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Roviditések és idegen szavak jegyzéke

allél: itt: adott DNS-régiok kiilonb6z6 valtozatai
amplifikalas: adott DNS-részlet feldusitasa PCR segitségével
anellacio: itt: a primerek kotddése a DNS-szalhoz

ex situ megdrzes: olyan fajvédelmi program, amely a faj védelmét nem annak éléhelyén
végzi

forward primer: az 5°-3” irdnya DNS szalat felismerd primer
fragment: DNS-részlet

genetikai marker: ismert DNS-részlet, mely valtozékonysaga miatt alkalmas egyedek,
populacidk vagy fajok genetikai azonositasara

genom: egy egyed teljes DNS-szekvenciaja
hipervaribilités: itt: nagyon sokféle valtozattal rendelkezd gén vagy genetikai régio

keresztkotés: a reakcioban résztvevd primerek a DNS helyett egymashoz kotddnek, igy
valddi termék nem képzddik

konzervativ régio: itt: olyan genetikai régio, amely rokonfajok esetében valdsziniisithetéen
a legkozelebbi kozos Gsben is megtalalhatd volt, ezért a leszarmazottakban homolog jellegii

lokusz: egy gén vagy genetikai marker pontos, ismert helye egy kromoszoman

marker: itt: konnyen azonosithat6 DNS-régio, mely a vizsgdlat szempontjabol
informaciotartalommal bir

mikroszatellita/STR (Short Tandem Repeat)/SSR (Simple Sequence Repeat): nem kodolo,
1-6 bazisparnyi ismétlésbol allo DNS-részlet

panel: a markerek egy olyan csoportja, amely kdz6tt nem szerepel két egyforma fluoreszcens
festékkel festett és atfedd fragmenseket eredményezd marker. A kapillaris elektroforézis
soran van szerepe.

PCR (Polymerase Chain Reaction): polimeraz lancreakcid

polimorf marker: az adott marker segitségével tobb mint egy allél detektalhato
primer: itt: ismert szekvenciaja rovid, egyszala DNS-szakasz

reverse primer: a 3°-5’ irdnyu DNS szalat felismerd primer

ujgeneracids szekvenalds: DNS vagy RNS molekuldk nukleotid sorrendjének meghatarozasa
nagy mennyiségben, modern eszkdzok felhasznélasaval

univerzalis tail/farok: a forward primeren 1év6 univerzalis szakasz, a fluoreszcens festésnél
jatszik szerepet



Bevezetés

A molekularis dkologiai és genetikai kutatasok nagyon koran kiterjedtek madarakra is [1],
igy manapsag kifejezetten sok adattal rendelkeziink a genetikajukrol [2]. A Sanger-, majd
késObb az ijgeneracios szekvenaldsnak koszonhetden egyre tobb €s tobb madarfaj teljes
genomjat, vagy genomjanak egy részletét ismerjiik, és ezek segitségével egyre tobb €s tobb
tipustt marker all rendelkezésiinkre [3]. Ezek az eszkozok jelentésen megkonnyitik a
madarakkal kapcsolatos kutatdsokat; segitenek a madarak védelmében, legyen sz6 faj- vagy
populaciés szintli védelemrodl [4, 5], orszagos vagy akar nemzetkozi szinten [6], illetve
lehetdvé teszik, hogy a madarakat érintd torvényeket €s szabalyokat genetikai eredmények

alapjan alkossak meg [2].

A ragadozdmadarak kozott nagyon sok faj veszélyeztett. A ragadozomadar populaciok 52%-
aban csokkenés tapasztalhato, valamint a fajok 18%-at kihalas fenyegeti [7]. A legtobb
ragadozémadar csucsragadozdé vagy dogevd; kiemelt szerepet jatszanak az
okoszisztémakban. gy védelmiik rendkiviil fontos, sét egyes védelmi programokban

zaszloshajo fajnak tekintik oket [8].

Szépségiik, veszélyességiik €s ritkasdguk miatt sok esetben orvvadaszok vagy illegalis
allatkereskeddk aldozataul esnek, amely tovabb csokkenti szamukat [9, 10]. Val6jaban a
ragadozomadarak esetében a populaciok csokkenését kivaltd vezetd okok kozott a masodik
helyen szerepel a vadonbol valo kiragadas vagy illegalis vadaszat az él6helyeik méretének
és szamanak csokkenése utan [11]. Eppen ezért a ragadozomadarakkal kapcsolatos
kutatdsok nagy részét teszik ki a vadvilagot érintd igazsagiigyi és bilinligyi vizsgalatoknak

[12-15].

Ragadozomadarak és a solymaszat

A ragadozomadarakhoz, azon belill féleg a solymokhoz (Falconiformes) szervesen
kapcsolodik az igen nagy multra visszatekintd solymadszat. Bizonyos torténelmi leletek
szerint az emberek mar 3000 évvel ezel6tt is vadasztak idomitott solymokkal [16]. Joval
késébb a solymaszat a nemesek kivaltsagava valt [17], tobb festmény és leiras bizonyitja,
hogy kiradlyok és magas rangli személyek nagyon nagy becsben tartottak tenyésztett és
betanitott ragadozomadaraikat szerte a vilagban [18-20]. A solymaszat mind a mai napig a
vadaszat egyik aga, melyet nagyon jol tiikkroz a tény, hogy 2016-ban az UNESCO (United
Nations Education, Science and Cultural Organization — Egyesiilt Nemzetek Nevelésiigyi,



Tudomanyos ¢és Kulturalis Szervezete) az emberiség szellemi kulturalis 6rokségének részévé

nyilvanitotta [21].

A solymaszok tobb esetben is hozzajarultak a vadon €16 szaporulatok ex situ megérzéséhez.
Tobb kisérletben is solymészok neveltek fel vagy solymészati modszerekkel tanitottak
solyom-, héja- vagy sasfiokdkat és felnott egyedeket, amelyeket aztan sikeresen
visszaengedtek a vadonba. Kisérletek bizonyitottak, hogy a solymasz-mddszerekkel nevelt
madarak talélési esélyei a vadonban sokkal magasabbak voltak, mint a ketrecekben vagy

ropdékben tartott egyedeké [22-24].

Azonban a solymészat miatt a s6lyomok, héjak, karvalyok és sasok még inkabb az illegalis
allatkereskedelem célpontjaiva valtak, rengeteg esetben felnétt egyedeket vagy tojasokat
ragadnak ki természetes kornyezetiikbol [9, 25-27]. Sokszor el6fordul, hogy solymaszok
madarai elszabadulnak és elkeverednek vadon €16 fajtarsaikkal, amely problémas lehet, ha
az elszabadult egyedek befolyasoljak a populacié genetikai 6sszetételét [28]. Emellett, kozel
rokon fajoknal hibridizaci6 is eléfordulhat, amely még kdrosabb hatdssal van az dshonos
fajok populacidira. Rodriguez és munkatarsai [25] példaul azt talaltdk, hogy a Kanari-
szigeteken €16 berber solymok (Falco peregrinus pelegrinoides) 54,1%-a mutatja a fajra
jellemzd toll-szinezetet, a tobbi esetben viszont az egyedek szine atmenetet mutat mas, a
szigeteken nem 6shonos sdlyomfajok tollazatdnak szine felé. Az eldbb felsorolt okok miatt
az igazsagiligyi vizsgalatok egyre nagyobb mértékben indokoltta valtak a ragadozémadarak

védelmének érdekében [29-31].

Védelem nemzetkozi szinten

A fentebb emlitett okok alapjan konnyen belathato, hogy a ragadozomadarfajok védelmének
érdekében nemzetkozi 6sszefogéasra van sziikség. Napjainkban tobb egyezmény is védi ezen
fajokat, példaul a nemzetkozi kereskedelem szigoru szabalyozasaval — CITES (Convention
on International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora — Egyezmény a
veszélyeztetett vadon €16 allat- és novényfajok nemzetkdzi kereskedelmérdl), mas néven
Washingtoni egyezmény [32]; vagy a vandorlo fajok orszagok kozotti egységes védelmével

— Bonni egyezmény [33].

A ragadozoémadarak populacioit rendszeresen, évrdl évre monitorozzak, igy mindig
naprakész informaci6 all rendelkezésre arrdl, hogy veszélyeztett statuszban van-e egy adott
faj. Az egyik legmegbizhatobb forras ezen a téren az IUCN (International Union for

Conservation of Nature — Természetvédelmi Vilagszovetség) altal vezetett Voros Lista [34].
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Védelem Magyarorszagon

Magyarorszagon minden ragadozémadar védett statuszu, természetvédelmi eszmei értékiik
50 000 és 1 000 000 forint k6zott mozog egyedenként (13/2001. (V. 9.) K6M rendelet a
védett és a fokozottan védett ndvény- és allatfajokrol, a fokozottan védett barlangok korérol,
valamint az Europai Kozosségben természetvédelmi szempontbol jelentds ndvény- és
allatfajok kozzétételérdl), ezért minden ragadozoémadarakkal foglalkozd tanulmény
valamilyen szinten a természetvédelemhez kapcsolhat6. A legijabb ragadozomadarakat
érinté természetvédelmi rendelkezés (136/2022. (IV. 7.) Kormanyrendelet (a 348/2006.
(XII. 23.) Kormanyrendelet mddositasa)) szerint, minden solymaszati céllal tartott felnott
ragadozomadar egyedi genotipusat 2022. december 31-ig meg kell hatarozni, és a hatosagok
felé jelenteni. Tovabba a jovoben nem lehet solymasz-madarat eladni a genetikai profiljat
rogzitd bizonyitvany nélkiil. Ezzel az intézkedéssel konnyebben ellendrizhetdvé valik a
madarak szarmazasa, igy remélhetdleg elkeriilhetdvé valik a vadon €16 ragadozomadarak
illegalis befogasa, fiokdk fészkekbdl valod kiragadasa és tenyészmadarak szabadon é16

madarakkal val6 paroztatasa.

A vizsgalt fajok

A fenti rendelet kapcsan ebben a kutatdsban a kovetkezd fajokkal foglalkoztunk: héja
(Accipter gentilis, Linnaeus, 1758), karvaly (A. nisus, L., 1758), szirti sas (Aquila chrysaetos,
L., 1758), Feldegg-solyom (F. biarmicus, Temminck, 1825), északi s6lyom (F. rusticolus,
L., 1758) és vandorsolyom (Falco peregrinus, Tunstall, 1771).

A vizsgalt fajaink harom csoportba oszthatok genus alapjan — Accipiter-fajok (héja és
karvaly), Aquila chrysaeots (szirti sas) és Falco-fajok (Feldegg-solyom, északi solyom,
vandorsolyom). A vizsgalatba tovabbi két Falco-faj mintait is bevontuk; Falco tinnunculus
(voros vércse) és Falco vespertinus (kék vércse) mintat. Ezekkel a fajokkal nem
engedélyezett a solymaszat, azonban Magyarorszagon el6fordulnak, igy a Falco-készlet
tesztelése relevans volt. A csoportokon beliil a fajokat kdzel rokon fajoknak tekinthetjiik,
ennek a genetikai markerek kivalasztasanal van jelentdsége. A vizsgalt fajokhoz tartozo

torzsfakat a melléklet 1., 2., 3. dbraja mutatja.



Héja — Accipiter gentilis

A vagomadar-alaktak rendjébe (Accipitrifromes) tartozo faj. Az IUCN Vo6rds Listan nem
fenyegetett statusszal szerepel [35]. A feln6tt egyedek szama Eurdpaban nagyjabol 234 000-
380 000 kozott van, a populaciod csokkend tendenciat mutat. A Magyarorszagon fészkeld
parok szama 1 200-1 600 koz¢é tehetd (2007-2018 kozott) €s a populacid bizonytalan trendet

mutat [36, 37]. A hazai solymaszallomanybol 64 madarat azonositottunk.

Karvaly — Accipiter nisus

A vagomadar-alakaak (Accipitriformes) rendjébe tartozé faj. Az IUCN Voros Listan nem
fenyegetett statusszal szerepel [38]. A felndtt egyedek szdmat Europaban 728 000-1 150 000
kozé becsiilik, az allomany feltehetden stabil. Magyarorszagon a fészkeld parok szama 3 000
-4 800 (2007-2018) kozott van és bizonytalan trendet mutat [39, 40]. A hazai

solymaszallomanybol 3 madarat azonositottunk.

Szirti sas — Aquila chrysaetos

A vagomadar-alaktiak rendjébe (Accipitriformes) tartozo faj. Az IUCN Vords Listan nem
fenyegetett statusszal bir [41]. Europaban a felndtt egyedek szama 19 200-25 600 kozott
van, az eurdpai allomany novekvd tendenciat mutat, a vilagszinti allomany stabilnak
tekinthetd. Magyarorszagon 2007-2017 kozott 6t fészkeld part figyeltek meg, ami 2015-
2017 kozott harom parra csokkent, a trend leginkabb bizonytalannak tekinthetd [42, 43]. A

hazai solymaszallomanybdl 22 madarat azonositottunk.

Feldegg-sélyom — Falco biarmicus

A solyomalakuak rendjébe (Falconiformes) tartozo faj. Az IUCN Vords Listajan nem
fenyegetett statusszal szerepel [44]. Az eurdpai allomény nagyjabol 840-1 700 felndtt
egyedbdl all és csokkend tendenciat mutat. Magyarorszagon az elmult évtizedben nem

figyeltek meg fészkeld part [45]. A hazai solymaszallomanybol 3 madarat azonositottunk.

Eszaki s6lyom — Falco rusticolus

A solyomalakuak rendjébe (Falconiformes) tartozo faj. Az IUCN Vords Listan nem
fenyegetett statusszal szerepel [46]. Europdban a felndtt egyedek szama 2 000-3 500 kozott
mozog, feltehetden a populacio stabil. Az elmult évtizedben Magyarorszagon nem figyeltek

meg fészkeld part [47]. A hazai solymaszallomanybol 48 madarat azonositottunk.

Vandorsolyom — Falco peregrinus
A solyomalakuak rendjébe (Falconiformes) tartozé faj. Az IUCN Vords Listan nem

fenyegetett statusszal bir [48]. A felnétt egyedek szama Eurdpaban nagyjabol 32 200-62
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100, a populacié Eurdpaban és vilagszinten is egyarant ndvekszik. Magyarorszagon 2007 és
2017 kozott 58-63 fészkeld part figyeltek meg, novekvd trenddel [49, 50]. A hazai

solymaszallomanybol 293 madarat azonositottunk.

Célkituzés

Jelenlegi dolgozatomban egy olyan markerkészlet 6sszeallitasa volt célunk, amely lehetdvé
teszi az Osszes Magyarorszagon Solymaszatra engedélyezett és dshonos madarfaj, tehat a
héja (Accipter gentilis), a karvaly (A. nisus), a szirti sas (Aquila chrysaetos), a Feldegg-
s6lyom (F. biarmicus), az északi sélyom (F. rusticolus) és a vandorsélyom (Falco
peregrinus) egyedi azonositasat (/. dbra). A készletekkel kapott genetikai profilokat a
magyar hatosag is elfogadja egyedi genetikai azonositoként. A készletek segitségével az

egyedi azonositas mellett lehetdség nyilik leszarmazasi vonalak megallapitasara, sziil6-utod

kapcsolatok bizonyitasara, valamint az allomany beltenyésztettségének felmérésére.

4

¥ e ) n ." 3 i
1. abra: solymaszatra engedélyezett fajok, (A) karvaly, (B) héja, (C) szirti sas, (D) Feldegg-sélyom,
(E) északi sélyom, (F) vandorsolyom

(A) Készitette: Bohus Cigel (B) Készitette: Pellinger Attila a(z) magyar Wikipédia projektbél (C)
Készitette: Tony Hisgett from Birmingham, UK (D) Készitette: Flickr user Stevie-B (E) Készitette: Omar
Rundlfsson (F) Készitette: Carlos Delgado



Anyag és modszer

A laboratériumi vizsgalatokat az Allatorvostudomanyi Egyetem Okoldgiai Tanszékéhez
tartoz6 Molekuldris Okologiai Kutatécsoport laboratériumaban végeztiik el; a kapillaris

elektroforézis kivételével, melyet a Eurofins BIOMI Kft. munkatarsai végeztek.
Mintagyiijtés
Az altalunk végzett kutatdsban felhasznélt mintdk mindegyike magyar solymészoktol,

tenyésztoktol szarmazik. A legtobb mintat a Magyar Solymasz Egyesiilettdl és a Magyar
Ifjak Reform Solymasz Alakulatatol kaptuk, de érkeztek mintak egyéni bekiildoktol is.

Fontos kritérium volt tehat a mintavételezés. Olyan modszerre volt sziikségiink, amely
konnyen, szakember segitsége nélkiil is elvégezhetd, valamint lehetdleg az allatok szaméara
egyaltalan nem, vagy csak kis mértékben okoz stresszt. Ezeknek a kritériumoknak leginkabb
az egyedekbdl szdrmazo tollak bizonyultak a legmegfelelébbnek. Minden toll szaraban
megtalalhat6 egy kicsi maradvany vérrog, mely a tollban futo ér visszahtizodésa utdn marad
meg a tollszarban. Felsé koldoknek nevezik azt a pontot, ahol az ér kilép a toll felszinére,
mely a toll kindvése utdn lezdrul, igy az ott maradd vérrdg teljesen elszigetelten,
szennyezddésektdl mentesen marad meg minden egyes tollban. Mivel a madarak
vordsvérsejtjeinek van sejtmagja, ezért a megmaradd veérrogbdl koénnyen és nagy
mennyiségben kivonhato sejtmagi DNS. A felsé koldokbdl egyszertien kivaghato a vérrog,
¢és mivel védett, teljesen lezart részen volt, a kivont DNS jo mindségti, ritkan degradalodott,
alkalmas genetikai azonositas elvégzéséhez [51]. A tollakat a tenyésztok akar postan, egy
egyszeri boritékban is elkiildhetik a laborunknak, a mintdk felhasznalhatdsaga védett kiilsé
koriilmények kozott (szaraz, hlivos, napfénytdl elzart modon tarolva) honapokig nem romlik
[52]. Nagy elény tovabba, hogy a tulajdonosok egyszertien, par kihullott vagy frissen
eltavolitott toll formdjdban tudjak szdmunkra eljuttatni az egyes madarakbol szarmazd

mintdkat. A tollak mellett a DNS kivonhato vér-, nyal-, vagy akar tojashéj-mintakbol is.

A vizsgélat soran 6sszesen 293 vandorsolyom, 64 héja, 48 északi s6lyom, 22 szirti sas, 5

karvaly, 3 Feldegg-solyom, valamint 5 kék vércse és 4 voros vércse mintajat dolgoztuk fel.

DNS-izolalas
A DNS-ek 2018 és 2023 kozott lettek kivonva a beérkezett mintdkbdl. A tesztek alatt

folyamatosan érkeztek tovabbi mintak a solymészoktol, igy az egyedek genotipizalasa és a

markerkészletek tesztelése részben parhuzamosan zajlott.
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A DNS kivonasahoz minden esetben az Omega E.Z.N.A.® Tissue DNA Kit-et (Omega Bio-
tek Inc.) haszndltuk a gyartd utasitdsai szerint, illetve a tollak emésztéséhez DTT-t
(ditiotreitol, 1,4-bisz-(szulfanil)-butan-2,3-diol) adtunk az oldatokhoz, 20 ul mennyiségben.
A DTT oldja a keratint a benne talalhat6 diszulfid-hidak redukalasaval, ez pedig jelentésen

lecsokkenti a tollak emésztéséhez sziikséges id6t [53].

Mikroszatellitak

A készlet Osszeallitashoz mikroszatellita-markereket, masnéven STR-eket (Short Tandem
Repeats - rovid tandem ismétlédések) valasztottunk. A mikroszatellita-régiok a sejtmagi
eredeti DNS nem-kodold részén talalhatéak [54]. Mai ismereteink szerint az esetek
tobbségében nincsenek hatassal az egyedek fitneszére, igy nem allnak szelekcio alatt [55,
56]. Rendszerint 1-6 bazisparnyi tandem ismétl6désbol; motivumbol allnak [57]. Az
ismétlddo résznél a DNS-polimeraz kdnnyen “megcsuszik”, mutaciot okoz és noveli vagy
csOkkenti az ismétlések szamat, igy maga a mikroszatellita régié hossza gyorsan valtozhat,
ez pedig kell6en sok régiot vizsgalva lehet6vé teszi az egyedi azonositast [58]. Mivel az
allélokat lényegében az egyes mikroszatellita-régiok hossza adja, ezért azok PCR
(Polymerase Chain Reaction) altali feldusitas utdn konnyen leolvashatok gélelektroforézis
[59] vagy kapillaris elektroforézis segitségével [60]. A molekularis 6kologiaban rendkiviil
kedvelt és bevett eszkdzok, hipervariabilitasuk miatt [61]. Felhasznalasi koriik igen széles,
példaul alkalmasak populacids €s metapopulacios struktarak felmérésére, egyedek kozotti
rokonsagi kapcsolatok megallapitasara, és egyedek diszperzios képességének vizsgalatara
[62].

A mikroszatellita markereket tobb okbol kifolydlag valasztottuk: (i) a mikroszatellita régiok
hipervariabilitisa lehetdvé teszi az egyedi azonositést, (i1) mikroszatellita régiok nagyon
gyakoriak a genomban [63], igy tobb lokusszal dolgozhatunk, ami ndveli a pontossagot, (iii)
a mikroszatellita markerekkel vald egyedi azonositds bevett, és elfogadott modszer a
természetvédelmi genetikdban, molekularis ©kologidban, illetve természetvédelmi-
igazsagiigyi vizsgalatokban [64], (iv), a solymaszatra engedélyezett madarak esetén
mindharom genusra (Falco-, Accipiter- és Aquila-fajok) irtak mar le mikroszatellita
markereket [65-67]. Ezekbdl a tesztjeinkbe a konkrét vizsgalt fajra (vandorsélyom: 24
marker, karvaly: 12 marker, héja: 20 marker), a fennmaradé fajoknal pedig kozeli fajokra
(ibériai sas: 10 marker, parlagi sas: 2 marker, japan szirti sas: 8 marker) leirt markereket

vontuk be.



Azon célfajok esetében, amelyekhez nem talaltunk a fajra leirt markereket, (1j mikroszatellita
markerek fejlesztése helyett — ami nagyon koltséges és iddigényes munka [57] — mar
korabban leirt markerek rokonfajok kozotti tesztelését valasztottuk. A kozel rokon fajok
esetében a markerek miikddését a mikroszatellita és az eldtte és utana 1évo régiok
konzervativitasa teszi lehetdvé; kozel rokon fajok DNS-ében gyakran taldlhatok homolog
mikroszatellita-régiok, hasonlo allél-gyakorisaggal [68, 69]. Bar a markerek miikodését sok
tényezd befolyasolja [70], sok marker mégis elég megbizhatdan miikddik rokon fajok
esetében is, igy lehetovée teszik az egyedi azonositast. Galbusera és munkatarsai [71] szerint
polimorfizmusanak valdszinlisége novekszik, vagyis minél kozelebbi a rokonsag, annal

megbizhatobban miikodik a marker rokon fajok esetében.

E mellett a leirt és felhasznalt markereket tesztelniink kellett az eredeti forrasfajokban is,
ugyanis ezeket a markereket nem hazai populaciokbdl irtak le, igy nem kizart, hogy
mashogyan mitkddnek a magyarorszagi egyedekben, példaul eltérd allél-gyakorisagot vagy

eltérd hosszusagh fragmenseket talalhatunk [72, 73].

Tesztelt markerek

Az elbzetes teszteléshez 76 markert valasztottunk, ezek fajokra lebontva az 1. tdblazatban
lathatok. A kivalasztott markerek specifikacioit Aquila-fajok esetében 2. tablazat, az

Accipiter-fajok esetében a 3. tablazat, Falco-fajok esetében a 4. tablazat tartalmazza.
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1. tablazat: a teszteléshez kivalasztott markerek szama, az eredeti faj, amelyre leirtak oket,
¢s a célfajok, amikben teszteltiik ket a vizsgalat soran

Eredeti fa Markerek szama (db) Célfa
vandorsolyom (Falco peregrinus)
északi solyom (Falco rusticolus)
vandorsolyom (Falco peregriniis) 24 Feldegg-solyom (Falco biarmicus)
kék vércse (Falco vespertinus)*
voros vérese (Falco tinnunculus)*®

ibériai sas (Aquila adalberti) 10

parlagi sas (Aquila heliaca) 2 szirti sas (Aquila chrysaetos)
Japan szirti sas (Aquila c. japonica) 8

karvaly (Accipiter nisus) 12 héja (Accipiter gentilis)
héja (Accipiter gentilis) 20 karvaly (4ccipiter nisus)

* nem solymaszmadar faj

2. tablazat: szirti sasra tesztelt markerek tulajdonsagai, a félkovérrel jelolt markerek
eredetileg parlagi sasra €s ibériai sasra lettek leirva

Meret-
Lokusz Motivum tartomany (bp) Forras
Aa(2 [GT]1e 141-155 [74]
Aa26 [AC]1s 145 -159 [74]
Aa27 [CA]n1 92-98 [74]
Aa3s [AC]y7 250-264 [74]
Aa3é [AC]1s 109-119 [74]
Aa39 [ACi3 191-223 [74]
Aadl [CAAATs 151-159 [74]
Aa43 [AC]4 108-114 [74]
Aa49 [ACTha 146-156 [74]
Aa53 [cAln 123-133 [74]
AQIT1 [GTT]w 176-198 [75]
AQIT2 [AAT]1 258-276 [75]
AQIT9 [ATT]12 249-261 [75]
AQIS4 [AC]1s 180-188 [75]
AQISS [GT]12 199-207 [75]
AQI91 [GT]u 184-192 [75]
AQI118  [GGAT]w 166-186 [75]
AQII20  [ATT]o 207-231 [75]
IEAAGO09 [RAAG]:s 482-494 [67]
IEAAGI1 [AAG]xs 332-352 [67]
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3. tablazat: Accipiter-fajokra tesztelt markerek tulajdonsagai, az Age/AgCA markerek eredetileg
héjara, az An markerek karvalyra lettek leirva, mindegyik markert mindkét fajra teszteltiik

Meret-
Lokusz Motivum tartomany (bp) Forrds
Age2 [GAGAA]i0[GA]: 158-198 [76]
Aged [GAGAA]s 235-275 [76]
AgeS5 [AAT]10 149-158 [76]
Age7 [GAly 225-245 [76]
Age9 [CT]is 184104 [76]
Agell [AAT] 237-249 [76]
AgCA116b [AC] 256-272 [77]
AgCA224  [GT]n 140-158 [77]
AgCA290b [TG]y 203-219 [77]
AgCA303b  [CAln2 174188 [77]
AgCA332  [ACJeGC[AC]s  228-238 [77]
AgCA361  [TGlio 105-118 [77]
AgCA365  [GTlws 196-214 [77]
AgCA380  [AC]:3 172-180 [77]
Agel303  [AT]5[AC]s 176-182 [78]
Agel305  [TAlu 166-182 [78]
Agel308  [GT]s 237-245 [78]
Agel3ll  [GT]w 131-139 [78]
Agel3l6  [CAlw 120-109 [78]
Agel320  [TGlw 182-190 [78]
An377 [ACTC]s 177-197 [66]
An2088 [ATCC]7 241273 [66]
An22524  [AAAG]y 240-272 [66]
An23385  [ATCClio 245-273 [66]
An2977 [ACAG];s 264-280 [66]
An3169 [ATCC]s 177-231 [66]
An3611 [ATCC] 202-234 [66]
An3738 [AAAC]o 171-191 [66]
And0639  [ACAT]; 195-211 [66]
An7105 [AAGG]1 203-251 [66]
An8617 [ATCC]; 197-209 [66]
Anl08380  [AGAT]:s 166-194 [66]
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4. tablazat: s6lyomfajokra tesztelt markerek tulajdonsagai

Meéret-
Lokusz Motivim tartomany (bp) Forras
CABfpl18-2 [AGTITAAGTT]as 158482 [65]
CAB fp24 [TATTCh7[TGTCC]s 211-286 [65]
CAB fp77 [TGGA]sGA[TGGA]GA[TGGA]s 241-281 [65]
CAB 1p85 [TATC]1o 238-258 [65]
CAB pl117 [CATA];CATG[CATA] 246-270 [65]
CAB fpl120 [TATC]1s 261-277 [65]
CABfpl157 [TCTA]14 200-236 [65]
CABifpl8l [TCTTA]u 178-368 [65]
Fpenl [GATG]a0 150-180 [13]
Fpen2 [GGAAGA]3s 220-360 [13]
Fpepll 1 [GAATG]wo 210-260 [13]
Fpeploé 1 [AGAT]0 150-190 [13]
Fpep33 1 [TCCTA 230-265 [13]
Fpepd6 2 [GATG]i3 240-250 [13]
Fpepse 1 [GATA]:s 230-1255 [13]
Fpenlds 1 [CCCAT]ss 180-220 [13]
Fpep208 1 [GGATA]s 210-240 [13]
Fpep248 1 [AGAT]» 200-240 [13]
Fpep298 1 [AGAT]i4 180-200 [13]
Fpep3dl 1 [ATCT]a0 230-270 [13]
Fpep3s3 1 [GCATG]is 180-220 [13]
Fpepd3s 1 [GTGAT]n 240-295 [13]
uAgeS PF*  [TAT]s 164-170 [13]
ulpel [GGAT]s 204-330 [13]

A kivalasztott markereink alkalmasak fluoreszcens “farokkal” (tail) valo jelolésre (2. abra).
A technika lényege, hogy a lokusz-specifikus marker forward (5°-3’ irdnyd) primerén
talalhaté egy univerzalis szakasz (avagy farok/tail), amelyet egy masik, fluoreszcens
festékkel jelolt primer ismer fel, igy a végsd PCR termék szintén fluoreszcens festékkel lesz
jelolve. Tehat PCR kozben a lokusz-specifikus forward primer felismeri a lokuszt, a lokusz-
specifikus forward primer univerzalis részét pedig felismeri a fluoreszcens festékkel jeldlt
masodik forward primer. Ekozben a lokuszt a reverse (3°-5’ irany(1) primer is felismeri, ezért

a technikat harom primeres rendszerként is ismerik [79].
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Jelslt marker

(@A Marklm

TACTACTACTACTAC

ATGATGATGATGATG

Marker 3’-5

2. dbra: Harom primeres rendszer sematikus abraja, egy adott marker egy lokuszt ismer fel

A fluoreszcens festésnek a kapillaris elektroforézis sordn van jelentdsége, ugyanis a
jelolésnek koszonhetden az egy DNS-rdl szarmazo, kiilonboz6 markerekkel feldusitott DNS
masolatokat egyszerre, egymas utan olvashatjuk le. A leolvasas soran tudjuk, melyik termék
melyik lokuszrél szdrmazik, ugyanis az egyes primerek, igy az egyes lokuszokrdl szdrmazo
PCR-termékek eltérd szinli fluoreszcens festékkel vannak jeldlve. Ezzel jelentdsen
csOkkenteni tudjuk a kapillaris elektroforézis koltségeit. A fluoreszcens festékkel ellatott
primer és az univerzalis farok 15 bazisparral megndveli minden fragmens hosszat, ezt a
szamot le kell vonni a valédi hosszok megallapitdsdhoz a kapillaris elektroforézis

eredményeinek leolvasésa utan.

Koltségeinket tovabb csokkenthetjiik multiplex PCR-ek alkalmazasaval. Ezek esetében mar
a PCR 0sszekészitésekor nem egy, hanem kettd vagy tobb markert adunk a mintdhoz, igy
egyszerre tobb lokuszrdl keletkezik nagy mennyiségli masolat. Az elsé tesztekhez csak
duplexeket hoztunk létre, vagyis egy reakcioban két marker szerepelt egyszerre. A duplexek

Osszeallitdsanal azonban figyelembe kell venniink a markerek tobb tulajdonsagat is.

Altalaban az egyes markerek kiilonbozé PCR-programokkal amplifikalhatok, vagyis példaul
a kiilonb6z6é primerek kotédéséhez sziikséges optimalis homérséklet akar 10 °C-kal is

crers

hasznalva az egyik vagy a masik marker miikodésének valdsziniisége jelentdsen csokkenne.

Figyelembe kellett venniink tovabba a keresztkotés lehetOségét is. Keresztkotésnél a
reakcidban résztvevd primerek a DNS szal helyett egymashoz kotédnek, valodi termék nem
képzddik. Ezért a reakciok Osszeallitdsa eltt egy online eszkdz segitségével (Multiple

Primer Analyzer, https://www.thermofisher.com) ellendriztiik a primereket és ha a becsiilt

primer-dimerizacio valoszinlisége magas volt, a primereket nem is teszteltiik PCR-rel.

Tényezd volt még a valasztott fluoreszcens festés tipusa. Ha a marker forward primere jelolt

fluoreszcens festékkel, akkor akar kiilonb6z6 szinnel jelolt markerek is keriilhetnek egy
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duplex-reakcidba, ugyanis a termékek ekkor kiilonbozé szinli fluoreszcens jelet kapnak.
Viszont, ha a festék univerzalis farokkal ellatott forward primerhez kotott, és a reakcio
0sszekészitésénél keriil hozzdadasra, akkor a markerek altal feldasitott termékek ugyanolyan
szinl fluoreszcens festékkel festddnek. Ez abban az esetben nem probléma, ha a fragmensek
varhat6 hossza kozott legalabb 100-150 bazispar kiilonbség van, ilyenkor az adott fragmens
hosszabol kovetkeztethetjiik ki, hogy melyik lokuszrol szarmazik. Viszont, ha a markerek
altal felismert DNS-régiok hasonld hosszusaguak, akkor a markerek nem szerepelhetnek egy
reakcidban, ugyanis leolvasaskor atfednének. Emiatt univerzalis festés esetén olyan
markereket valogattunk 0Ossze, amelyek hossza kozott nagyobb bazispar kiilonbséget

vartunk.

Markereinket a  kapillaris  elektroforézis  figyelembevételével csoportositottuk.
Csoportjainkat ugy alkottuk meg, hogy az egy DNS-rél szarmazd lehetd legtobb PCR-
termék egy futés alatt leolvashatd legyen, vagyis a lehetd legtobb, kiilonb6zd szind, nem
atfedd termék egy Kkapillaris elektroforézis alatt detektalodjon. Egy-egy ilyen
markercsoportot ugynevezett panelek segitségével vizualizaltunk. A 3. dbra mutatja az
egyik paneliinket. Ertelemszeriien egy duplex terméket nem lehet markerek szerint
szétvalogatni, igy fontos, hogy a markerek azonos panelbe tartozzanak. Természetesen a

panelek atrendezhetdek, de egyik faj esetében sem akartunk kettd panelnél tobbet 1étrehozni.

méret (bizispir) 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 150 195 200 205 210 215 220 225 230 235 240 245 250 255 260 265 270 275 280 285 290 295 30C
Panel 1

CABfpls7  200-236
CABp120 261277 1

Fpepl 150-180 [ ]
CAB fp24 211-286 | ]

3. abra: Panel 6 markerre. Az oszlopokban a lokuszt és a feldusitott fragmensek bazisparjainak szamat
lathatjuk. A szines dobozok a leolvasott régiokat és hosszukat, valamint a fluoreszcens festés szinét
vizualizaljak.

PCR

A PCR-ek 0sszeallitasahoz 5x FIREPol® Master Mix (Solis BioDyne) és 5x HOT
FIREPoI® Blend Master Mix Ready to Load with 10.0 mM MgCl (Solis BioDyne)" tipust
master mixeket hasznaltunk, amelyek tartalmazzdk a DNS-polimerazt, a szines puffert,
magnézium-kloridot (MgCl2) és a dNTP-ket (dezoxi-nukleotid-trifoszfatok). Négy

kiilonbozd szinli fluoreszcens festékkel ellatott univerzalis primert haszndltunk fel a

“ ennél a tipust master mixnél a reakcio elején a kezdeti denaturacié elétt tovabbi 13 perc
aktivalasi 1d6 sziikséges 95 °C-on.

15



vizsgalathoz: pirosat — PET™ (Applied Biosystems™), kéket — 6FAM™ (Applied
Biosystems™), zoldet — VIC™ (Applied Biosystems™), és sargat — NED™ (Applied

Biosystems™),

A PCR-eket a kovetkez6 recept szerint allitottuk 6ssze (mix 1 mintara): 2 pl master mix;
0,25 pl fluoreszcens festékkel jeldlt univerzalis primer (piros, z6ld, kék vagy sarga); 0,25 ul
(univerzalis farokkal ellatott) forward primer; 0,5 ul reverz primer; 5 ul nukledzmentes viz;
és 2 ul DNS. A végso térfogat igy mindig 10 pl volt, mely elég ahhoz, hogy bizonyos
hibahatart megengedjen, példaul reakcio kozbeni parolgds, 6sszemérési hiba stb. Duplexek
esetében a primerek ardnya nagyobb volt, egy mintdhoz 0,5 pl fluoreszcens festékkel jelolt
univerzalis primert; 0,25 pl (univerzalis farokkal ellatott) forward primert és 0,5 pl reverz
primert az egyik markerbdl; 0,25 pl forward primert és 0,5 pl reverz primert a masik

markerbdl; és 4 ul nukledzmentes vizet adtunk a 2 pl master mix és 2 ul DNS mellé.

A PCR-eket a markerekkel egyiitt publikalt programokon futtattuk. A programok leirdsai az
5-10. tablazatokban lathatéak. A programok kozott TD és grad jeldléssel ellatottak is
szerepelnek. A TD touchdown-t a grad pedig gradienst jelent. A [1. tabldzatban a
markerekhez tartozo6 PCR-programokat lathatjuk.

Touchdown PCR-nél az els6 ciklusban az anellacios homérséklet joval magasabb, mint amit
a primer fejlesztésekor megadtak, ez megnoveli a primer specificitdsat. A kovetkezd
ciklusokban az anellacios hémérséklet 0,5-1 °C-ot csokken minden ciklusban, addig amig
eléri a primerhez leirt optimalis hdmérsékletet. Mivel az eldzetes ciklusokban mar
keletkezett valamennyi termék, amely specifikusabb a régiora, sokkal tobb masolat
keletkezik a keresett régiorol alacsonyabb homérsekleten is. A touchdown-Szakasz utan

konvencionalis PCR kovetkezik.

Gradiens-PCR-nél az anellaciés homérsékleti kiilonbség nem az egyes ciklusok, hanem a
PCR-gép oszlopai kozott van. Az oszlopok kozott a gép beallitasaitol fiiggden 0,1-1 °C
kiilonbség is lehet, igy az anellacios hdmérséklet egy gradiens szerint novekszik az oszlopok
mentén. Gradiens-PCR segitségével akar tobb kiilonb6zé programra leirt markert is
tesztelhetlink egyszerre, ha az anellacios hdmérsékletek kozott csak par fok eltérés van, és a

denaturécios €s elongacids homérséklet megegyezik.

A PCR-ekhez SuperCycler SC-200 (Kyratec ©), LifeECO Thermal Cycler (Hangzhou Bioer
Technology Co.) és Biometra TOne 96 G (Analytik Jena GmbHO) PCR-gépeket

hasznaltunk.
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5. tablazat: vandorsdlyom-markerekhez hasznalt PCR-ek, az egyes programokhoz
tartozo markerek felsorolasa a 11. tablazatban lathato

Szakaszok / Program neve

574763TailA/ 665663 TailA / 685863 TailA

kezdeti denaturacio

94°C (4 perc)

denaturacio

anellacié (Touch-down szakasz, -1 °C/ciklus)

94°C (30 8)
57-47°C/ 66-56°C/ 68-58°C (45 s) 11x

elongacio 72°C (45 s)
denaturacio 94°C (30 s)
anellacio 47°C/ 56°C/ 58°C (45 s) 20x
elongacio 72°C (45 %)
denaturacio 94°C (30 s)
anellacié (fluroreszcens festési szakasz) 63°C (45 s) 8x
elongacio 72°C (45 %)

vegsd elongacid

72°C (10 perc)

6. tablazat: karvalymarkerekhez hasznalt PCR

Szakaszok / Program neve

Anisus_alap TailA

kezdeti denaturacio

94°C (15 perc)

denaturacio 94°C (305)
anellacio 60°C (45 s) 30x
elongacio 72°C (45s)
denaturacio 94°C (308)
anellacio 63°C (45 s) e
elongacid 72°C (45 5)

végsO elongacio

72°C (10 perc)

7. tablazat: héjamarkerekhez hasznalt Touch-down PCR

Szakaszok / Program neve

Age TD

kezdeti denaturacid

95°C (1 perc)

denaturacio
anellacio (Touch-down szakasz, -0.5°C/ciklus)
elongacio

95°C (1 perc)
67°C (45 s) 30x
72°C (2 perc)

veégso elongacid

72°C (5 perc)
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8. tablazat: hé¢jamarkerekhez hasznalt gradiens PCR. A kiilonb6z6 anellacios
hémérsékletekhez tartozd markerek sorban: AgCA380, AgCA116b, AgCA332, AgCA361,

AgCA365 (utébbi kettd 60°C-on)

Szakaszok / Program neve Age Grad

kezdeti denaturacio 94°C (4 perc)

denaturacio 94°C (30 s)

anellacio 56°C 57°C 59°C 60°C 60x
elongacio 72°C (1 perc)

végso elongacid 72°C (7 perc)

9. tablazat: sas-markerekhez hasznalt PCR, a DI és Tetra jelolések a kettd €s négy
bazisparbol allé motivumot tartalmazo markerekhez tartoznak

Szakaszok / Program neve 6650 DI 6660 Tetra
kezdeti denaturicié 94°C (2 min) 94°C (2 min)
denaturacio 94°C (30'5) 94°C (30s)
anellacié (Touch-down szakasz) 66-50°C (30 s) 17x 66-60°C (30's) 17x
elongacio 72°C (30s) 72°C (30 5)
denaturacié 94°C (30 s) 94°C (30 s)
anellacié 50°C (30°s) 19x 60°C (30s) 19x
elongécié 72°C (30 5) 72°C (30'5)
veégso elongacio 72°C (5 min) 72°C (5 min)
10. tablazat: sas-markerekhez hasznalt PCR
Szakaszok / Program neve 605063tailA
kezdeti denaturdcio 94°C (2 perc)
denaturacio 94°C (30 s)
anellacio (Touch-down szakasz. -1 °C/ciklus) 60-50 °C (30 's) 11x
elongécio 72°C (30 s)
denaturacio 94°C (30°s)
anellacio 50°C (30's) 20x
elongacio 72°C (30 s)
denaturacio 94°C (30 s)
anellacio (fluroreszcens festési szakasz) 3°C (45 %) 8X

elongacid

72°C (45 5)

végso elongacid

72°C (10 perc)
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11. tablazat: az dsszes tesztelt marker PCR-program szerint

Program neve  Marker Program neve  Marker
574763TailA  Fpeul An377
CABIfp18-2 An2088
CAB fp24 An22524
CAB fp77 An23385
CAB fp85 An2977
CAB fpl17 Anisus_alap AHE 169
665663tila B Ip120 ":12611
TR CABfp157 An3738
CABfpIS] An40639
Fpeyi2 An7105
Fpeu248 1 Ans617
Fpen3ss 1 Anl08380
ukpe2 Aa02
Fpepnl2 1 Aa26
Fpen26 1 Aa27
Fpeu33 1 Aass
Fpei46_2 66-50DI Aa30
Fpepnse 1 Aa39
685863tailA  Fpepl45s 1 Aa43
Fpen208 1 Aad9
Fpen298 1 Aa53
Fpep342 1 IEAAGII
Fpep4d3s 1 . Aa4l
uAges PF* 06-30Tetra — 1r A AGOY
Age2 AQI71
Aged AQIT2
ree D Age5 AQJI79
= AgeT 605063taila e
Age9 AQJ88
Agell AQI91
AgCALl16b AQJ118
AgCA224 AQI120
AgCA290b
AgCA303b
AgCA332
AgCA361
AgCA365
Age_grad AgCA380
Agel303
Agel305
Agel308
Agel3ll
Agel3l6
Agel320
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Elektroforézis

A PCR-termékeket 2%-0s agar6z gélen ellendriztiik. A gél dsszeallitasahoz agardzt, TAE-
puffert (tri-acetat-EDTA) és DYT-FYDO007, ECO Safe Nucleic Acid Staining Solution
20,000X, 1 ml gélfestéket hasznaltunk fel. Az ECO Safe festék kotddik a PCR-termékhez,
¢s UV fény alatt lathatova valik [80].

A kész gélbe betoltottiik a PCR-terméket, azutan 25 percig, 100 V fesziiltségen, horizontalis
elektroforézis kadban futtattuk. A fragmensek hosszdnak ellendrzéséhez minden esetben
molekularis tdmeg markert, masnéven 1étrat is tettlink a PCR-termékek mellé. A 1étraban
ismert molekulatomegii DNS-fragmensek talalhatoak, melyek az elektroforézis soran
méretiiknek megfelelden kiilonbozd tavolsagra képesek eljutni, a legkisebbek jutnak adott
1d6 alatt a legtovabb. A futds soran kialakult sdvok igy megmutatjak, hogy adott nehézségii
nukleinsav milyen messzire jut el, ebbdl pedig kikovetkeztethetjiik a PCR-termékiink
hosszat, illetve a kiilonb6zé idopontban vagy eltéré ideig futtatott mintdk is
Osszehasonlithatoak. A vizsgalatban Thermo Scientific™ O'GeneRuler 1 kb DNA Ladder-
t, Thermo Scientific™ GeneRuler 1 kb DNA Ladder-t és Thermo Scientific™ GeneRuler
100 bp DNA Ladder-t hasznaltunk. Ha a géleleltroforézis pozitiv eredményt hozott, mint
példaul a 4. dbra esetében, a terméket tovabb kiildtiik az Eurofins BIOMI Kft.-nek, ahol
megtortént a kapillaris elektroforézis. A kapillaris elektroforézis segitségével sokkal

pontosabban és megbizhatobban éallapithatdak meg a fragmensek hosszai.

2018/vntr/029

/030

/031

p /032

12 3 45 6 7 8 9NBEI12 131415 1617 1819 3002122 23 ;ggi

[ N bbbl ;2022/‘/”“%32

B ——— —————— e % 1007
10 /008
CAB18 11 /009
12 /010
13 /011
14 /012
& 15 /013
12 345 6 7 894011813 14581607818i00 01 0203 & 16 /014
- 17 /017
. & 18 /018
S rveses"eSeseeee"eesleseee= 19 /019
20 Ft233
[E————————e—as—————————..—= 21 Ft239
22 Ft256
CAB24 23 Ft267

4. abra: Sikeres gélelektroforézis. A két sor két kiilonbozé markert jelol. A szamok az egyes egyedeket, és a
vizsgélatban hasznalt egyéni azonositojukat mutatjak. Mindkét sor végén lathaté 1étra (szamozas nélkiil), itt az
erdsebb csikok (3. és 6.) 500 és 1000 bazispart jelolnek.
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A kapillaris elektroforézis eredményeit Peak Scanner Software v1.0 [81] és OSIRIS v2.16
[82] programokkal olvastuk le (5. dbra).

[294.51]
300
183.654| [195.913
253.649)
191.832] |
179.564 289.321
l | [194193 T

5. abra: Kapillaris elektroforézis eredménye, OSIRIS szoftverrel leolvasva. A z6ld és piros szinek kiilonbozd
lokuszokat jeldlnek, a narancs szinti csucsok pedig a létrat. A szamok a fragmens hosszat, vagyis a
bazisparok szamat mutatjak.

Statisztikai szamitasok
Amennyiben a mintaszamok megengedték, adatainkkal statisztikai szamitasokat is

végeztiink az egyes markerkészleteket, valamint a kiilonb6zd fajokat illetden.

Elséként lokuszonként ellendriztiik nullallélok lehetséges jelenlétét. Nullallél esetében egy
lokuszrol csak az egyik allél amplifikalodik, a masik kimarad, mert a primer nem ismeri fel
a régiot (példaul a kotdhelyen tortént mutacid miatt); igy a homozigétdk aranya

megndvekszik, ami hibas becslésekhez vezet a teljes populaciot illetden [83].

Lokuszonként ellendriztiik a Hardy-Weinberg egyenstly fennallasat is. Mivel a
mikroszatellitaik nem kodolo, neutralis régionak tekinthetéek [54-56], ezért rendszerint azt
varjuk, hogy a Hardy-Weinberg egyensuly fennalljon. Bevett modszernek szamit Hardy-
Weinberg egyensuly segitségével ellendrizni a mikroszatellita markerek megfeleld

miikodését [88].

Az egyes alkészletek egyedi azonositasra valo felhasznalhatosagat PI-értékek (Probability
of Identity — identitasi valdsziniiség) szamolasaval vizsgalhatjuk [89]. A Pl-érték megadja
annak a valoszinliségét, hogy a mintdban két egyed genotipusa megegyezik. PI értéket a

kovetkezd képlet szerint szamitjuk:
PI =2(¥p))? - Zp!
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ahol pi az i-edik allél gyakorisaga adott lokuszon. A PI nulla és egy kozotti értéket vehet fel,
minél kdzelebb van a nulldhoz, annal megbizhatobban azonosithatjuk az egyedeket az adott
markerkészlettel. Egyuttal egy szigorubb PI-értéket is szamitottunk, a Plsips-értket. A Plsibs
mar azt is feltételezi, hogy a mintazott egyedek kozott testvéri kapocslat all fennt. Plsibs

értéket a kovetkezod képlettel szamitjuk:

Plsips = 0,25 + (0,5%p7) + [0,5(Zpi)?] — (0,25%p])

ahol pimegint az i-edik allél gyakorisaga az adott lokuszon. A Plsibs értékek rendszerint joval
nagyobbak a sima Pl-értékeknél, azonban inkabb ezeket vettiik figyelembe, tekintve, hogy
a solymészmadarak alloménya egy tenyésztett allomany, igy a legtobb egyed kozeli

rokonséagban all egymaéssal.

A készletet sziil6-utod azonositasra is szeretnénk felhaszndlni a jovOben, igy ehhez
kapcsolodod szamitdsokat is végeztiink. Alkészletenként PX értékeket szamoltunk
(Probability of Exlusion — kizarasi valosziniiség), amely megadja annak a valoszinliségét,
hogy egy sziil6t vagy sziiléparost nem az egyed sziileiként detektaljuk akkor, ha tényleg nem
az egyed sziilei [90]. Egy-egy sziild-utdd vizsgalatnal ismerhetjik a fioka mindkét
feltételezett sziildjét, az egyik feltételezett sziilojét, vagy egyik sziil6jét sem. Ezt figyelembe
véve harom kiilonb6zd PX értéket szadmithatunk, minden esethez egyet (P1 — mindkét sziilo
iIsmert, P2 - az egyik sziild ismeretlen, P3 - mindkét sziil6 ismeretlen). Ezek szamitasat az

alabbi képletekkel végezhetjiik:
P1=1-2%p} + ¥pi +2%p! — 3¥p} — 2(Tp?)* + 3Lp?ypi
P2 =1—4%p? + 2(Tp)* + 4¥p] — 3%p!
P3 =1+ 4Yp} — 4¥p} —3%pf — 8(XpH)? + 8(Zp!)(Tp?) + 2(Tpi)?

ahol pi megint az i-edik allél gyakorisaga az adott lokuszon. Az egyes PX-ek nulla és egy
kozotti értéket vehetnek fel, minél kdzelebb vannak az egyhez, annal pontosabb a készlettel

végzett sziil6-utod azonositas.

Az egyes fajok esetében felmértiik a beltenyésztettséget is. Ehhez Fis értékeket szamitottunk,
amely megadja, hogy az egyes egyedek mennyire beltenyésztettek a populacié egészéhez
képest, valamint megadja annak a valoszinliségét, hogy az egyedben két allél leszarmazas

miatt azonos (Identical By Descent - IBD) [91]. Fis értékét az alabbi képlettel szamoljuk:
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Hs - Hl’
H;

Fis =

ahol Hi a megfigyelt heterozigdocia a populacidban az adott vizsgalatban (késébb Ho-val
jeloltiikk), Hs pedig a feltételezhetd, vart heterozigdca, ha fennall a Hardy-Weinberg
egyensuly (késobb He-vel jeloltiik).

A nullallélok kiszlrésére a MicroChecker-t [84], az allélok szamanak, megfigyelt és vart
heterozigocia, Hardy-Weinberg egyensuly, PI-értékek (Probability of Identity) és PX-
értékek (Probability of Exlusion) megallapitasahoz a GenALEx6.5 Excel-makrot hasznaltuk
[85]. A beltenyésztettség felméréséhez szokséges Fis értékeket Genepop 4.0 [86] és FSTAT
2.9.3.2 [87] szoftverek segitségével szamoltunk.
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Eredmények

A végsO készlet Gsszeallitdsanal az egyes markerek esetében a kdvetkezd szempontokat
vettlik figyelembe, amennyiben rendelkezésre allt elég minta: (i) allélok szama, (ii) PI-érték
(Probability of Identity), (iii) megfigyelt heterozigdcia Ho, vart heterozigocia He, (iv) Hardy-
Weinberg egyensuly.

A PX-értékek (kizarasi valosziniiség — Probability of Exlusion) segitségével ellendriztiik a
készletek sziil6-utod azonositasara valo alkalmassagat. Ezen kiviil Fis értékek szdmitasaval

felmértiik az allomanyok beltenyésztettségét is.

A végso készletek markerlistait a 12. tdblazat tartalmazza.

12. tabldzat: a végsé markerkészlet fajok szerint

Solyom-fajok  Héja Karvaly Szirti sas
(Falco sp.) (Accipiter gentilis)  (Accipiter nisus) (Aquila chrysaetos)
CAB24 AgCAll6b AgCAll6b Aa02
CAB77 AgCA332 AgCA380 Aa39
CAB 1p120 AgCA361 Age5 Aa4d3
CABI157 AgCA365 Age7 Aa53
Fpenl AgCA380 Agell AQJ71
Fpenl2 1 Age? An377 AQJ72
Fpepn26 1 Aged An2088 AQIJ79
Fpeu3s AgeS5 An2977 AQJ84
Fpepse 1 Age7 An3169 AQJ88
Fpeu3s3 1 Agell An36l11 [EAAGO9
Fpeu43s 1 An3738 [EAAGLI
uAge5 PF An7105

An22524

An40639

Anl08380

Héjak esetében a karvaly markerek annyira pontatlanok voltak, hogy a végsd készletbdl
kizartuk Oket. Ennek ellenére a karvalykészletben szereplenek héjamarkerek; a karvalyok
esetében nagyon kicsi volt a mintaelemszam (6t egyed), ezért a végso készletben minden
olyan markert benne hagytunk, amely értékelhetd eredményt hozott gél- és kapillaris
elektroforézis leolvasasa utan. A szirti sasoknal foleg rokonfajokra leirt markerek

szerepelnek.
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Statisztikai szamitasok eredményei

Vandorsolymok
Vandorsélymok esetében Osszesen 293 egyedet genotipizaltunk. A 13. tabldzat (lasd 28.

oldal) foglalja ssze a solyom-készletet érinté eredményeinket.

Az allélok atlagos szama 22,25 volt (SE 2,164), a 293 egyedben a 12 lokuszon 6sszesen 267
allélt talaltunk, a lokuszokon az allélok szama 11 (uAgeS PF*) és 34 (Fpeud35 1) kozott
mozgott, minden kivalasztott lokusz polimorfizmust mutatott. A megfigyelt és a vart
heterozigdcia kozott lokuszonként jelentds kiilonbségek voltak, és egyik lokusz sem volt
Hardy-Weinberg egyensulyban. Vandorsélymok esetében a készlet PI értéke 7,12 x 1077,
mig a Plsips értéke 3,07 x 10 volt. Mindharom PX érték (P1, P2 és P3) kozelitette az egyet.

Kilenc lokusz esetében (Fpeud35 1, Fpeu353 1, CAB fp157, CAB fp120, pnAge5 PF*,
Fpeul2 1, Fpeu33 1, Fpeu56 1, CAB {p77) talaltunk lehetséges null allélokat.

Az Fis értéke Genpop-pal szamolva 0,2060; FSTAT-tal szamolva 0,206 volt.

Tovabba rendelkezésiinkre allt hat olyan egyed mint4ja, amelynél a rokoni kapcsolatok méar
ismertek voltak. Ezek az egyedek sziil6-utdd kapcsolatban alltak egymassal. A készlettel
kapott eredmények segitségével megallapitottunk feltételezhetd sziil6-utdd parokat, amelyek
nem mondtak ellent az ismert adatoknak, igy elmondhatjuk, hogy az alkészlet valoban

alkalmas sziil6-utdd kapcsolatok azonositésra is.

Eszaki sélymok
Eszaki solymok esetében Gsszesen 48 minta érkezett be hozzank, igy lehetéségiink volt a

sOlymok készletét egy masik solyom-fajon is ellendrizni.

Eszaki solymoknal is mind 12 lokusz polimorf volt. Osszesen 111 allélt detektaltunk,
lokuszonként atlagosan 9,25-6t (SE 0,863). Az allélok szama 5 (CAB {pl120) és 16
(Fpeu435 1) kozott volt. A megfigyelt és vart heterozigocia kozott itt is jelentds volt a
kiilonbség. Tovabbi eredményeinket a 14. rablazat (1asd 28. oldal) mutatja.

Eszaki solymok esetében két lokusz feltételezhetéen Hardy-Weinberg egyenstilyban volt
(CAB fpl57, Fpeu56_1), nullallélokat négy lokuszon talaltunk (Fpep435 1, Fpep353 1,
Fpeul2 1, CAB fp77).

A készlet PI értéke északi solymokra 3,94 x 10723, Plsips értéke 1,67 x 107 lett. Mindhdrom
PX érték kozelitette az egyet.
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Az Fis értéke FSTAT-tal szamolva 0,112; Genpop-pal szdmolva 0,1124 volt.

Feldegg-solymok

A vizsgalat soran 6sszesen 3 Feldegg-solyom egyed mintédja érkezett be. Ezeket a mintakat
szintén a solymok készletével genotipizaltuk, azonban a kis mintaelemszam nem tette
lehetévé tovabbi elemzések elvégzését. Ebben az esetben is mindegyik lokusz polimorf volt,
a 12 lokuszon 53 allélt detektaltunk, igy az egyedi azonositas Feldegg-solymoknal is

elvégezhetd ezzel a készlettel.

Héjak

Hé¢jaknal maér egy masik alkészlettel dolgoztunk, Osszesen 64 egyed adatai alltak
rendelkezésre.

Az 6sszes héjara vonatkozo eredményeket a 15. tabldazat mutatja.

H¢jak esetében minden lokusz polimorf volt, 6sszesen 100 allélt detektaltunk 10 lokuszon,
lokuszonként az atlagos allélszam 10,00 (SE 1,989) volt. Az egyes lokuszokon az allélok
szama 5 (Agell, AgCA380) és 23 (Age2) kozott mozgott. A megfigyelt és vart
heterozigécia kozott minden lokusz esetében kis kiilonbségek voltak. Osszesen 4 lokusz

(AgCA365, AgCA116b, Age7, AgCA380) volt Hardy-Weinberg egyensulyban.
A készlet PI értéke 2,03 x 1071, PlIsibs értéke 1,08 x 107 volt.
P1 és P3 kozelitette az egyet, a P2 értékére 0,9936-ot kaptunk.

A héjak markerkészletére is ellendriztiik a null allélok jelenlétét, 4 lokuszon (Age2, Age4,

Agell, AgCA361) talaltunk lehetséges null allélokat.

Genepop-pal szdmolva az Fis értéke 0,0954, FSTAT-tal szamolva 0,095 volt.

15. tabldzat: Mintaelemszam (N), Allélszam (Na), megfigyelt heterozigécia (Ho), vart
heterozigocia (He) és Hardy-Weinberg egyensuly (HWE) fennallasa lokuszonként,
héjaknal

AgCAL116b AgCA332 AgCA361 AgCA365 AgCA380 Age2 Aged AgeS Age7 Agell

N 64 64 64 64 64 64 64 64 64 64
Na 7 7 7 10 5 23 20 7 9 5
Ho 0.688 0.719 0,531 0.563 0.672 0.766 0.813 0.641 0859 0,516
H. 0.767 0.706 0.677 0.604 0.737 0.877 0.893 0.693 0.803 0.659
HWE igen nem nem igen igen  mnem nem  nem  igen  nem
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Karvalyok

Mivel karvalybol a vizsgalat soran 0sszesen 5 minta érkezett be, a genotipizalashoz hasznalt
készletet tovabbi statisztikai mddszerekkel nem allt moédunkban ellendrizni. A karvalyok
készlete végso soron 15 markert tartalmaz, ebbol 10 markert eredetileg is karvalyra irtak le,
a fennmaradd 5 pedig héjamarker. Minden olyan lokusz a készletben maradt, amely
gélelektroforézissel jol azonosithatd, és kapillaris elektroforézis utdn egyértelmiien

leolvashaté volt.

Szirti sasok
Osszesen 22 szirti sas egyed mintaja érkezett be a vizsgalat sordn, ez mar elégséges volt

adatelemzések elvégzéséhez.

A szirti sasok készletében a 11 lokusz mindegyike polimorf volt, Osszesen 69 allélt
azonositottunk, lokuszonként atlagosan 6,273-at (SE 0,905). Az allélok szama lokuszonként
2 (G09) ¢és 11 (AQJ72) kozott valtozott.

Tovabbi eredményeket a 16. tablazat mutat.

A megfigyelt és vart heterozigocia kozott lokuszonként kis kiilonbségeket taldltunk. A
Hardy-Weinberg egyensulytol 4 lokusz tért el (AQJ71, Aa43, Aa39, AQJ84), nullallélra

utalo jeleket egyik lokuszon sem talaltunk.
A készlet PI értéke 1,89 x 107, Plsibs értéke 1,63 x 10 volt.
P1 és P3 értéke kozelitette az egyet, P2 értéke 0,9869 volt.

Az Fis értéke FSTAT-tal szamitva 0,083, Genpop-pal szamitva 0,0835 volt.
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Panelek

A kapillaris elektroforézishez kiilon mixet allitunk 6ssze a PCR-termékekbdl. Egy mixben
olyan PCR-termékek szerepelhetnek, amelyekben a fragmensek varhato hosszai csak akkor
fedhetnek at, ha kiilonb6z0 szinii fluoreszcens jeloléssel lattuk el dket a PCR 6sszekészitése
soran. Egy-egy ilyen mixet panelnek hivunk, és a konnyebb attekinthetdség miatt grafikus
formaban dolgozunk veliik. A készletekhez tartozo6 paneleket a 6-9. dbrdkon lathatjuk.

meéret (bazispar) 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190 185 200 205 210 215 220 225 230 235 240 245 250 255 260 265 270 275 280 285 290 295 300
Panel 1

CABfp1S7  200-236

CABTpl20 261277 |

CAB fp24 211-286 [ |
Panel 2

Foeu26 1 150-190
uAge5 PF* 164-170

Fpepl2 1 210-260
Fpep33 1 230-265
Fpeus6 1 230-255
CAB fp77 241-281

6. abra: Panelek vandorsolyom-markerekhez. Az elsé oszlopban a markereket, utana a markerek altal felismert
fragmens varhato hosszat lathatjuk. A szines dobozok az egyes fragmenseket vizualizaljak. A dobozok szine a
fluoreszcens festéstol fiigg.

méret (bazispdr) 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 150 195 200 205 210 215 220 225 230 235 240 245 250 255 260 265 270 275 280 285 290 295 300
Panel 1

An3738 171151 [
An22524 240-272 [ |
An2977 264-280

An3169 177-231
An3611 202-234 —
AgCA116b 256-272
Agell 237-249

Panel 2

An377 177-197

An40639 195-211

An7105 203-251 |
Anl08380 166-194

An2088 241-273
Age7 225-245

7. abra: Panelek karvalymarkerekhez. Az els6 oszlopban a markereket, utana a markerek altal felismert fragmens
varhat6 hosszat lathatjuk. A szines dobozok az egyes fragmenseket vizualizaljak. A dobozok szine a fluoreszcens
festéstol fiigg.

méret (bazispar) 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 150 195 200 205 210 215 220 225 230 235 240 245 250 255 260 265 270 275 280 285 290 295 300

Panel 1

Aged 235-275 |
AgCA365 196-214 [

AgCA116b 256-272 [
Age5 143-158 |

Agell 237-249 ]

Panel 2

AgCA332 228-238 ||

AECA380 172-180 [

Age2 158-198

AgCA361 105-118 |
8. abra: Panelek héjamarkerekhez. Az els6 oszlopban a markereket, utana a markerek altal felismert fragmens varhato
hosszat lathatjuk. A szines dobozok az egyes fragmenseket vizualizaljak. A dobozok szine a fluoreszcens festéstdl fiigg.
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Panel 1
AaS3
Aa39
Aad3
G09
AQITL
AQJs8

Panel 2
AQI79
AQsa
AQI72
Aa02
G11

méret (bazispar) 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200 205 210 215 220 225 230 235 240 245 250 255 260 265 270 275 280 285 290 295 300 305 310 315 320 325 330 335 340 | 475 480 485 490

176-198
199-207

145-161
327-339

9. dbra: Panelek szirti sas-markerekhez. Az els6é oszlopban a markereket, utana a markerek altal felismert fragmens varhato
hosszat lathatjuk. A szines dobozok az egyes fragmenseket vizualizaljak. A dobozok szine a fluoreszcens festéstol fiigg.

Duplexek

Ahol lehetdségiink volt ra, a markereket parosaval, duplexek formajaban is megvizsgaltuk.

Az egyes parositasokat a 17. tablazat tartalmazza.

17. tabladzat: Duplexek fajok szerint

Vandorsélyom Karvaly Héja Szirti sas
(Falco peregrinus) (Aecipiter nisus) (Accipiter gentilis) (Aquila chrysaetos)
Fpepd435S 1+Fpeu353 1  An3738 + An22524  Agel2 + Aged Aa36+Aa39
uAge5 PF* +Fpeus6 1  An2977 + An3169 AgCA380 + AgCAlleb
Fpepnld5 1+CABp77  An22524 + An377  AgCA365 + AgCA361
Fpep26 1 + Fpepl2 1 An?2977 + An3738 Age5 + Agell

CABI157 + CABI120

AgeS + Age7
Age7+11

A duplexek felhasznalhatosaga valtozo volt, és egyértelmiien kidertlt, hogy a koltségeink

jelentds

csoOkkentéséhez multiplexek 0Osszeallitasara lesz sziikség. A multiplexek

optimalizalasat a kutatocsoport tobbi tagja fogja majd elvégezni a jovoben.
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Kovetkeztetések

A természetvédelem naprol napra fontosabb szerepet tolt be a tudomanyban, a kdztudatban,
sOt, mar a torvényhozasban is [29, 31]. Megjelent az igény a védett allatokat és novényeket
érintd blniligyi ¢és igazsagiigyi vizsgalatokban a molekularis €és genetikai modszerek
bevezetésére, ugyanis ezekkel az eszkdzokkel nagyon pontos és megbizhato eredményeket
kaphatunk [64]. Azonban a jol mikodd igazsagligyi vizsgalatokhoz sziikség van standard
modszerek és  protokollok felallitasara, hogy az eredmények hosszatdvon is
Osszehasonlithatok és kovetkezetesek legyenek. Belokon és munkatarasai [92] nemrégiben
zajlott kutatasukban az egyik ehhez sziikséges elsO 1épést tették meg, ugyanis északi
solyomra (Falco rusticolus), kerecsensélyomra (F. cherrug) ¢és vandorsélyomra (F.
peregrinus) teszteltek egy univerzalis, 15 markerbdl allo mikroszatellita markerkészletet,
amelyben a mieinktdl eltérd markereket hasznaltak. Ok 6sszesen 161 egyeden (80 északi
solyom, 72 kerecsensolyom ¢€s 9 vandorsdlyom) tesztelték a készletiiket. A markerek koziil
nem mindegyik volt polimorf, igy a végsé készlet 10-12 markerbdl allt, fajtol fiiggben.
Eszaki solymok esetében a készletiik PI értéke 1.4 x 108, Plsips értéke 4.4 x 1073
kerecsensolymokra PI 2.1 x 1077, Plsibs 2.1 x 107%; vandorsélymokra pedig PI 4.7 x 107/,
Plsis 1.7 x 107 volt.

Jelen vizsgélatban 0Osszesen 76 mikroszatellita marker hasznalhatosagat teszteltiik
ragadozomadarakban, elsdsorban vandorsélyom, valamint északi sélyom, Feldegg-solyom,
héja, karvaly és szirti sas esetében, ugyanis ezek a fajok engedélyezettek solymdszatra
Magyarorszagon. Vizsgalataink alapjan négy kisebb markerkészletet allitottunk Ossze
(6sszesen 48 marker), melyek alkalmasak solyom-fajok, héja, karvaly és szirti sas

genotipizalasara, egyedi azonositasara.

A készletek Osszedllitdsanal tobb szempontot is figyelembe vettlink, ugymint az allélok
szama; Hardy-Weinberg fennallasa lokuszonként; nullallélok jelenléte lokuszonként;
megfigyelt és vart heterozigbcia. Azonban az utdbbi kettd kozott erds Osszefiiggés van.
Mivel jelen vizsgalat soran tenyésztett fajokkal foglalkoztunk, az egyedek kozott kozeli
rokoni kapcsolatok allnak fenn, s6t egyesesetekben a beltenyésztettség is nagy szerepet
jatszik. Ebbdl kifolyolag, példaul a MicroChecker esetében a nullallélok jelenlétének
ellendrzéséhez sziikséges szamitasok feltételei nem teljesiilnek kivétel nélkiil, igy pontatlan
eredményeket kaphatunk. Példaul vandors6lymok esetében a 12 lokuszbol a MicroChecker

szerint 9 lokusz nullalléllal terhelt volt, azonban azt gondoljuk, ez a homozigotak magasabb
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aranyabol adodik, aminek valojaban a beltenyésztettség, és nem a nullallélok jelenléte az

oka.

Egyedi és sziilo-utod azonositas

A s6lyom-fajok azonositdsdhoz sziikséges készlet a legnagyobb jelentdségli, mivel a magyar
solymaszok f6leg vandorsélymokat tartanak. Ebbdl a fajbol kaptuk a legtobb mintat, ezért
itt a kivalasztott markereket tobb szempontbol is vizsgaltuk és ellendriztiik. A kapott
eredmények alapjan a markerek felbontdsa nagyon jo, a kivalasztott 12 lokusz segitségével
nagyon pontosan megallapithatjuk egy egyed genotipusat; a kapott PI érték 7,12 x 1071 volt,
ami azt jelenti, hogy annak valdszinlisége, hogy két egyed genotipusa véletleniil megegyezik
nagyjabol 1017 egyedbdl 7-szer fordulna eld. Mivel ezt az eredményt befolyasoljak a vizsgalt
egyedek kozotti rokonsagi kapcsolatok, azt ezt figyelembe vevd, szigoriibb becslést is
elkészitettiik, ami szerint hozzavetdleg 10° egyed kozott 3 genotipusa egyezne meg. Mas
hasonlo6 készletek eredményeivel dsszehasonlitva ezek az értékek kiemelkedden kicsik, ez
is tikrozi, az Osszedllitott készlet megbizhatésagat és pontossagat. A sziil6-utdd
azonositashoz szamolt PX-értékek kozelitették az egyet, igy a készlet ebbdl a szempontbodl

is alkalmazhatonak bizonyult.

Véndorsolymoknal rendelkezésiinkre allt hat olyan egyed mintaja is, amelyeknél ismertek
voltak a rokonsagi kapcsolatok. Ezekkel a mintakkal a készlet sziil6-utdd vizsgélatra valo
alkalmassagat élesben is tesztelhettiik; ezek a tesztek sikerrel zarultak, a kapott eredmények

nem mondtak ellent az elézetes informacidknak.

A solymok készletét nem csak vandorsolymokon, hanem északi s6lymokon is tesztelni
tudtuk, az eredményeink alapjan ebben az esetben is kijelenthetd, hogy a készlet nagyon jol

alkalmazhat6 egyedi azonositasra.

A solyom-készlettel genotipzaltuk a beérkezett harom Feldegg-sdlyom egyed mintdjat,
valamint a készletet két nem-solyméaszmadar fajon; vords vércsén és kék vércsén is

teszteltiik. A készlet az elébb felsorolt fajok mindegyikében jol miik6dott.

Accipiter-fajok esetében eleinte szintén egy kozos készletet szerettiink volna felallitani,
azonban a rokonfajokra leirt markerek nagyon bizonytalanul miikdodtek, ami miatt végiil
elvetettiik a kozos készlet otletét, és helyette kiilon allitottunk fel egy-egy készletet héjak és

karvalyok egyedi azonositasahoz. Ez is jol mutatja, hogy ugyan a két faj kdzeli rokonsagban
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all, a genetikai tdvolsdg mégis elég nagy ahhoz, hogy a rokonfajokra leirt markerek joval

pontatlanabbul miikodjenek.

Hé¢jak esetében megfeleld volt a mintaszam statisztikai elemzések elvégzéséhez is. A héjak
készletéhez tartozo PI-érték 2,03 x 1071, a Plsips 1,08 x 10 volt. A sziilé-utdd azonositashoz

szamolt PX-értékek kozelitették az egyet.

Kevés minta érkezett be karvalyok esetében, a vizsgalat sordn 6t egyed (két tesztminta és
solymasz-alloméany 3 egyede) mintaival dolgoztunk. Az Osszedllitott karvalykészlettel el
tudtuk végezni az egyedi azonositast, azonban tovabbi eredményeket nem tudtunk

megallapitani a karvalyokkal kapcsolatban.

Szirti sasok készleténél a 11 markerbdl 6-ot eredetileg nem szirti sasra irtak le, azonban ezek
a markerek is jol miikddtek a mintdinkon, igy kijelenthetd, hogy a markerek rokon fajokon
valo tesztelése sikerrel zarult. A készlet PI értéke 1,89 x 10-10, Plsibs értéke 1,63 x 10-4

lett, a genotipizalds sordn megbizhatdéan mitkodott. A PX értékek itt is kozelitették az egyet.

A teljes készlet tehat az egyedi azonositas mellett sziild-utdod kapcsolatok és rokonsagi
viszonyok vizsgélatara is alkalmas vandorsolymok, északi s6lymok, héjak és szirti sasok

esetében egyarant.

Duplexek

A duplexek koltség-, id6- és energiahatékonysiga nagy elényt jelent, ezért ahol csak
lehetdség volt rd, a markereket duplex-felallasban is teszteltiik, eredményeink valtozoak
voltak. A markerkészlet teljes optimalizalasahoz sokkal szerencsésebb lenne multiplexeket

létrehozni, ezek Osszeallitdsat a kutatocsoport munkatarasai fogjak elvégezni a jovoben.

Beltenyésztettség

A készletekkel ezen kiviil sikeriilt felmérniink az egyes fajok 4allomanyainak

beltenyésztettségét is.

A véandorsolymoknal tobb kiilfoldi eredmény is elérhetd a beltenyésztettséggel kapcsolatban.
Ezeket az eredményeket minden esetben a mieinktdl eltérd markerekkel kaptak, a mintazott

madarak kozott fogsagban tartott és/vagy vadon €16 egyedek szerepeltek.

Bryndova és munkatarsai [93] a Cseh Koztarsasagban hasonlitottak Ossze a vadonéld
vandorsolymokat a fogsagban tartott tarsaikkal. 16-16 egyed adataibol a fogsagban tartott

madarak esetében az Fis-érték 0,264, mig a vadonélé madarak esetében az Fis-érték 0,139
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lett; a fogsagban tartott egyedeké kicsivel kevesebb, mint a duplaja a vadonéld egyedekéhez
képest.

Egy valamivel frissebb kutatasban Mengoni és munkatarsai [94] a Nyugat-Palearktikus
régioban mérték fel a vadonélé vandorsélyom populaciokat. Ok 65 egyed mintajaval
dolgoztak, ebbél 9 Eszak-Spanyolorszaghol, 8 a Cseh Koztarsasagbol, 5 Eszak-
Olaszorszagbol és 42 D¢l-Olaszorszagbdl (ebbdl 41 Sziciliabol) szarmazott. A kapott Fis
értékek a kovetkezok voltak: Cseh Koztarsasag: -0,056; Spanyolorszag: 0,082; Olaszorszag:
0,071; Szicilia: 0,053.

Az ilyen tipusu vizsgalatok koziil a legfrissebb soran Weaving és munkatarsai [95] az
Egyesiilt Kiralysagban végeztek atfogd kutatast a vandorsoélyom-konzervacio kapcsan.
Ebben az esetben Osszesen 53 vadonéld brit madar mintajat hasonlitottdk 6ssze 30 brit
tenyésztett madar, valamint 30 német és 30 ir vadonéld madéar mintdjaval. Az F|s -értékek a
kovetkezdek szerint alakultak: Egyesiilt Kirdlysag vadonéld: 0,003; Egyesiilt Kirdlysag
tenyésztett: 0,114; Irorszag: 0,029; Németorszag: 0,008. Itt is a legnagyobb Fis -érték a
tenyésztett madaraknal 1épett fel.

A mi vizsgélatunkban azt vartuk, hogy a vandorsdlymok esetében kapjuk a legmagasabb
értekeket. Eredményeink nem mondtak ellent a feltételezéseinknek, vandorsélymoknal az
Fis értéke 0,206 lett, ami 20,6%-0s beltenyésztettséget jelent. A 20,6% azt jelenti, hogy az
egyes egyedekben az IBD (ldentical by Descent) allélok szama 20,6%; illetve, hogy a teljes
alloményban az IBD allélok ardnya 20,6%. Ez az érték mar elég magas ahhoz, hogy

megmutatkozzon a beltenyésztés karos hatéasa.

Eszaki solymok esetében az Fis értékekére 0,112-t, azaz 11,2%-ot kaptunk a
beltenyésztettség értékére. Ez a szam mar joval alacsonyabb a vandorsélymokhoz képest,

azonban még mindig elég magasnak tekinthetd.

Heéjak esetében Takaki és munkatarsainak [77] egy valamivel régebbi vizsgalataban nézték
a beltenyésztettséget. A mintak Japan és Kozép-Azsia teriiletérél szarmaznak, 100 madar
Japanbol és 33 madar Kozép-Azsiabol. Ok akkor azt talaltak, hogy a Japan populéciokban
az Fis értéke atlagosan 0,038; mig a Kozép-Azsiai populaciokban 0,017 volt.

A magyar héja-allomany beltenyésztettsége 9,5%-0s (Fis = 0,095) lett. Feltételezésiink
szerint a vandorsolymok és héjak allomanya kozott azért lehetséges ennyire nagy kiilonbség

a beltenyésztettséget illetden, mert a vadon €16 héjak solymaszok altali befogasa sokaig
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engedélyezett volt, azonban az 0j rendelet mar ezt is tiltja (136/2022. (IV. 7.)
Kormanyrendelet (a 348/2006. (XII. 23.) Kormanyrendelet mddositasa)). Ebbdl azt varjuk,

hogy a jovOben a héjak beltenyésztettségének mértéke is novekedni fog.

Bielikova és munkatarsai Szlovakidban mérték fel a szirti sasok beltenyésztettségét, ok
vadonéld (50 minta) és fogsagban tartott (89 minta) egyedekbdl szarmazd eredményeket
hasonlitottak Ossze. Itt az Fis -értékek a két csoport esetében nagyon kozeliek voltak,

atlagosan mindkett6 0,11 koril volt.

A mi vizsgalatunkban a szirti sasoknal kaptuk a legkisebb beltenyésztettséget, 8,3%-0t (Fis
= 0,083). Ennek valoszinlisitheté oka az, hogy a szirti sasok meglehet6sen ritkak az itthoni
solymaszmadarak kozott, igy a tenyésztok gyakran kiilfoldrdl hoznak haza egyedeket, igy

viszonylag nagy a genetikai diverzitas.
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Osszefoglalas

Napjainkban a természetvédelem egyre nagyobb szerepet jatszik a torvényhozasban is.
Kival6 példa erre az idén aprilisban kiadott 136/2022. (IV. 7.) Kormanyrendelet (a 348/2006.
(XII. 23.) Kormanyrendelet modositasa), melynek értelmében Magyarorszagon kotelezéveé
valt a solymaszmadarak genetikai azonositdsa, vagyis az egyedek leszdrmazasanak
igazolasara alkalmas, genetikai markereken alapuld laborvizsgalat eredményének

benyujtasa.

Jelen kutatas elsédleges célja tehat olyan genetikai markerkészletek 0sszeallitasa volt, mely
lehetévé teszi a Magyarorszagon solymaszatra engedélyezett madarfajok, vagyis héja
(Accipter gentilis), karvaly (A. nisus), szirti sas (Aquila chrysaetos), Feldegg-solyom (Falco
biarmicus), északi sélyom (F. rusticolus) és vandorsolyom (F. peregrinus) egyedi
azonositasat, sziikség esetén az egyedek leszdrmazasanak vizsgdlatit. Tovabba a
készletekkel genotipizalt tenyészmadarak rokonsagi viszonyainak felmérésére ¢és az

allomanyok beltenyésztettségének becslésére is lehetdség nyilik.

A készlet 6sszeallitaishoz mikroszatellita-markereket, masnéven STR-eket (Short Tandem
Repeats — rovid tandem ismétlddések) hasznéltunk. Az eldzetes tesztekhez Osszesen 76
markert valasztottunk ki, ezekb6l 24 Falco-fajokra, 20 Aquila-fajokra és 32 Accipiter-
fajokra specifikus. Minden markert legalabb harom és legfeljebb kétszazkilencvenharom
azonos fajba tartoz6 egyed mintajan teszteltiik. Emellett tovabbi két fajon is teszteltiik a
készletiinket, kék vércsén (Falco vespertinus) és vords vércsén (Falco tinnunculus), ezek

Magyarorszagon el6fordulo ragadozémadarfajok.

A tesztek eredményeit gélelektroforézissel ellendriztiik, a pontos allélhosszokat kapillaris
elektroforézis segitségével allapitottuk meg. A markerek kivalasztasanal figyelembe vettiik
az azonositott allélok szamat, PI-értékeket (Probability of Identity — identitasi valoszinliség),
a Hardy-Weinberg egyensuly fennallasat, valamint a megfigyelt és vart heterozigociat is.
Emellett, egyesesetekben a leszarmazas megallapithatosagat is teszteltiik — erre azért volt
lehetdség, mert szerepeltek bizonyitottan sziil6-utdd rokonsagban 4ll6 egyedekbdl szarmazd

mintak a tesztmintak kozott.

A végso készletek 12 Falco-markerbdl, 11 Aquila-markerbél, és 20 Accipiter-markerb6l

allnak, amelyek a jelenlegi adataink alapjan kellden nagy felbontdssal rendelkeznek az
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egyedek biztos elkiilonitésé¢hez. Az egyes készletekkel a hazai solymaszmadar-alloméany

beltenyésztettségét is sikeriilt felmérniink.
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Summary: Testing of microsatellite markers in closely related

raptor species

Nowadays nature conservation plays more and more important role in legislation. The
newest Hungarian Government Decree (136/2022. (IV. 7.) Korméanyrendelet (a 348/2006.
(XII. 23.) Kormanyrendelet modositdsa) is an outstanding example of this fact. According
to this, every bird used in falconry ought to be identified with genetical markers, which
means, that falconers must present a certificate to the Hungarian authorities about every bird

they own.

In this study our primary goal was to set up a genetical marker set, which can be used for
identifying individual birds kept by falconers. By Hungarian laws, the species northern
goshawk (Accipiter gentilis), eurasian sparrowhawk (A. nisus), golden eagle (Aquila
chrysaetos), lanner falcon (Falco biarmicus), gyrfalcon (F. rusticolus) and peregrine falcon
(F. peregrinus) are allowed to use in falconry, therefore these were the target species in our
research. Additionally, with the new set, we can identify genetic lineages and it also enables
the survey of the extent of inbreeding in the raptor breeding stocks.

To compile the marker set, we chose microsatellite-markers or STRs (Short Tandem
Repeats). In the first stage we have tested altogether 76 markers, from which 24 were Falco
sp. specific, 20 were Aquila sp. specific and 32 were Accipiter sp. specific. Every marker
was tested on 3-293 samples from the same species. Besides the falconry-allowed species,
we tested the markers on two additional closely related species occurring in Hungary:

common kestrel (F. tinnunculus) and red-footed falcon (F. vespertinus).

We examined the PCR-products with gel electrophoresis, the exact allele-lengths were
determined with capillary electrophoresis. During marker selection, we took into
consideration the number of identified alleles, the Hardy-Weinberg Equilibrium by locus,
the expected and observed heterozygosity, as well as the Pl-values (Probability of Identity).
In addition, we were able to test the ascertainability of lineages, for we had samples from

individuals with verified ancestor-descendant relationships.

The final marker sets are including 12 Falco-markers, 11 Aquila-markers and 20 Accipiter-
markers. Based on our current data, these markers have sufficiently great resolution for
certain identification of individuals. With these marker sets, we were able to determine the

inbreeding coefficients of the target species’ stocks.

38



Melléklet

uteoninae

Circus spi

Circus approximans

Circus macrosceles

Circus maillardi

Circus spilonotus

Circus asruginosus
Ireus ranivorus
ircus melanoleucos

Circus pygargus
Circus E{:%Oﬂi
g{mus ereus

ircus hudsonius
Circus cyaneus
Circus macrourus
Circus maurus
Circus assimilis
Accipiter melanoleucus
Accipiter gentilis
Accipiter henshi
Accipiter cooperii
Accipiter bicolor
Accipiter poliogaster
Megatriorchis doriae
Accipiter striatus chionogaster
Accipiter striatus striatus
Accipiter erythronemius
Accipiler nisus
Accipiter rufiveniris
Accipiter madagascariansis
Accipiter ovampensis
Accipiter polroceghalus
Accipiter haplochrous
Accipiter francesiae
Accipiter melanochlamys
Accipifer soloansis
Accipiter badius
Accipiter brevipes .
Erythrotriorchis buergersi
Erythratriorchis radiatus
Accipiter gularis
Accipiter Virgatus
Accipifer cirfocephalus
Accipiter erythropus
Accipiter minulius
Accipiter imitator )
Accipiter novashollandiae
Accipiter tachiro
Accipiter tousseneli
Accipiter castanilius
Melierax poliopterus
Melierax canorus
Urotriorchis macrourus
Micronisus gabar
Accipiter collans
Accipiter stﬁercmosus )
Kaupifalco monogrammicus
Harpagus bidentalus
Harpagus diodon
Accipiter trivirgatus

15 10 5 1 OMyrsBP
1. dbra: Accipitriformes torzsfa 1. — Accipiter gentilis és nisus. Forras: Mindell D, Fuchs J, Johnson J
(2018) Phylogeny, Taxonomy, and Geographic Diversity of Diurnal Raptors: Falconiformes,
Accipitriformes, and Cathartiformes. Figure 1.2b. In: Birds of Prey: Biology and conservation in the XXI
century. pp 3-32 http://doi.org/10.1007/978-3-319-73745-4 1
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Aquiia fascizlus
Agquita spilagastar
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Sagiftanius sepentanius
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1. dbra: Accipitriformes-torzsfa 2. — Aquila chrysaetos. Forras: Mindell D, Fuchs J, Johnson J (2018)
Phylogeny, Taxonomy, and Geographic Diversity of Diurnal Raptors: Falconiformes, Accipitriformes, and
Cathartiformes. Figure 1.2c. In: Birds of Prey: Biology and conservation in the XXI century. pp 3-32
http://doi.org/10.1007/978-3-319-73745-4 1
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https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=18525962

(F) A feltoltd sajat munkéja, CC BY-SA 4.0, https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=38755194
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Koszonetnyilvanitas

Koszondm témavezetdimnek, Dr. Vili Noranak és Dr. Szab6 Krisztidnnak, hogy minden-
ben tamogattak, tiirelmesen kijavitottdk a hibaimat, és meglatasaikkal, otleteikkel jobba

tették ezt a dolgozatot.

Koszonet illeti a Magyar Solymasz Egyesiiletet és a Magyar Ifjak Reform Solymasz
Alakulatat, a tenyésztoket és tulajdonosokat, amiért hozzajarultak a munkamhoz a madaraik

mintaival.
Koszonet jar mindenkinek a laborbol a sok segitségért, konnyebbé tettétek az életemet.

Halaval tartozom csalddomnak, mert mindig szamithatok rajuk, és nyugalmat biztositottak

nekem ezekben a nehéz idékben.
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Alulirott Dr. Vili Nora, mint témavezetd és Dr. Szabd Krisztian, mint tarstémavezeto
igazolom, hogy Németh Dorina Mercédesz biologia alapszakos hallgato ,,Mikroszatellita
markerek rokonfajok kozotti tesztelése solymaszmadarakban” cimii diplomamunké;jat

ismerem, azt beadasra és védésre alkalmasnak tartom.

Budapest, 2023 aprilis 28.

Téars-témavezetd



HuVetA
ELHELYEZESI MEGALLAPODAS ES SZERZOI JOGI NYILATKOZAT*

Név: ....Németh Dorina Merce€desz. .........oviiiriiniiitiii i
Elérhetdség (e-mail cim):...nemeth.dorina2001@gmail.Ccom.........c.cccoevveviiereiieieereeie e,
A feltoltend6 mii cime:... Mikroszatellita markerek rokonfajok kozotti tesztelése
SOlymaszmadarakban. ............oiiuiiii i e
A mii megjelenési adatai:...Budapest, 2023...........cccoiiiiiiiiiii
Az atadott fajlok szama: ... 1...... ... e

Jelen megallapodas elfogadasaval a szerzo, illetve a szerzéi jogok tulajdonosa nem
kizardlagos jogot biztosit a HuVetA szdmara, hogy archivalja (a tartalom megvaltoztatasa
nélkiil, a megdrzes és a hozzaférhetéség biztositasanak érdekében) és masolasvédett PDF
formara konvertélja és szolgaltassa a fenti dokumentumot (beleértve annak kivonatat is).

Beleegyezik, hogy a HuVetA egynél tobb (csak a HuVetA adminisztratorai szamara
hozzaférhetd) masolatot taroljon az On altal atadott dokumentumbol kizardlag biztonsagi,
visszaallitasi és megdrzési célbol.

Kijelenti, hogy az atadott dokumentum az On miive, és/vagy jogosult biztositani a
megallapodasban foglalt rendelkezéseket arra vonatkozoan. Kijelenti tovabba, hogy a mi
eredeti és legjobb tudomasa szerint nem sérti vele senki mas szerzdi jogat. Amennyiben a
mii tartalmaz olyan anyagot, melyre nézve nem On birtokolja a szerzéi jogokat, fel kell
tiintetnie, hogy korlatlan engedélyt kapott a szerzdéi jog tulajdonosatdl arra, hogy
engedélyezhesse a jelen megallapodasban szereplé jogokat, és a harmadik személy altal
birtokolt anyagrész mellett egyértelmiien fel van tlintetve az eredeti szerzé neve a miivon
beliil.

A szerz6i jogok tulajdonosa a hozzaférés korét az alabbiakban hatarozza meg (egyetlen, a
megfelel6 négyzetben elhelyezett x jellel):

engedélyezi, hogy a HuVetA-ban -ban tarolt miivek korlatlanul hozzaférhet6vé
X | valjanak a vilaghalén,

az Allatorvostudomanyi Egyetem belsé halozatara (IP cimeire) korlatozza a feltoltott
dokumentum(ok) elérését,

a Konyvtarban taldlhatd, dedikalt elérést biztositd szamitogépre korlatozza a

feltoltott dokumentum(ok) eléréseét,

csak a dokumentum bibliografiai adatainak ¢€s tartalmi kivonatanak feltoltéséhez
jéarul hozza (korlatlan hozzaféréssel),




Kérjiik, nyilatkozzon a négyzetben elhelyezett jellel a helyben hasznalatrol is:

X Engedélyezem a dokumentum(ok) nyomtatott valtozatanak helyben olvasasat a
konyvtarban.

Amennyiben a feltoltés alapjat olyan mi képezi, melyet valamely cég vagy szervezet
tamogatott illetve szponzoralt, kijelenti, hogy jogosult egyetérteni jelen megéllapodassal a
miire vonatkozdan.

A HuVetA ilizemeltetdi a szerzo, illetve a jogokat gyakorld személyek és szervezetek
iranyaban nem vallalnak semmilyen feleldsséget annak jogi orvoslasara, ha valamely
felhasznal6 a HuVetA-ban engedéllyel elhelyezett anyaggal torvénysértd modon visszaélne.

Budapest, 2023. év ...04.......... ho6 ...28...nap
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alairas
szerzd/a szerz0i jog tulajdonosa

A HuVetAMagyar Allatorvos-tudomdnyi Archivum — Hungarian Veterinary Archive az
Allatorvostudomanyi Egyetem Hutjra Ferenc Konyvtdr, Levéltar és Mizeum dltal
miukodtetett egyetemi és szakteriileti online adattar, melynek célja, hogy a magyar
dllatorvos-tudomdany és -torténet dokumentumait, tudasvagyondt elektronikus formaban
osszegylijtse, rendszerezze, megorizze, kereshetévé és hozzaférhetoveé tegye, szolgaltassa, a
hatalyos jogi szabalyozasok figyelembe vételével.

A HuVetA a korszerii informatikai lehetoségek felhaszndlasaval biztositia a konnyii,
(internetes keresogépekkel is miikodo) kereshetdoséget és lehetéség szerint a teljes szoveg
azonnali elérését. Célja ezek révén

- amagyar dllatorvos-tudomdny hazai és nemzetkozi ismertségének novelése;

- a magyar dllatorvosok publikacioira térténd hivatkozdsok szamanak, és
ezen keresztiil a hazai allatorvosi folyoiratok impakt faktoranak névelése;

- az Allatorvostudomdnyi Egyetem és az egyiittmiikodd partnerek
tudasvagyondnak koncentralt megjelenitése réven az intézmények és a hazai
dllatorvos-tudomany tekintélyének és versenyképességeének novelése,

- a szakmai kapcsolatok és egyiittmiikodés elosegitése,

- a nyilt hozzdférés tamogatasa.



