelembe. A cserék aranyanak megallapitdsahoz olyan territériumokat valogattunk,
ahol legalabb harom egymast koévetd évbdl rendelkezésre allt vedlett toliminta. Az adatok
értékelésekor a nem egyértelmiien leolvashatd, de kevés hianyzé lokuszt tartalmazé
mintakat Uj PCR utan uj fragmensanalizisnek vetettik ald. Amelyek az ismételt reakciok utan
sem adtak megfelel6 eredményt kizartuk a tovabbi vizsgalatokbdl.

Ennek eredményeként az adatsor tartalmazott hianyos éveket, igy minimum és
maximum cserélédési aranyt allapitottunk meg. A hianyz6 évek esetén, a teljes adatsorok
alapjan a kovetkez6 eljarast alkalmaztuk (a tapasztalt eseményeket a 10. tablazat
szemlélteti):

1. Ha a hianyz6 év (évek) utan ugyanazt az egyedet talaltuk, akkor feltételeztik,
hogy a kimaradt években sem volt valtozas.
2. Ha a kimaradt év (évek) utan Uj egyedet talaltunk, akkor a minimum cserék

megallapitdsdhoz az egy, biztosan észlelt cserét szamitottunk be, mig a
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maximalis csereszam megallapitaskor minden kimaradé évhez szamoltunk

egy-egy cserelehetbséget.

10. tablazat: A vizsgalat soran tapasztalt cserék mintazata

a vizsgalt évek szama

a cserék szama

1 3 4 5 minimum maximum
a A - - 0 0
b A ? ? A - 0 0
Tapasztalt ¢ A7 B ) ) 1 2
mintazat A 2 o B 3 1 3
e A ? ? ? B 1 4
f A ? ? ? ? 1 5

A genotipusok 6sszeasonlitasa alapjan 32 alkalommal észleltlink cserét a vizsgalt 46

territériumban. Korabban azonositott tojé két esetben kerllt meg, mindkét alkalommal egy

korabban mas par altal hasznalt territériumban.

Az els6 esetben a BS-02-es (Borsodi-sik) territériumban 1999-ben gy(ijtétt toll alapjan

genotipizalt tojét 2003-ban egy Uj alapitasu territériumban (BS-03) talaltunk meg. Az eredeti

tertletrél 2000-bél nem volt megfelelé tollminta, majd 2001-ben és 2002-ben koltést sem

figyeltek meg. 2002 utan tobb kisebb territérium létesult az eredeti BS-02 helyén. Mivel csak

a tojotol allt rendelkezésre minta, nem lehetett eldonteni, hogy a par territériumot valtott

és/vagy parcsere tortént (18. abra).

BS-03
20020:2001

2003m, 2000,

41999

.++** 0.9 km

+2003

§1999

@2000

18. abra: Egy, a genotipizalas eredménye alapjan észrevett territorium-valtas. Egy kordbban
azonositott egyed (BS-02/1999, fekete négyzettel jeldlve) egy késdbbi alkalommal, masik
territériumban (BS-03/2003) kerilt meg.
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A masik esetben két koltd par (CA-01, Cserhatalja-01 és M-04,Matra-04) terepi
megfigyelései alapjan feltételezhetd volt, hogy tobb alkalommal is territoriumot valtottak 2003
és 2005 kozott 19 abra).

M-04
42003

® 2004
CA-02 : 2005

L
-
Ll

5.2 km

CA-01
W 2003 - 2004

19. abra: Két par fészkelésének alakulasa 2003 és 2005 kdzott. Terepi megfigyelések
alapjan is feltételezhetd volt, hogy tdbbszodr territériumot valtottak. Ezt késébb a
genotipizalasi adatok is megerdsitették.

2003-ban a fészkeik 18,6 km-re voltak egymastdl és a két territérium szomszédos volt
(azaz nem volt kdztik masik). 2004-ben az egyik par (M-04) kézelebb mozdult a masikhoz
(CA-01), ami a korabbi fészkét hasznalta. A kdztuk mért Uj fészektavolsag 5,7 km volt. Mivel
az elmozdulas 12,9 km volt, azaz nagyobb az atlagos fészektavolsag felénél (3,5 km,
Kovacs et al., 2005), a fészket uj territoriumba soroltak (CA-02). Az elhagyott territérium
Uresen maradt ebben az évben. 2005-ben a korabban is atmozdul6 M-04-es par
visszakoltozott az eredeti 2003-as fészke kdzelébe (9,5 km), az addig helyben maradé CA-
01-es par pedig a 2004-ben ujként meghatarozott territériumban kezdett kdlteni.

A cseréket territoriumonként 6sszegeztik, majd ezeket atlagolva hataroztuk meg az
atlagos minimum és maximum cserélédési aranyt. A minimum arany, azaz a ténylegesen
megfigyelt cserék aranya 27,2% volt. Az elméletben lehetséges maximalis cserél6dési arany
35,5% volt. Szamitasakor a megfigyelt cserék mellett a hianyzé évekre is cserét szamoltunk,

ha utanuk uj madar koéltott a territériumban.
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Mivel a sikvidéki és a hegyvidéki fészkek tobb szempontbdl (rendelkezésre allo
terllet, zsakmanymennyiség, territérium méret) eltéré éléhelyek, megnéztik, hogy a cserék
aranya Osszefuggésbe hozhato-e az élShely tipusaval (11. tablazat). Az alfoldi és a
hegyvidéki fészkek esetén jelentés kuldnbség volt medfigyelhetd, de az eltérés sem a
minimum, sem a maximum aranyok esetén nem volt szignifikans (minimum: Brunner-Munzel
teszt statisztika = -0,8035, df = 24,409, p = 0,429; maximum: Brunner-Munzel teszt
statisztika = -0,764, df = 24,237, p = 0,452; Brunner-Munzel teszt, r v 2.12.1).

11. tablazat: A medfigyelt cserék szama sik- és hegyvidék esetén.

éléhely-tipus cserek

minimum maximum
sikvidék 24 (29,3%) 38 (38,0%)
hegyvidék 8 (21,3%) 12 (28,3%)
osszes 32 (27,2%) 50 (35,5%)

A nem vart, magas cserél6dési arany alapjan feltételezhet6 volt, hogy id&sebb,
tapasztaltabb madarak cserélhetik le a tapasztalatlan, fiatal egyedeket. Mivel a madarak
tollazata (mintazat, szin) a korral valtozik, az ismert genotipusu tojok egy részénél a
korcsoportot (immatur vagy adult) is meg lehetett allapitani.

A megfigyelések alapjan az olyan esetekben, ahol mindkét madar kora ismert volt (20
eset), tdbbségében az Uj és a korabbi tojo is adult volt (14 eset). Tehat az egyedek kora

ésezzel 6sszefliggésben a tapasztalatlansaguk nem magyarazta a lecserél6déstiket.

A himek cserélédési aranya

A himekr6l a kevés minta miatt csak korlatozott informacié all rendelkezésre. Az
eredmeények igazoljak, hogy a parok tobb éven at egyutt maradnak, de a himek, illetve a

parok cserél6dési aranya ennyibdl nem volt megbecsulhetd (12. tablazat).
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12. tablazat: A himek és néstények valtasai azon territériumokon, ahonnan legalabb két
évbdl volt himtdl szarmazoé minta.

sikvidék hegyvidék
HS-05 HS-13 M-06 Z-01

1997 Z01F1 ?
1998 Z01F1 ?
1999 Z01F1 ?
2000 MO6F1 ? Z01F1 Zz0iM1
2001 |HSO5F1 ? MO6F1 ? Z01F1 Zz01iM1
2002 ? HS05M1 ? HS13M1 | MO6F1 ? Z01F1 Zz0iM1
2003 |HSO5F2 HS05M1|HS13F1 HS13M2| MO6F1 MO6M1 | ZO1F1 Z01M1
2004 |HSO5F2 HSO05M1 | HS13F2 ? MO6F1 MO6M1 | ZO1F1 ?
2005 ? HSO5M1 | HS13F2 ? MO6F1 MO6M1 | ZO1F1 ?
2006 ? MO6M1

3.2.4 A hagyomanyos terepi territoriumtérképezés megbizhatésaganak
ellenérzése

Az egyedi szintli azonositassal lehet8ség nyilt a terepen alkalmazott relativ atlagos
fészektavolsagot (legkdzelebbi szomszédtavolsag) alapul vevd territorium-meghatarozasi
modszer ellenérzésére (Fuggelék 10.3. fejezet).

1997 és 2006 kozott az ismert fészkek szama 37-r6l 76-ra nétt (13. tablazat). A
vizsgalat soran O0sszesen 46 territoriumban hataroztam meg legalabb két egymast kdvetd
évben az egyedek DNS-profiljat (az évek szama 2 és 8 kozott valtozott). Ez az adott
id6szakban aktiv fészkek kdzel 60%-at jelenti.

A vizsgalt id6szakban a tojok (parok) 20 alkalommal ugyanazt a fészket hasznaltak
az egymas utani években, mig 42 esetben fészkel6helyet valtottak. Ha a terepi
megfigyelések és fészektavolsagok alapjan torténd territériumhoz rendelés nehézségekbe
utkozott, akkor altaldaban a kovetkez6 évek adataibdl visszakovetkeztetve egyértelmien

besorolhato volt a fészek (20. abra).
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13. tablazat: A vizsgalatba bevont fészkek szamanak alakulasa a vizsgalat ideje alatt

év osszes fészek kolté madar ismert madar* %**
1997 37 74 3 4,05%
1998 39 78 2 2,56%
1999 40 80 5 6,25%
2000 44 88 15 17,05%
2001 46 92 13 14,13%
2002 50 100 31 31,00%
2003 61 122 42 34,43%
2004 65 130 29 22,31%
2005 72 144 27 18,75%
2006 76 152 10 6,58%

* a vizsgalt egyedek mintazott vagy kovetkeztetett szama (kdvetkeztetett: olyan
kimarado év/évek, amely utan nem volt csere)
** az 0sszes egyed hany szazaléka ismert

a7
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20. abra: Esettanulmany a HS-15-6s és HS-18-as territériumokrol. A 2003-ban megjelend
két uj fészek a tavolsag modszer alapjan nem volt egyértelmlen besorolhatd, de a kdvetkezd

A DNS alapjan azonositott egyedek a terepi mddszerekkel meghatarozott
territériumon belll maradtak vagy eltlintek. A korabban emlitett (3.2.3. fejezet) két esetet
leszamitva nem fordult el6, hogy egy korabban genotipizalt, majd hianyzé egyed masik

territériumbal kerllt volna eld, azaz ha egy egyedet egy masik lecserélt, akkor az eredeti
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3.2.5 A terjedési mintazat

A magyarorszagi parlagisas-populacié terjeszkedési mintazatanak vizsgalatakor
elemeztem az 1980 és 2007 kozotti koltési kisérletek adatait. A 881 koltés kozal 108 uj
terrirériumban toértént. Ezeknél a fészkeknél megkerestik a hozzajuk legkdzelebb esé
fészket és a koordinataik alapjan meghataroztuk a tavolsagukat.

Az eredmény alapjan a legtdbb Uj territérium a mar meglévék kdzé ékelédik. Ezeken
a terlleteken a legkisebb fészkek k6zott mért tavolsag 1,3 km volt. Néhany par azonban a
korabbiaktdl jelentds tavolsagra, akar 90 km-re foglalt fészket. A késébbi idészakokban ezek
koré ujabb parok telepedtek, mig végul egységes teriletet alkotott a sasok altal korabban is
lakott térséggel.

A fészektavolsagok eloszlasa nem normalis eloszlas (21. abra). A mért tavolsagokat
figyelembe véve a Shapiro-Wilk teszt eredménye W = 0,651; p = 1,2x10™** (a tavolsagok
logaritmusaval szamolva W = 0,973; p = 0,0271).
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21. abra: Simitott hisztogram a fészektavolsagok eloszlasarol. Lathatd, hogy az eloszlas
nem normalis, és tavolsagokban 40 és 60 km kdzott egy szakadas figyelheté meg (szirke
sav).

Annak felmérésére, hogy az uj territériumok létrejottében tapasztalt mintazat
Osszefuggésbe hozhaté-e az egyedek rokonsagi fokaval, azaz, hogy a kodzelebbi
rokonsagban levé egyedek kozelebb foglalnak fészket, Mantel-tesztet végeztink (14.

tablazat). A tesztet minden olyan évre elvégeztik, ahol nyolcnal tébb minta volt (N2 = 8). A

49



10.14751/SZIE.2013.075

2006-os év mintai azért kerultek be az elemzésbe, mert elképzelhetd, hogy az itt mintazott

fiatal madarak kézott olyanok is vannak, amelyek a vizsgalat kezdeti éveiben (2000-2001)

repultek ki, igy a korabbi évek mintai kdzt szerepelhetnek a szileik, testvéreik.

14. tablazat: A Mantel-teszt eredményei évenként, és az 6sszes év egylttvéve.

evek Ryy p N

2000 0,0809 0,209 14
2001 0,2545 0,0157 17
2002 -0,0057 0,489 24
2003 0,054 0,045 40
2004 -0,0962 0,14 31
2005 0,0361 0,355 24
2006 -0,0581 0,41 8

Osszes év  -0,0586 0,163 63

Osszesen 63 pontos fészekkoordinataval rendelkezd egyedet azonositottunk, ezért

az dsszes évet egyutt vizsgald tesztekben a maximalis egyedszam szerepel (N = 63). Mivel

eévenkénti bontasban nem volt minden madar egyszerre jelen, az évenkénti egyedszam ettdl

eltér.

A Kkorrelacios koefficiens a 2001-es év mintainal szignifikdns eltérést mutatott a

nullatél, de 6sszességében vizsgalva az egyedek foldrajzi helyzete nem volt 6sszefliggésbe

hozhaté a rokonsagi fokukkal. Tehat a tapasztalt mintdzat nem magyarazhaté az egyedek

kozti rokonsaggal.
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4. Megbeszélés

4.1 A mintak tipusanak és a tollak fizikai jellemzéinek hatasa

A tollak genetikai vizsgalatokban térténé alkalmazhatésagat szamos publikacio emliti
(pl. Martinkova és Searle, 2006; Rudnick et al., 2007; Guerrini és Barbanera, 2009; Jacob et
al.,, 2010), azonban csak kevés, f6leg nagy testli ragadozémadar-fajokkal kapcsolatos
vizsgalatban hasznaltdk ezt a mintavételi eljarast (pl. parlagi sas — Horvath et al., 2005;
galambok — Seki, 2006; réti sas — Hailer et al., 2007; spanyol parlagi sas — Martinez-Cruz et
al., 2007; harpia — Banhos et al., 2008; kondorkeselyl — Alcaide et al., 2010; szirti sas —
Bourke et al., 2010; fekete sas és békaszo6 sas — Vali et al., 2010; strucc - Miller et al. 2011).

A DNS tdredezettségét egy nagy mereti (400 — 700 bp) nukleéaris lokusz
felszaporitasaval vizsgaltuk. Mivel minden vizsgalni kivant mikroszatellita szakasz rovidebb
volt az itt amplifikalt szakaszoknal, feltételeztilk, hogy sikeres ivarmeghatarozas esetén
fragmentaltsag nem olyan mértékld, ami miatt az egyedi azonositas nem lehetséges. A
mintatipus, illetve a tollakon meért valtozdék hatasaira az ivarmeghatarozas eredményeibdl,
azaz az amplifikacid6 eredményességébdl kovetkeztettink. Az eredmények alapjan
megallapithatdé, hogy a DNS-oldatok és PCR-termékek elektroforézisének eredménye
korabbi kutatdsokkal (Hogan et al., 2008; Zayats et al., 2009) 6sszhangban jol jelezte a
mintak felhasznalhatésagat.

A vizsgalat soran koncentracidmeérést nem vegeztunk, mivel korabbi eredmények
alapjan a nagy méretl parlagi sas tollakbdl izolalt DNS koncentracidja elég magas (93 ng/uL;
Horvath et al., 2005). Mas vizsgalatok alapjan a 10 ng/uL-es koncentracio folotti értékek
megfeleléek a PCR-ek elvégzéséhez (Johansson et al., 2012). Egy 2005-ben publikalt
urémfajdokkal (Centrocercus urophasianus) foglalkozd kutatas soran tépett a fedétollakbdl
izolalt DNS koncentracioja 40 ng/uL volt, és a DNS-izolalas, illetve a PCR-ek sikeressége
100%-os volt (Bush et al., 2005).

A mintak tipusat tekintve nem taldltunk kulonbséget a felsé kdldokben fennmaradd
vérrogbdl kinyert DNS minésége és a minimal invaziv médon vett vérmintakbdl izolalt DNS-
ek amplifikalhatosaga kozott (Vili et al., 2009b).

A vizsgalt paraméterek (a tollak mindsége, mérete és tipusa, a vedlés és a
preparalas kozt eltelt id6) kdzul csak a toll fizikai allapota (minéség) volt szignifikans hatassal
a DNS min8&ségének (tisztasaganak és téredezettségének) mértékére. Ez alatamasztja és a
tollak felsd kdldokeébdl izolalt DNS-re is kiterjeszti Hogan és munkatarsai (2008) kutatasi
eredményét, mely szerint a tollak allapota a legfontosabb jelz6je a DNS minéségének.

A toll tipusa nem volt szignifikans hatassal a reakciok sikerességére, de az elsérendii

evezdk, kdzepes méretl tollak és faroktollak jobb eredményt adtak, mint a fedétollak, illetve
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masod- és harmadrendl karevez6k. Ezért az utdbbiak hasznalatat lehet6ség szerint
érdemes kerllni. Emellett fontos megjegyezni, hogy a sikeres amplifikaciok aranya a
faroktollak esetén volt a legmagasabb, bar ez statisztikailag nem volt igazolhato. A
jelenséget bizonyos fokig magyarazhatja az a megfigyelésiink, hogy a faroktollak cséveéje
keményebb a tébbi tipusnal. igy jellemzéen nehezebben preparalhaté a tébbi tolnal, és
valoszinlleg a fizikai karosodassal szemben is ellenallobb.

Mivel a begylijtés és preparalas kozt eltelt id6 sem volt hatassal a DNS
felhasznalhatésagara, feltételezzik, hogy a tollak tarolasi kérilményei idealisak voltak. A
tollakat szaraz, hlivos és sotét helyen taroltuk, illetve a preparalt darabokat felhasznalasig
fagyasztéban (-20°C) taroltuk.

Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a nem invaziv médon vett mintak esetén a
megfeleléen tarolt j6 vagy kozepes mindségli, lehetéleg nagy méretl, vedlett tollakbdl
kinyert DNS alkalmas a parlagi sas allomanyok egyedi szinti populaciogenetikai
felmérésére. Ezaltal lehetéség nyilik foldrajzilag tavoli populaciok egyedeinek genetikai
vizsgalatara, hiszen a terepen begydjtott tollakat akar postan is, rovid id6 alatt el lehet juttatni
a mintakat feldolgozé laboratériumokba. igy a helyi szakemberek bevonasaval jelentésen
csokkenthet6k a vizsgalatok koltségei (pl. utazas, mintatarolds). A mintagydjtést az is
leegyszerisiti, hogy Osszekothetd a fiokak gydrizésével és a fészkek rendszeres
ellendrzésével.

A vizsgalatok tervezésénél és a frissen begy(jtétt tollak tarolasanal azonban
mindenképp figyelmbe kell venni a kdrnyezeti tényezdket is, mivel a nedvesség és a
koézvetlen napfény karosithatja a DNS-t (Li et al., 2002; Johansson et al., 2011; Vili et al.,
2013). Ezért nagyon fontos, hogy a vedlési id6szakban az id6jarastol figgden tobb
mintagydjtés is torténjen. Emellett a kontaminacio elkerulése és a mintavétel standardizalasa

érdekében elengedhetetlen gyujtést végzék megfelel felkészitése (Johansson et al., 2011).

4.2 A szlovakiai allomany genetikai szerkezete

A vizsgalat soran a foldrajzi akadalyokkal szétvalasztott szlovakiai &allomany
egységességet vizsgaltuk meg genetikai szempontbdl, fiokaktol vett vérmintakbdl és vedlett
tollakbdl izolalt DNS-ek felhasznalasaval.

A vizsgalat soran megallapitottuk, hogy a felnétt madarak esetén a tollak alapjan
torzitott ivararany (105 tojé és 8 him) figyelheté6 meg. A jelenséget valosziniileg az ivarok
eltéré viselkedése okozza. A koltési id6szakban a tojok jéval tobb id6t toltenek a fészken,
illetve kdzvetlen koézelében, mint a himek (Margalida et al., 2007, Horvath M. személyes
kozlés). Ennek kdvetkeztében a nagy biztonsaggal az adott kéltéparhoz rendelhetd, azaz a

fészek aldl gydjtott tollak kdzott sokkal tdbb tojotdl szamazé varhaté.
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A fidkamintaknal Rudnick és munkatarsai (2005) eredményéhez hasonldéan az
ivararany nem kulonbozott az 1:1-es aranytdl (61 tojo és 64 him). A fidkak ivarat a
gylrizéskor morfoldgiai tulajdonsagok alapjan is meghataroztak az SRJ munkatarsai. A
molekularis ivarmeghatarozaskor azonban kiderllt, hogy az esetek harmadaban téves
eredményre jutottak, azaz a fidkak ivararanyanak meghatarozasahoz szikségszer(i a DNS
alapu szexalas.

A mikroszatellita lokuszok allélgyakorisagainak eloszlasat és a mitokondrialis
haplotipusokat figyelembe véve marginalisan szignifikans elkilénilést talaltunk a keleti és
nyugati allomany koézot (Vili et al.,, 2009a). Ezek alapjan elmondhatd, hogy a faj nagy
migraciés képessége ellenére, relativ kis foldrajzi tavolsag is okozhat génaramlas-
csOkkenést a két allomany egyedei k6zott. Martinez-Cruz és munkatarsai (2004) az ibériai
sasnal végzett kutatasukkor hasonldan kis elkulonulést talaltak az egyes populacidk kozott,
melyek tavolsaga megkozelitbleg azonos volt a szlovakiai allomanyok kézott levével.

Eredményeink Kovacs és munkatarsai (2010) eredményeivel egyltt értelmezve,
alatamasztjak azt a hipotézist, miszerint a Karpat-medence allomanyat egyseégesnek kell
tekinteni (Horvath et al.,, 2002), ugyanakkor a keleti és a nyugati koltéallomanyok
szubpopulacidknak tekintheték, melyek kdzott limitalt a génaramlas.

Meg kell jegyezni, hogy az ebben a vizsgdlatban hasznalt vedlett tollaknak csak
13,6%-anal sikerllt az egyedek telies DNS-profiljat meghatarozni, a sikeres
ivarmeghatarozas ellenére. A kés8bbi mintatarolasra és kdrnyezeti tényez8kre vonatkozo
vizsgalat alapjan feltételezhetd, hogy sem a tollak, sem az izolalt DNS-ek tarolasa nem volt

megfelel és ez okozhatta a gyenge amplifikalasi sikert.

4.3 Eves cserélédési ardny a magyarorszdgi éllomanyban

Populacio-, illetve a fajvédelmi programok sikerességének szempontjabdl nagyon
fontos informécio, hogy mennyire stabil a védelem alatt allo, illetve kezelt allomany, mekkora
mortalitas jellemzi (Ferrer és Calderon, 1990; Kirk és Hyslop, 1998; Wakamiya és Roy,
2009). Ennek egyik gyakran alkalmazott mérési modja az egyedek jeldlés-visszafogasos
vizsgalata (Rudnick et al., 2009), mivel ilyenkor a jel6lt egyedek nyomon kdvethetbek és
ebbdl kdvetkezteni lehet az allomany szerkezetére, allapotara.

A rendelkezésunkre all6 adatsor nem volt alkalmas jeldlés-visszafogasos elemzés
elvégzésére. Ennek f6 oka, hogy a kirepllés és fészekrakas kozt eltelt id6 a parlagi sasnal 4-
5 év lehet, és errdl az id6szakrdl nagyon kevés informacionk van. A fiatal madarak a
kirepulés utan koéborolnak, majd alkalmas part talalva letepednek. A Karpat-medencében
territériummal rendelkezé parok nem vonulnak telel6teriletekre, hanem télen is a

territériumaikban maradnak, de a hatarait ilyenkor kevésbé szigoruan védik.
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Az éves cserélédési arany megallapitashoz 46 territoriumot valasztottunk, de az
egyes terlletekrdl begy(jtétt tollak minésége miatt nem sikerdlt minden terlletr6l minden
vizsgalt évbél értékelheté eredményt kapni, ezért minimum és maximum cserélédési aranyt
allapitottunk meg.

A becsdlt cserélédési arany éves atlagos minimuma 27,2%, a maximuma 35,5% volt.
Ez az arany joval nagyobb annal, mint ami a hazai allomany folyamatos terjeszkedése
kovetkeztében varhaté lenne. Irodalmi adatok alapjan nagy testi és hosszu életi
ragadozémadarak kozt kifejezetten alacsony éves cserélédési arany varhato (6-12%, Ferrer
és Penteriani, 2008). A fajjal kapcsolatosan korabban végzett ilyen jelleg( vizsgalatban egy
stabil (azaz nem csokkend és nem terjeszked®), kazahsztani populacional harom év alatt
131 egyedet megvizsgalva 20 cserét (15 t0j6, 3 him) tapasztaltak (Rudnick et al., 2005). Az
altaluk alkalmazott szamitasok eltértek az itt hasznalt modszertél. Elemzéseik soran a
populaciobdl eltiind egyedeket két csoportba osztottak, az egyikbe kerlltek azok, amelyek
helyén a kovetkezd évben Uj egyedet talaltak (ezeket tekinették cserének), a masikba
olyanok, amelyek utan Gresen maradt az adott territérium. Minden eltiinést figyelembe véve
szamoltak ki az atlagos éves populacids-veszteséget, ami 16%-nak adddott. A tényleges
cserék aranya ennél alacsonyabb volt. A tanulmanybdl azonban nem dertl ki, hogy a
fészkek mekkora hanyadat mintaztak, csak annyi, hogy d&sszesen hany egyedet
azonositottak.

A kelet-magyarorszagi kolt6 madarak rendkivil magas cserél6dési aranyat harom
jelenséggel lehetne magyarazni: (i) a territériumok instabilitasa, (ii) az elvandorlas és (iii)) a
fészkel6 madarak nagy mortalitasa. Mivel a vizsgalat soran csak két olyan eset volt, amikor a
koltd madar eltint, majd masik territériumban jelent meg, a territériumok instabilitasa
kevéssé valdszinl. Ezt alatamasztja az is, hogy a szomszédos fészkek tavolsagaiban nem
volt eltérés aszerint, hogy az ott fészkeld tojé lecserél6dott vagy sem, igy valdszinl, hogy a
territoriumok létez6 egységek, amelyek alapvet6 elhelyezkedését a tapasztalt nagy
cserélédési arany nem befolyasolja.

A populaciébdl valé elvandorlast nem lehet kizarni, de a valészinlisége Kovacs és
munkatarsai (2010) az eurdpai parlagisas-populaciék genetikai strukturgjanak és
diverzitdsanak vizsgalatakor kapott eredmeényei alapjan varhatéan nagyon kicsi. Vizsgalatuk
soran azt talaltak, hogy bizonyos haplotipusok az Osszes eurdpai populacidban
megtalalhatéak, de szinte mindegyik esetén van csak az adott populaciora jellemzd
haplotipus. A Karpat-medencét és a hozza legdzelebb esd bolgar és maceddn populaciét
tekintve kimutattak, hogy az ”S” haplotipus csak a Karpat-medencében fordul eld, illetve az
itt leggyakoribb "E” haplotipus csak bolgar és maceddn populaciénal tavolabbi, kaukazusi
allomanyban talalhaté még meg. A szomszédos macedon populacioban a "P” haplotipus a

legelterjedtebb, de ez haplotipus a Karpat-medencei allomanyban nem fordult elé. A bolgar
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populacioban a csak ott megtalalhaté az "N” haplotipus mellett kimutattak az ”I”, a "H” és az
"M” haplotipusokat, amelyek nem fordulnak elé a Karpat-medencében. Ezek alapjan a harom
szomszédos populacio kézott nem vagy csak nagyon limitalt génaramlast valoszindsitettek.

A terepen talalt elhullott egyedek szama alapjan a tapasztalt magas kicserélédési
gyakorisag magyarazhato lehet a kdlté madarak nagy mortalitdsaval. Habar mintavétellink
nem terjedt ki a teljes populaciéra, annak a valoszinlisége, hogy egy genotipizalt, majd eltlint
egyed Ujra megjelenjen az adataink alapjan nagyon kicsi. A faj kazahsztani populacidjanak
vizsgalatakor tapasztalt nagymérték(i éves veszteségre Rudnick és munkatarsai (2005) két
lehetséges magyarazatot adtak. Egyrészt magas cserél6dési arany varhaté, ha az éves
tulélés alacsonyabb a vizsgalt tertleten, mint mas ragadozémadarak esetén, vélhetéen
emberi vagy kornyezeti okok miatt. Masrészt a nagy veszteséget magyarazhatna az is, ha a
felnétt egyedekre nem lenne jellemzd a terilethliség. Az utdbbi lehetéséget azonban nem
tartottak valdszinlnek, mivel a vizsgalatuk ideje alatt er6s helyhliséget tapasztaltak az
egyedeknél. Tovabba abbdl kiindulva, hogy a parlagi sas erésen territorialis faj, feltételezték,
hogy ha valamiért nem tud visszatérni a territériumaba, akkor Ujat foglal vagy alapit, de a
vizsgalatuk soran nem talaltak ilyen esetet. Ezek alapjan arra a kdvetkeztetésre jutottak,
hogy az éves veszteség megfeleltethet6 az éves mortalitasnak.

Az elmult években a felmérések alapjan Magyaroszagon a legtdbb parlagi sas
elhullasaért az elektromos tavvezetékek és az illegalis mérgezések tehetbk feleléssé
(Horvath et al., 2011). Ezen tényez8k hatasat mas fajokon is megvizsgaltak és kidertlt, hogy
a koézvetlen mortalitas mellett a vezetékek és oszlopok elhelyezkedése nem csak a
potencialis territériumok szamat, hanem elhelyezkedését is befolyasolja, ami végil a
populacié egyedszamanak csdkkenéséhez vezethet (Bevanger, 1998; Janss és Ferrer,
2001; Sergio et al., 2004).

Mig Magyarorszagon a vezetékek hatasa az elmult években tobbé-kevésbé allandé
maradt, addig a mérgezések szama folyamatosan emelkedik. Az elmult hét évben kdzel 70
mérgezésben elpusztult parlagi sast taldltak (Horvath et al., 2011). A mérgezések oka
leggyakrabban a forgalombdl mar kivont névényvéddszerek illegdlis hasznalata, amelyek
hatasa olyan gyors, hogy a csali nagy része érintetlen marad. Ennek kovetkeztében nem
csak azok az allatok pusztulnak el, amelyek a mérgezés elsédleges célpontjai, hanem
tovabbi ragadozok és dégevdk is. igy annak ellenére, hogy a legtébb esetben nem a sasok a
mérgezés elsddleges célpontjai, gyakran aldozatul esnek. Emellett, mivel a legtobb
lecserél6dott tojo adult szinezetli, tehat valoszinlleg idds, tapasztalt madar volt, a
cserélédési aranyt a kolté madarak esetleges tapasztalatlansaga sem magyarazza.

A nagy cserélédési arany ellenére a vizsgalt populacié folyamatosan ndvekszik. Ez azt
jelenti, hogy az eltiin6 egyedek helyére uUjak érkeznek, és évrél évre nd a territériumok

szama. A kirepulé fiatal madarak feltételezett erés helyhlisége miatt a varhatéan nagyszamu
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kéborlé egyed poétolni tudja az eltiind madarakat, illetve ndveli a populacié egyedszamat
(Kenward, 2000). A kéborlo egyedek szama egyel6re nem ismert, de a kirepulés el6tt allo
fiokak DNS-profiljainak elkészitése folyamatban van, igy néhany éven belll varhatdéan
visszatérési aranyat. Emellett egy 2012-ben indult palagisas-védelmi LIFE program keretein
belul hat éven keresztul 100 magyarorszagi territérium koltbmadarainak genotipizalasara
kerul sor. Mivel a kivalasztott territériumokat fokozotttan ellenérzik, a mérgezések okozta
elhullasokrdl is pontos adatok varhatéak. igy az eredmények alapjan remélhetéleg jobban
meg fogjuk érteni a mérgezés hatasait és magas cserélédési arany és a mortalitas

kapcsolata is tisztazédni fog.

4.4 A territériumtérképezési modszer megbizhatésaganak
ellenérzése

A populaciodinamikai és viselkedésokoldgiai vizsgalatokban a territoriumokat gyakran
hasznaljak mintavételi egységként. Ennek oka, hogy az egyes koltési kisérleteket kulon-
kllén alapul véve, pszeudoreplikacio lép fel (Bisson et al., 2002; Sergio et al.,, 2006). A
territérium pontos defniciéja azonban gyakran hianyzik a vizsgalatokbdl (Penteriani et al.,
2002; Rudnick et al.,, 2006). Ha mégis talalhatd, valamilyen definici6 az A&ltalaban
kutatasonként valtozik. Katzner és munkatarsai (2006) kutatasaban a territérium olyan
terllet, amelyben egy vagy tébb éven megfigyeltek felnétt egyedet. Mas meghatarozasokban
az a terllet, amely magaban foglalja a par azévi és korabbi fészkeit ("nesting territory",
Margalida et al., 2007).

A fészkeld parlagi sas parokrél, csakugy, mint mas nagy termetl nem telepesen
fészkel6 ragadozd madarfajrol feltételezik, hogy életre szdldan monogamok, a parok
territoridlisak, és tobb éven at ugyanazt a territériumot hasznaljak (del Hoyo et al., 1994;
Ferrer, 2001). Rudnick és munkatarsai egy stabil parlagi sas populaciéban nagyfoku
territorium- és parhliségét mutattak ki (2005). A vizsgalt idészakban nem talaltak territériumot
valté egyedeket, sem extra-par utdédokat, tehat eredményeik alapjan a faj szociaisan és
genetikailag is monogam.

A Karpat-medencében a parlagisas-allomany az 1980-as évek végéig az Eszaki-
kdzéphegységbe visszaszorultan koltétt (Bagyura et al., 2002). Az 1990-es évek elején az
emberi zavaras csokkenésével és a vadaszat betiltdsaval a populacié lassan ndvekedésnek
indult, majd ez késébb gyakorlatilag exponencialis Utemben folytatddott (Horvath et al. 2011).
A vizsgalt nyolc év alatt (1998 — 2006) a hasznalatban levd fészkek szama megduplazddott
(37-r6l 75-re emelkedett). Az MME munkatarsai az 1980-as évek 6ta kévetik nyomon a hazai

parlagisas-allomany  alakulasat. Megbizhaté és  statisztikailag is  értékelhet6
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allomanymonitorozasi modszerek (szinkronszamlalasok) alkalmazasaval folyamatosan
ellenérzik a fészkel6 parok szamat és a fészkek helyét (Horvath et al., 2011).

A vizsgalat soran az uj fészkek korabbi territoriumokhoz torténé rendeléséhez, illetve
az uj territériumok meghatarozasahoz hasznalt tradicionalis territoriumtérképezési médszert
ellendriztik az egyedi genotipusok felhasznaldsaval. Az esetek legnagyobb részében a
genetikai adatok alatamasztottak a fészkek terepi megfigyeléseken alapul6 territoriumba
sorolasat, azaz a territériumtérképezési modszer az esetek csak kevesebb, mint 2%-aban
nem volt egyértelm(i (BS-02-1999/BS-03-2003, M-04/CA-01/CA-02 territériumok). igy
elmondhaté, hogy az MME altal hasznalt mddszer megbizhatéan képes kovetni a

territériumok alakulasat.

4.5 A terjedési mintazat

A Karpat-medencei parlagi sasok terjeszkedési mintazatat vizsgalva megfigyelhetd
volt, hogy a madarak nem "savokban" haladnak a déli terlletek felé, azaz nem a periférian
elhelyezeked6 territoriumokon kivll, egyértelmien a populacio altal lakott terllet méretét
ndvelve léteslinek az uj territériumok, hanem a meglevé territériumok kdzé ékelédik a
legtdbb par. Néhanyan azonban a tobbiektdl messzire, akar 90 km tavolsagban valasztottak
fészket, majd idével koéréjik ujabb parok érkeztek, és feltdltottek a kimaradd helyeket
(Fuggelék 10.2. fejezet). Az ilyen parok szama azonban nagyon kevés, 27 év alatt 10 ilyen
eset volt, de a jelenség nem elhanyagolhatd, mert Ujabb parok megtelepedését segiti el6.

Az uj fészkek és a hozzajuk legkdzelebb esd territérium azévi fészkei kdzt meért
tavolsagok eloszlasa nem volt folyamatos. Ennek alapjan hipotézisiink, hogy a populaciéban
két territérium-foglalasi stratégia van jelen. Az elsét alkalmazoé parok igyekeznek olyan helyre
telepiini, ahol mar vannak fajtarsak, azaz valdsziniileg szamukra a terilet értékét az fejezi
ki, hogy mar fészkelnek sasok a kdzelben. Ezek a beékel6dd parok kisebb kockazatot
vallalnak, amihez valdészinlleg kisebb, de biztosabb nyereség tarsul. A masik stratégiat
kovetd parok nagy kockazatot vallalnak, amikor messzire, sasok altal még nem lakott
terlletre fészkelnek, mert nem tudni, hogy a terilet alkalmas lesz-e fészekrakasra és
fiokanevelésre. A nyereséguk viszont nagyobb lehet, hiszen eleinte kisebb befektetéssel
tudjak védeni a teruletuket, és amennyiben elegend6 taplalék van a kozelben, nagyobb
eséllyel tudjak felnevelni a fiokaikat.

Mivel a populacié nagyon kicsi egyedszamrdl indult ujra terjedésnek, elképzelhetd
volt, hogy a terjedési mintazat valamilyen szinten megfeleltethetd az egyedek rokonsagi
kapcsolatainak. Mas fajokon végzett korabbi vizsgalatokban azt talaltak, hogy a kdzelebbi
rokon egyedek altal foglalt territériumok jellemzéen egymashoz kdzelebb helyezkednek el,

mint a tavolabbi vagy egyaltalan nem rokon egyedekéi (Piertney et al., 1999; Kitchen et al.,
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2005; Moyer et al., 2006). Az egyedek rokonsagi fokanak és az altaluk hasznalt fészkek
tavolsaganak kapcsolatat vizsgalva, az egyedek genetikai és fészkeik féldrajzi tavolsaga kozt
nem volt korrelacio. Ez alapjan kizarhaté az a lehet6ség, hogy a mintazat a rokonsagi
kapcsolatokat tikrézi. Meg kell azonban jegyezni, hogy a genotipizalt egyedek legnagyobb
része tojo volt, igy egyelére nem lehet tudni, hogy az ivarok kdzétt van-e eltérés a kirepulés
utani helyhlségben.

Tovabbi lehetéség a mintazat magyarazatara, hogy a fiatalok a kéborlassal toltott
éveik alatt felmérik egy-egy terllet alkalmassagarél, és kés6bb oda térnek vissza. Ez
egyeldre feltételezés, amit a testvérfajnal korabban mar sikerlt bizonyitani (Ferrer, 1993c).

Az ibériai sasnal is jelentds populaciondvekedés volt megfigyelhetd. 1974 és 2004
kozott. A ndvekedés harom fazisra volt oszthatd, az elsé szakaszban (1974 — 1993) évente
atlagosan 5,1 parral nétt a fészkek szama, 25-r6l 127-re. A masodik szakaszban (1994 —
1999) 6sszesen néggyel emelkedett az ismert parok szama. Majd harmadik szakasz (2000 —
2004) végére a fészkel6 allomany 188 parbdl allt (atlagosan 14,2 par évente). A ndvekedés a
DofAana Nemzeti Park kivételével minden él6helyen tapasztalhato volt (Ortega et al., 2009).
Az Ibériai-félsziget 6t allomanyat kalon vizsgalva valdszinisitik, hogy a nyugati allomany
forrasként, mig az északi nyel6ként szolgalt. Ez a két terllet a populacios trendek és az
alacsony termékenység miatt valészinilleg telit6dott, de a kdzépsd és a déli terlleten még
varhatd ndvekedés. A populacidk kozti mozgast a kirepllés utani territérium-valasztasi
adatok (Gonzales et al., 2006) is alatamasztjak. Emellett az egyedek teriletek kdzti mozgasa
a Martinez-Cruz és munkatarsai (2004) altal megfigyelt genetikai mintazatot is magyarazza.

A Karpat-medencei populacié a koltési és populacié-ndvekedési adatait figyelembe
véve valoszinl, hogy tertlet még nem telit6dott és tovabbi allomanyndvekedés varhato.

A territorium valasztassal kapcsolatos hipotézist és feltevéseket, illetve ezzel
Osszefuggésben a fiatal madarak kirepllés utani helyhiiségét ("natal philopatry") jelenleg a
Szent Istvan Egyetem Allatorvos-tudomanyi Karanak Konzervacié-genetikai Munkacsoportja
vizsgalja. Az eddigi eredmények alapjan a meggyrizott fiokdk nagyon kis hanyada kélt a
Kéarpat-medencében. A minték jelentés részének feldolgozasa utan a 2004 és 2007 kdzott
kikelt és mintazott tobb mint 200 fioka koézil a 2011-ben Magyarorszagon fészkeld
populacioban hét egyedet talaltunk meg, igy egyelére a kirepulés és koltés helye kozotti
tavolsag statisztikailag nem értékelhet6. A kutatas végén varhatoan arra is valaszt lehet majd
kapni, hogy az ivarok kozott van-e kilonbség a terjedési stratégiaban, illetve a kirepulési hely

tipusa (hegyvidék, sikvidék) befolyasolja-e a késdbbi territérium-valasztast.
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5. Uj tudomanyos eredmények

Médszertani eredmények

1. A vedlett tollakbdl izolalhatd DNS mindéségének dsszahasonlitasa mas, invaziv vagy
minimal invaziv modszerrel vett mintakkal kimutatta, hogy a nem invaziv médon vett

mintak alkalmazhatésaga nem rosszabb a szlrépapirra vett vérmintakéval.

2. A tollak fizikai jellemzdinek (mindség, kor, tipus, méret) dsszevetése az izolalt DNS
minéségével. A toll minésége elsédleges az izoldlhatdé DNS fragmentaltsagat
tekintve, ugyanakkor a jo min6ségu tollak esetén a cséveatmérd szerint is kuldonbség

tapasztalhato.

3. Az alkalmazott mdodszerek és markerek megfeleléek populacidogenetikai vizsgalatok

végzéseére.

Gyakorlatban hasznosithaté eredmények

1. A szlovakiai populacio keleti és nyugati allomanya kézt nuklearis és mitokondrialis

markerek alapjan a kis folrajzi tavolsag ellenére limitalt génaramlas figyelheté meg.

2. A terepi medfigyeléseket alapul vevd territériumtérképezési modszerek és a
territériumok beosztasanak egyedi genotipusok alapjan torténé ellenérzése kimutatta,
hogy a hasznalt modszer alkalmas az U] territoriumok, valamint a meglevo

territoriumok Uj fészkeinek azonositasara.

3. A Karpat-medence novekvd allomanyaban a tojokra vonatkozo éves atlagos

cserélédési arany minimuma 27,2%, maximuma 35,5%.
4. A korabban a kdzéphegységekbe szorult parlagi sasok alféldi tertletek felé torténd

terjedési mintazatanak vizsgalata kimutatta, hogy az uj parok nagy valdsziniséggel

két stratégia szerint foglalnak territoriumot. A terjedés nem folyamatos, hanem
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altalaban a parok a meglevé territériumok kdze, vagy a kdzelbe fészkelnek, mig mas
parok a tobbiektdl jelentés tavolsagra foglalnak fészket és idével a koztik levd

terlleteken is (j territériumok alakulnak.

5. A kétféle fészekfoglalasi stratégia altal kialakitott mintazat nem feleltethet6 meg a

madarak rokonsagi viszonyainak.
6. A vizsgalatok eredményeként létrejott adatbazis és génbank felhasznalhato

hosszutavu populaciogenetikai és fiatalkori helyhliséget ("natal philopatry") vizsgalo

kutatasok megalapozasara.
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6. Osszefoglalas

Napjainkban a veszélyeztetett fajokkal kapcsolatos kutatasok egyre nagyobb
részében végeznek genetikai vizsgalatokat. Ezeknek célja egyrészt a populacidk genetikai
allapotanak felmérése: mekkora a beltenyésztettség, mekkora a faj adott populaciojanak
mas, vizsgalt populacioktdl mérhetd genetikai tavolsaga. Masrészt megfelelé markereket
valasztva, az igy kapott adatok a jeldlés-visszafogasos vizsgalatokkal egyenértékd, a
populaci6 méretének becslésére és populaciddinamikai vizsgalatok végzésére s
felhasznalhatoak.

A genetikai vizsgalatokhoz szikséges mintavételt jelentésen megkdnnyiti, hogy a
molekularis modszerek fejlédésével egyre érzékenyebbé valtak a szlkséges reakciok, igy
nagyon kis mennyiségi DNS-t tartalmazé mintak is nagy hatasfokkal hasznalhatoak fel.
Kbészonhetéen annak, hogy kilondsen a veszélyeztetett fajok esetén problémas lehet az
egyedek befogasa, vagy nem megengedhetd a mintavétel altal okozott stressz, egyre inkabb
terjednek a nem invaziv mintavételi modszerek. Az allatok altal hatrahagyott Grtlék, szér és
toll viszonylag kénnyen begyjthet6 és kell6 elévigyazatossaggal kezelve nagy biztonsaggal
alkalmazhato konzervacidgenetikai vizsgalatokban.

A kutatas elsé részében vedlett tollak, mint kitlonb6z6 mértékben degradalt bioldgiai
anyagmaradvanyok genetikai kutatasokban valé alkalmazhatosagat vizsgaltuk.

A vizsgalathoz a tollak fels6 kéldokében fennmarado vérrogbdl izolalt DNS mindségét
vetettlk Ossze a madarak szarnyvénajabdl pontszerli szurast kovetéen specialis
szlr6papirra vett vérbdl kivont DNS mindségével. A DNS mindségérdl elézetesen
agarozgeélen torténd elektroforézissel tajékozodtunk. Majd egy viszonylag hosszabb,
nuklearis szakasz (CHD1 W/Z, W: 400 — 450bp, Z: 600 — 700bp) PCR-rel torténé
felszaporithatésaga alapjan dontéttiink a DNS alkalmazhatésagarol. Az 6sszehasonlitas
alapjan a két mintatipus egyforman megbizhaténak bizonyult. Ezt kdvetéen olyan
paramétereket kerestlink, amelyek alapjan egyszeriien és gyorsan eldénthetd, hogy az adott
toll alkalmas-e genetikai vizsgalatra. Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy a tollak fizikai
allapota (mindsége) egyértelmiien befolyasolja az izolalt DNS mindségét. A tovabbi vizsgalt
paramétereket tekintve a felsé koélddéknél mért cséveatmérd (azaz a kdzvetve az ott talalhato
vérrdog mérete), illetve a tollak begylijtése és a preparalas kozoétt eltelt idé6 nem volt hatassal
a DNS-re, ugyanakkor a kozepes min6ségu tollak esetén azt tapasztaltuk, hogy a toll tipusa
hatassal lehet a tovabbi reakciok sikerességére.

A kutatas gyakorlati kérdésekkel foglalkoz6 részében a Karpat-medencében fészkel

parlagi sas (Aquila heliaca) populaciét vizsgaltuk. A faj vilagallomanya csdkkend tendenciat
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mutat, de a Karpat-medencei allomany az 1990-es évek eleje oOta terjeszkedik. A kutatas
tehat egyeduilallé lehetéségeket biztosit arra, hogy egy veszélyeztetett faj terjedését, illetve
annak populaciogenetikai és populaciédinamikai hatasait megvizsgaljuk és nyomon
kovethessik a Magyarorszagon folyo intenziv fajvédelmi tevékenység eredményességét is.

Munkacsoportunk el6szdr a szlovakiai populacié szerkezetét vizsgalta mikroszatellita
és mitokondrialis DNS lokuszok alapjan. Ezt kdvetéen a magyarorszagi allomanyban egyedi
DNS-profilok készitésével vizsgaltuk az itt fészkelé parlagi sasok éves cserélédési aranyat,
illetve ezek alapjan ellendriztik a sasfészkek terepi szakemberek altal tortént territériumba
sorolasat. Tovabba a genetikai és fészkelési adatok Osszevetése alapjan elemeztik a
populacié terjedésének mintazatat.

A kivalasztott mintakat hat tetranukleotid (IEAAAGO04, IEAAAGO09, IEAAAG11,
IEAAAG12, IEAAAG14 és IEAAAG15) és két dinukleotid (Aa02 és Aa39) lokusz alapjan
genotipizaltuk. A vizsgalat soran dsszesen 46 territériumban, 2-8 éven at kovettik a madarak
cserélédését. Az eredmeények alapjan a vizsgalt idészakban az éves cserélédési arany
minimuma 27,2%, maximuma 35,5% volt.

Az egyedi genotipusok elkészitése, és ezaltal az azonositott egyedek nyomon
kovetése lehetbvé tette annak ellenbrzését, hogy a terepi szakemberek altal régéta
alkalmazott térképezési modszer valdban képes-e kdvetni a territérium-rendszer valtozasat.
A genetikai adatok alapjan az alkalmazott térképezési mdédszer megfeleld az uj territériumok
azonositasara, illetve a régi territériumukban Uj fészket készitd parok megfeleld
territériumhoz rendelésére.

A fészkelési adatok segitségével vizsgaltuk a magyarorszagi allomany
terjeszkedésének mintadzatat. Az uj fészkek dontd tobbsége a meglevd territoriumok
kbzelében, gyakran azok kdzé ékelédve talalhatd, de néhany par a tébbitél nagyon messze
valaszt fészkelbhelyet. Az egyedek genetikai és foldrajzi tavolsaga koézott nem talaltunk
korrelaciot, igy nem valdszind, hogy a tapasztalt mintazat az egyedek rokonsagi kapcsolatait
tukrozi. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a jelenleg is terjeszkedé magyarorszagi allomany
valoszinlleg két stratégiat kovet. A letelepedd parok jelentds tObbsége a meglevd
territoriumok kozé ékelédik, azaz olyan helyre, amely nagy valészinliséggel fészkelésre
alkalmas, de a terulet védelme nagyobb befektetést igényel. Az Gj parok fennmarado része a
meglevd territériumoktdl nagyon tavol foglal terlletet, igy annak védelmével nem kell sok idét
tolteni, viszont a tertlet nem biztos, hogy alkalmas lesz a fiékak felnevelésére. Koréjik
kés6bb uj parok telepuinek, és fokozatosan feltdltik az tres részeket a sirlin lakott tertletek

és a tavol fészkel6 parok territériumai k6zott.
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7. Summary

Recently the number of conservation studies applying molecular methods increased.
The aim of these researches is mostly to compare two populations of the same species, to
investigate their individual or population sized relationships and to estimate their genetic
stability. Besides these, if appropriate markers are chosen the genetic data can be applied as
mark-recapture data, and used for population dynamics studies.

Genetic sampling is greatly facilitated as the molecular methods get more sensitive,
and so DNA-samples with very small DNA concentration can be used effectively. As
traditional sampling methods are sometimes not implementable if there is potential risk of
exposing an animal to serious injury or for larger bodied animals, the use of non-invasive
sampling methods is increasing. Shed hair, feather, and faeces can be collected relatively
easy, and if handled properly they can be used for conservation genetic studies.

In the first part of this research we examined the applicability of shed feathers in
genetic studies by comparing the DNA quality of two sample types. DNA was extracted from
the blood clot that remains at the superior umbilicus part of the feather shaft and from blood
taken on special filter paper. DNA was preliminary rated after samples were run on agarose
gels. Then a relatively large nuclear DNA sequence (CHD1 W/Z, W: 400 — 450bp, Z: 600 —
700bp) was amplified by PCR. Samples were later drawn in or excluded from further
analyses based on the amplification success of this PCR. This comparison of the two sample
types showed no difference in their usability, meaning both types were equally suitable for
genetic analyses. After this we searched for parameters that can indicate whether a
particular feather is suitable for DNA extraction. According to the results DNA quality is
primarily affected by feather quality. Out of the other examined parameters the calamus
diameter, and so indirectly the size of the blood clot, and the storage time had no effect on
the DNA. However feather type had small, but not significant effect on DNA extracted from
abraded feathers.

In the next part of the research we studied the Eastern Imperial Eagle (Aquila heliaca)
population in the Carpathian Basin. The world population of the species is decreasing, but
the breeding population in the Carpathian Basin is expanding since the 1990’s. This provides
a unique opportunity to study the expansion and its population genetic and population
dynamic consequences of an endagered raptor species. First we examined whether the
Imperial Eagle population in Slovakia can be regarded as genetically uniform or it is
structured by the geographic barriers between the Eastern and Western breeding pairs and

found marginally significant genetic differentiation between the subpopulations. We could
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also test the sensitivity of our marker set of microsatellite and mitochondrial DNA loci.
Following this we studied the annual turnover rate of the female eagles breeding in Eastern
Hungary, and tested the territory mapping method used by filed experts based on individual
genotypes. In addition we analyzed the expansion pattern of the population by the
comparison of genetic and geographic distances of individuals.

Selected samples were genotyped based on six tetranucleotide (IEAAAGO4,
IEAAAGOQ9, IEAAAGLL, IEAAAGL2, IEAAAGL4 and IEAAAGL5) and two dinucleotide (Aa02
and Aa39) loci. Turnover of birds were followed for 2 to 8 years during the study. According
to the results, the yearly turnover rate was between 27.2% and 35.5% in this period.

Preparing individual genotypes and thus tracking identified individuals made possible
to determine whether the territorial changes can properly be tracked by the territory mapping
method applied by field experts. DNA-based data matched the field-based data in all cases,
thus we can assume the applied methods are appropriate to identify new territories or
assigning new nests to existing territories.

The expansion pattern of the Hungarian population was examined using nesting data.
In most cases, new territories are founded near to, or in between existing ones, however
other pairs choose to build their nests much further. No correlation could be found between
the individuals' genetic and geographical distance, thus the observed pattern does not reflect
their relatedness. Consequently, the following two different strategies can be assumed in the
population. The majority of the settling pairs choose a place that is likely suitable for nesting
as eagles already breed there. However this also means that the protection of the territory
will require more effort. The rest of the new pairs establish their nests very far from the
others. Thus the cost of territory protection is likely low, but the area may not be suitable for
raising nestlings. Later new breeding pairs appear around these ones filling up the space

between the high density and distant areas.
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10. Fuggelék

10.1. A vizsgalt territoriumokban tapasztalt cserék (tojok)

A tojok cserélédési aranya a hegyvidéki territériumokban; terr — territérium kodja, cserék szama:
pot — potencialis cserelehetéségek a vizsgalt idészakban, min — minimum, a megfigyelt cserék szama,
max — maximum, a megfigyelt és lehetséges cserék szama a gentikai azonositast figyelembe véve;
cserélédési arany: min — a megfigyelt cserék és a potencialis cserelehetéségek aranya, max — a
cserék maximalis szama és a potencidlis cserelehetéségek aranya

vizsgalt évek cserék szama | cserélédési
arany

terr |1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 |poss min max| min max
Z-01 A A a A A A A A A 8 0 0 |0.000 0.000
Z-02 A A 1 0 0 |0.000 0.000
M-01 A ? B ﬂ 5 2 3 10.400 0.600
M-03 A A ? ? B 5 2 4 10.400 0.800
B-01 A a a A a A 5 0 0 |0.000 0.000
M-06 A a A A A A 5 0 0 |0.000 0.000
M-04 A A A ? B 4 1 2 |0.250 0.500
B-04 A B - 2 2 2 |1.000 1.000
Z-03 A A 1 0 0 |0.000 0.000
Z-05 A A 1 0 0 |0.000 0.000
B-05 A a A 2 0 0 |0.000 0.000
Z-04 A B B 2 1 1 |0.500 0.500
Ossz 41 8 12 ]|0.213 0.283
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A tojok cserélddési aranya a sikvidéki territoriumokban

vizsgalt évek cserék szama | cserélédési
arany

terr 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 | pot min max | min max
HV-04 A ? ? ? ? B b B 7 1 5 |0.143 0.714
HV-01 A a A a a A A A 7 0 0 |0.000 0.000
HV-03 A A B ? - 4 2 3 |0.500 0.750
BS-03 A 2 =2 2 B B 2 BN 7 2 6 |0286 0857
BS-02 A ? ? ? B 4 1 4 10.250 1.000
HS-06 A a A A A A 5 0 0 |0.000 0.000
HV-02 A a A A A 4 0 0 |0.000 0.000
HS-07 A A A A 3 0 0 |0.000 0.000
HV-06 A A A A 3 0 0 |0.000 0.000
HS-01 A B B B B B 5 1 1 |0.200 0.200
BK-02 A B _ 4 2 2 |0500 0.500
HS-05 A ? B B 3 1 2 10.333 0.667
BS-01 A A A 2 0 0 |0.000 0.000
HS-21 A A A 2 0 0 |0.000 0.000
BS-05 A B _ 5 2 2 |0.400 0.400
HS-03 A A A A 3 0 0 |0.000 0.000
HS-15 A A A B 3 1 1 ]0.333 0.333
J-02 A a A 2 0 0 |0.000 0.000
HS-14 A B B 2 1 1 [0.500 0.500
SZ-01 A ? B 2 1 2 (0.500 1.000
BE-07 A A A 2 0 0 |0.000 0.000
CA-01 A a A 2 0 0 |0.000 0.000
HS-17 A a A A 3 0 0 |0.000 0.000
HS-13 A B B 2 1 1 |0.500 0.500
NK-01 A B B 2 1 1 [0.500 0.500
HS-16 A B B H 3 1 1 |0333 0333
HS-18 A B B 3 2 2 |0.667 0.667
HS-08 A B 1 1 1 [1.000 1.000
BS-06 A A 1 0 0 |0.000 0.000
NK-02 A A 1 0 0 |0.000 0.000
HS-19 A A A 2 0 0 |0.000 0.000
BE-06 A B 1 1 1 [1.000 1.000
HS-04 A B 1 1 1 [1.000 1.000
J-07 A B 1 1 1 [1.000 1.000
0ssz 102 24 38 |0.293 0.380
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10.2. A territoriumok szama és helyzete 1980 és 2007 k6zott
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10.3. A terepi territdrium-meghatarozasi médszer révid ismertetése

A terepi territorium-térképezést 1980 6ta a Magyar Madartani és Természetvédelmi
Egyesiilet és a Nemzeti Parkok munkatarsai végezték.
A fészkel6helyeket 1:25 000 aranyu katonai topografiai térképeken jelolték be, a
koordinataikat GPS segitségével hataroztdk meg. A 2002 el6tti fészkeknél az ilyen
adatfelvételre még nem volt lehetéség, ezek koordinatait ahol lehetséges volt utolag
egészitették ki. A vizsgalatban az 1998 és 2006 kozotti fészkekkel foglalkoztam, ezekben az
években minden ismert magyarorszagi fészkelési kisérletrél rendelkezésre alltak az adatok.

A territériumok kijeldlése a relativ fészektavolsagok felhasznalasaval tértént, és négy
lehetséges esetet lehetett megklldnbdztetni (22. abra). Az elsé esetben (A.) az el6z8 évi
fészket hasznalta a par, igy a fészket ugyanahhoz a territériumhoz soroltak. A masodik
esetben (B.) az eredeti fészek helyett 0j fészket talaltak, akkor azt is az eredeti territériumba
soroltdk, ha a régi és az U fészek tavolsdga nem haladta meg az atlagos azévi
szomszédtavolsagot (NND: nearest neighbour distance, az egymashoz legkdzelebb esd
fészkek tavolsaga, a hazai parlagisas-populacié esetében atlagosan mintegy 7,3 km, Kovacs
et al., 2005). A harmadik csoportba (C.) olyan esetek tartoznak, amikor az eredeti fészektél
megkozelitbleg azonos tavolsagra két fészek épllt. llyenkor a kdvetkezd év adatai alapjan
visszamenbleg soroltdk territoriumba a fészkeket. Ha korabbi fészkelési adatok is
rendelkezésre alltak, akkor szomszédos, elméleti territoriumok abrazolasa utan (minimum
konvex poligonok, White és Garrott, 1990) az uj fészket ahhoz soroltak, amelyikhez a
legkOzelebb esett. A negyedik esetben (D.) az uj fészkek szama meghaladta az el6z6 évi
fészkek szamat, akkor a régi fészkektél legmesszebb levé fészkek alapjan Uj territériumokat
jeloltek ki. Az igy megallapitott beosztasokat évente ujra értékelték, miel6tt a madarak
genetikai profiljai rendelkezésre alltak, és befolyasolhattdk volna a fészkek ilyen terepi

megfigyelésen és tapasztalati utdn térténd besorolasat.
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22. abra: A territérium-térképezés soran lehetséges esetek. A. — tébb éven at ugyanazt a
fészket hasznaljak, ha ujat épitenek, akkor is a kézelben, B. — Az uj fészek az atlagos
szomszédtavolsagnal kdzelebb van; C. — Két (j fészek jelenik meg, a régitdl kdzel azonos
tavolsagra, a kdvetkezd év adatai alapjan lehetséges az egyértelm(i besorolas; D. — Az el6z6
évinél tdbb hasznalatban levd fészek talalhato a teruleten, a tavolsagok alapjan a régi
fészkekt6l legmesszebb levék kerllnek uj territériumba (HS-22)
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10.4. Péeldak az azonositott egyedek fészkeinek mozgasara

Az alabbi sematikus abran tiz vizsgalt territériumban kévetheté nyomon a tojok és a fészkek

helyének valtozadsa. A szlrke szinezés a territoriumok kdnnyebb megkllénbdztetését

szolgalja.

A tojok jelolése év, territérium és sorszam alapjan tortént, azaz a 2004 M-03F2 a 2004-ben

az M-03-as territoriumban masodikként beazonositott tojét jelenti. Az M-05-0s territoriumban

nem tortént egyedi azonositas.

M-05 2005

M-05 2000 - 2003

2000 M-03F1
2001 M-04F1 2001 M-03F1
2002 M-04F1 2004 M-03F2
/ 2003 M-04F1 2005 M-03F3 2000 M-OGF1
2005 M-06F1
e 2002 M-06F1 35001 M-06F1
2000 M-01F1 2003 Ni-0BF1
2002 M-01F2 2006 M-06F1
2003 M-01F3
2005 M-01F3
2004 M-01F3

2003 HS-07F1'/.2004 HS-08F2

2003 HS-07F1

2004 HS-16F2
2003 HS-16F1 223365 I.'Ellé{zz

2004 J-02F1 »——=< 2003 J-02F1
2002 J-02F1
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2003 HS-06F1
2002 HS-06F1

2001 HS-06F1
2004 HS-06F1
2005 HS-06F1

2000 HS-06 F1

2001 HS-07F1
2002 HS-07F1

2000 HS-07F1

2002 H5-14F1

2003 HS-14F2
2004 HS-14F2
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