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Roviditések jegyzéke és szOmagyarazat

bp
CR

D-loop

ddNTP
dNTP

Dupla cstics

Frameshift mutacio

Ghost band

Haplotipus

Lokusz

Marker

Monomorf

- Bazispar
- Control régi6 (Control Region)

talalhato nem kodold szakasz, melyre magas mutacids rata

jellemzd.

- Didezoxinukleotid-trifoszfat

- Dezoxinukleotid-trifosztat

- Olyan nukleotid pozicio, mely esetén a szekvenalasi
kromatogram alapjan nem donthetd el két bazis koziil melyik a
valds. Okai kozott megemlitendd példaul a pszeudogén,
heteroplazmia vagy egyszerli leolvasasi hiba

- Kereteltolédast okozd mutacid, ahol egy vagy tobb bazispar
kiesés, beékelodés hatasara a leolvasasi keret a kodold

szekvencian beliil eltolodik, igy a mutacid helye utan a DNS

teljesen mas aminosav sorrendet hataroz meg.

- Gél elektroforézis sordn megjelend masodlagos, a terméknél
halvanyabb savok.
- A genotipusnak az a része, amelyet egy kromoszéman

elhelyezkedd, szorosan kapcsolt gének hataroznak meg

- A lokusz vagy génhely a biologidban a gén vagy egyéb fontos
szekvencia a kromoszoman vagy genetikai térképen elfoglalt

helyét jelenti.

- A genetikai marker egy ismert elhelyezkedésti gén vagy DNS
szekvencia a kromoszodman, melynek segitségével fajok vagy

egyedek beazonosithatok.

- Amennyiben adott populdcidban egy 16kuszon csak egy allél

fordul eld, azt monomorfnak nevezziik.



mtDNS

NAD

ND1

PCR

SNP

Stop kodon

TAE

Tm

Torzsfa

Tranzicio

Tranzverzio

- Mitokondrialis DNS

- Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid

- NADH-dehidrogendz gén 1-es alegység

- Polimeréz lancreakcid (polimerase chain reaction)

- Single nucletide polymorphism. Egy DNS szekvencia-
variacid, mely akkor jon létre, ha egy nukleotid a genomban
megvaltozik

- A genetikai kodban a stop kodon egy olyan bazis harmas a
messenger RNS-en, amely a transzlaciot leéllitja.

- Tris-edta-acetat

- Melting temperature. Az a hdmérséklet, amelyen a DNS kettds
spiralt Osszetartd kotések felbomlanak és a két szal elvalik
egymastol

- Egy é4bra, amely a kiilonb6z0 rendszertani csoportok evolticios
kapcsolatat szemlélteti. Az agvégekeken egyedi genotipusok
(molekularis alapon készitett fak esetén), illetve tipikusan fajok
(morfoldgiai alapon készitett fak esetén) vannak.

- Tranziciorol beszéliink, ha egy bazis hozza hasonld kémiai
tulajdonsagu bazisra cserélddik (purin vazas bazis purin
vazassal, pirimidin véazas pirimidin véazassal cserélodik ki).

- Tranzverziorol beszEliink, ha egy bazis vele ellentétes kémiai
tulajdonsagu bazisra cserélddik (purin €s pirimidin vazas

bazisok cseré¢je).


https://hu.wikipedia.org/wiki/Genom

Bevezetés

A kék vércse (Falco vespertinus) Magyarorszagon koltd ragadozd madar, orszagunk a faj
elterjedési teriiletének legnyugatibb szélén fekszik. A magyar alfold faunijaban meghatarozo
szerepet betoltd allatnak azonban sok mas tarsaval egylitt az utdbbi évtizedek soran
drasztikusan megcsappant mind a populdcidja, mind az él8helyének a teriilete. Igy a
természetvédelmi célkitlizések listajanak élére keriiltek a védelmére iranyuld torekvések.

A kék vércsék tobbnyire kolonidkban koltd madarak, melyek az esetek jelentds részében
vetési varja (Corvus frugilegus) koltételepein, azok elhagyatott fészkeit hasznositjak Gjra. Az
utobbi idoben ugyan a varjak szama is drasztikusan csokkent, ez azonban nem volt hatassal az
elterjedési mintazatukra, ellentétben a kék vércsékkel, melyeknek a koltdteriilete lecsokkent.
Jelen kutatés célja, hogy megismerjiik a faj genetikai valtozatossagat és populacioszerkezetét.
Ehhez eszkoziil mitokondridlis DNS minték elemzését alkalmaztuk, melyeket szamos magyar
alapjan megprobaltuk feltdrni a kék vércsék fragmentélt szubpopulacidi kozotti genetikai

kapcsolatot vagy tavolsagot.



2. Irodalmi attekintés

2.1 A vizsgalt faj

1. abra A kék vércse (fotd: Palatitz Péter)

A Magyarorszagon fokozottan védett! kék vércse (Falco vespertinus, Linné 1766), angolul
red-footed falcon, a soélyomfélék (Falconidae) csaladjaba tartozd ragadoz6d madarfaj. A
Természetvédelmi Vilagszovetség Voros Listdjan? a kozel veszélyeztetett? kategoridba
soroljak (IUCN 2008). Kozepesen kis méretli (testhossz 28-34 cm, szarnyfesztavolsag 65-76
cm, tomeg 130-197 g), alakja a voros vércséére (Falco Tinnunculus) és a kabasdlyoméra
(Falco subbuteo) emlékeztet (Mullarney et al., 1999). Legkozelebbi rokona az amuri vércse
(Falco amurensis), mely tSle teriiletileg jol elkiiloniilten, Kelet - Azsiaban kolt (del Hoyo et
al., 1994; Wink and Sauer-Giirth, 2004; Palatitz, 2012).

Megjelenése alapjan jol elkiilonithetd az Eurdpaban eléforduld hasonld ragadozémadaraktol.

Erds ivari dimorfizmus jellemzi. A himek tollazata kékes - palasziirke, fakovoros ,,gatyaval*

113/2001. (V. 9.) KOM rendelet, 4. melléklet

2 JUCN - International Union for Conservation of Nature

3 Near Threatened



¢és also farkfedokkel. Ezen feliil a himek viaszhartyaja és laba is sotétvords. Innen ered az
angol elnevezése (Bagyura and Palatitz, 2004). A tojo esetében az alsotest vildgos
vorhenyessarga, mig a hat palasziirke €s keresztsavos. A fej sargasfehér, a viaszhartya és a
labak szine pedig a himéhez hasonld (Mullarney et al., 1999; Bagyura and Palatitz, 2004). A
fiatal madarak leginkdbb a tojokhoz hasonlitanak, alsotestiik barndssarga, fekete foltokkal,
hatoldaluk barnassziirke (Bertok, 2017).

A kék vércsék szaporodasi teriilete a palearktikus faunatartomanyon beliil, az északi mérsékelt
Ov sztyeppe, erdds-sztyeppe €s szantofoldi teriiletein &t huzodik. Eléfordulasanak nyugati
sz¢éle Magyarorszag nyugati hataraig nyulik Koézép-Europaban (Purger, 1996), mig keleti
iranyban egészen a Bajkal-toig megfigyelhetdé (Bagyura and Palatitz, 2004). Obligat vonul6
madar, mely a telet Afrika szubszaharai, délnyugati részén, a Dél-Afrikai Koztarsasag,
Angola, Zambia, Botswana, Namibia ¢és Zimbabwe teriiletén tolti. Szeptember végén
vandorolnak el, majd &prilisban térnek vissza az északi féltekére, hogy a koltési szezon
kezdetét vehesse (Bagyura and Palatitz, 2004; Bertok, 2017). A madarfaj ezen kiviil
migraciora is hajlamos, olyannyira, hogy gyakran megfigyelik koborlo egyedeit a kelet-
europai, azsiai eléfordulasi teriiletén kiviil is (Nightingale and Allosopp, 1994; Harrop et al.,
2013; Haraszthy and Palatitz, 2009).

Fészkelési szokasait tekintve ez a madar orszagunk egyetlen telepesen is fészkeld ragadozé
madara (fakultativ telepes koltd). Mas solyomfélékhez hasonldan a kék vércse sem épit
fészket, hanem leggyakrabban varjufélék, azon beliil vetési varjak, dolmanyos varjak (Corvus
cornix) és szarkdk (Pica pica) fészkeit foglalja el, illetve mesterséges koltéladakban is
koltenek. Varjutelepek hianyaban szoliter koltések is megfigyelhet6k elsésorban a hazai
varjupopulacié méretének nagy mértékii megcsappandsa 6ta. Azonban nem kizardlag ebben
az esetben fordul eld, mivel megfigyelték, hogy a madarak akkor is koltenek laza telepeken
vagy szoliter modon, ha az adott teriileten nagy stirliségti fészektelepek is megtalalhatok
(Végvari et al.,, 2002). Ilyenkor els6sorban szarkdk fészkeit részesitik eldnyben, ezt a
folyamatot pedig az utobbi iddben megfigyelhetd szarka-dllomany koncentralodasnak
koszonhetden kialakuld laza fészkeld kozosségek megjelenése is segitette (Bagyura and
Palatitz, 2004).

Hazéank fészkeld allomanyarol felmérés eldszor az 1900-as évek koézepén késziilt, akkor a
parok szamat 2200-2500 parra becsiilték (Bagyura and Palatitz, 2004). Sajnos késobb, foképp
a varjutelepek 80-as, 90-es évekbeli tudatos irtasanak, illetve a varjak varosias teriiletekre

huzodasanak koszonhetden ez a szam drasztikusan csokkent (Fehérvari et al., 2008). Ezen



kiviil negativan hatott az 4lloméanyra a hagyomanyos legeldi allattartas csokkenése, az alfoldi
fasorok ¢€s erddk kivagasa, és a nagyfesziiltségii elektromos vezetékek szigetelésének hianya
is (Bagyura and Palatitz, 2004). Az 1990 koriili években még 2000 - 2200 koriilire becsiilték
(Haraszthy, 1998), azonban 2003-re mar csupan nagyjabol 700 par maradt, és a dunantali
koltdteriiletekrdl teljesen el is tiint (Bagyura and Palatitz, 2004). Szerencsére a fajmegdOrzési
eréfeszitéseknek koszonhetden azota novekvd tendenciat mutat a madarak szama: 2009-ben
az Europai Uni6 teljes alloményanak mintegy 40%-a koltott hazankban, mely mintegy

1000-1100 part jelent (Palatitz, 2012; Palatitz et al., 2015).

2. abra A K¢k vércse elterjedési teriilete Magyarorszdgon 2006 évi felmérés alapjan.

A piros sokszdgek olyan kozigazgatasi teriileteket fednek le, melyekben kolonidkban vagy

szoliter modon koltd parokat jegyeztek fol. (Fehérvari et al., 2008)

2.2 A populiacio- és konzervaciogenetikai vizsgalatok célja és jelentosége

A populdcidogenetika az egyes populaciok genetikai felépitését befolyasold hatdsokkal
foglalkozik, azaz elsdsorban a genetikai kompozicid idobeli valtozasat vizsgalja, ahogy azt a
természetes szelekcid, muticid, migracio és egyéb faktorok befolyasoljadk. Ahhoz, hogy
megprobaljuk eldre jelezni egy populacid vagy allatfaj jovObeli sorsat, esetleges esélyét a

kihalasra, sziikséglink van Okoldgiai és genetikai informaciokra. Az elsddleges populacios



dinamikat befolyasolé demografiai faktorok k6zé sorolhatjuk a szocialis struktarat, kdrnyezeti
hatasok ingadozésat, a faj egyedeinek eloszlasat heterogén kornyezetben valamint a helyi
kihalasokat, kolonizaciokat. Kis meéreti populdciokban megné az esélye a genetikai
sodrodasnak, ami allélek vesztéshez, vagy fixalodashoz vezethet, a beltenyésztés pedig ezt a
folyamatot felgyorsitja. Igy nagy mértékben csokken az atlagos egyedi fitnesz. A genetikai
valtozatossdg ilyen moédon bekdvetkezd véletlenszeri elvesztése pedig csokkenti az
alkalmazkoddképességet a jovOben esetlegesen megvaltozd kornyezeti feltételekhez. Ezen
feliil, kis, vadon ¢l6 populdcidkban a kihalas esélye is szignifikdnsan nd, parhuzamosan a
heterozigocia csokkenésével (Li et al.,, 2014). Ahogy a természetkdzeli éldhelyek teriilete
csokken ¢és egyre inkdbb fragmentalddik, egyre fontosabb, hogy megismerjik a kis
populaciok okoldgiai és evolicids dinamikdjat annak érdekében, hogy hatékonyabban tudjuk
megorizni €s kezelni Oket egy olyan id6szakot varva, amikor remélhetdleg él6helyeik jovobeli
restitiicidjaval ujra terjeszkedésbe kezdhetnek (Lande, 1988).

Manapsag sajnalatos modon, a példa nélkiili mértékii fajkihalasok koraban éliink: 3000-30000
kozotti értékre becsiilik az évente kihalo allatfajok szamat. Kihalas fenyegeti a kovetkezd par
évtizeden beliil koriilbeliil az emldsfajok 23%-at, a madarfajok 12%-at, a tekndsfajok 42%-4t,
a kétélta fajok 32%-at, a halfajok 34%-at €s a nagyobb ndvény taxonok 9-34%-at (Allendorf
et al., 2013). Ennél azonban még elkeseritdbb lehet a valos helyzet, mivel a vilagon €16 allat
¢és novényfajok nagy részének kevéssé vagy egyaltaldn nem ismert a konzervacios statusza. A
konzervacidbiologia tehat talan a legnagyobb és legnehezebb kérdéseket veti fol, amivel a
tudomanynak valaha szembe kellett néznie.

A genetikai diverzitds és a konzervacid nagyon sok szinten Osszekapcsolodik: gének,
egyedek, populaciok, varidciok, alfajok, fajok, nemzetségek szintjén. A genetikai diverzitas
felmérése retrospektiv modon betekintést nyajt egy faj evolucids vonalainak alakuldsaba
(filogenetika), megmutatja a pillanatnyilag fennall6 genetikai struktirat populacidkon beliil és
azok kozott (populacio- és okologiai genetika), és bizonyos keretek kozott eldre jelzi egyes
populéciok és fajok jovobeli evolucios potencialjat (evolicids bioldgia) (Allendorf et al.,

2013).



2.3 A mitokondrialis DNS mintak elemzésének elonyei

3. abra A kerecsensOlyom (F. cherrug) mtDNS felépitése

! 125 rRNA

cYTB

Falco cherrug

ND5

R
[
ND3 coin ATP6

(Nacer and Raposo do Amaral, 2017)

A mitokondrium elsOsorban a sejtlégzés folyamataban jatszik szerepet, azaz abban a
folyamatban, mely sordn a tapanyagokbdl energiat nyer a szervezet. Az allati mtDNS 13
fehérjekodolo, 22 transzfer RNS ¢€s 2 riboszomalis RNS kddold szakaszt tartalmaz. Ezen feliil
talalhatunk még rajta egy kontroll régiot is (CR), ami a replikacid és a transzkripcio
iniciacidjahoz sziikséges szakaszokat foglalja magaban.

A mtDNS t6bb oknal fogva népszerii alapanyaga a populacidgenetikai kutatasoknak. Eloszor
is viszonylag konnyli dolgozni vele. Kis mérete és a gének viszonylagos konzervalt
elhelyezkedése lehetdveé teszi univerzalis primerek hasznalatat fajok széles palettdjan.

A masodik ok az, hogy a muticids rata kifejezetten magas ezekben a DNS gytirtikben
(Freeland et al., 2011). A mitokondridlis genom nincs hiszton fehérjék altal védve, mint a
sejtmagban taldlhato DNS, rdadasul nagyon kozel helyezkedik el az energiatermeld
folyamatokhoz, ezaltal a reaktiv oxigén szabadgyokok rombold hatdsainak is ki van téve.
Ezek a faktorok, illetve a mitokondridlis DNS replikacido kisebb mértékli pontossaga
egylittesen megndvekedett muticios ratdt eredményez. Ezek a gyakori mutdciok azonban
ellenstlyozottak a sejtben talalhaté nagy szdml mitokondrium altal. Sejttipustol fliggéen akar

ezres nagysagrendben is jelen lehetnek. Mindazonaltal ez a csokkent szelekcids nyomas



lehetévé teszi, hogy a mutalédott mtDNS szakaszok idével akkumulaloédjanak, ennél fogva
pedig jo indikatorai lehetnek minden belsé és kdrnyezetbdl szarmazo roncsold anyagnak, €s
altalaban a sejtszintii dllapotromlésnak (Quispe-Tintaya et al., 2013).

A harmadik ok pedig, az az eldnyos tulajdonsdga, hogy mtDNS a legtobb allatfaj, igy
madarak esetében is, anyai 4gon 6roklddik. Ez azt jelenti, hogy rekombinacid nélkiil keriil az
utodokba, ezaltal pedig nagymértékben egyszerlsiti €s egyértelmiibbé teszi az O6roklodési
vonalak alakuldsat a nuklearis DNS-hez képest.

A negyedik ok valamilyen szinten még az el6z6h6z kapcsolhatd. Mivel a mtDNS haploid és
egy sziild orokiti, ebbdl adodoan kiilondsen érzékeny olyan demografiai eseményekre, mint
az ugynevezett palacknyak hatds. Ez a jelenség olyan esetekben figyelhetd meg, amikor a
populacié mérete hirtelen csokken, példaul jarvany vagy mérgezés kovetkeztében. Ilyen
esetekben, ha a populacié allapota stabilizalodik is, a mtDNS haplotipusok szdma kevesebb
lesz a nuklearis DNS genotipusok alapjan varhatohoz képest (Freeland et al., 2011).

Az utols6 és egyben legellentmondasosabb ok, hogy a mtDNS evolacidja viszonylag
neutralis. Ez azt jelenti, hogy hasznos mutdciok nagyon ritkdk, annak koszonhetden, hogy
nem sok, de funkciondlisan nagyon specifikus fehérjét kodol. Ebbdl kovetkezden a valtozasok
leginkdbb kétfélék lehetnek: vagy karos, ezaltal a szelekcid soran eltiind, vagy semleges tehat
megtartott. Ezt az elméletet azonban tobb kutatas megkérddjelezi. Egy kutatas (Castoe et al.,
2009) fehérjekodold valtozasokat talalt kigyok és agdmak mitokondrialis genomjaban, ami
konvergens evolucidra utalo jel, tehat pozitiv szelekcid. Egy maésik, altalanosabb, a mtDNS
semlegességét vizsgald kutatds (Bazin et al., 2006), 3000 allatfajt vizsgalva kimutatta, hogy
fajokon ativelden a mtDNS atlagos véltozatossaga feltlinden konstans volt, nem tiikr6zi a
fajgazdagsagot és az Okologiai hatdsokat. Ezzel ellentétben a sejtmagi DNS variabilitdsa a
varakozasoknak megfeleld volt. Ezt a szerzOk azzal magyardzzak, hogy a mtDNS relativ
valtozatlansdga visszatérd szelekcios folyamatok hatasara kialakuld adaptiv evolucios
valaszreakciok eredménye. Ez felhivja a figyelmet arra, hogy annak ellenére, hogy ez a
modszer maig az egyik legnépszeriibb a populacidgenetikai kutatasokban, a molekularis
evolucid semlegességének elméletét megfeleld kortiltekintéssel, és a fent emlitett fenntartdsok
tudatdban kell alkalmazni. Ebbdl kovetkezOen a mtDNS biodiverzitassal kapcsolatos és
konzervacidgenetikai kutatasokban valod hasznalatanak a helyénvalosagat is esetenként feliil

kell vizsgélni. (Freeland et al., 2011).



3. Célkituzések

A kék vércse Magyarorszagon fokozottan védett madarfaj, eszmei értéke 500 000 Ft.
Eléhelyeinek folyamatos pusztulasa nagymértékben veszélyezteti az allomany mind hazai,
mind eurdpai fennmaradasat. Ebbdl kifolydlag magyar €s eurdpai uniés védelmi programok
indultak a kézelmultban (http://falcoproject.eu). Szakdolgozati kutatdsom is egy ilyen a
programnak a részét képezi (2012-2018 Conservation of the Red-footed Falcon in the
Carpathian Basin LIFE11/NAT/HU/000926), ez a program szolgéltatta az anyagi fedezetet is
a vizsgalatainkhoz. Ilyen programok segitségével igyeksziink jobban megismerni a
veszélyeztetett madarak viselkedését, tulajdonsagait, hogy ezaltal minél hatékonyabb
fajvédelmi programok indulhassanak a jovOben. A projekt keretein beliil, a korabban
feltérképezett magyar koltéallomanyokbol gylijtott DNS mintdkat hasonlitottam Ossze, egy
masik jelentds eurdpai alloméany genetikai tulajdonsagaival. Ezek a mintdk foldrajzilag a
Karpatok hegyvonulatdnak koszonhetden egy, a magyar Alfoldtél kifejezetten elszigetelt,
romaniai teriiletr6l, azon beliil a Roman-alf6ldrél szarmaztak. Referenciaként pedig
felhasznaltunk a kék vércse legkodzelebbi rokonatdl, az amuri vércsétdl (Falco amurensis)
szarmazo mintdkat is. Az amuri vércse mintdkat a kék vércse LIFE program
partnerprogramjaként (Amur Falcon Partnership) folyé amuri vércse védelmi program
szolgaltatta (Amuri vércse miitholdas kovetése Indidban). Az én vizsgalataimmal
parhuzamosan az Allatorvostudoméanyi Egyetem Bioldgia Intézetének konzervacidgenetikai
laboratériuméban mikroszatellita marker tesztelésen alapuld kutatés is folyt, melyet szintén
ennek a védelmi programnak a keretein beliil, ugyanazokat a mintakat felhasznalva végeztek.
Vizsgalatunk sordn a kiilonbozd, foldrajzilag egymastol elkiiloniild koltéallomanyokbol
szarmaz0, vér ¢és tollmintakbol izolalt mitokondrialis DNS szekvencidkat vizsgaltuk. A DNS-
eken igyekeztiink jol mésolhat6 és karakterisztikus szakaszokat keresni, melyek segitségével,
azok bazis szekvenciait Osszehasonlitva, kovetkeztethessliink az egyes egyedek és ezen
keresztiil az egyes allomanyok kozott fennalld genetikai informécidaramlas meglétére,

mértékére és nem utolsd sorban annak irdnyara.
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http://falcoproject.eu

Szakdolgozatom célkitlizései tehat:

» Egy megfeleld gén vagy szekvencia és primer par keresése, amely ezen a madarfajon
megfelelden és hatékonyan hasznalhato.

« A talalt marker segitségével ismereteket gylijteni a kiillonbozd koltéallomanyok
genetikai eltéréseirdl.

« Az igy gyljtott ismeretek alapjan modellezni a génaramlas mértékét és el6fordulasat
mind a magyar dllomanyokon beliil, mind a magyar és a roman allomanyok kozott.

+ Az altalunk kifejlesztett mitokondrialis markerekkel segiteni az amuri vércse program

genetikai kutatasit.
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4. Anyag és modszer

4.1 A felhasznalt mintak

A vizsgélatokhoz a kék vércse LIFE program keretein belill elvégzett természetvédelmi
allomanyfelmérési munkak soran Osszegyiijtott kék vércse vér-, és tollmintakat hasznaltam
fel, melyeket a Magyar Madartani ¢és Természetvédelmi Egyesiilet - Kékvércse-védelmi
Munkacsoportjanak munkatarsai gytjtottek be. A gylijtéshez a megmintdzando teriileteket a
kék vércse LIFE program korabbi felmérései alapjan (Fehérvari et al., 2008, Palatitz et al.,
2015) valasztottak. Az altalam felhasznalt mintdk kilenc év gytiijtéseit feldleld iddszakbol
szarmaztak, 2007-t61 2015-ig. A mintadk dsszesen 41 magyar €és 6t roman koloniatdl, valamint
az amuri vércse program keretében végzett gylijtésbol, az észak-kelet indiai Nagafoldrol,
gyiilekez6helyrdl szarmaznak. Ez egy olyan teriilet, ahol a madarak rendszeresen, témegesen
megpihennek a vonulds soran. 354 magyar és 12 roman, koltoteriiletrél gytjtott kék vércse,
valamint 74 gylilekezOhelyrdl szarmazé amuri minta allt rendelkezésiinkre. A roman ¢és
magyar gyujtésbdl is rendelkezésre alltak gyiilekezéhelyi mintadk, de esetiikben a
vizsgalatokhoz csak koltéhelyekrdl szarmazd mintakat hasznaltunk fol. Ez kiemelkedd
fontossagu, mert kutatasunkban a konkrét koltSteriiletekhez kothetd egyedek genetikai
tulajdonsagait kivantuk vizsgalni, hogy igy, az egyes populdciokra jellemzd mintdzatokat
Osszehasonlitva, kovetkeztetni tudjunk a populaciok kozotti kapcsolatokra. A magyar
gyljtohelyeket foldrajzi elhelyezkedésiik alapjan nyolc nagyobb régidba csoportositottuk,
melyek a Borsodi mezdség (1), a Csanddi-pusztak (2), Cserebokény (3), Hevesi Fiives
Pusztak (4), Hortobagy (5), Jaszsag (6), Kiskunsag (7) és Vasarhelyi-pusztak (8) voltak. (2. és

4. ébra), a roman koltéhelyek pedig egy 6nallo régiot alkotnak.
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4. dbra A mintak gyljtéhelyei

Me‘z?:’v‘ség
—-—

Hevesi-f.p. Hmy
n - [

[

Cserebokény

st

Vasarhelyi:pusztak
Csanéd‘itr)uszté k-

A tollmintdk, fiokdk hatardl szarmazé tokos tollak voltak, melyek, a DNS roncsolédasanak
megeldzése érdekében, 96%-os etil-alkoholban, cryo-csdovekben, -20 °C-on keriiltek tarolasra.
A vérmintak esetében, a gyijtés adult €és juvenilis egyedek szarnyvéndjabol tortént, és a
mintdk az elébb ismertetett modon lettek tarolva. Amennyiben egy egyed esetében mindkét
féle minta elérhetd volt, a kedvezébb és gyorsabb izolacios eljaras miatt a vérminta volt a
DNS izolalas preferalt forrdsa. A mintdk feldolgozasa az Allatorvostudomanyi Egyetem

Biologiai Intézetében, a Konzervaciogenetikai Kutatdcsoport laboratériumaban tortént.

4.2 A DNS kivonasa toll-, és vérmintakbol

A DNS izolalds folyamatinak a célja, hogy a toll- vagy vérmintakban talalhaté
orokitdanyagot elvalasszuk a tobbi szoveti elemtdl. Ez egy alapvetd fontossagu 1épés ahhoz,

hogy a késObbiekben a kinyert DNS-t felszaporithassuk PCR reakcioval. Ehhez mi kétféle, a
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Geneaid® ¢és a NucleoSpin® nevii DNS izolald kiteket, illetve a Quiagen QIAprep® Spin
Miniprep plazmid izolalé kitet hasznaltuk, melyrdl részleteiben a késdbbiek soran irok. A
tovabbiakban a Geneaid® kit hasznélatdhoz sziikséges protokollt fogom ismertetni.

A folyamat els0 1épéseként, az alkoholban tarolt koaguldlt vérmintakbol pipettahegy
segitségével, egy gombostiifejnyi darabot valasztottunk le, amit tiszta eppendorf csObe
helyeztiink. Ezt emésztéenzimmel kezeltikk, ami megszabaditja a DNS-t a szerkezeti
fehérjéktdl. Megakadalyozand6, hogy a tartdsitdsra haszndlt alkohol denaturdlja az
emésztéenzimet, azt el kellett parologtatni mintdinkbol. Ehhez, az eljaras eldtt, a nyitott,
mintakat tartalmazé eppendorf csoveinket szaradasig sotét, légmozgas mentes helyre tettiik. A
sOtét biztositasa azért fontos, mivel az UV sugarzas karositand a DNS-t. Az emésztéshez 200
pl GT puffert és 20 pl proteinaz-K fehérjebontd emésztéenzimet adtunk a mintahoz. Ezutan a
csoveket 60 °C-os vizfiirddbe helyeztiik legalabb egy orara, majd tovabbi 200 ul GBT pufter
hozzaadéasa utan, még 20 percig 60 °C-on razattuk. A fehérjék ekkorra mar, vérmintak esetén
gyakorlatilag teljesen lebomlanak, igy a DNS molekuldk szabadda valnak. Utols6 1épésként,
az oldatot vortex segitségével homogenizaltuk, majd centrifugaval iilepitettiik, hogy az
esetlegesen a kupakban megtapadt cseppek nehogy szétfroccsenjenek a csd nyitasakor.

A tollminték esetén az emésztéses eljarast masképp kell végezni, mivel DNS csak a tollcsévék
végében, illetve a nagyobb tollak felsé koldokében (superior umbilicus) (Horvéath et al., 2005)
talalhato és a tollakat alkotd nagy mennyiségii keratin nagyon ellenalld, nehezen emészthetd.
Ezeknek a mintanak a feldolgozasdhoz ezért, a folyamat elején, néhany plusz 1€pés sziikséges.
Az alkoholban tarolt tokos tollak csévéjét steril szikével lemetszettiik, majd eppendorf csébe
helyeztiik. Az alkohol elparologtatdsa utdn hozzaadtuk a csévékhez a kordbban ismertetett
puffert és emésztéenzimet, kiegészitve 10 ul DTT (1,4-ditiothreitol) oldattal, amely a keratin
diszulfid-hid kotéseit képes felbontani. Ezt kdvetden a mintdk szintén vizflirdobe keriiltek,
azonban a vérmintak feldolgozasdhoz képest joval hosszabb ideig, nagyjabol egy €jszakan at
(minimum 14 6raig) kell a mintdkat inkubalni. Ett6l a ponttdl, a két minta feldolgozasanak
folyamata egyforma, azzal a kiilonbséggel, hogy a tollmintdk esetében idénként egy
ugynevezett ,tissue grinder” haszndlata sziikséges, mely szétmorzsolja a mintat, ezaltal a
fehérjék konnyebben elérhetdvé valnak a proteinaz enzim szamara.

A kovetkezd 1épés a homogenizalt oldatbol a DNS kivondsa. Ehhez egy specidlis, ugynevezett
adhézids oszlopot tartalmazo centrifugacsdvet hasznaltunk. Az oszlop specidlis tulajdonsaga,
hogy megkdti a nukleotidokat alkoholos kdzegben, mig a tobbi anyag (fehérjék, lipidek,

szénhidratok ¢és egyéb sejtalkotok) a csd also tartadlydba folyik a centrifugélds kozben. A
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homogenizalt oldathoz 200 pl, 96%-os etil-alkoholt adtunk, majd ezt dtmértiik az adhézids
oszlopot tartalmazé csdére. Ezt centrifugaba helyeztiik, és 2 percig 13000-es fordulatszammal
(rpm) porgettilk. A csé aljadban Osszegylilt, a felesleges anyagokat tartalmazé folyadékot
kiontottiik, majd ezeket a 1épéseket még kétszer ismételtiik el6szor 400 ul W1 majd 600 pl
Wash puffer hozzdadasaval, aminek a célja, hogy biztositsa minden szennyezOanyag
lemosasat az oszloprol, hogy igy csak tiszta DNS maradjon a mintankban, ezekben az
esetekben a centrifugdlds 30 masodpercig tartott. Végiil egy utolsd 2 perces centrifugalast
végeztiink a mosopufferek maradékanak az eltavolitdsa érdekében. Az oszlopot ezutan
athelyeztiik egy tiszta eppendorf csdbe, €¢s minimum 20 percig nyitott kupakkal széritottuk a
maradek alkohol elparologtatasa céljabol, amely a nukleotidkotési fazisbol maradt vissza.
Amint ezzel végeztiink 100 pl felmelegitett Elution puffert mértiink az oszlopra, melynek a
feladata, hogy a DNS molekuldkat leoldja az oszloprol és oldatba vigye. Ennek érdekében
5-10 perc inkubalas utan ujfent 13000-es percenkénti fordulatszammal centrifugaztuk, ezuttal
fél percig. Ennek befejeztével, az eppendorf csé aljan Osszegylilt a most mar tiszta DNS-t
tartalmaz6 puffer. A DNS izolalé oszlopok nem Ujrahasznosithatoak, ezért ezutan kidobasra

keriiltek. A kinyert DNS oldatokat -20 °C-on taroljuk.

Az eljaras hasonldo a NucleoSpin® izolalo kit hasznalata esetén is, csupan a felhasznalt

pufferek és mennyiségeik tértek el.

4.3 A PCR reakciok

A vizsgélataim alapjat mitokondridlis DNS markerek felszaporitasa jelentette, melyet
polimerdz lancreakcioval hajtottunk végre (,,polimerase chain reaction®, innentdl réviden
PCR). A PCR segitségével viszonylag konnyedén és szelektiven fel tudunk szaporitani
bizonyos genomi szakaszokat. Ez altalaban ugy torténik, hogy a teljes DNS-t izolaljak egy
mintabol, majd paros oligonukleotid primerek segitségével ismételt ciklusokban masolatokat
gyartanak a célszekvenciardl, amig elegendd termék nem keletkezik. A primerek olyan rovid,
15-25 bazisbdl 4ll6 szakaszok, melyek a DNS replikacidhoz elengedhetetlen kezddpontként
szolgalnak. Komplementernek kell lenniiik a masolas kezdépontjaként hasznalni kivant DNS
szakasszal, hogy ahhoz specifikusan hozzdkotddve megfeleld kiindulasi pontként

szolgaljanak a replikacionak.
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A PCR reakcid minden ciklusa 3 f6 1épésbdl 4all: a DNS denaturdlasa, a primerek
kapcsolodéasa (,,annealing®- anellaciés vagy kapcsolddasi fazis) és az extenzids vagy
meghosszabbitasi fazis. Az elsd, denaturdcids 1épés soran a minta hdmérsékletét olyan
magasra (megkozelitéen 94 °C-ra) emeli a PCR automata, hogy a kettés DNS szalat
0sszekoté hidrogénhidak felszakadjanak. Igy egyszalu, templatként hasznalhaté DNS jon
1étre. Ezutan a hdmérséklet hirtelen lecsokken egy olyan szintre (nagyjabol 40 és 65°C koz¢),
ami lehetové teszi, hogy a primerek kapcsolodjanak a megfelel6 komplementer szakaszokhoz
a templat szélakon. Az utolso fazisban a DNS polimerdz enzim, a kordbban a reakcidelegyhez
adott szabad nukleotidok segitségével, a primerektdl kiindulva felépiti a masolat
szekvencidkat. Ez a hasznalt enzim homérsékleti optimuman torténik, altaldban 72°C-on.
Mivel minden ciklusban 2 lednyldnc képzddik sziild nukleinsavlanconként, a képz06do
szekvencidk mennyisége exponencialisan nd a reakcid soran (Freeland et al., 2011).

Els6 Iépésben kisebb mennyiségekkel teszteltiik, hogy a reakcio sikeres volt-e, azaz megfeleld
tisztasagu terméket eredményezett-e nagyjabol a vart mérettartomanyon beliil. Ezt mind a
magyar €s a roman kék vércse, illetve az amuri mintakbol, taldlomra kivalasztott 10 mintaval
végeztiik el. A legtisztabb terméket adé mintakkal 1éptiink tovabb, mégpedig oly mddon, hogy
probaltuk a folyamat szelektivitasat és specificitasat javitani. Ehhez tobbféle lehetdség adott:
egyrészt a reakcioelegy Osszetételének valtoztatasa, ezen beliill a MgCl, illetve a ANTP
mennyiségének emelése, masrészt a homérsékleti viszonyok valtoztatdsa. A végleges

elegyosszetételt az 1. tablazat szemlélteti.
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Tapasztalataink alapjan a végleges paraméterek a kdvetkezdk voltak:

PCR hozzavalé Mennyiség (ul)
(marker (szekvenalas)
tesztelés)

Primer mix (forward és

reverz 1:1 aranyban) 2 8
H:0 9 24.8
DreamTaq™

Green puffer 1,7 5
DreamTaq™

polimeraz enzim 0,065 0,2
MgCl2 0,65 2
dNTP 0,65 2
DNS 3 8
Végtérfogat 17,065 50

1. tdblazat Az felhasznalt reakcidelegyek Osszetétele

A homérsékleti paramétereket illetden kiilonb6zo variacidkat probaltunk ki, hogy megtalaljuk
azt a beallitdst, ami mellett megfeleld specificitassal kotddnek a primerek a kivant
szakaszhoz. Ehhez meg kell keresni a felhasznélt primer hdmérsékleti optimumat (Tm,
melting temperature, a primerek olvadasi hdmérséklete), €s annak megfeleléen bedllitani az
anellacios homeérsekletet. Ennek megfelelden, eleinte egy sztenderd programmal dolgoztunk,
valtozatlan 55 °C-os anel

lacioval. Ez azonban nem adott megfeleléen specifikus termékeket, igy Ugynevezett
touchdown programot haszndltunk helyette. A touchdown program elve, hogy magasabb
hémérsékletrdl inditja az anellacids szakaszt, majd ciklusonként kis mértékkel csokkenti azt,
mig el nem éri a primer optimalis anelldciés hémérsékletét. Ez azt eredményezi, hogy
csokken a miitermékek mennyisége, mivel a primer a magasabb hdmérsékleten sokkal
specifikusabban kot a megfeleld helyre. Az altalunk hasznalt program részleteit a 2. tablazat

tartalmazza. Az elkésziilt PCR termékeket ellendrzésig hiitében taroltuk 4 °C-on.
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Denaturacié Annellacié Amplifikacio6 Extenzio

Ciklus - 12 27 -
e 95 °C 60 °C* 72
Hémérséklet 95 °C °c 95°C 55°C72°C 72 °C
Idétartam 2 perc 30s 30s 30s 30s 45s 45s 7 perc
*Touchdown,
Mesieovzes ciklusonként fél
glegy fokkal csokken a
hémérséket

2. tdblazat A PCR program részletei

4.4 Eredmények kiértékelése agaroz gélelektroforézis segitségével

A felszaporitott szekvencidkat tartalmazo mintakat le kell ellendrizniink, hogy
megbizonyosodjunk a termékiink tisztasagarol, illetve annak ellenérzése végett, hogy az
elvartnak megfeleld méretli szakaszok szaporodtak-e fel a folyamat soran. Ennek a
legegyszeriibb forméja az agardz gélelektroforézis, melynek soran, elektromos erdétérben a
negativan toltott DNS molekuldk, a méretiiktd]l fiiggd sebességgel, a pozitiv elektroda felé
vandorolnak. A vizsgéalatben 2%-os toménységii agardz gélt hasznaltunk és a 3 — 5 ul PCR-
terméket futtatunk meg ellendrzésképp.

A mérett

artomanytol fliggden megfeleld ideig (30-45 perc éltaldban) tartd elektroforézis utdn a DNS
szakaszok eloszlasa vizualizalhato a gélbe kevert ECOSafe® festék és ultraibolya fény
segitségével. Ez a festékanyag a kordbban széles korben hasznalt etidium-bromidhoz
hasonloan interkaldlédik a DNS kettds spiraljanak kanyarulataiba, ugyanakkor hasznalata
lényegesen kevesebb karos hatdssal van a vizsgalatot végzd személyekre, illetve a
kornyezetre. A gélben futtatott minta ebben a formédban révid hulldmhossza fénnyel
gerjeszthetd, igy szabad szemmel lathatéova valik. A felszaporitott fragmensek
mérettartomanydra kovetkeztethetiink 1étra hasznalataval, amely ismert méreti DNS

szakaszok keveréke.
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4.5 A rokonsagi viszonyok megallapitasahoz felhasznalt genetikai markerek

A vizsgalatok sordn a mintdkbol kivont mitokondrialis DNS felszaporitasahoz ugynevezett
,cross-species® amplifikacids technikat alkalmaztunk, mivel nem allt rendelkezésre korabbi
kutatasokbdl szarmazo teljes mitokondridlis DNS szekvencia a kék vércsétél. A modszer
lényege, hogy mas rokon fajoknal hatékonynak bizonyult géneket, illetve primereket
hasznalunk.

Elészor a NAD (Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid) dehidrogenaz enzim 1-es alegység (ND1)
génjére specifikus primert hasznaltunk. A valasztast egy kordbbi, rokon fajokkal végzett
kutatasra alapoztuk (Szabd, 2015), melyben vandorsdlyom (Falco peregrinus) és északi
solyom (Falco rusticolus) hibridgyanus egyedeinek faji azonositasat végezték sikeresen ezen
genetikai markerekkel. A fent emlitett vizsgalathoz a Fuchs et al. 2015, a Molecular
Phylogenetics and Evolution nevii folyoiratban publikalt k6zlemény alapjan vélasztottdk a
mitokondrialis DNS-en taldlhatdo NDI1, és két masik sejtmagi génszakaszt. Az anyai
oroklédésti mitokondrialis szakaszbdl az anya fajara tudtak kovetkeztetni, mivel ezen a génen
nagy a fajok kozotti variancia.

A hasznalt primerek neve ¢és szekvencigja: L3827 — GCAATCCAGGTCGGTTTCTATC
(Sorenson et al., 1999) ¢s H800Falco — TGWAYCAYATTATTRYRAGGGGTCA (Fuchs et
al., 2015)

Sajnos, a kék vércsék esetében, ennek a génnek a vizsgalata nem volt megfeleld. Mig az ND1
gén alkalmas fajok kozotti kiilonbségek kimutatidsara, a fajon beliili variancidja nem tlint
kielégité mértékiinek, mi tobb, az amplifikalt szekvencidk a mitokondrialis gén sejtmagi

pszeudogén valtozatainak bizonyultak bizonyultak.

4.5.1 Pszeudogének (,,numts‘‘)

Ezek olyan mtDNS szekvencia masolatok, melyek athelyezddtek a sejtmag genomba. Ennek
eredményeként, ezek a nem funkciondlis pszeudogének a mtDNS-tdl fiiggetlen evolicion,
atalakulasokon mennek keresztiil. Problémakat akkor okoznak a PCR reakcidé soran, ha a
primerkotd helyeket is megdrizte a pszeudogén, amirdl ennek kovetkeztében madsolatok
fognak képzédni a kivadnt mitokondrialis gén-régié6 mellett vagy helyett. Ez

kovetkezményesen hibas eredményeket okoz. Ilyen hibas eredmények Iehetnek az
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ugynevezett ‘PCR ghost band’-ek, extra savok restrikcids profilokban, kétértelmd,
értelmezhetetlen szekvenalasi eredmények, frameshift mutaciok és stop kodonok varatlan
poziciokban (Bensasson et al., 2001; Freeland et al., 2011).

Kutatasok kimutattak, hogy madarfajok pszeudogénjei kiilondsen hajlamosak amplifikaciora
olyan esetekben, amikor univerzéalis primereket haszndlnak sejtmagi DNS-ben gazdag
szovetmintak vizsgalatdhoz (pl. vérminta) (Sorenson and Quinn, 1998). Egy friss elemzés
pedig azt az eredményt hozta, hogy a referenciafajnak szamito héazi tytikhoz képest (Gallus
gallus domesticus) a s6lyomalkatiiak (vandor- és kerecsensdlyom) sejtmagi genomjaban
legalabb haromszoros mennyiségli mitokondridlis eredetli szakaszt talalhatdo (0,004% vs.
0.0008%), és ez a szdm még néhany sokkal nagyobb genommal rendelkezd gerinces fajhoz
képest is kirivd. Raadasul olyan pszeudogént is ki tudtak mutatni, ami a mitokondrialis genom

tobb, mint 70%-4t lefedte (Nacer and Raposo do Amaral, 2017).

4.5.2 D-loop

crer

displacement (D) loop szakaszat probaltuk meg felhasznalni (Wenink et al., 1994; Parker et
al., 1998). Ennek a szakasznak a jellemzdje, hogy mivel nem kdédolod szakasz, a mutacios
rataja kifejezetten magas a mtDNS-en taldlhatdé génekkel szemben. Reméltiik, hogy ebbdl
kovetkezden, érzékenyebb indikatora lehet a fajon beliili genetikai informacidaramlasnak.
Erre a szakaszra azonban nem taldltunk kordbban megtervezett primer szakaszt, sem a kék

vércse, sem kozel rokon s6lyomfélék esetében.

4.5.3 Primer tervezés

Ennek a hidnynak a kikiiszobolése céljabol, az adott szakaszra specifikus primereket
terveztiink. A kék vércse esetében azonban, nem allt rendelkezésre olyan adatbazis, mely
tartalmazta volna a mitokondridlis DNS szekvencidjat, igy rokon fajokra alapoztuk a
tervezémunkat. Az NCBI adatbazisaban (https://www.ncbi.nlm.nih.gov) elérhetd szekvenciak
koziil kivalasztottuk a kék vércséhez nagy valdszinliséggel hasonloakat, melyek az északi

solyom (Falco rusticolus), a vandorsdlyom (Flaco peregrinus), a vords vércse (Falco
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tinnunculus), a tarka vércse (Falco sparverius), a kis soOlyom (Falco columbarius) és a
kerecsen solyom (Falco cherrug) voltak. Ezek mitokondridlis genomjat egymassal
0sszehasonlitva a nagyon elkiiloniild, ezért valoszinlisithetden rokonsagi szinten tavolabb allo
fajokat kizartuk. Igy le tudtuk sziikiteni a kért a voros véresére, a tarka véresére, a fehérkarmu
vércsére és a kis solyomra. Ezeknek a fajoknak a D-loop szekvenciait alapul véve a
konzervacidgenetikai munkacsoport laboratériumanak vezetdje, Szabd Krisztian segitségével
harom kiilonb6z6é primerpart terveztiink. A felhasznalt mitokondrialis genomok alapjan azt a
kovetkeztetést vontuk le, hogy a D-loop szekvencia elég varidbilis hosszsagu, igy nem
lehetett elore jelezni a kék vércse esetén mekkora lesz. Ezért kiilon terveztink a szakasz
5> (600 bp és threonin kodold szakasz) €és 3’ (prolin kodonnal) végének vizsgalatdhoz
alkalmas primereket. A kozbiilsé rész hasznalatat az eldzetes eredmények alapjan elvetettiik,
mivel az meglehetdsen invaridbilis volt, igy kis eséllyel tartalmazott volna SNP-ket (single
nucleotide polimorphism) (Wenink et al., 1994). Igy a tervezett primerck a kovetkezoképp
alakultak (3. tablazat):

Régi6  Pozicié Primer Primer szekvencia (5’ - 3°)

D-loop 025-048 FVthr GGTCTTGTAAACCAAAGAITGAAG
701-724 FVerl GTCCTAGAATGTAKAGATGGCTGT
1058-1077 FVecr2 TCAGGGCCATAACTTGGCTC
1381-1406 FVer3 CCAATATATATGAATGCTTGTTGGAC
1890-1912 FVprol GTCCTCTTTTTCTGAATTGyGG
1939-1966 FVpro2 CAGAAGATAGTTTAATrAGAATGCCAGC

3. tablazat D-loop primerek
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4.5.4 Gélextrakcids eljaras

Az 11j primereket felhasznalva proba PCR futasokat hajtottunk végre. Ezt olyan modon tettiik,
hogy az 5’ végre tervezett egy primer par mellett a 3’ végre tervezett két forward és két reverz
primert minden lehetséges kombinacidban kiprobaltunk. Igy tehat a primerkombinacioink a
kovetkezoképp alakultak: FVthr-FVcrl (5°), FVer2-FVprol, FVer2-FVpro2, FVer3-Fvprol,
FVcr3-Fvpro2 (3°). Az eredmények biztatoak voltak, azonban az egyik par esetén keletkeztek
olyan termékek, melyek tobb fragmensbdl alltak (4. abra). Ezek koziil a fragmensek koziil
csak egy volt elfogadhatéan prominens, és ugyancsak ez esett az altalunk vart
mérettartomanyba is. Igy amellett dontottiink, hogy ezt megprobaljuk gélextrakcios eljarassal
a szekvenalas eldtt tisztitani.

A kivonasi eljarast a Millipore® 4altal forgalmazott Montage™ DNA Gel Extraction Kittel
végeztik. Ez egy egyszerli eljards, melynek segitségével agaréz gélen futtatott DNS
fragmenseket tudunk izolalni egy 10 perces centrifugalassal.

A folyamat sordn, a gyarto altal mellékelt hasznélati utmutatd 1épéseit kovettiik, melyek a
kovetkezdk voltak:

Elészor a mintdk fragmenseit gél-elektroforézissel elvalasztottam egymastol. Ehhez egy a
normalisnal higabb, <1,25% agardz gélt hasznaltam (0,5 pg/l ECO-safe festéket tartalmazott),
melyet modositott TAE (tris-edta-acetat) puffert tartalmaz6 kadba helyeztem. Ezt kovetden, a
gélt hossztt hulldmhosszu UV fénnyel vildgitd6 munkalapra helyezve, megfeleld
véddruhazatban, a kivant méretli csikokat penge segitségével kimetszettem. Ezeknek a gél
szeleteknek a mérete nem haladhatta meg a 100 pl térfogatot és 100 mg tomeget. Ezeket a
minta darabokat kiilon-kiilon Montage™ DNA Gel Extraction Device-okba kellett helyezni,
melyek harom egységbdl alltak Ossze: egy centrifuga csd, egy minta szlird oszlop és egy gél
porlasztd (nebulizer). Ezeket a szeparald csoveket centrifugaltam 10 percig 5000 g-vel. A
centrifugalis erd a gél darabot aterdlteti a porlasztd elemen, ami igy, azt egy finom péppé
alakitja, majd ezt a minta szlir6 oszlop felfogja. Az oszlop mikropdrus membranjan atsziiréddik
a DNS ¢és a folyékony puffer, ezt pedig a centrifugacsd Osszegyljti. Ezek utdn a minta mar
készen is 4ll a tovabbi feldolgozasra.

Az ilyen mddon eldkészitett mintdkat, a hagyoméanyosan készitett tarsaikkal egyiitt, elkiildtiik
szekvenaltatni. Az ) eredmények kielemzése utdn azonban, a szekvencidk tovabbra sem
bizonyultak megfelelden tisztdnak és egyértelmiinek, tovabbra sem lettek pszeudogén

mentesek.
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4.5.5 Plazmid izolalas

Mivel a gélextrakciés mddszer sem vezetett kielégitd eredményre, ezért tovabbi modszereket
kellett keresni a pszeudogének okozta problémaék kikiiszobolésére. Irodalmi adatok alapjan a
kovetkez6 moddszerek johettek szoba: DNS kivonas elétti mitokondrium tisztitas, hossza PCR
program, plazmid izoldcid, mtDNS-ben kiillondsen gazdag szOvet hasznalata és reverz
transzkriptdz PCR, melyek koziil szdmunkra kettd volt kdnnyen realizdlhato. Az egyik, hogy
hosszt PCR programmal izolaljuk ¢€s felszaporitjuk a madarfaj teljes mitokondridlis DNS-ét,
amit aztan szekvenalva rendelkezéslinkre allna egy tiszta, egyértelmii DNS szekvencia. A
masik, hogy egy specialis, plazmid izolalo kittel kitisztitjuk a DNS mintainkat, igy a mtDNS
aranyaiban akkora tulsulyba kertil, hogy az esetleges sejtmagi DNS szennyezés elenyészo, a
primerek nem kotddhetnek hibas helyekre, csak a mtDNS-be. Ezt egy kdzonséges prokariota
plazmid izoldké miniprep kittel el lehet végezni, abbdl a feltételezésbdl kiindulva, hogy az
eukariota sejtek mtDNS-e mind alakjaban, mind méretében a bakterialis plazmidokhoz
rendkiviil hasonl6 (Bensasson et al., 2001; Quispe-Tintaya et al., 2013).

A masodik lehetdséget valasztottuk annak egyszeriisége miatt, eredménye az 5. abran lathato.
Ehhez a Quiagen QIAprep® Spin Miniprep szilikat-membran technoldgiat alkalmaz6 plazmid
izolalo kitjét hasznaltuk. Ez a korabban ismertetett DNS izolaciés kitek mitkodésétdl néhany
szempontbol eltér. Az izolacio6 soran a gyartd altal mellékelt utasitdsokat kovettiik. A mintakat
egy rovid, az alkohol elparologtatasat szolgalo, vizfiirdd utdn 250 ul P1 nevi pufferrel
reszuszpendaltuk, majd ehhez hozzdadtunk ujabb 250 pl-t a P2 pufferbdl. Az elegyet alaposan
Osszekevertiik, 5 percnél tovabb nem volt szabad allni hagyni. A kovetkezd 1€épésben 350 ul
N3 puffert mértiink az eppendorf csdbe, ezzel ujfent 4-6 atforgatassal elkevertiik, és ezt a
keveréket 10 percig 13000 rpm-mel centrifugaltuk. A lecentrifugalt folyadék feliilusz6jabol
800 pl-t QIAprep 2.0 spin oszlopra mértiink pipettaval. Ezt 30-60 masodpercig centrifugaltuk,
a lefolyt folyadékot eltavolitottuk. Ezutan az oszlopot mostuk 0,75 ml PE pufferrel Gjfent
30-60 s centrifugalassal. A lecsurgott folyadékot eltavolitottuk, és wjabb 1 percig
centrifugaltuk a mintat tartalmazo oszlopot. Az igy megtisztitott mintat tartalmazo oszlopot
athelyeztiik egy tiszta 1,5 ml-es eppendorf csdbe. Belemértink 100 pl 10 mM TrisCI-t
tartalmazo 8,5-6s pH-ju EB puffert, egy percig allni hagytuk, majd 1 percig centrifugaltuk. A
folyamat végén a kordbban ismertetett kitekhez hasonldan 6sszegytilik az eppendorf csé aljan
a tiszta DNS-t tartalmazo6 minta, mely ebben az esetben nagyon magas aranyban csak mtDNS-

t tartalmaz.
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5. abra, gél elektroforézis képe

FVthr+FVcri FVcr2+FVpro2 FVer3+FVproi

MtDNS plazmid izolacio eldtt (fliggdleges vonalaktdl balra) és utan (jobbra). Kiilondsen

érzékelhetd a kiilonbség az FVcr2+Fvpro2 primer par esetén

4.6 Szekvenalas

Genetikai mintdink szekvendldsat a Macrogene cég (http:/foreign.macrogen.com/eng/)
végezte az eurdpai kozpontjaban, Amszterdamban. A mintdk szekvendlasa modja Sanger-féle
modszerrel tortént.

A Sanger-, vagy diedeoxi-szekvendlas a leggyakoribb DNS szekvenalasi modszer. A protokoll
a PCR reakcidhoz hasonlo elven alapul. Lényegében DNS polimerdz enzim segitségével DNS
szal szintézis torténik nukleotidok felhasznaldsaval, azonban a PCR-hez képest két nagy
kiilonbséggel. Az elsd, hogy egyetlen primert hasznalnak a szintézis kiindulasi pontjaként,
nem kettdt, ezaltal a templat szal mellett a szekvencidk csak egy irdnyban képzddnek. A
masodik pedig, hogy néhany nulkeotid a sztenderd dezoxirib6z helyett didezoxiriboz
cukormolekulat tartalmaz. A didezoxiribozrol hidnyzik a 3’-hidroxilcsoport, igy egy ilyen
didezoxinukleotid-trifoszfat (ddNTP) utdn megszakad a szal szintézise, nem tud ujabb
nukleotidot rékapcsolni a polimeraz enzim. A szekvendlds négy kiilon reakcioban zajlik,
mindben megtaldlhaté mind a négy nukleotid dezoxinukleotid-trifoszfat formdjaban (ANTP),
¢s egy kis mennyiség elegyenként kiilon-kiilon valamelyik ddNTP forméban 1évo
nukleotidbol. A ddNTP molekula beépiilése egy idé utdn mindenképpen megtorténik a DNS
szekvencia minden lehetséges kotési helyén, igy kiillonb6z6 méretti fragmenseket produkalva,

amelyek lefedik a teljes spektrumat a célszekvencidnak az elsd bazistol a teljes
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szekvenciahosszig. A folyamat sordn négy kiilonb6zd reakcidelegyben kiilonb6zd
fragmensméretek keletkeznek. Esetiinkben a szekvendlds automatizaltan zajlott. Ebben az
esetben a négy kiilonb6zé ddNTP molekulat kiillonb6z6é szinli fluoreszcens festékanyaggal
jelolik meg. A reakcidkat nem sziikséges elvalasztva futtatni, mint a manudlis technologia
soran, mivel a kiilonb6zd szinekkel jeldlt bazisokra végzddd DNS szakaszok egyértelmiien
elkiilonithetéek egymastol. Az automata szekvendtor lézerrel gerjeszti a fluoreszcens
szinjeleket, melyeket egy fotocella olvas le és digitalis formaban kiilonb6z6 szines hullamok
forméjaban jelenit meg a fragmenshossznak megfeleld pozicioban. Altalaban fekete szinnel
jelolik a guanint, z6lddel az adenint, pirossal a timint és kékkel a citozint. A megfeleld
bazisokat behelyettesitve a szines csucsok helyére, egyetlen képrdl a teljes bazisszekvencia

leolvashato.

4.7 Hasznalt programok, statisztikai modszerek

4.7.1 Staden Package programcsomag

A Staden Package egy nyilt forraskodi szamitdogép szoftver, amely DNS szekvenciak
illesztésére, manudlis szerkesztésére €s szekvencia analizisre alkalmas eszk6zok gytijteménye.
Mi a programcsomag pregap4 ¢és gap4 elemét hasznaltuk. A pregap4 az eldkészitd program,
kromatogram analizisre (base calling) €és a szekvenciak mindségének ellendrzésére, alacsony
mindségli szakaszok felismerésére €s eltavolitasara (end clipping) alkalmas. A gap4 feladata

pedig a szekvencia illesztés, szerkesztés és véglegesités (Bonfield et al., 1995).

4.7.2 MEGA

Filogenetikai és molekuldris evolucios analizisre a MEGA 6 (MEGA version 6) szoftvert
hasznaltuk (Tamura et al., 2013). A MEGA egy integralt program, melynek funkcidi kozott a
kovetkezok szerepelnek: DNS szekvencia 0sszerendezés, filogenetikai torzsfak osszeallitasa,
divergencia idok becslése, online adatbazisok hasznalata, molekularis evolucios rata becslése,

felmendi szekvencidk kovetkeztetése és evolucios hipotézisek tesztelése.
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4.7.3 GenAlEx

A ”GenAlEx”, (Peakall and Smouse, 2006; Peakall and Smouse, 2012) egy eredetileg
oktatashoz irt populaciogenetikai szamitdsokat (pl. F-statisztikdk, AMOVA) végzé Microsoft

Excel makro.

A programmal végzett szamitas:

« AMOVA (Analisys of Molecural Variance): A programban a szamitdsok Excoffier és
munkatarsai (1992), Huff és munkatarsai (1993), Peakall és munkatarsai (1995), illetve
Michalakis és Excoffier altal (1996) publikalt modszereket kovetik. Mitokondrialis genom
szekvencidk esetén az Fsr statisztika modositott verzidjat a ®pr-t ajanlott hasznélni. (Vap: a

populédciok kozti variancia; Vwe: a populdciokon beliili variancia; Var: a régiok kozotti

variancia)
Vap
Fop = ———"——
(Vap + Vwp)
Vap+ Var
DCpy

"~ (Vp + Vap + Vyp)

4.7.4 PopART 1.7 (Population Analysis with Reticulate Trees)

Egy ingyenes populacidogenetikai szoftver, ami az Allan Wilson Centre, Imaging Evolution
nevii kezdeményezésének részeként lett kifejlesztve. A PopART egy integralt
programcsomag, mely haplotipus hdlozati modszerek, filogeografiai vizualizaciés mddszerek
¢s standard statisztikai tesztek hasznalatara, valamint publikalhaté abrak készitésére

fejlesztettek ki (Leigh and Bryant, 2015)

A programmal végzett szamitasok:

* Median Joining mddszer: (Bandelt et al.,, 1999) Az egyik legnépszerlibb gyokértelen fa

tipus. A modszer algoritmusa gy van kialakitva, hogy egy héldzatot hozzon 1étre, mely
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szamos lehetséges torzsfat foglal Gssze egyetlen halézati abran. Nagy mintaszamu, kis

genetikai kiillonsbséggel rendelkezd intraspecifikus adat feldolgozasara alkalmas.

4.7.5 DnaSP version 6 (DNA Sequence Polymorphism)

Egy szoftvercsomag, mely DNS polimorfizmusok elemzésére alkalmas egy vagy tobb 16kusz
alapjan. A DnaSP program szamos DNS szekvencia variaciot leir6 mérdszdm kalkulalasara

alkalmas populacidkon beliil és populaciok kozott (Rozas et al., 2017)
A programmal végzett szamitasok:

* Nukleotid diverzitas (m): Egy molekularis genetikai fogalom, mely egy populacion beliil a
polimorfizmusok mértékének szamolasara alkalmas. Nei és Li fejlesztette ki a modszert
1979-ben. A szdmitdsa a variabilis pozicidnkénti nukleotid kiilonbség atlaga a két DNS
szekvencia kozott minden lehetséges paron kiszdmolva a minta populacioban (Nei and Li,

1979).

* Haplotipus diverzitas (h): Egy adott haplotipus egyediségének mértékét fejezi ki az adott
populacion beliil (Nei and Tajima, 1981).

* Tajima’s D: A Tajima’s D egy populaciogenetikai statisztikai teszt, melyet Fuimo Tajima,
japan kutato dolgozott ki (Tajima, 1989). A Tajima’s D a paronkénti kiilonbség atlaga €s a
szegregald helyek kozotti kiilonbséget jelenti. A kiinduldsi mennyiségek bedllitasa gy
torténik, hogy konstans szdmu populacid neutralis evollcidja esetén a két érték megegyezik.
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5. Eredmények

5.1 Az ND1 gén hasznalata

Kutatasomat az ND1 mitokondralis gén vizsgalataval kezdtem az L3827 és H800Falco
primerek felhasznéalasaval.

A vizsgalatok soran els6 1épésben PCR reakciokat futtattunk le mind a harom f6 csoportbol
(magyarorszagi, romdniai, amuri mintdk) szarmazd, random modon kivalasztott 10-10
mintaval. Ezzel a célunk annak az ellenérzése volt, hogy megfeleld tisztasagl és az elvarhatd
mérettartomanyba esd termékeket kapunk-e. A kapott szegmensek konzekvensen 700 bp
koriili mérettartomanyba estek €s mindhdrom csoport esetén tiszta egyértelmii savokként
jelentek meg az agar6z gélen.

Miutan errél meggydzddtiink, csoportonként 6t mintat kivalasztva, szekvendlasra kiildtiik
Oket. Az eredmények nem voltak meggy6zoek. Sok gap-et tartalmaztak a szakaszok,
leolvasasi kerettel ellendrizve a mintak egy része nem volt abba beleilleszthetd, ami oda nem
ill6 inzercidkkal magyarazhatd. Ez azt jelenti, hogy nagy valdszinliséggel pszeudogéneket
talaltunk. Ezen feliil sajnos a kék vércse mintaknak az a része sem bizonyult értékelhetonek,

amelyek pszeudogén mentesek voltak, mert teljes mértékben monomorfak voltak.

5.2 A D-loop vizsgalata

Az altalunk tervezett korabban leirt D-loop primerek vizsgalataval haladtunk tovabb. El6szor
minden lehetséges primer kombinaciot kiprobaltunk mindharom {6 csoport egy-egy mintdjan.
A parositasok kovetkezOképp néztek ki: az elejére (5°) FVthr-FVerl, a végére (3°) FVer2-
FVprol, FVer2-FVpro2, FVer3-FVprol és FVcer3-Fvpro2. A folyamat kovetkezd 1épéseként
véletlenszerlien kivéalasztott mintakon probaltuk ki a parokat, igy ki tudtuk vélasztani a termék

hossza és tisztasdga alapjan melyek azok, amikkel a tovabbiakban dolgozni érdemes (6. bra).
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6. abra A D-loop primerek probaja

FVthr+FVeri FVer2+FVpro1 FVcr2+FVpro2 FVcr3+FVpro1 FVcr3+FVpro2

>

magyar amuri
roman

nem tlintek megfeleldnek, igy a folyamatot megismételtiink a 60 °C-rdl induld touchdown
programmal is. A primerparok koziil az FVthr-FVerl par adta a legkevésbé tiszta
eredményeket, tgynevezett ghost band-eket eredményezett, ezért a PRC elegy Osszetételét
tobbféleképp modositva probaltuk ennek a primer parnak a specificitastat javitani, melyet a 4.

tablazat részletez.
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PCR

hozzavalo Mennyiség (ul)

DreamTaq™
0,065 0,065 0,065 0,065 0,065 0,065 0,065 0,065
Green puffer

DreamTaq™

polimeraz 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7
enzim

MgCl 0,65 0,5 0,5 0,65 0,65 0,65 0,5 0,5
dNTP 0,65 0,65 0,65 0,65 0,65 0,65 0,65 0,65
Primer mix

(forward & 2 2 2 2 1 1 1 1
reverz 1:1

ardnyban)

H20 9 9,15 10,65 10,5 11,5 10 10,15 11,65
DNS 3 3 1,5 1,5 1,5 3 3 1,5
Végtérfogat 17

4. tablazat A moédositott dsszetételit PCR reakcidelegyek (dolt betlikkel jelezve a modositott

0sszetevok)

A PCR-kondiciok modositdsa nem hozta meg a kivant eredményt, tovabbra is amplifikalodtak
a nemkivanatos szakaszok. Az 0j primerek tervezése soran figyelembe vett szekvencidk
mérete alapjan valoszintsitettiik, hogy a vizsgalni kivant szakasz az FVthr - FVcrl primerpar
esetén egy megkozelitdleg 250 bp hosszusagu fragmens, mely megjelent a futdsban. Fontos
azonban megjegyezni, hogy a mas fajok genomjara alapozott tervezés pontatlan lehet, igy
példaul eléfordulhat ismétlédé motivumok megléte vagy hidnya, ami méretbeli eltéréseket
eredményez a fajok azonos szakaszai kozott. A kovetkezOkben az anyag és modszerek

részben ismertetett gélextrakcios eljarast alkalmaztuk. Az eljaras soran a legvastagabb,
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nagysagrendileg 250 bp hosszisagt DNS szegmenseket penge segitségével kivagtam az
agaroz gélbdl és az extrakcios kit hasznalataval kinyertem beldliik a PCR-termékeket.

A futasi képek és a primer tervezés alapjan elvart eredmények Gsszevetése alapjan az FVcer2-
FVpro2, FVcer3-FVprol és a gélbdl extrahalt FVthr-FVcerl primer parokat szekvenaltattuk
meg. Ehhez mindhdrom f6 csoportbdl 2-2 mintat készitettiink elé primerparonként. Ezeket
ugyanabbol a csoportbol valasztottuk, mint amelyeket az ND1 génre mar vizsgaltunk
korabban, méghozzd minden parhoz rendeltiink egy olyan DNS mintat, ami ezen a génen
pszeudogén eredményt adott és egyet, ami nem, hogy igy ellendrizhessiik, ismét
pszeudogénes szakasz szaporodik-e fol.

A szekvenalas eredményei a D-loop esetében is pszeudogént mutattak ki, ezért kovetkezdkben
az anyag ¢s modszerek fejezetben ismertetett plazmid izolacios eljarassal folytattuk a

vizsgalatainkat.

5.2.1 Plazmidizolalas

A plazmidizolal6 kittel ujrapreparaltunk mintakat, mégpedig referenciaként eldszor ugyanazt
a hatot, amelyeket korabban vizsgaltunk. Az igy el6készitett alapanyagon ujra kiprobaltuk a
korabban legjobb eredményeket addé D-loop primer parjainkat, igy az FVer2-FVpro2 és
FVthr-FVecrl parost, de megpréobaltuk az eredetileg alkalmazott ND1 primerpart is (L3827 és
H800Falco)

A szekvenalas adatait feldolgozva a D-loop elsd szakasza nem bizonyult hasznalhatonak, a
szekvenciadk egy része tul rovid lett, mig masokban repeat szakaszok szaporodtak fol, amik
értelmezhetetlenné tették az eredményeket. Az ND1 gén esetében az amuri vércse mintdink
ismét numt-ot tartalmaztak, a kék vércsék pedig tokéletes monomorfizmust mutattak, igy ezek
az eredmények sem voltak értékelhetéek. Azonban ez alkalommal az FVcr2-FVpro2 D-loop
primer szakaszai biztatdé eredményt nyujtottak. Egy mintank sem utalt pszeudogén jelenlétére,
¢és néhany variabilis pozicidt is talaltunk, kett6t fajon beliil és nyolcat a két faj kozott. Ilyen
kis mintaszam mellett harom haplotipust tudtunk kimutatni, a hazai madarak mind egy
csoportba tartoztak, az egy vizsgalt romaniai kék vércse €s két amuri madar sajat

haplotipussal rendelkezett.
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5.2.2 FVer2

A részletes, nagy mintaszamu vizsgalathoz a mintaszdm ndvelése érdekében csak a forward
primerrel szekvenaltattunk az FVcr2-FVpro2 parbol, mivel a korabbi eredmények azt
mutattak, hogy ettdl varhatjuk a legtisztabb szekvenciakat. A rendelkezésre all6 vérmintakat
az anyag ¢és modszer fejezet, felhaszndlt mintdk alfejezetben (4.1) ismertetett modon
alcsoportokra osztottuk. A rendelkezésre allo plazmidizolalo kit készlet szabta korlatok szerint
megprobaltunk koriilbeliil azonos szami mintat valasztani minden régiobol. Igy a felhasznalt
mintdk eloszlasa a kovetkezOképp alakult: 36 darab minta magyar koltStertiletekrdl, ezen
beliil négy minta a Borsodi mezdségrdl, 6t minta a Csanddi pusztak tdjegységrodl, 6t minta a
Cserebokény régiobol, négy minta a Hevesi Fiives Pusztdk tdjegységrdl, 6t minta a
Hortobagyrol, hat minta a Jaszsagbol, hat minta a Kiskunsagbol és négy minta a Vasarhelyi-
pusztakrol (a régidkat lasd: 4. abra). Ezen kiviil nyolc mintdt hasznéltunk fel a roman
gyljtésbol és hatot az amuri madarak koziil. Azokban az esetekben, amikor az adott
csoportban tobb minta allt rendelkezésre, a vizsgalataimmal parhuzamosan futd hat markerrel
végzett mikroszatellita vizsgalat eredményei alapjan valasztottunk ki minden régiobol

egyedeket.

5.3 A D-loop eredmények értékelése

A szekvenalas eredményeképp kapott szekvencidkat a MEGA programban ellendriztiik és
rendeztiik 0ssze. A mintdink koziil kettdt (egy amuri és egy magyar mintat) kizartunk az
elemz¢sbdl, mivel esetiikben technikai hibat (nem megfeleld tisztasagi DNS, vagy egyéb, a
PCR reakcid soran bekovetkezd hiba) véltiink felfedezni. Ez azt jelenti, hogy ezek a tobbi
mintahoz képest nagy mértékben eltérd, rendezetlen, gap-ekkel tlizdelt szekvencidk voltak,
melyeknek a kromatogramja is nehezen értelmezhetd volt. Igy Osszesen, 50 helyett 48
mintaval végeztiik az analizist.

Az amuri madarak egyértelmiien elkiiloniilnek a kék vércséktdl, azonban ezen a fajon belill a
magyar €s roman régiok mintdi nem. A magyar és roman populacion beliil hat variabilis
poziciot talaltunk és ez alapjan harom haplotipust tudtunk biztosan megkiilonboztetni. 11
tovabbi csoport esetében viszont egyes varidbilis poziciokban dupla csucsok okoztak

problémat. Tovabbi vizsgalattal ezek egy részét egyértelmiisitettiik, igy a dupla cstccsal
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rendelkezé értelmezhetetlen szekvencidkon kiviil 5 amuri és 25 kék vércse (ebbdl 18 magyar
7 romén) mintank maradt. Hét csoportba osztott 17 minta keriilt tehat kizarasra (11.1
fliggelék). Az igy kialakitott végleges mintahalmazban hat varidbilis pozicioval hat

haplotipust tudtunk meghatarozni (5. tablazat).

Variabilis pozicid
Haplotipus | 0 334 390 391 394 424 n
a A C C A G C 9
b A C C A T C 3
c A C C G G C 10
d A T T G G C |
e G C C G G C |
£ A C C A K T I

5. tdblazat A hat haplotipus.
Félkovér betlikkel jeldlve az egyes haplotipusokra jellemz6 bazisok. Az els6 6t haplotipus (a-
e) egyértelmi, a hatodikban (h) van ugyan egy dupla cstcs (K, jelentése: G vagy T bazis
lehet), de ezt is 6nallo haplotipusnak vettiik, mivel a 424-es pozicidban egyediiliként

rendelkezik timin bazissal. (n a mintaszdmot jelenti)

A dupla csticsok megjelenése ujra folvetette a pszeudogén, illetve a heteroplazmia
el6fordulasanak lehetdségét, de az is elképzelhetd hogy ezeket csupan valami szekvenalasi
hiba okozta. A masodik esetben a hibakat reverz primer haszndlata kikiiszobolhetné illetve
tisztdzhatna, de az altalunk tesztelt reverz primerek sajnos nem bizonyultak megfelelonek, mi
csak a forward szekvencidkra tdmaszkodhattunk. Ha a hiba okozoja Gjfent egy numt, annak
megoldasara tovabbi lehetdségek koziil lehet valasztani.

Tapasztalataink alapjan nem jelenthetjiik ki egyértelmiien, hogy a kozép-kelet eurdpai teriilet
populéciol egyértelmiien elkiiloniilnek (7.4bra). A romén mintdk esetén két haplotipust

talaltunk, mig a magyarorszagi allomanyban 6t haplotipus fordul eld.

33



7. dbra Haplotipus halozat (median-joining network mddszerrel szamolva) a kék- és amuri

vércsék mitokondridlis DNS D-loop haplotipusai alapjan.

?d

Hevesi Flives

@ Roman populacié O vasarhelyi pusztak () pusztak @ amuri véresék
@ cCsanadi pusztak @ Eorsodi-Mezéség  (O) Cserebokény — 10 minta
Kiskunsa Jaszsa 2 _

. g . g . Hortobagy 1 minta

A korok tertilete aranyos a haplotipusok gyakorisagaval, az d4gakon taldlhaté vonasok a
mutacios 1épések becsiilt szamat jelolik. A betli kodok az 5. tablazatban megadott

haplotipusok kédjaival egyeznek meg.

A kék vércse €s a hozza nagyon hasonl6 rokon faj, az amuri vércse genetikai elkiilonitésére az
altalunk kifejlesztett marker alkalmas, a két faj szekvencidi kozott nyolc variabilis poziciot
talaltunk (6. tablazat). Az altalunk vizsgalt amuri vércse mintdk monomorfnak bizonyultak,

annak ellenére, hogy gytjtésiik eltérd idépontban €s helyeken tortént.
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Faj Variabilis pozicio

321 331 379 380 422 427 438 490
Kek C A T C C A A C

VECrcse

Amuri T gap C T T G C T

VErcse

6. tablazat Interspecifikus variabilis poziciok

A kapott szekvencidkat felhaszndlva AMOVA-t végeztiink, illetve diverzitdsi indexeket
szamitottunk. A fixacios index alapjan magyar és a roman populéci6 elkiilontil (®pr= 0,252, P
= 0,002). A nukleotid ¢és a haplotipus diverzitasi indexek értéke magasabb a magyar
populaciobdl szarmazé mintdk esetén, de meg kell jegyezni, hogy ezt okozhatta a nagyobb

magyarorszagi mintaclemszam is (7. tablazat).

Vizsgalt
L Nukleotid
populicio Haplotipuso Haplotipus  Tajima’s
. n diverzitas ®@pr
(faj) k szama diverzitas (h) D
(m
Osszes minta | 30 6 0,00550 0,722 -0,26159%*
(mindkét faj)
Magyar 18 4 0,00149 0,529 -1,04394*
(F
vespertinus)
0,252
Romén 7 2 0,286 -1,00623*
(K
vespertinus)
F. amurensis 5 1 N/A N/A N/A

7. tablazat Populaciok kozotti és populdciokon beliili genetikai variabilitas értékek. (n:
mintaszam, *P>0,10, nem szignifikans; T P=0,002) A ®pr, 7, h értékek alapjan a két populacid

elkiilontlését, illetve kiillonbozoségét allapithatjuk meg.
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6. Diszkusszio, kovetkeztetések

A kék vércse nem territorialis, hanem fakultativ kolonidkban fészkeld, vonuld madarfaj, mely
migraciora hajlamos (Nightingale and Allosopp, 1994; Harrop et al., 2013), hazankban jelolt
példanyait is gyakran azonositjdk nemcsak a faj koltoteriiletének szamité kelet-eurdpai
teriileteken, de Nyugat-Eurépdban is (Haraszthy and Palatitz, 2009). Ennek tudatdban
probaltuk felmérni, hogy milyen genetikai kapcsolatot fedezhetiink fel az egymadstol kis
tavolsagokban elhelyezkedd magyar koltérégiok és az egymdstdl megkdzelitdleg 700
kilométerre elhelyezkeddé magyar és romdn populdcié kozott. Vizsgdlataink soran,
igyekeztliink a mitokondrialis genom alapjan egy felmérést késziteni a vizsgélt régido kék
vércse genetikai valtozatossagarol, illetve a kiilonbozd populaciok kozotti géndramlas
mértekérol.

Mitokondrialis gének koziil ragadozdémadarakkal foglalkozé kutatasok gyakran hasznaljak az
ND1 (Sorenson et al., 1999; Fuchs et al., 2015) illetve a cyt-b gént (Hailer et al., 2007;
Johnson et al., 2007). Mivel azonban, az irodalmi adatok alapjan rendelkezésre allo
primererek nem bizonyultak hasznalhaténak ezen a madarfajon, (1j markereket kerestiink €s 1j
primereket fejlesztettiink.

A hasznalt mitokondriélis kontroll régido D-loop szakasza populdcidgenetikai kutatasokban
nagyon népszert (Lau et al., 1998; Nagata et al., 1998; Pourkazemi et al., 1999), mivel a D-
loop egy nem kodolod, és ennek koszonhetéen nagyon nagy mutdcios rataval rendelkezd
szakasz (Wenink et al., 1994; Parker et al., 1998). Ennek ellenére ragadoz6 madarakkal
foglalkozd publikaciokban nem taldltam csak ennek a szakasznak kordbbi felhasznalasat,
viszont a kontroll régidét igen gyakran. Fontos azonban megjegyezni, hogy a kontroll régiot
¢és a D-loop szakaszt gyakran egymas szinonimajaként hasznaljak tudomanyos cikkekben,
annak ellenére, hogy a D-loop csupan a kontroll régi6 alegysége, igaz annak nagy részét teszi
ki. Rokon madarfajok (ragadozo, sélyomalaku) esetén csupan olyan elemzéseket talaltunk,
amelyekben ezt a régiot (CR) hasznaltak (Martinez-Cruz et al., 2004; Cadahia et al., 2007,
Nittinger et al., 2007; Hull et al., 2010).

Solyomalaktak mitokondrialis genomjanak felhasznalasat gyakran akadalyozza annak nagy
mértékli pszeudogén terheltsége (Sorenson and Quinn, 1998; Nacer and Raposo do Amaral,
2017). Ez szdmunkra is problémat okozott mind az elsé ND1 vizsgélat esetén, mind kés6bb a

D-loop vizsgalatok soran. A pszeudogénektdl megszabadulni nem konnyt, de igy is szdmos
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modszer all rendelkezésiinkre. A sejtmagi DNS-ben numt-ként megjelend, eredetileg
mitokondrialis DNS szekvencidk altalaban rovid szakaszok, érdemes ezt a tulajdonsidgukat
kihasznéalni. Irodalmi adatok alapjan kovetkezd lehetdségek 1éteznek: az amplifikalt
mitokondrialis DNS aranyanak novelése a sejtmagi DNS-hez képest. Ezt elérhetjiik ha a DNS
extrakcio el6tt a mitokondriumokat kitisztitjuk, hossza PCR programmal illetve olyan szdvet
alkalmazasédval, ami kiilondsen gazdag mitokondrialis DNS-ben (pl. izomszdvet). Ezen kiviil
reverz transzkriptdz és mtDNS specifikus primerek tervezése is hasznos moddszer lehet
(Bensasson et al., 2001). Mi a primertervezés moddszert hasznaltuk illetve a Wilber Quispe-
Tintaya €s munkatarsai altal a Biotechniques folyodiratban 2013-ban publikalt cikkben javasolt
mtDNS extrakcios eljarast.

Ezen metodusok hasznalata sikeresnek bizonyult. A végsd soron hasznalt egy irdnyu
(forward) primerrel (FVer2) készitett szekvencidink ugyan néhany varidbilis pozicioban
tartalmaztak dupla csticsokat, ami egy numt jelenlétre utald jel lehet, ez azonban dnmagaban
kevés ahhoz, hogy ezt teljes biztonsaggal kijelentsiik (Bensasson et al., 2001, Pons and
Vogler, 2005). Ehhez tul tisztdk és egyértelmiiek voltak a szekvencidk. Dupla cslicsokat
okozhat ezen kiviil heteroplazmia, ami 4&llatokban meglehetésen ritka ¢€s kevéssé
tanulmanyozott (Rokas et al., 2003; Kmiec et al., 2006). Az ilyen kétes poziciok okara fény
deriilhetne jobb primer, kétoldali szekvenalas vagy klonozas segitségével, de erre ezen

szakdolgozat keretei kozott mar nem volt lehetdség.

Az értékelhetd szekvencidk alapjan leirtunk a madarfajon hat haplotipust €s hat variabilis
poziciot a D-loop szakaszon. Az elvégzett diverzitasra vonatkoz6 szamitdsok soran a magyar
populécio esetében jellemzden nagyobb értékeket kaptunk: a nukleotid diverzitas (w) 0,00149
a magyar, 0,00056 a roman populacioban, a haplotipus diverzitas (h) 0,529 a magyar, 0,286 a
roman alloméanyban. Ezt az eltérést okozhatta azonban, hogy magyar mintdk tobb régiobol
szdrmaznak, mig a roman mintdk ugyan tobb teleprdl, de ugyanabbol a régiobol. A Tajima’s D
értékek utalhattak egy korabban lejatszodott palacknyak hatasra, de nem voltak szignifikansak
(P>0,10).

A haplotipus haldézat alapjan megallapithatd, hogy az egyes haplotipusok eredete vegyes és
nem egyértelmii az elkiiloniilés a két populacid kozott, azonban a roman mintak kozelebb
vannak egymashoz. Hét feldolgozott szekvencia alapjan ugyanis ezek a mintdk két egymas
melletti haplotipusba sorolhatdk, mig a magyarok 18 minta alapjdn 6t haplotipusba. Ennek

megfelelden feltételezhetjiik, hogy valamilyen elkiiloniilés fellelhetd. Ezt tdmasztja ald az
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AMOVA elemzés @pr-értéke (Opr = 0,252, p = 0,002), illetve a tobbi, kordbban leirt szamitas
is. Osszességében tehat kijelenthetd, hogy kiilonbség mutathatd ki a két populdcio kozott.
Ennek megerdsitéséhez azonban mindenképp tovabbi vizsgélatokra van sziikség nagyobb
mintaszam bevondsaval és a kétes helyek ellendrzésével. A két populacid mérsékelt
elkiiloniilése mindenképp meglepd, ugyanis irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a faj nem
territorialis, nem kotodik egy-egy koltéhelyhez, migraciora hajlamos akar nagyobb
tavolsagokat is megtéve. A két koltdallomanyt elvalasztdé 6-700 km tavolsag egy ilyen
madarfajnél nem feltétleniil jelentds.

Tovéabbi vizsgalatok soran indokolt lehet a nagyobb mintaszdm hasznalatan feliil a
pszeudogének kizarasa érdekében ujabb 1épések megtétele.

Kutatdsom masik célkitiizése egy olyan marker keresése volt, mely az amuri vércse és a kék
vércse fajokon egyarant hasznalhato, és a két faj elkiilonitésére alkalmas. Az amuri vércse egy
Azsia keleti részén, a kék vércse elterjedési teriiletének keleti hataran tal koltd madarfaj. A
kék vércse legkdzelebbi rokondnak tartjak, kifejezett a hasonlésag mind a morfologia és
tollazat terén, mind az életmddjukban ( Wink and Sauer-Giirth, 2004; Symes and Woodborne,
2010). A kozelmultban még alfajnak tartottak (del Hoyo et al., 1994; Palatitz, 2012). Az
altalunk kifejlesztett D-loop primer megfeleld markernek bizonyult a célra, 8 variabilis

pozici6 alapjan egyértelmiien elkiiloniti a két fajt.
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7. Osszefoglalas

A kék vércse (Falco vespertinus) hazank fokozottan védett ragadozdé madarfaja, a magyar
alfold karakterisztikus lakdja. A kdzelmultban bekdvetkezett allomanycsokkenés megallitasa
érdekében nemzetkozi LIFE program indult, melynek célja a madarfaj alapos megismerésén
at (elterjedés, viselkedés, genetikai konstiticid stb.) fajspecifikus védelmi intézkedések és
stratégiak kidolgozasa.

Jelen kutatdsra is ennek a programnak a keretein beliil keriilt sor. Nyolc magyar és egy roman
koltérégiobol szarmazod mintak felhasznalasaval elemeztiik a fragmentalt szub-populaciok
kozotti genetikai kapcsolatokat €s tavolsagot. A vizsgéalathoz a mitokondrialis DNS nem
koédold, D-loop szakaszara altalunk tervezett fajspecifikus primereket hasznaltunk. A
szekvencidk analizise alapjan hat kiilonb6z6 haplotipust tudtunk leirni. A magyar és roman
allomany kozott nem tudtunk egyértelmii genetikai struktirat kimutatni, de a statisztikai
adatok alapjan kis mértékli elkiiloniilést meg tudtunk hatarozni. Sok szekvencia egy-egy
zarnunk az elemzésbdl. Ezek kikiiszobolésére tovabbi 1épések megtétele lehetséges (jobb
primer, kétoldali szekvenalas vagy klénozas), de ezek meghaladjak a jelen munka kereteit.
Dolgozatom masik témdja egy olyan kék vércse marker fejlesztése volt, amely hasznalhaté a
legkozelebbi rokona, az amuri vércse (Falco amurensis) mitokondridlis genomjanak
kutatasara is. Az altalunk tesztelt D-loop szakasz alkalmasnak bizonyult, a két, fenotipusosan
nagyon hasonl6 faj elkiilonitésére, mivel nyolc fajpecifikus, variabilis poziciét talaltunk.
Azonban az altalunk vizsgalt 6t amuri vércse minta monomorf volt, igy egyelére nem

talaltunk fajon beliili variabilitast ennél a fajnal.
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8. Summary

Title: Genetic Differentiation of Red-footed Falcon (Falco vespertinus) Populations

The red-footed falcon (Falco vespertinus) is an endangered raptor species of Hungary, and a
characteristic inhabitant of the Hungarian plains. An international LIFE program was started
in order to fight against the population decrease witnessed in recent decades. This program
aims to determine species-specific strategies and protection programs based on investigations
of the species’ characteristics (habitat, distribution, behaviour, genetic constitution, etc).

The research for this thesis has been carried out as part of this program. The genetic distances
and relations between the fragmented sub-populations were analysed based on samples
collected at eight Hungarian and a Romanian nesting site. For the investigation, custom-
designed species-specific primers were built to the non-coding D-loop section of the
mitochondrial DNA. Based on the analysis of the sequences, six haplotypes were identified.
Although the analysis was unable to detect a clear genetic structure amongst the populations
in Hungary and Romania, small genetic differences could be tetermined based on statistical
methods. Double peaks appeared at a few variable nucleotide sites in several samples thus it
was necessary to exclude them. It might be possible to eliminate these problems with further
steps, such as better primers, two-way sequencing or cloning, however such steps are beyond
the scope of this thesis.

The second aim of this project was to develop a mitochondrial marker for the red-footed
falcon which could also be used on its closest relative, the amur falcon (Falco amurensis). The
tested D-loop section has proven to be ideally suited for this purpose. Eight variable positions
were located between these two very similar species, however all the five tested amur falcon

samples turned out to be monomorphic.
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10. Koszonetnyilvanitas
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Elsésorban témavezetomnek dr. Vili Nordnak szeretnék koszonetet mondani a rengeteg
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11. Mellékletek

11.1 A variabilis helyek teljes listaja

minta kod gytijtési hely

Variabilis poziciok

Haplotipus

Félkovér betlikkel és alahuzassal jelolve az egyedi bazisokat, félkdvér- és délt betlikkel

169 334

390 391 394

1. tablazat a hat haplotipus

399

424

jelélve a dupla csucsokkal rendelkez6 bizonytalan poziciokat
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FV16_017_vasarhelyi_puszta A C C R G A C

FV16_030_kiskunsag A C C|R |G A C
FVNO10_borsodi_mezoseg A C C R G A C
FVN133_csanadi_pusztak A C C R G A C

ho1
FVN136_cserebokeny A C C| R G A C
FVN140_kiskunsag A C C R |G A C
FVN145_csanadi_pusztak A C C | R G A C
FVN148_hortobagy A C C R G A c
FVN173_cserebokeny A C C R G R C h02
FVR_013_roman_kolto AL C| C R |G |A C h03
FVN099_borsodi_mezoseg Al C |  C|R K| A C

h04
FVN162_hortobagy Al C]  C|R K| A C
FVN022_jaszsag AT | C R |G A|C h05
FVNO13_heves G C C A K A C h06
FVNO64_heves G | C C|R |G A C
FVN090_borsodi_mezoseg G C C|R |G A C h07

(9}
g
g
)
(o)
>
g

FVN156_hortobagy

2. tablazat A dupla csucsokkal rendelkezé kizart szekvenciak
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