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1. Bevezetés
1.1. Hibridizacié
1.1.1.  Altaldnos jellemzék

A hibridizaci6 folyamatardl akkor beszéliink, ha két genetikailag nemrég elkiiloniilt taxon
szaporodik egymassal (Mayr 1963).

Linné koratél kezdddden foglalkoztatta a tudésokat a hibridizacid kérdéskore (Mayr, 1963).
Az elsO kutatasok ¢és megfigyelések kovetkeztetései alapjan elterjedt nézetté valt, hogy a fajok
keveredése a gén készlet vesztéséhez €s az izolacids mechanizmusok eltiinéséhez vezethet (Mallet,
2005). Ezeket a korabbi elképzeléseket Rhymer (1996) kutatasi tdmasztottak ala, aki megallapitotta,
hogy szamos taxon kihaldsdhoz a hibridizaci6é vezetett. A 90’-es évektdl kezdédden a kutatok
véleménye megvaltozott (Nolte & Tautz, 2010) ¢és elterjedtté valtak azon elméletek miszerint a
hibridizacidé bizonyos esetekben nem vezet a populaciok esetleges csokkenéséhez, hanem részét
képezheti bizonyos evolucids folyamatoknak. Példaul ndvelheti a genetikai valtozatossagot a
fajokban, erdsitheti, vagy gyengitheti az izolaciés mechanizmusokat a fajok k6zott tovabba uj fajok
vagy Okotipusok megjelenését segitheti eld (Petit, Bretagnolle, & Felber, 1999).

A természetben altalaban magas azoknak a taxonoknak a szdma, amelyek hibridizalnak egy
masikkal, ennek ellenére egy adott populdcioban kevés hibrid egyed talalhato (Mallet, 2005). A
hibridizacié legtobb esetben kozel rokon taxonok kozott torténik (Seehausen, 2004). Az
allatvilagban nem olyan jelentds a hibridizal6 taxonok szama, mégis vannak olyanok, amelyeken

beliil magas a gyakorisaga, példadul a madarak kozott (P R Grant & Grant, 1992)

1.1.2. Izolaciés mechanizmusok

Természetes koriilmények kozott a fajok elvalasat bizonyos izolaciés mechanizmusok
segittett¢k eld az evolucid folyamata sordn, melyeket barriereknek neveziink (Futuyma, 2013) Ha
ezek az izolaciés mechanizmusok nem fejlédtek ki megfelelden akkor az érintkezd populéciok
keveredhetnek egymassal (Haavie et al., 2004)

Alapvetden kétféle f6 izolacids barriert kiilonitiink el, a premating és a posztmating
barriereket (Mayr, 1963).

A premating barrierek alapjaul olyan mechanizmusok szolgalnak, amelyek megakadalyozzak
a gamétak atjutasat egyik taxonbol a masikba (Futuyma, 2013). Ide soroljuk az 6koldgia izolaciot,
amely meggatolja két taxon vagy populacié talalkozasat, példaul az eltérd éléhelyek kovetkeztében.
Fontos mechanizmus még a szezonalis izolacio, amikor két taxon vagy populacié a szaporodasi

1d6szakaban tér el egymastol. A premating barrier kozé soroljuk még az olyan topografiai gatakat,



amelyek térben valasztjak el egymastol a két taxont vagy populaciot (Mayr, 2002).

A posztamating barriereket két f6 csoportra bonthatjuk attol fiiggden, hogy mire hatnak. Az
esetekben a gamétdk egy belsd genetikai inkompatibilitas hatdsa miatt pusztulnak el, vagy
egyaltalan nem olvadnak 6ssze (Arnold, 1992)

A posztmating barrierek masik csoportja a kialakult zigotara hat, vagy a megsziiletett hibrid
egyedekre, azaltal, hogy ellentét alakul ki a fenotipus és a kornyezet kozott vagy belsd
inkompatibilitds (Arnold, 1992). A megsziiletett hibrid egyedeknek az életképességiik és a
szaporodoképességiik alacsonyabb mint a tiszta sziiloi fajoké. Altaldban a heterozigota egyedek
szenvednek hatranyt a homozigétadkhoz képest (Haldane, 1992). Rendszerint az ivari
kromoszoémakhoz kotott génekkel kapcsolatban 1épnek fel problémdk, ugyanis a taxonok
keveredése kovetkeztében tobb karos recessziv inkompatibilis allél jelenhet meg a kromoszéman, és
a heterogametikus ivarokban csak egy egészséges génkopia talalhatdo meg (Turelli & Begun, 1997).
Maguknak a hibrid egyedeknek az életképességét két f6 erd befolyasolja. Az egyik az endogén
szelekcid, amely kornyezettdl fiiggetlen, és a hibrid egyed sikere a genotipustdl fligg. A masik
szelekcids erd, az exogén esetében a kornyezet valtozatossagatol fiigg az egyedek sikeressége, mas
szoval az eltérd genotipusu egyedek mas-mas kornyezetben lehetnek sikeresek (Jiggins, Salazar,

Linares, & Mavarez, 2008).

1.1.3. Hibridizacio kialakulasanak lehetséges helyszinei

A hibridizacié szimpatrikus populaciok esetén ritkabban jatszodik le, mivel az eleve egymas
kozvetlen kozelében €16 populaciok esetében nagyobb a valoszintisége, hogy teljes mértékben
kialakult a taxonok kozotti izolacid (Randler 2006). Ritkabb esetekben az ilyen teriileteken beliil
ott kdvetkezhet be a hibridizacio ahol az adott populéci6 alacsony egyedstirtiségii, ebbdl kifolyolag
a lehetséges partnerek szama alacsony. Tehat a periférids szakaszokon vagy azokon a teriileteken,
amelyek tavolabb esnek a taxon 0 elterjedési teriiletétol (Seehausen, 2004).

A hibridizéci6 allopatrikus populaciok kozott is megtorténhet. Az allopatrikus populaciok
elterjedési teriiletei nem fedik egymast. Ilyen esetekben egyértelmiien csak akkor lehetséges a
hibridizacid, ha a taxonok elterjedési teriiletei egy kis szakaszon érintkeznek vagy kozel egymas
mellett futnak. Ekkor a két teriilet kozotti szakaszra vandorlo egyedek kozott johet 1étre szaporodas

(Jacobsen and Omland 2011).

1.14. Hibridizacio kialakulasanak lehetséges okai

Mint mar korabban emlitettem a természetben altaldban a fajok kozott megfeleld barrierek



alakultak ki, annak érdekében, hogy teljesen elkiiloniiljenek. A hibridizacidohoz szamos ok vezethet,
melyek nagy része a barrierek megsziinéséhez, vagy megvaltozasahoz vezethetd vissza.

Sok eset kothet6 az olyan antropogén tevékenységekhez, amelyek az él6hely
megvaltoztatasaval jarnak (Mallet, 2005). Az €l6hely zavarason kiviil a klimavaltozas az egyik 6
oka annak, hogy szdmos populécio elterjedési teriilete megvaltozik, ezaltal atfedésbe keriilhetnek
egymassal vagy a populaciok szama csokkenhet. J6 példa erre a jelenségre a fekete golyatdcs
(Himantopus novaezelandiae) és a fehérfeji-golyatocs (Himantopus leucocephalus) kozotti
hibridizacié (Steeves, Maloney, Hale, Tylianakis, & Gemmell, 2010). Ezen fajok esetében az
emberi tevékenység— erdoirtas, parti és folyami teriileteket modositasa— kovetkeztében az
elterjedési teriileteken beliil megndtt a vizenyds teriiletek mennyisége, amely a fehérfejii-
golyatocsnek kedvezett. A hibridizald egyedek szadmanak megnovekedéséhez a kornyezet
megvaltozasa mellett hozzdjarult még, hogy a fekete golyatdcs populacid ivararanya egy idében a
himek fel¢ tolodott, ezaltal hiany Iépett fel a szaporodasi lehetdségek szamaban és szamos egyed a
masik fajt volt kénytelen vélasztani (Pierce, 1984).

A madarak hibridizécidja viszonylag jol kutatott teriilet. Szamos esetben talaltdk az énekben
valé hasonlosagot a hibridizacid kivalté okanak (Qvarnstrom, 2006). Ugyanakkor egy masik faj
énekének megtanuldsa vagy a sajat és masik faj énekének keveredése is vezethet hibridizaciohoz
(Peter R. Grant & Grant, 2014). Az ének tanuldsaval kapcsolatos okok mellett bizonyos taxonoknal
megfigyelték, hogy a faj felismerés tévesztése vezetett a masik fajjal vald szaporoddshoz (Wirtz,
1999). Ez abban az esetekben fordulhat el, ha a faj felismerésben hasonldak a vizualis és
akusztikus kulcsingerek (Randler, 2002). Tovabba olyankor is bekdvetkezhet masik fajjal vald
szaporodas, amikor egy masik fajban kialakul egy olyan jelleg ami szupernomalis ingerként hat és a
parvalasztassal kapcsolatos (Randler, 2002).

A természetben tobb olyan eset ismert, amikor az egyik faj tilsagosan elszaporodik, vagy egy
haziasitott, vagy modositott fajta kikertil a természetbe ahol invazivva valva kiszoritja az dshonos
fajt €és a tovabbi hibridizacio drasztikusan csokkenti az 6shonos populacio méretét (Koen, Bowman,

Lalor, & Wilson, 2014a).

1.1.5. Hibridizacio kovetkezményei
Az irodalomban altalanosan ugy vélekednek (Judith M. Rhymer & Simberloff, 1996;
(Abernethy 1994) (Allendorf et al. 2001) (Steeves et al., 2010) , hogy a hibridizacié hatranyos
kovetkezményeket von maga utan. A legfébb probléma, hogy az esetek nagy részében a hibrid

egyedek fitnesz csokkenést szenvednek.

A sziil6i populéciok hibridizacio altal keveredett genetikai 4alloményaban olyan qj



génkombinacidk (hibrid inkompatibilitasi gének) jelenhetnek meg, amelyek miatt az egyed sterillé
vagy életképtelenné valhat (Maheshwari & Barbash, 2011). A Haldane-szabaly is ezt tdmasztja ala,
mely kimondja, hogy a heterozigota hibrid egyedek szenvednek hatranyt a homozigotakhoz képest
(Haldane, 1992).

A hatranyos kovetkezmények mar tobb esetben vezettek bizonyos taxonok kihalasahoz
(Allendorf et al., 2001). Tobben gy vélik, hogy a konzervacid biologidban kiemelten fontos lenne
foglalkozni a hibridizacioval, mivel, ha egy ritka veszélyeztetett faj keriil kapcsolatba egy gyakori
elterjedtebb fajjal, akkor a ritkabb faj eltlinhet (Allendorf et al., 2001). Jol megfigyelt példa a tokés
récék (Anas platyrhynchos) esete, amelyek elterjedtek és tobb keskenyebb elterjedésii endemikus
kozel rokon fajjal hibridizalnak (Judith M. Rhymer & Simberloff, 1996). Példaul Uj Zélandra is
bekeriilt ez a faj ahol veszélyezteti a szemoldokos récét (Anas superciliosa superciliosa) (J.M.
Rhymer, Williams, & Braun, 1994) vagy Hawaiion a hawaii récét (4dnas wyvilliana) (Judith M.
Rhymer & Simberloff, 1996). Az ilyen esetekben fontos, hogy felfedezzék, hogy a veszélyeztetett
faj hibridizal-e.

A hatranyos végkifejletek mellett feljegyeztek szdmos esetet, amikor elényds
kovetkezményekkel jart a hibridizacio. A két faj genomjanak keveredése altal nem csak karos
génkombinaciok johetnek létre, hanem adaptiv eldnydsek is. Ezaltal olyan genotipusti egyedek
szlilethetnek, melyek egy folyamatosan valtozo, extrém vagy zavart ¢él6helyen sikeresebbekkeé
valhatnak, mint a tiszta sziil6i populaciok (Seehausen 2004). A megfeleld genotipust egyedek akar
egy Uj ¢lohelyet is elfoglalhatnak, amelyet a tiszta populaciok nem tudtak é€s ott stabilizdlodhat egy
hibrid populacié (Nolte and Tautz 2010). Példaul a Boglarkalepkefélek (Lycaenidae) csaladjaba
tartozo keét faj keresztez6désébdl sziiletett hibrid egyedek egy extrém kornyezetet foglaltak el. Mig a
Lycaeides melissa a szarazabb ¢él6helyeken fordul eld, addig a L. idas nedvesebb teriileteken, a
hibrid populacié pedig az alpesi teriiletek talalhaté meg (Gompert 2006). Fontos megjegyezni, hogy
tobbnyire a sziil1 populaciok éléhelyén és elterjedésén kiviil lehet tobb esélye a talélésre a hibrid
egyedeknek mivel ott kisebb a sziilé1 populdciokkal valo versengés mértéke.

Az 0j génkombinaciok mellett a populdciokban jelen 1€év6 csekély szamu hibrid egyed, mely
visszakeresztezddik a szlildi populaciokhoz, biztosithat egy magasabb foku genetikai
valtozatossagot (Mallet, 2005). A visszakeresztezddések altal az introgresszid folyamata johet 1étre,
mely magaba foglalja bizonyos genom részek ¢és allélek egyik fajbol a masik torténd beépiilését.
Ennek a folyamatnak a kdvetkeztében altalaban genetikailag inkompatibilis 16kuszok johetnek Iétre,
mégis hosszabb tavon véltozatossagot tarthat fent, vagy egyes beépiilt 10kuszok jol mitkddhetnek az

uj genetikai hattérben (Borge, Lindroos, Nadvornik, Syvénen, & Saetre, 2005).



Az adaptiv eldnyds génkombindcidk és az introgresszid folyamata altal 0j fajok is
kialakulhatnak, melyet hibrid specidcionak neveziink. Homoploid hibrid speciaciorol akkor
beszéliink amikor egy 1) reproduktiv izolalt populacié megalakul kromoszdéma szam valtozas nélkiil
(Coyne and Orr 2004). Allopolyploid speciacio akkor all fent, hogy ha a kialakult populacidban
kromoszdéma szam valtozas kovetkezett be, ami egyben megfeleld posztzigotikus barrier (Abbott,
2013). Méra mér a fejlett molekularis technikaknak kdszonhetéen egyes fajokndl megallapitottak a
hibrid eredetet. Példaul az olasz veréb (Passer italiae), a berki veréb (Passer hispaniolensis) és a
hazi veréb (Passer domesticus) keveredésébdl alakulhatott ki kozel két millio évvel ezeldtt
(Brelsfrod 2011). Egy masik példa egy amerikai poszata, a Dendoica auduboni eredete, amely a
D.coronata és D.nigrifrons fajok hibridizacidjabol alakulhatott ki (Brelsford, Mild, & Irwin, 2011).

A genotipusok valtozatossaga mellett bizonyos esetekben a hibrid egyedek fenotipusos
valtozatossaga nem csak hogy eltér mindkét sziildi populacioétol, de azok lehetséges
kombinacioinal is tobb valtozat johet 1étre (Nolte & Tautz, 2010). A szamos 1j fenotipus koziil
gyorsan kiszelektalddnak az életképtelen valtozatok, igy viszonylag hamar stabilizdlodhatnak az

adott kdrnyezetben megfeleléek (Abbott, 2013).

1.1.6. Hibrid zénarol altalanosan

Hibrid zénanak nevezziik az olyan teriileteket ahol genetikailag elkiiloniilt populacidk 1épnek
kapcsolatba és szaporodnak egymadssal, ezaltal kevert szdrmazasu egyedeket 1étrehozva (Harrison,
1993).

Endler (1997) szerint a hibrid zéna tobbféleképpen valtozhat a hibrid egyedek fitneszétdl
fliggden.

Ha az elsd generacids hibrid egyedeknek kisebb a fitnesze, mint a tiszta utddoké, vagy a
szliléi egyedeké akkor a hibrid zona fennmaradasanak ideje a hibridek ellen hat6 szelekciotol fiigg.
Ha ez a szelekci6 erds, akkor keskeny zona alakul ki, amely csak viszonylag rovid ideig allhat fent
(Barton and Hewitt 1985). Ebben az esetben beszélhetiink a ,reinforcement” folyamatarol
(Dobzhansky 1940), mely szerint a két populacid kozott megerdsddnek a prezigotikus barrierek a
csokkent hibrid fitnesz folytan. Néhany teriileten hibridizaciot figyeltek meg az 6rvos légykapo
(Ficedula albicollis) és a kormos légykap6 (Ficedula hypoleuca) kozott (Borge et al. 2005). Az
egyik ilyen teriilet K6zép és Kelet-Eurdpa ahol a Pleisztocéni eljegesedés megsziinése miatt ujra
érintkeztek egymassal a fajok, koriilbelil 10 000 évvel ezel6ttd]l kezdodden. A masik teriilet pedig
Svédorszag keleti felénél talalhato két szigetet foglalja magaba, Gotlandot és Olandot, ahol kozel
150 évvel ezelott kezdett el érintkezni egymassal a két faj (Lundberg and Alatalo 2010). A két

teriileten a hibridizaci6 mértéke és a hibrid egyedek fitnesze eltérd. Az adatokbol arra a



kovetkeztetésre jutottak, hogy Eurdpa teriiletén erdsebbek a pre-,€s posztmating barrierek, mivel
azoknak a kifejlédéséhez tobb idd allt rendelkezésre, mint a szigeteken. Az eurdpai megfigyelt
populaciokban alacsonyabb volt a kelési sikeresség kevert parok esetén, mint a szigetek tertiletén,
tovabba a szigeten 1évo hibrid egyedek sokkal termékenyebbnek bizonyultak €és a hibridizacid
gyakorisaga is magasabb volt (Borge et al. 2005).

Abban az esetben, ha a hibrid utdédok fitnesze magasabb a hibrid zoénaban, mint a tiszta
utédoké, vagy a sziiléi egyedeké akkor kétféle hibrid zoéna alakulhat ki. Ha a hibridek
visszakeresztezOdnek a sziildi egyedekhez, akkor egy ugy nevezett hibrid tomeg (,,hybrid swarm™)
jon létre, melyben csak hibrid egyedek, visszakeresztez6dott egyedek €s hibridek utodai vannak
jelen (Seehausen 2004). Ha tgy alakul, hogy zondn beliil csak hibrid egyedek és azok utddai
vannak jelen, a koriilményeknek megfelelden egy 1 faj alakulhat ki (Koen et al. 2014b).

Ha a hibrid egyedeknek a fitnesze majdnem azonos a tiszta utodokéval, vagy a sziil6i
egyedekével, akkor a hibrid zoéna viszonylag allanddan jelen lehet a két populéacid kozott és egy
sz¢lesebb teriileten helyezkedhet el (Futuyma 2013). Alapvetden a zondknak a kiterjedtsége attol
fiigg, hogy mekkora teriiletet foglal el a hibridek szamara elény6s ¢él6hely (Futuyma 2013).

A genotipusok alapjan Harrison (1997) két tipusra osztotta a hibrid zonakat. Ahol egy hibrid
tomeg alakul ki azt unimodalis zoéndnak nevezte, ahol pedig a sziil6i populaciora hasonlito

genotipusok vannak tobbségben, bimodialis zonanak nevezte el.

1.1.7. Hibrid egyedek detektalasa

1960-as ¢évekig morfologiai karakterek alapjan tortént a hibrid egyedeket detektalasa
(Allendorf et al., 2001). Szdmos esetben a hibrid egyedeket nehéz beazonositani, féleg az olyan
allatfajoknal ahol a sziildi tiszta populaciok nem nagyon kiilonbdznek morfologiailag egymastol
(poszatafélék, kis emldsok). Tovabba, ha a hibridek szaporodoképesek és az introgresszid jelensége
is fent all, akkor a visszakeresztez0dott egyedeket még nehezebb elkiiloniteni (Vili, 2010).
Valamint azt varnank, hogy a hibridek fenotipusosan egy koztes allapotot mutatnak, viszont gyakran
nem igy van (Allendorf et al., 2001). Ugyanakkor a madarak kozott figyelték még meg, hogy
azoknal a fajoknal ahol az egyedek vildgos, szines tollazatiak, a hibrideket konnyebben lehet
detektalni (Mallet, 2005).

A molekularis modszerek fejlédésével, a detektalds is biztosabb lett. Altalidban valamilyen
nuklearis génszakaszt és mitokondrialis szakaszt vizsgalnak meg (Schwenk, Brede, & Streit, 2008).
A mitokondridlis szakasz viszonylag konzervativ, de sokkal tobb mésolatban van jelen a sejtekben,
ennél fogva nagyobb valdszintiséggel talalhaté benne tobb polimorf hely. Mivel anyai 6roklédést,

ezért az anyai leszdrmazas is megfigyelhetd altala. Egymagaban azonban nem ad sok informaciot,



ezért sziikkséges hozza még nukledris génszakaszt is vizsgalni (Mallet, 2005) azon beliil is olyan
lokuszokat, amelyeken az allélek egyediek a fajokban (Anderson & Thompson, 2002). Egy masik
lehetdség ha SNP-kel (,,egypontos nukleotid-polimorfizmus”—single-nucleotide polimorphism)
egylitt mikroszatellita l10kuszokat is megfigyelnek ezaltal az F1 hibrideket jol el lehet kiiloniteni a
tiszta fajoktol és a visszakeresztez0dott egyedektol (Vili, 2010).

1.2. Hibridizacio a Vagomadarfélék csaladjaban (Accipitridae)

A Viagomadarfélék csaladjaba tartozo fajok kozott eddig nem sok hibridizalo fajt figyeltek
meg (Short, 1969) és ezek kozott is kevés az alaposan felmért hibridizacio (Vili, 2010). Az 6lyvek
kozil példaul ismert, hogy a préridlyv (Buteo swainsoni) ¢és a rotfarkt olyv (Buteo jamaicensis)
Eszak-Amerikaban (Hull et al., 2007), a pusztai olyv (Buteo rufinus cirtensis) és egerészolyv
(Buteo buteo) pedig a Gibraltari-szoros kornyékén szaporodik egymadssal (Elorriaga & Muioz,
2013).

Az Aquila nemzettségbe tartozo fajok koziil eddig a fekete sas (Aquila clanga) és a békaszo
sas (Aquila pomarina) kozotti hibridizacio van feltérképezve alaposan (Helbig, Seibold, et al.,
2005). A két faj elvalasa kozel egy millio évvel ezel6tt tortént (Seibold, Helbig, Meyburg, Negro, &
Wink, 1996). A fajok elterjedése szemiszimpatrikus, tehat vannak egymassal atfedést mutatd
szaporodo teriiletei Lengyelorszadg keleti részében, Ukrajnaban, Fehéroroszorszagban és a Balti
orszagokban (Vili & Lohmus, 2004). A kutatdshoz mitokondridlis DNS-t és SNP-t vizsgaltak. A
vizsgalt mintak koziil sikeriilt olyanokat detektalni, amelyek valosziniileg visszakeresztez0dott
egyedekbdl szarmaznak, tehat megallapitottak, hogy a hibrid toj6 egyedek szaporoddképesek. Ezen
kiviil aszimmetrikus mitokondridlis génaramlast figyeltek meg, mivel csak a békdaszo sas
»populacioban” talaltak fajtol eltérd haplotipusokat. Ez alapjan arra kovetkeztettek, hogy a két faj
kozott nincs kialakulva teljes izolacid és az aszimmetrikus génaramlds miatt nem minden hibrid
egyed fertilis. KésObbi kutatdsok kimutattak, hogy a parok kozel 80%-a egy fekete sas tojobol €s
egy békaszo sas himbdl all. Ennek az aszimmetrikus hibridizdcionak a forditott szexualis
dimorfizmus lehet az oka, mely a ragadoz6 madarakra jellemz6. E szerint a tojok nagyobbak, mint a
himek. Ezen két faj esetében a fekete sas t0joi nagyobbak, mint a békaszo sasé, ezért a békaszo sas
himek a naluk sokkal nagyobb fekete sas tojot valasztjak (Helbig, Seibold, et al., 2005). A méretbeli
kiilonbségek mellett megfigyelték, hogy a fekete sas himek nagy része nem tud megfeleld
territériumot foglalni, viszont a békasz6 sasok igen (Vili, 2010).

A mi kutatdsunk szempontjabol fontos, hogy a pusztai sas (Aquila nipalensis) hibridizal az
azsiai szavanna sassal (Aquila rapax vindhiana). Spanyolorszagban egy fogsagbol szabadult pusztai

sas him alkotott part egy ibériai sassal (Aquila adalberti). Fontos megjegyezni, hogy az ibériai sas a



parlagai sastol kozel 1 milli6 évvel ezel6tt valt szét (B Martinez-Cruz, Godoy, & Negro, 2007a).
Jelenleg egy eset van publikalva, hogy a parlagi sas hibridizal egy masik fajjal. Romaniaban
készilt egy fotd egy egyedrdl amely kevert jellegeket mutatott, és a szakértok megallapitottak, hogy

szirti sas €s parlagai sas jellegeket hordoz (Corso and Forsman 2008).

1.3. Vizsgalt fajok

1.3.1. A parlagi sas (Aquila heliaca) altalanos jellemzése

A parlagi sas (Aquila heliaca; Savygny, 1809) viszonylag elterjedt Eurdzsia k6zépso teriiletein
mégis a Természetvédelmi Vilagszovetség (IUCN) vords listajan sebezhetd (,,vulnerable”, VU)
fajként tartjdk szamon, mivel él6helye folyamatosan csokken, e mellett szdmos egyed pusztul el
mérgezésekben, aramiitésben, a fiatalabb egyedek vonatbalesetben és egyéb emberi tevékenységek
miatt (imperialeagle.hu). Jelenleg a szaporodd egyedek szamat 2500 és 10000 kozé becsiilik
(Birdlife International, 1999). Elterjedési teriilete Nyugat-Europatol Kozép-Azsidig és Eszak-nyugat
Kinaig és Szibéridig terjed (Ryabtsev and Katzner 2007).

A felnétt egyedekre jellemzd a s6tét barna tollazat a vallakon fehér folttal. A nyakszirti tollak
fako aranyszintiek, a farktollak tove pedig sziirkés arnyalati, az evezd- €s a faroktollak diffuzan
keresztsavosak. A fiatalokra kezdetben jellemzd, hogy a testiik homokszin alapon sététtel csikozott
és fehér csticsok vannak a tollakon, késdbb fakobb szinliek és mintazatuk is gyengébb (Mullarney et
al. 2011). A parlagi sas monogam faj és kortilbeliil négy éves korukban valasztanak part maguknak.
Eléhelyeként az erdds-sztyepp teriileteken kiviil a fasabb mez6gazdasagi foldek szolgalnak, ahol a
magasabb fak tetejére épitik nagy fészkiiket. Egy parnak tobb fészke is van, melyeket felvaltva
hasznalnak &ltaldban 1-2 fidkat nevelnek. F6 taplalék forrdsa a kisemldsok koziil az iirge fajok
(Spermophilus spp.) és a horcsdogok (Cricetinae), tovabba fogyaszt még kisebb hiilldket ritkdbban
dogoket (Del Hoyo, Sargatal, and Elliot 1994). Elterjedésének nyugatibb teriiletein ezek a f6
taplalékforrasok visszaszoruloban vannak a csdkkend populacioik végett ezért mas taplalékhoz
kellett adaptalodniuk ezen allomanyoknak (Horvath et al. 2010). Példaul Magyarorszdgon felmérték
a parlagi sas populaciok taplalék fogyasztasat és megfigyelték, hogy térben és idében is valtozik. A
magasabb régiokban horcsogot (Cricetus cricetus), a nyilt alfoldi teriileteken pedig mezei nyulat
(Lepus europaeus) fogyasztottak a legtobbet. Azonban volt olyan év amikor szinte csak madarakkal,
legfoképp facannal taplalkoztak (Horvath et al. 2010).

A parlagi sas Eurdpai allomanyat harom {6 csoportja bonthatjuk: a Karpat-medencei
(Magyarorszag, Szlovékia), a balkdni (Macedonia, Bulgéria, Torokorszag) és a Kelet-Eurdpai
(Oroszorszag, Ukrajna, Kaukazus) (Horvath et al. 2002). A Karpat-medencei régioban kozel 120-
150 kolté par talalhat6. Torokorszag eurdpai teriiletén 30-50 koltd par (Demerdzhiev 2011),
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Eszaknyugat-Anatélia teriiletén pedig 50 territorium talalhat6. Oroszorszag és Kazahsztan teriiletén
(Karyakin 2011). Az Altaj-hegység teriiletén a becsiilt koltd parok szama 800-900 kozé tehetd. A
hegység teriiletén a megtalalt fészkek olyan erdds hegyoldalakon helyezkednek el, melyek a
sztyeppés volgyekre néznek (I. V. Karyakin, Nikolenko, & Bekmansurov, 2009).

1.3.2. A pusztai sas (Aquila nipalensis) altalanos jellemzése

A pusztai sas (Aquila nipalensis, Hodgson, 1833 ) hasonl¢ elterjedéssel bir, mint a parlagi sas,
de legfoképp Mongodlia és Kozép-Kina teriiletétdl egészen Eurdpa keleti teriiletéig fordul eld (Clark
2005). Jelenleg az allomanyok csokkenek, viszont még nem tartjdk veszélyeztetett fajnak. Jelenleg
(Birdlife International, 2013-as utols6 adat) 160000 egyedre becsiilik a szaporodd allomanyt.

A fiatal madarakra jellemzd, hogy az evezOk sotétek, csikozottak, fehér hatso szarnyél és
farokvégszallagjuk van, az als6 karfedok sargasfehér végei jol lathato, osszefliggd savot alkotnak.
Az Oreg egyedekre jellemzd a sotétbarna tollazat és a szarnyakon és farok tollakon huzddéd erds
sadvozottsag, sOtét hatulsd szarnyél és farokvégszallag. Tovabba a tarkon talalhatdo egy vordses
barnas folt (Mullarney et al. 2011).

ElShelyeként a mezOgazdasagi, sztyeppi és félsivatagi teriileteket tartjak szamon. A parlagi
sassal ellentétben ez a faj régebben a talajra tjjabban bokrokra ritkabb esetekben alacsonyabb fakra
épiti fészkét és 1-4 fiokat nevel. Taplalék forrasaként kisebb €s kozepes testli emldsok, madarak,
halak és dogok szolgalnak (Tingay, Sureda, and Gilbert 2008). Mongolidban példaul a 6 taplalék
forrasa egy egér fajta (Lasiopodomys brandtii). Pakisztanban megfigyelték, hogy mindkét faj
taplalék preferenciaja az adott koriilményekhez képest valtozni tud (Khan et al. 1996).

1.4. Célkitiizések

A kutatds kezdetén mar korabban is kapott a kutatocsoport jelentéseket, melyekben a
Nemzetkozi Parlagisas-védelmi Munkacsoport tagjai mar felfigyeltek olyan egyedekre melyek az
altalanostol eltérd jellegeket mutattak. A 2012-es évben viszont talaltak Torokorszag — Anatdlia
tartomanyaban egy fészket, melyben egy parlagi fenotipusu és egy pusztai fenotipusu par volt. A
fiokak parlagi fenotipusuak voltak, azonban egyéb jellegekkel is rendelkeztek, amik a parlagi sas
fiokakra nem jellemzd, példaul a csikos evezotollak és az egyszinli testtollak.

Tobb forrasbol is értesiiltiink, hogy a terepi megfigyelések soran detektaltak eltérd faju koltd
parokat és olyan egyedeket, melyek morfologiailag egy koztes allapotot mutattak. Szakdolgozatom
célja az, hogy DNS-alapu vizsgalatokat hasznalva taldljak bizonyitékot, amely aldtdmasztja ezen

terepi megfigyeléseket miszerint a két sas faj a természetben keveredik egymadssal.
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Jelen dolgozatban a molekuldris moddszerekkel vald kimutatasra kerestiink megfeleld
markereket és azokat vizsgaltuk meg alaposabban. Tobb nukledris génszakaszt vizsgaltunk meg,

tovabba mitokondrialis szakaszt és kilenc mikroszatellita 10kuszt.
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2. Anyag és Modszer

2.1. Mintak

A kutatasunkhoz sziikséges vizsgéalatokhoz a mintavételezést a Nemzetkézi Parlagisas-
védelmi Munkacsoport (IIEWG) tagjai végezték. A mintagylijtéshez az ugynevezett nem-invaziv
modszert alkalmaztak (Taberlet and Luikart 1997). Ennek 1ényege, hogy a felnétt madarak befogasa
altali zavaras ¢€s stressz okozas nélkiil is hozzajuthassunk DNS-t szolgéltaté mintdkhoz. Az altalanos
eljaras szerint a felndtt madaraktol a vedlett tollakat gytijtik dssze a fészkek és a kitiléfak (olyan
magas fa, amirdl a madarak jol beldtjdk a vadészteriileteket) alol. A fészkek kornyékén inkabb a tojo
tollai taldlhatdak meg, mert a kotlds miatt tobb 1d6t tolt a fészeknél, amig a him 6rzi a territériumot.
Ezen kiviil sziikséges még gylijteni a kiiil6 fak aldl is, mert ott nagyobb valosziniiséggel taldlhatunk
him 4ltal hullajtott tollakat is (Vili, 2009a). Mindemellett a Magyar Madartani és Természetvédelmi
Egyesiilet (MME) tagjai altal elvégzett évenkénti gylirlizéskor (junius — julius eleje) a 4-7 hetes
fiokak honaljtajékarol huznak ki egy tollat. Ez nem-destruktiv mintavételezési modszer, mivel
ebben az esetben a fioka nem sériil meg €és nincs kitéve Gjabb stressznek a gylirtizés mellett.

A mintdinkat két f0 teriiletrdl gytjtotték, melyek Torokorszag, Anatdlia tartomanyanak
kortilbeliil 25 000 km*es teriilete (1. abra) és Oroszorszag, Altaj teriilete (2. abra). A torokorszagi
mintazott teriilettdl kozel 400 km-re talalhaté néhany pusztai sas koltd par (piros jelolés az 1.abran).

Az International Imperial Eagle Working Group (IIEWG) munkatarsai terepen mar kordbban
is megfigyeltek néhany olyan madarat, amely fenotipusosan a parlagi és a pusztai sasra is jellemz0
bélyegeket hordozott. Torokorszag-Anatolia tartoméanyaban észleltek egy fészket, ahol egy parlagi
¢és egy pusztai fenotipust par koltott, tovabba a fiokak parlagi fenotipusuak voltak, viszont érdekes
mas jellegeket is mutattak példaul a csikos mintdzatu evezdtollak és az egyszini test tollak (3.

abra).
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1869 2492 km

2.abra: Oroszorszag

mintavételezési helyszinei
1.4bra: Torokorszag mintavételezési

helyszinek
(sarga-parlagi sas fészkek; piros-
feltételezett pusztai sas fészkek BirdLife

International 2001-es adatai alapjan)

3.4abra: fioka szarny kevert jellegekkel

Ezen fészekbdl két egymas utani ¢vbol (2012 és 2013) rendelkeztiink mintdkkal. 2012-ben a
fészekben két halott fiokat taldltak, sajnos az egyik tetem mar annyira degradalodott, hogy nem
lehetett DNS-t izolalni beldle. 2013-ban két €16 fiokaja volt a parnak €s mindkett6tdl sikertilt mintat
venni. Mindezek mellett mindkét évbol gytljtottek vedlett felnott tollakat, fontos megjegyezni, hogy
ebben az esetben csak a fészek kozvetlen kozelébdl, hogy biztosan csak ettdl a partdl szdrmazzanak
a mintak.

A hibrid fészek mintdin kiviil Torokorszag-Anatolia tartomanyabdl egyéb parlagi sas koltd
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paroktol is gytijtottek tollakat, évek szerint a kovetkezd felosztasban: 2007-bél 2 db, 2009-bdl 9 db,
2011-bdl 2 db, 2012-bd1 15 db, 2013-bol 12 db.

Oroszorszag Altaj teriiletérdl két jol elkiiloniilt térségbdl sikeriilt mintakat gytijteni (4. abra).

o

4.abra: Oroszorszag mintavételezési helyszinek kozelebbrol

Az délebbi teriileten csak pusztai sas koltoparok voltak talalhatoak. Feltételezziik, hogy ezen
térség egy tiszta pusztai sas populacionak az éldhelye. A masik teriileten a két faj elterjedésének
hataran vegyesen talalhatdak pusztai és parlagi sas koltdparok. Feltételezziik, hogy ez a teriilet
hibrid zéna lehet.

A tiszta pusztai sas populacio €s a feltételezett hibrid zona légvonalban kozel 450 km-re
helyezkedik el egymastol tovabba egy topografiai barrier, egy magashegység is elvalasztja dket. A
tiszta pusztai sas terliletrél 18 db mintat gytjtottek. A feltételezett hibrid zonabdl 7 pusztai sas és 11
parlagi sas mintat kaptunk. Az Osszes oroszorszagi vedlett és fioka tollak a 2014-es évbdl
szdrmaznak.

A torokorszagi és oroszorszagi mintdkon kiviil sikeriilt még szerezniink két-két pusztai sas
tollat a Xantus Janos Allatkertt6l (Gy6r) és a Budakeszi Vadasparktol. Mindemellett a kutatocsoport
korabbi években folyd populacid-genetikai és dinamikai kutatasai révén 22 Macedonidban kolto
parlagi sas egyed DNS profilja allt rendelkezésiinkre és kozel 700 egyedé a Karpat-medence
teriiletérdl, melyek koziil 9 lokuszra teljes profiluakat kivalasztottunk és néhany Osszehasonlitd
elemzésben (egyéb teriiletként feltiintetve) felhasznaltunk.

Az eredmények értékeléséhez és magahoz a munkafolyamatokhoz elengedhetetlen volt, hogy
felcimkézziik a tollakat. Minden tollra rairtuk az egyedi azonositd kodot, a teriiletnek és a fajnak

megfelelden.
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2.2. Toll preparalas

A molekularis modszerekhez a felnétt vedlett tollakbol €s a fidka tollakbol izolaltuk a DNS-t.
A tollak kozott a kdvetkezd harom mindségi tipust kiilonitjiik el: rossz (0) hogy ha a tollnak a
csévéje és koldok része sulyosan megsériilt, kozepes (1) ha a cséve sériilt, de a koldok rész nem
vagy kevésbé €s jo (2) mindségi egy toll, ha a cséve és koldok rész sértetlen (Vili et al., 2013).
Vizsgalataink soran kizardlag a jo (2) mindségii tollakat hasznaltuk fel.

A preparalasra alkalmas lehetséges tolltipusok a nagyfedd, kézevezd, kézevezd fedo,
karevezo, faroktoll és vallfédo tollak. A kutatdsunkhoz els6sorban a kézevezo és faroktollakat
hasznaltuk fel a sikeresebb DNS-kivonas érdekében (Vili et al., 2013). A tollakat felhasznalasig
fészkenként elkiilonitve szaraz helyen taroltuk.

A tollat fejlodése soran egy ér taplalja, ami az als6 koldokon at belép a tollszarba, és a fels6
koldoknél 1ép ki a toll kiilsé felszinére, majd a tollfejlodés utan visszahuzodik, ekkor a felsd
atlépésnél egy kis vérrogoét hagy maga utin. Mivel a madarak vordsvérsejtjei tartalmazzék a
sejtmagot, a vérrogbdl elegendd mennyiségli DNS nyerheté (Horvath, Martinez-Cruz, Negro,
Kalmar, & Godoy, 2005). A vérrdg (5. abra) kipreparalasat a vedlett tollakbol mindig steril
papirlapon végeztiik. A kimetszéshez hasznalt szikét és csipeszt minden alkalommal alkohollal és
hoékezeléssel sterilizaltuk annak érdekében, hogy a kontamindciot elkeriiljiik. A folyamat elején
alkohollal atitatott torldpapirral lemostuk a felsd koldok részt, hogy a szennyezddéseket
eltavolitsuk. A kovetkezd 1épésben kivagtuk a felsé koldok, lehetdség szerint egy vékonyabb
darabjat, hogy kés6bb az emésztés 1épésében a folyadék teljesen ellephesse. Ez utan szikével a felso
rétegeket lefejtettiik, hogy a vérrdg a felszinre keriilhessen, szintigy az emésztés elOsegitésére. A
kis toll darabkakat pedig koddal ellatott eppendorf-csében taroltuk -20°C-on a felhasznalasig.

A fidka tollakat alkoholban, -20°C-on taroltuk a felhasznalasukig. Kozvetleniil a DNS-
kivonas el6tt az eppendorf-cs6bdl eltavolitottuk az alkoholt és a tollakat a csovek szajaba helyeztiik,
hogy elparologhasson a maradék alkohol. A preparalashoz mindegyik tollat kiilon papirlapra és
parafilmre helyeztiik és a feln6tt tollakhoz hasonloan sterilizalt szikét és csipeszt hasznaltunk. A
tollak csévéjének végét vagtuk le és aproztuk fel, emellett probaltunk tobb kisebb kotdszoveti

darabkat is kiemelni. Ezeket az 0j eppendorf-csé szdjaba helyeztiik, hogy tovabb szaradhassanak.

5.abra: Tollon talalhato felso koldok kiemelve
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2.3. DNS kivonas

A tollakbol torténé DNS kivonasdhoz a Geneaid altal gyartott Genomic DNS Kit (Tissue)®©
instrukcidit kovettiik kisebb-nagyobb valtoztatasokkal.

Elsd 1épésben a mintakhoz 20 pl Proteindz-K-t és 10 ul DTT-t adtunk, annak érdekében, hogy
elemésztddjenek a fehérjék és a keratin, hogy késébb hozzaférhesslink a nukleinsavhoz. Utdna
emésztd puffert mértiink hozzd, majd egy éjszakara 60 C° -os vizfiirdobe helyeztiik, hogy az
enzimek kell6képp kifejthessék hatasukat.

A kovetkezo {6 1épésben a lizis-puffer hozzaadasa utan az emésztett folyadék feliiluszojat
leszivtuk és egy oszlopmembranra helyeztiik. Annak érdekében, hogy a felsd réteg szemcse mentes
legyen a mintékat centrifugdba helyeztiik maximum fordulatszimon. Az oszlopra vald atmérés
soran figyelni kellett, hogy semmilyen apré szemcse ne keriiljon at, mert az eltomiti a membrant.
Ezen Iépés végén a folyadékban taldlhatdo DNS molekuldk alkoholos kdzegben a membranhoz
kotédnek.

A harmadik fontos 1épés soran kétféle moso puffer segitségével az emésztetlen és felesleges
részecskéket eltavolitottuk a membranrol. Mindkét mos6 puffer hozzdadidsa utdn a mintédkat a
centrifugaba helyeztiik maximum fordulatszamon.

A végso lépéshez az oszlopokat koddal ellatott steril eppendorf-csovekbe helyeztiik €s
20 percre nyitott kupakkal egy szekrénybe raktuk, hogy az alkohol teljes mértékben elparologjon.
Miutdn megbizonyosodtunk, hogy alkohol nem maradt a membranon, ramértiink eldre felmelegitett
50 pl eulalé-puffert, majd zart kupakkal inkubaltuk 5-10 percig. Az id6 lejarta utan a centrifugéba

helyeztiik, majd az utols6 1épést megismételtiik. A mintakat felhasznalasig -20 C°-on taroltuk.

2.4. Ivarmeghatarozas

Az ¢élovilagban szdmos olyan faj talalhato, amelyeknek kiilsé bélyegek alapjan nehéz
meghatarozni a nemét. Ilyen esetekben sziikséges molekuléris ivar-meghatarozas. Ehhez egy
modszert fejlesztett ki Fridolfsson és Ellegren (1999), ami altalanosan alkalmazhat6 a madarfajokra,
a futdmadarak kivételével. A vizsgalat a CHD1 génszakasz vizsgélatan alapul (Fridolfsson &
Ellegren, 1999). Ezen szakasz kodolja a kromo-helikdz DNS-kot6 fehérjét, amely az ivari
kromoszémakon eltérd hossziasagiiak. A madaraknal a heterogametikus ivar a tojé (ZW), a him
pedig a homogametikus (ZZ).

Fridolfsson ¢és Ellegren (1999) altal leirt 2550F/2718R primer par hasznalata esetén a CHD1
gén a Z kromoszoman 450 bazispar (bp) hosszl, a W kromoszoéman pedig 700 bp hosszli szakaszt
szaporit fel.

Kutatasunk vége felé a nagyobb a hatékonysag érdekében egy masik primer part hasznaltunk,
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a CHD1-i116F és CHD1-116R elnevezésiit, amelynél a Z kromoszoéman egy 430 bp hossztsagu, a W
kromoszéman egy 650 bp hosszusagu szakasz szaporodott fel (Suh, Kriegs, Brosius, & Schmitz,
2011).

A DNS felszaporitashoz a kovetkezd PCR reakcidelegyet alkalmaztuk: 0,065 pl DreamTaq
enzim (Thermo Scientific™), 1,7 ul DreamTaq pufter, 0,65 pl MgCl, ugyanennyi dNTP mix, 9 pl
H>O, pl 2 primer mix és végiil 3 ul DNS. A ,,touch down” PCR alkalmazasaval kezdetben alacsony
annelacios homérsékleten nagy mennyiséget szaporitunk fel a kivant termékbdl, ezaltal a folyamat
elején kevés, viszont specifikus termékiink lesz. Majd egyre emelve a hémérsékletet csak
specifikusan a kivant termékek szaporodnak fel (1. tablazat).

1.tablazat: PCR ciklus az ivarmeghatarozashoz

Tetranukleotid Dinukleotid
Kezdeti R .
denaturalas 9°C 2p 9°C 2p
Touch- Il 95°C 30mp 95°C 30 mp
down 1.l 66-60°C 30 mp 7 ciklus 66-50°C 30 mp 17 ciklus
szakasz Il 72°C  30mp 72°C 30 mp
Il 95°C 30mp 95°C 30 mp
Il 60°C 30 mp 31ciklus 50°C 30 mp 21 ciklus
.| 72°C  30mp 72°C 30 mp
VeesSl ¢ 7p 72°C 7p
extenzio

I. denaturalas, Il. anellacio, lll. elongacié

Az eredményt agardz-gélelektroforézissel értékeltiik ki. A 1,8 %-os agardz gélhez festéket
(GelRed™, Biotium) adtunk majd 100 V-on 45-50 percig futtattuk. A géllapot UV-fénnyel
vilagitottuk meg, el6szor fényképet készitettiink réla, majd UV fény alatt kiértékeltiik, késébb a
fénykép alapjan ellendriztiik az eredményeket. A tojé egyedeknél két darab gél csik lathatd egy
450/430 ¢és egy 700/650 bp-nal. A himeknél pedig egy csik a 700/650 bp-nal. A vizsgalatainkhoz az
ivarmeghatarozas azért sziikséges, mert az dsszehasonlitdé elemzésekbe szerettiink volna minél tobb
egyedet bevonni, igy tudtuk ndvelni a mintaelemszamot, ha egy territériumbodl a himet és tojot is

azonositottuk.

2.5. Szekvenalas
Sok esetekben a hibrid egyedeket nehéz vizualisan megkiilonboztetni a tiszta faji egyedektol.
Azonban ma mar szamos molekuldris modszer alkalmazhatd a hibrid egyedek detektalasahoz. A

kutatdsunkhoz két fO eljarast alkalmaztunk, bizonyos genom szakaszok szekvenalasat ¢és
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mikroszatellita-fragmentanalizist.

Az egyik vizsgalt szakasz a mitokondrialis kontroll régi6 volt. Ezen szakaszrol fontos tudni,
hogy fajon belill is valtozatossagot mutat, ennél fogva tobb haplotipusa is megtaldlhatd egy-egy
populacioban. Az egyik ok, hogy a valasztasunk erre a szakaszra esett, hogy a kutatocsoport korabbi
kutatasainak koszonhetden jol feltérképezett a parlagi sas populdcidkban (Vili, 2009b).A masik ok,
hogy a két faj kontroll régioja kozott 13 bp kiilonbség van, ami alapjan jol elkiiloniilnek (2. tablazat)
(Helbig, Kocum, Seibold, & Braun, 2005). Azért fontos, hogy mitokondrialis szakaszt is
vizsgaljunk, mert csak anyai agon 6roklédik. gy a haplotipus meghatarozasa alapjan eldonthetd,
hogy az adott egyednek milyen az anyai leszdrmazasa.

2.tablazat: Az eddig ismert parlagi és pusztai sas mitokondrialis haplotipusai a polimorf

helyekkel és a génbanki azonositokkal (a pontok a referencia szekvenciaval- elso szekvencia-

valé egyezést jelentik)

Varidbilis pozicidk

1111112222222222333
3445579113 4441233334448222
Haplotipus Génbakiszam 1 2 5 4 9 5 6 18 4 45 997 27 89033838489
E AJ574880.1* ATATGCATCGGCACAACTTTACCTAC
D AJ567367.1 e e T
F AJ574881.1 * ) T
G AJ574882.1 * e e G .
H AJ574883.1 * e . C .
I AJ574882.1* P
J AJ574885.1 * e L CI N
L EU433561.1** |. . . . . . . . . . . . . .G . . ...
M KC555570.1 ... .. .G, T ... .G ... CL
N KC555571.1 B ©
P KC555572.1 .. G .. .G T .00
Q KC555573.1 ... .. .G TA . 006G oL
R KC555574.1 e O
S KC555575.1 .. . . . . . . . A
1 AJ781268.1 *** |G A CAT c. .AGT.G TCcc. . .GC
Pusztaisas 2 AJ781269.1 *** |G A CAT C .AGT . G TCcccCc. .GC
3 AJ781270.1 *** |G A CAT C. .AGT.G T cCcC. .GC

* Martinez-Cruz,B., Godoy,J.A. and Negro,J.J. 2004
** Vili et al. 2009
*** Martinez-Cruz,B. and Godoy,J.A.

A mitokondrialis kontroll régi6 felszaporitdsdhoz a kdvetkez6 reakcidelegyet alkalmaztuk: 0,1
ul DreamTaq enzim, 2,5 pl DreamTaq puffer, 1 ul MgCl és ugyanennyi dNTP mix, 13,4 ul HO, 2
ul AID1-forward primer €és ugyanennyi FboxR-reverse primer (Martinez-Cruz, Godoy, & Negro,
2004), végiil 6 ul DNS. Az amplifikalashoz hasznalt PCR-ciklus a 6.tablazatban lathato.

A nuklearis gének koziil a RAG-1 gén egy szakaszat és az adenilat-kinaz egy szakaszat

valasztottuk. A génbankban talalhato RAG-1 szekvencia alapjan a két faj kozott 6 bp kiilonbség
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talalhatdo  (3.tdblazat) (Helbig, 2005). A RAG-1 vizsgilatdhoz, a polimorfizmusok
figyelembevételével, sajat tervezésli primer par segitségével egy kozel 400 bp hosszi szakaszt
szaporitottunk fel, ami a varidbilis poziciok nagyobb részét tartalmazta (4. tablazat).

3. tablazat: Génbankban talalhaté szekvenciak variabilis pozicioi és génbanki azonositoi

a RAG-1 génnél

bp| 13 69 925 1145 1177 1192 Génbanki szam
Parlagi sas A A G C T A EU345534.1
Pusztai sas G G A T C G EU345540.1

4.tablazat: Altalunk tervezett primerek altal felszaporitott szakasz variabilis pozicioi a

RAG-1 génnél

bp| 70 290 322 337 |Génbankiszam
Parlagi sas G C T A EU345534.1
Pusztai sas A T C G EU345540.1

A RAG-1 altalunk valasztott szakaszanak PCR-rel torténd felszaporitasahoz a kovetkezd
reakcidelegyet hasznaltuk (PCR-ciklus a 6.tdblazatban): 0,2 pul DreamTaq enzim, 5 pl DreamTaq
puffer,2 ul MgCl, és ugyanennyi dNTP mix, 26,8 pl H2O, 4 pl forward primer és ugyanennyi
reverse primer végiil pedig 6 ul DNS.

Az adenilat-kinaz1l gén (AK), 6-0s exon (508 bp) szakaszanak publikalt szekvencidja alapjan
a két faj kozott szamos kiilonbség van (Helbig, 2005). Ezen szakaszra is terveztiink egy primer part,
mely kozel 200 bp hosszisagu szakaszt szaporittat fel, amelyben 3 variabilis pozicio volt fellelhetd
(5.tdblazat). A génbanki szekvencidban lathaté delécios kiilonbséget mi nem detektaltuk
egyértelmiien fajok kozotti kiilonbségnek, ezért a tovabbiakban ezt a poziciot nem vizsgaltunk.

5. tablazat: Altalunk felszaporitott szakasz variabilis pozicioi és a szekvenciak génbanki

azonositoi az AK génnél

bp|148 217 218 | Génbanki szam
Parlagi sas G A G AJ601473.1
Pusztai sas A - - AJ601474.1

Az adenilét-kinaz kivalasztott szakaszanak a PCR-rel torténd felszaporitdsahoz a kovetkezo
reakcidelegyet hasznaltuk (PCR-ciklus a 6.tdblazatban): 0,2 ul DreamTaq enzim, 5 pl DreamTaq
puffer,2 pl MgCls és ugyanennyi dNTP mix, 26,8 ulH20, 4 pl forward primer és ugyanennyi reverse
primer végiil pedig 6 pl DNS.
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6. tablazat: PCR-ciklusok a szekvenalasokhoz sziikséges szakaszok felszaporitasahoz

MITOKONRDIALIS CR ADENILAT-KINAZ
Kezdeti R R
denaturdlas ac > P ac 3p
Il 94°C 30 mp 94°C 30 mp
1] e0°C 30 mp 35 ciklus 55°C 45mp  38ciklus
. 72°C 45 mp 72°C 45 mp
Végs6 extenzio| 72°C S5p 72°C 7p
RAG-1
Kezdeti R
denaturalas 9a4C 3p
Touch- Il 94°C 30 mp
down I.| 65-57°C 45 mp 18 ciklus
szakasz .| 72°C 45 mp
I.| 94°C 30 mp
Il 57°C 45 mp 20 ciklus
M. 72°C 45 mp
VégsG6 extenzié| 72°C 7p

I. denaturdlas, Il. anellacio, Ill. elongacid

A szekvenalashoz sziikséges PCR-reakciokat a Konzervacio-Genetikai kutatdcsoport laborjaban
végeztiik, viszont a szekvenalas folyamatat a Magyar Természettudomanyi Mizeum Molekularis
Taxonomiai Laboratériuma végezte el. Ott egy ABI 3130 tipusu automata szekvenatorral dolgoztak,
kapillaris-elektroforézissel. A szekvencidkat a Staden program (Staden, 1996) segitségével olvastuk
le, majd a MEGAG6 programmal (Kumar, Tamura, & Nei, 1994) rendeztiik 6ssze és hataroztuk meg

crer

programmal hataroztuk meg Median-joining modszerrel (Bandelt, Forster, & Ro6hl, 1999).

2.6. Mikroszatellita fragmentanalizis

Kilenc mikroszatellita 16kuszt vizsgaltunk, melyek eredetileg részben a réti sasra (Haliaeetus
albicilla), részben az ibériai sasra (Aquila adalberti) és a parlagi sasra lettek kifejlesztve és
fluoreszcens jeloléssel voltak ellatva (FAM-6, HEX, VIC). Az egyes lokuszokon talalhato allélek
fajonként és egyedenként is eltérnek ezért az egyedek egyedileg azonosithatok (Rudnick, Katzner,
Bragin, Rhodes, & DeWoody, 2005). Az altalunk feltart dinukleotid l6kuszok az Aa27, Aa43, Aa39,
Aa02, Aa36, Aa56, Aa35 (B Martinez-Cruz, Godoy, & Negro, 2002). Ezen kiviil a tetranukleotid
lokuszok koziil a kovetkezoket elemeztik: IEAAAGO09, IEAAAGI11 (tovabbiakban G-vel roviditve)
(Busch, Katzner, Bragin, & Keim, 2005). A kutatasunkhoz az Aa02-es lokusz kiemelkedden

fontosnak bizonyult. Az eredmények alapjan ez a 16kusz a pusztai sasokra nem miikodik, ezért ez a
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faj konnyen detektalhato.

A felszaporitdas multiplex PCR-t alkalmaztunk a kovetkezd lokusz parokkal: Aa02-Aa3s,
Aa43-Aa56, Aa36-Aa39, G11-G09 eltéré annelacidos homérséklettel dolgoztunk a di- és a
tetranukleotidok esetén (7. tablazat) mindkét esetben ,touch-down” PCR-rel. A sziikséges
reakcioelegy: 0,065 ul DreamTaq enzim, 1,7 pl DreamTaq puffer, 0,65 pl MgCl, és ANTP mix, 1-1
ul 16kuszonként a forward €s reverse primer mixekbdl, 9 pl dH>O és végiil 3 ul DNS.

A l16kuszok leolvasasat Magyar Természettudomanyi Muzeum Molekularis Taxondmiai
Laboratériuma végezte ABI 3130 tipusu szekvenatorral. A fragmenshosszokat a Applied
Biosystems Peak Scanner nevii programjaval olvastuk le, ami a fragmens-hosszokat az ismert
hosszlisagu jelolt méret markerhez viszonyitva szamitja ki. A genotipizalasi hibidkat a Micro-
checker szoftverrel ellendriztiik (Oosterhout, Hutchinson, Wills, & Shipley, 2004).

7.tablazat: PCR ciklus a mikroszatellita fragmentanalizishez

Tetranukleotid Dinukleotid
Kezdeti
° 2 ° 2
denaturalas »C P »C P
Touch- [l 95°C  30mp 95°C 30mp
down I1.| 66-60°C 30 mp 7 ciklus 66-50°C 30mp 17 ciklus
szakasz Ill.| 72°C 30mp 72°C 30mp
[l 95°C 30mp 95°C 30mp
Il 60°C 30mp 31 ciklus 50°C 30mp 21 ciklus
N 72°C  30mp 72°C 30mp
VessSl s2c 7p 72°C 70
extenzio

I. denaturalés, Il. anellacio, lll. elongacio

A mikroszatellita l0kuszokra a Hardy-Weinberg egyensulyt és a kiegyenstlyozatlan
kapcsoltsagot (,,linkage disequilibrium” - LD) a Genepop programmal teszteltiikk (Raymond &
Rousset, 1995). A Genalex programmal (Peakall & Smouse, 2006) szamoltuk ki a mikroszatellita
allélek vart ¢és becsiilt heterozigdcia fokat és a populaciok kozotti széttagoltsagbol fakado
heterozigdcia csokkenés mértékét, a fixacios indexet (Fy). A torokorszagi megfigyelt hibrid egyed
elkiiloniilését a torokorszagi parlagisas-koltdpopulaciotol, valamint az oroszorszagi feltételezett
,hibrid zoénaban” koltd pusztai sasok elkiiloniilését a kizarolag pusztai sas territoriumos tertilettdl a
STRUCTURE (Pritchard, Stephens, & Donnelly, 2000) és a Geneland (Guillot, Mortier, & Estoup,
2005) programokkal vizsgaltuk. Mindkét program genetikailag kiilonb6z0 populaciok

meghatarozasara alkalmas egyedi genotipusok alapjan, bayes-i megkozelitéssel (Pritchard et al.,
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2000). Azért ezeket a programokat haszndltuk, mert ezek az egyedeket csoportokba soroljak és
becslik annak a valoszinliségét, hogy az egyed milyen aranyban tartozik egy adott populaciéhoz,
besorolni. A STRUCTURE modellink a kovetkez6 volt: admixture, uncorraleted (az
allélgyakorisagok nem korreldlnak egymassal), 600 000 MCMC (Markov Chain Monte Carlo)
1épéssel és 200 000 1épéses burnin periddussal, egymastol 10 fliggetlen futast végeztiink minden
egyes lehetséges populacioméretre (K). A fliggetlen futdsok eredményeit atlagoltuk €s modellek
likelihood értékei, valamint a Delta K (az a becsiilt populacidoszam (K), aminél a legnagyobb ugras
van a likelihood értékben) alapjan hataroztuk meg a legvaldszinlibb populacidoszamot.

A Geneland program, a STRUCTURE-t6l eltéréen, a csoportok elkiilonitésénél
figyelembe veszi a populaciok kozotti foldrajzi tdvolsdgot is (Guillot et al, 2005). A
kovetkezOképpen futtattuk a programot: 200 000 iteraciéval, melybdl minden 200-dik eredménye
lett csak figyelembe véve (ritkitas: 200) és 10 fliggetlen futast végeztiink minden egyes lehetséges

populacidészamra (K).
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3. Eredmények

3.1. Szekvenalas
A par mintaval (a torokorszagi hibrid fészek Osszes egyede, egy karpat-medencei parlagi sas,
kettd torokorszagi parlagi sas, kettd allatkertbdl szdrmazd pusztai sas) torténd eldzetes
szekvenalasok eredményei alapjan a RAG-1 szakasz szembetlinden eltért a Helbig (2005) altal
kozolt szekvenciaktol: a polimorfizmusok megvannak ugyan az egyedek kozott, viszont a parlagi
sasok €és a pusztai sasok nem kiiloniilnek el (8. tdblazat). Mivel ez a génszakasz nem alkalmas a
fajok elkiilonitésére, nem tudtuk hasznalni a hibrid egyedek detektalasara, ezért tovabbiakban nem

hasznaltuk.

8. tablazat: A RAG-1 génszakasz polimorf helyein talalhato nukleotidok

bp| 70 290 322 337 |Génbanki szam

Parlagi sas G C T A EU345534.1
Pusztai sas A T C G EU345540.1

Parlagi sas - Karpat-medence A C T A

Parlagi sas - Torokorszag A C T A

Pusztai sas - allatkerti A C T A

hibrid gyands him - hibrid fészek A C T A

Parlagi sas - hibrid fészek A C T A

fidka - hibrid fészek A C T A

Az adenilat-kinaznak a génbankban taldlhatd szekvencidja alapjan a parlagi sasnak a 148.
pozicional egy guanin taldlhatd, mig a pusztai sasnak egy adenin. A mi eredményeink szerint is
guanin talalhaté a parlagi sasokban, viszont a pusztai sasok ennél a pozicional heterozigotak (A és
G) (9.tablazat). Bar eltérnek az eredményeink az eddig kozoltektol (Helbig, 2005), mégis lehet oket
hasznalni a két faj elkiilonitésére. Az is lathato, hogy ténylegesen nem lehet kiillonbséget tenni egy

pusztai sas €s egy esetleges hibrid egyed kozott.
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9. tablazat: Az adenilat-kinaz 6-os exonjanak szakaszan 1évé polimorf helyek,

nukleotidok és a kozolt szekvenciak (elsé két sor) génbanki azonositoi

bp 148 |Génbanki szdm

Parlagi sas G EU345534.1
Pusztai sas DA £u34ss40.1

Parlagi sas - Karpat-medence G

Parlagi sas - Torokorszag G

Pusztai sas - allatkerti R(AésG)

hibrid gyanus him - hibrid fészek R (A és G)

Parlagi sas - hibrid fészek G

fidka - hibrid fészek G

Parlagi sas —orosz G

Parlagi sas —orosz G

Pusztai sas —orosz —tiszta R (A és Q)

Pusztai sas —orosz —kevert R (A és G)

A mitokondridlis kontroll régio eldzetes vizsgdlatai soran megallapitottuk, hogy a variabilis
poziciok egyeznek a korabban kozoltekkel, a két faj haplotipusai jol elkiiloniilnek egymastol, 14
pozicidban kiilonbdznek (10. tablazat, 6. dbra).

A torokorszagi feltételezett hibrid fészek minden egyedére elkésziiltek a mitokondrialis
kontroll régié szekvenalasai. A parlagi fenotipusu tojo E parlagi haplotipussal rendelkezett, mig a
pusztai fenotipustt him M parlagi haplotipussal. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a fészek him
egyede egy hibrid. KésObbiekben ezt még mas eredményeink is megerdsitik. A tobbi
Torokorszagban koltd parlagi sas mintdink E, G, I, K és M haplotipusok koziil kertiltek ki (10-11.
tablazat és 6. abra).

Az oroszorszagi kevert teriiletrél szarmazd Osszes parlagi sas E haplotipussal rendelkezett.
Ezen a teriileten taldlhatdo pusztai sasok koziil 1 db 2-es haplotipusi és 1 db altalunk talalt
haplotipusu egyedet talaltunk. A tiszta pusztai sas terlileten szamos 0j, még nem kozolt haplotipust
detektaltunk (10-11. tablazat és 6. dbra). Az allatkerti madarakban azonositottunk egy 0j polimorf
helyet (248. pozicid), amely egy 0j haplotipust kiilonit el (10-11. tablazat).
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10.tablazat: Talalt haplotipusok

Variabilis pozicidk
111111222222 22223373S3
Haplo-| 3 4 4 55 7 9 113 4 4 41 2 33334448 2 2 2| Génbanki
tipus 1254956 18445997 278903388 489 szam
E T T A TCGGCACAACTTTACTCT A CAJ574880.1
G G T G . AJ574882.1
Parlagi sas | . G T . . AJ574882.1
K G G T G . . EU433560.1
M G T G C . KC555570.1
2 GAACATACCGAGTC CG~TC CCCACGTCA CAJ781209.1
4% ~ . T
Pusztai sas > N . T :
6* ~ T T
7* . ~ T T . T
g . . . . . . . . . .G ~ T T T
* altalunk talalt haplotipusok
11.tablazat: Talalt haplotipusok teriiletekre bontva
Torskorszag- Oroszorszag Oroszorszag (.)roszorszég. Allatkerti
Haplo- . kevert- kevert-  tiszta pusztai .
, Anatélia . . pusztai sas
tipus parlagi sas  pusztai sas sas
E 2 6 - - -
G 4 - - - -
Parlagi sas I 1 - - - -
K 2 - - - -
M 1 - - - -
2 - 1 6 -
4% - - - 4 1
. 5* - - - - 2
Pusztai sas 6* ) ) 1 ) )
7* - - - 1 -
8* - - - 1 -
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6. abra: Haplotipus halézat, a 10-11.tablazat adati alapjan, Network programmal
szamolva, median-joining modszerrel
piros — torokorszagi parlagi sasok
z0ld — oroszorszagi parlagi sasok
tiirkiz — oroszorszagi kevert teriileten pusztai sasok
kék — oroszorszagi tiszta pusztai sasok
sarga — allatkerti pusztai sasok
fehér — mas populéciokban eléforduld haplotipusok
fekete — nddusz — nem valds haplotipus
(a toréspont kozott 13 mutacid van)

3.2. Mikroszatellita fragmentanalizis

A hibrid fészek egyedeinek alléljei leolvasdsa és dsszerendezése utan megallapitottuk, hogy a
parlagi fenotipusu tojé egyed csak olyan allélekkel rendelkezett, amelyek eddig csak parlagi
sasokban voltak megtalalhatoak. A pusztai fenotipusti him egyed alléljainak feljegyzése utan azt a
kovetkeztetést vontuk le, hogy ebben az egyedben parlagi és pusztai sasokra jellemz6 allélek
egyarant megtalalhatoak voltak. Tovabba megvizsgaltuk az Aa02-es lokusz alléljeit, ami nem
mikodik pusztai sasokra. A fészek him egyedének mégis felszaporodott ez az allél, amit
valosziniileg a parlagi sas anyjatol kaphatott. {gy tovabbi bizonyitékot talaltunk arra nézve, hogy a
him egyed hibrid.

A fiokak mikroszatellitadi alapjan megallapitottuk, hogy ténylegesen 0k a par utdodai mindkét
évben. Mindkét évbdl szarmazd mintdinkat Gsszevetetve arra jutottunk, hogy a fészeknél nem
tortént cserélddés, mindkét évben ugyanaz a par koltott ott.

Torokorszagbol a hibrid-fészken kiviil gylijtott 0sszes mintdra elkésziilt a mikroszatellita-
fragmentanalizis. Az allélek feltérképezése utan megéllapitottuk, hogy a torokorszagi parlagi sas
populacidban 8 olyan allél van, amelyet még nem talaltunk meg a karpat-medencei parlagi sasok
kozott, és eddig a pusztai sasok kozott sem. Ez utdn megfigyeltik az allél egyezéseket, és

meghataroztuk, hogy a 27 mintankbdl 3 db egyezés van, tehat 6sszesen Torokorszagbol 24 madarat
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mintdztunk meg.

Az oroszorszagi feltételezett hibrid zondbdl 3 pusztai sas fenotipusii mintara késziiltek el a
mikroszatellita futasok. Ezen 3 minta feltérképezett alléljei kozott talaltunk 3 olyan allélt, amely az
eddigi eredmények alapjan parlagi sasokra jellemzd, emellett a tiszta teriiletrdl szarmazo mintak
feltérképezésekor sem talaltuk meg. A 3 pusztai sas fenotipusi mintdn kiviil még 7 parlagi sas
fenotipusu mintara késziiltek el a mikroszatellita futasok. Ebbdl a 7 mintdbol 1-ben talaltunk 1
olyan allélt, amely eddig a pusztai sasokra jellemzd. A tiszta pusztai sas teriileten talaltunk 15 olyan
allélt, amelyet még mas parlagi sas populacioban nem (Fiiggelék, 2.tablazat).

A Genepop elemzések alapjan Bonferroni korrekcid utan nincs eltérés a Hardy—Weinberg
egyensulytol és nincs egyenldtlen kapcsoltsdg a lokuszok kozott. A STRUCTURE-rel torténd
oroszorszagi mintdk elemezésekor (kevert teriilet, parlagi sas: n=7; kevert teriilet, pusztai sas: n=3;
tiszta pusztai sas teriilet: n=14) K=2, vagyis két jol elkiiloniil6é csoportot kaptunk eredményként (Ln
P(D)= -646.7; Delta K=998,82), ebbdl arra kovetkeztettiink kiilonbséget lehet tenni a parlagi sasok
¢és a pusztai sasok kozott (7-8. abra). Azonban a kevert teriileten €16 pusztai sasok koziil egy egyed

az eredmények alapjan hibrid lehet, mert 20% valdszintiséggel tartozik a parlagi sas alloményhoz.

1.00

0.80
0.60
0.40
0.20

0.00

1 3 3
hibrid gyanus egyed

7. abra:STRUCTURE eredménye oroszorszagi mintakra. Az abra mutatja, hogy az
egyedek milyen valdsziniiséggel tartoznak az adott csoportba (itt:piros-parlagi sas, zold-
pusztai sas)

1 — Oroszorszag, kevert teriilet, parlagi sasok
2 — Oroszorszag, kevert teriilet, pusztai sasok
3 — Oroszorszag, tiszta teriilet, pusztai sasok
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8. abra: STRUCTURE eredménye oroszorszagi mintakra: a modell likelihood értékek
(LnP(D)) és a Delta K valtozasa a csoportok szamanak fiiggvényében (K=2 a legval6sziniibb)

Genelanddel elemezve az oroszorszagi mintdkat ugyancsak megallapithatd, hogy két jol
elkiiloniilé klaszter van, tovabba a kevert teriileten taldlhatd pusztai sasok koziil kettét sorol a

parlagi sasok klaszterébe (> ~60 % valoszintiséggel) (9. abra).
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. pusztai sasok
. parlagi sasok

O kevert teriileten, pusztai sasok
{3 egyed)

9. abra:Geneland eredmények az oroszorszagi mintakra. A vonalak mutatjak, hogy a
pixelek és az egyes egyedek milyen valosziniiséggel tartoznak a kiilonboz6 klaszterekhez
(fehér-: > 90 %, piros: <10 %). Felso abra: mintavételezés térképe, kozépso abra: klaszter 1,
also abra: klaszter 2

Ha az oroszorszagi mintak mellé a torokorszagi mintakat (n=26) is hozzatettiik, ugyancsak 2
csoportot allapitott meg a program (Ln P(D)= -1256.7; Delta K=1254,62), tehat itt is latszodik,
hogy a két faj szépen elkiiloniil (10-11. abra).
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10. abra: STRUCTURE eredménye oroszorszagi és torokorszagi mintakra. Az abra
mutatja, hogy az egyedek milyen valosziniiséggel tartoznak az adott csoportba (itt:zold-
parlagi sas, piros-pusztai sas)
1 — Oroszorszag, kevert teriilet, parlagi sasok
2 — Oroszorszag, kevert teriilet, pusztai sasok
3 — Oroszorszag, tiszta teriilet, pusztai sasok

LnP(D) Delta K
-1200,00 1400,00
0 1 2 3 4 5
-1250,00 1200,00
1000,00
-1300,00
300,00
-1350,00
500,00
-1400,00
400,00
-1450,00 200,00 .
-1500,00 0,00 Y W

o 1 2 3 4 5 6

SAREA A

11. abra:STRUCTURE eredménye oroszorszagi és torokorszagi mintakra: a modell
likelihood értékek (LnP(D)) és a Delta K valtozasa a csoportok szamanak fiiggvényében (K=2
a legvaldsziniibb)

Ha az eddigi populaciokhoz még hozza vettiik az egyéb teriiletekrdl szdrmazo parlagi sasokat

akkor 3 csoportot (Ln P(D)=-3779.6; Delta K=2119,87) kiilonitett el a program (12-13. abra).
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12. abra: STRUCTURE eredménye oroszorszagi, torokorszagi és egyéb mintakra. Az
abra mutatja, hogy az egyedek milyen valosziniiséggel tartoznak az adott csoportba (itt:piros-
parlagi sas(Oroszorszag, Karpat-medence, Macedonia); zold-pusztai sas; kék-parlagi

-3700

-3800

-3900

-4000

-4100

-4200

-4300

-4400

-4500

sas(Torokorszag))
1 — Oroszorszag, kevert teriilet, parlagi sasok
2 — Oroszorszag, kevert teriilet, pusztai sasok
3 — Oroszorszag, tiszta teriilet, pusztai sasok
4 — Torokorszag, parlagi sasok
5,6 — Egyéb teriiletek, parlagi sasok (5-Macedonia, 6-Karpat-medence)

Ln P(D) Delta K
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13. abra: STRUCTURE eredménye oroszorszagi, torokorszagi és az egyéb mintakra: a
modell likelihood értékek (LnP(D)) és a Delta K valtozasa a csoportok szamanak

fiiggvényében (K=3 a legvalésziniibb)

A szamitott fixacids index (Fy) értékeket a alapjan a tiszta pusztai sas teriileten talalhato

madarak jobban elkiiloniiltek a parlagi sasoktol, mint a kevert teriileten €16 pusztai sasok (12.

tablazat).
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12.tablazat: Genalex programmal szamitott paronkénti F értékek az osszes vizsgalt
populaciora (kiemelve az oroszorszagi teriiletek értékei)

Fst értékek
1 2 3 4 5 .
0,000
0,210 | 0,000

0,228 0,191 0,000
0,081 0,199 0,200 0,000

0,208 0,299 0,297 0,215 0,000
0,054 0,212 0,209 0,080 0,181 0, X0

oo O A WODN -

1 — Oroszorszag, kevert teriilet, parlagi sasok
2 — Oroszorszag, kevert teriilet, pusztai sasok
3 — Oroszorszag, tiszta teriilet, pusztai sasok
4 — Torokorszag, parlagi sasok

5 — Macedonia, parlagi sasok

6 — Karpat-medence, parlagi sasok
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4. Diszkusszio

A vizsgalat kezdetén ugy gondoltuk, hogy a hibridizacié detektalasara két nukleédris gén
szakasz, egy mitokondrialis szakasz és 9 mikroszatellita 10kusz megfelel6 lesz. A génbankban
talalhatd szekvencidk koziil a RAG-1 és az adenilat-kindz (Helbig, 2005) voltak azok a gének,
amelyeknél a polimorf helyek alapjan elkiilontilt a két faj. Azonban az eldzetes vizsgélataink
alapjan a RAG-1 gén nem bizonyult hasznalhatonak a két faj elkiilonitésére, mivel a publikalt
varidbilis poziciokban megegyeztek a nukleotidok a két faj altalunk szekvenalt egyedeiben, annak
ellenére, hogy ezek az egyedek egymastol tobb ezer km-re 1év6 populaciokbdl szarmaztak. Tehat
feltehetéen a publikalt polimorfizmus fajon beliili kiilonbségeket mutat, nem pedig fajok kozotti
eltéréseket. gy ez a szakasz a hibrid egyedek detektalasara sem alkalmas, ezért a tovabbiakbak
elvetettiik ennek a markernek a hasznalatat. Az altalunk felszaporitott adenilat-kindz szakaszéban is
voltak eltérések a génbanki szekvencidhoz képest. Mi csak egy polimorf helyet taldltunk (148.
pozicid) ami alapjan elkiilonithetd a két faj. A parlagi sasokban mindig guanin volt, mig a pusztai
sasokban mindig dupla cstcsot lattunk a szekvencidkban (A és G). Sajnos a hibrid egyedek
detektalasara ez a marker sem tlinik alkalmasnak, mivel a torokorszagi koltd par hibrid him egyede
is heterozigota volt ezen a polimorf helyen, ugyanigy mint a pusztai sasok, igy nem tudunk
kiilonbséget tenni egy hibrid egyed és egy pusztai sas kozott. Helbig és munkatéarsai (2005) a
szekvencidk meghatarozasdhoz dsszesen 2 madarbdl szarmazo mintat hasznaltak, melyek Izraelbdl
¢s Kazahsztanbol szarmaztak, ez lehet annak az oka, hogy vannak eltérések a mi szekvencia
eredményeinkhez képest. Tovabbi mintékat kellene szekvenalni ahhoz hogy megfigyelhessiik, hogy
milyen a polimorfizmus a pusztai sasban. Abban az esetben ha mindig csak heterozigotakat
detektalunk lehet, hogy a génnek tobb valtozata van a genomon beliil (bar erre nem taldltunk
publikalt adatot), vagy lehet egy pszeudogén ebben a fajban.

A Torokorszagban talalhatdo kevert koltdé par him egyede pusztai sas fenotipusi. Az
eredmények bizonyitjak, hogy a him eleve egy hibrid egyed mivel M parlagi mitokondriélis
haplotipusa van ¢s két olyan mikroszatellita allélja amely a pusztai sasokra jellemzd. Tovabba a
STRUCTURE elemzések eredményei is ezt bizonyitja (10.-12. abra, 'H' jel6lés). Mivel a hibrid
fészek Osszes egyedének mikroszatellita 10kuszai feltérképezésre kertiltek, megfigyeltiik, hogy az
egymast kovetd két évben nem cserélddtek a koltd par tagjai €s mindkét évben neveltek két-két
fiokat. Bar az els6 évben mindkét fioka elpusztult, a mésodik évben sikeresen kirepiiltek. Tehat a
hibrid egyed szaporodoképes ¢és a fiokdinak tovabb adta a parlagi és a pusztai sasokra is jellemzd
alléleket. Ezt bizonyitja az Aa02-es 16kusz, ami nem szaporodik fel a pusztai sasokban és a him

egyed ezen a l6kuszon 159-es allélel homozigéta. A par tojo tagja ezen a lokuszon homozigdta a
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154-es allélel. Az egyik 2013-as fidka ezen a lokuszon heterozigdta egy 154-es alléllel és egy 159-
es alléllel, a masik fioka pedig homozigdta a 154-es alléllel. Ebbdl arra kdvetkeztettiink, hogy a
homozigota fidka a hibrid him egyedtdl a rosszul miikodo allélt kapta, amely nem szaporodik fel az
amplifikalas soran, tovabba a heterozigéta fioka mutatja, hogy a himben van miikodo allél amelyet
a parlagi sas anyjatol orokolhetett. Erdekes megfigyelés, hogy A STRUCTURE elemzések azt
mutattdk, hogy a koltd par egyedei keleti szdrmazasi madarak lehetnek, mivel az oroszorszagi
mintakkal egy csoportba tartoznak (t0jo: 10%-ban a térok populéacid, 90%-ban keleti klaszter; him:
40%-ban pusztai sas, 58%-ban keleti klaszter, 2%-ban torok populédcio; 12. dbra).

Megfigyeltik még, hogy az egyik oroszorszagi kevert teriileten talalhaté pusztai sas a
STRUCTURE ¢és a Geneland eredményei alapjan hibrid egyednek tiinik (7.-9. 4bra). A tobbi
STRUCTURE 4ébraval osszevetve is feltiinik, hogy ezt az egyedet a modellek 20%-ban a parlagi
sashoz soroljak. A mitokondridlis DNS kontroll régioja szerint pusztai haplotipussal rendelkezik ez
az egyed. Ebben az esetben sem lehet kizarni, hogy ez az egyed hibrid, mivel az apa lehet egy
parlagi sas. Az ivarmeghatdrozds alapjan egy tojorél van szo. Tovabbi vizsgélatok lennének
sziikségesek, mert ebbdl a territoriumbdl csak ez az egy fioka mintank van, tehat jelenleg a sziiloket
sem tudjuk feltérképezni. Ebben az évben mindenképpen kellene gylijteni mintat a felnott
madaraktol, ezt javasolni fogjuk az orosz kollégaknak. A teriilet kozvetlen kdzelében ahonnan ez a
minta szarmazik egy parlagi sas par kolt.

A Geneland altal végzett elemzések szerint a két mintavételi hely foldrajzi tdvolsdganak
figyelembevétele miatt egy pontban eltérnek az eredmények a STRUCTURE elemzésekhez képest.
Az oroszorszagi kevert teriileten taldlhatdo 3 pusztai sasnal lathatd egy hatar és a 3 madar koziil
egyet sorol pusztai sasok klaszterébe és kettdt sorol a kozelben 1évo parlagi sasok klaszteréhez (9.
abra).

Az Fy értékek alapjan az oroszorszagi kevert teriileten talalhat6 parlagi sasok és pusztai sasok
kozott kisebb a genetikai tdvolsag mint a parlagi sasok és a tiszta teriileten el6forduld pusztai sasok
kozott (12. tablazat).

A STRUCTURE ébrakat osszevetve elmondhatjuk, hogy a parlagi és pusztai sasok a 9
mikroszatellita 16kusz alapjan szépen elkiiloniilnek egymastol. Ezenkiviil lathatjuk, hogy a pusztai
sasok egészen homogén allomanyt mutatnak. Tovabba megfigyelhetd, hogy a térokorszagi parlagi
sasok teljes mértékben eltérnek az oroszorszagi madaraktol €s az egyéb teriiletekrdl szarmazoktol
(12. abra). Tovabba altalanosan megfigyelt mintazat, hogy a Balkani parlagi sas populaciok eltérnek

a Keleti populéacioktol és a Karpat-medencei populacidk jobban hasonlitanak a keletiekre. Ezt

crer
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populacidban E, G, I, K, és M haplotipusok kertiltek el (6. dbra). A korabbi vizsgalatok alapjan a
Karpat-medencei populaciokban D, E, G, I, K, L, és S haplotipusok fordulnak el6 (Nora et al. 2009,
Vili 2009b, Vili and Szabd 2013). Az orosz populdcidokban csak az E haplotipust talaltuk meg. Ez a
haplotipus a torok populaciokban 20%-ban taldlhatdé meg, a Karpat-medencei populdcidkban pedig
tobb mint 50%-ban fordul eld, ami tovabb erdsiti a karpat-medencei és az oroszorszagi populaciok
hasonlésagat. Ennek oka az lehet, hogy a jégkorszakban két f6 teriiletre koncentralodott a taléld
parlagi sasok alloménya, az egyik tertlilet a Balkani-félsziget, a masik pedig a Kaukazus kornyéke
(Kovécs et al. in prep.). Az Fy értékek alapjan is a Karpat-medencei parlagi sasok genetikailag
kozelebb allnak a keleti tertileten el6fordulokhoz, mint a kdzelebb fekvd balkéni populacidkhoz (12.
tablazat).

Eddig nem sokan mérték fel a pusztai sasok genetikai allomanyat, igy példaul kevés adat van
a haplotipusokra nézve (Martinez-Cruz,B. & Godoy,J.A.). Jelenleg 0Osszesen 3 haplotipus
szekvenciaja talalhatdé meg a génbankban. A 18 tiszta pusztai sas teriiletrél szarmazd mintakbol
nekiink 14-bdl sikeriilt DNS-t kivonni. Ebbdl a 14 mintabol 2 0j pusztai sas haplotipust (7-es és 8-
as) hataroztunk meg ¢€s az ismert haplotipusok koziil csak a 2-est. Két allatkerti pusztai sast is
megvizsgaltunk ¢és mindkettének eddig nem publikalt haplotipusa volt (4-es és 5-0s). Tovabba a
kevert teriiletr6l szarmazo pusztai sasokban talaltunk még egy twjabb haplotipust (6-os) (11.
tablazat).

Sokaig veélték ugy az irodalomban, hogy az ibériai sas (Aquila adalberti) a parlagi sasnak egy
alfaja, mivel csak kisebb eltérések vannak a taplalék bazisban és a szaporodds bioldgiajukban,
tovabba a feln6tt tollazatban is kevés kiilonbség figyelheté meg (Begoiia Martinez-Cruz and Godoy
2007). A genetikai vizsgalatok eredményei alapjan csak 1 millio éve valtak el egymastol (B
Martinez-Cruz et al., 2007a). Egyes vizsgalatok szerint még késobb valtak szét (B Martinez-Cruz et
al., 2007b). Viszont a nagy foldrajzi tavolsag miatt feltehetdleg nincs recens génaramlas, ezért is
érdekes, hogy mi taldltunk bizonyitékot hibridizaciora egy parlagi sas €s egy tavolabbi rokona
kozott, amivel az ibériai sassal ellentétben van kozos kolto teriilete. Tovabba érdekes, hogy
megfigyelték Spanyolorszagban, hogy egy kiszabadult pusztai sas egyiitt koltott egy ibéria sassal.
Az Aquila genuson belill jol kutatott a békaszo és fekete sas hibridizacioja (Vili and Lohmus 2004,
Vili 2010, Helbig, Seibold, et al. 2005), ezért is lenne érdemes vizsgélni a hibridizacid mértékét és
kovetkezményeit mas Aquila fajok esetében is.

Torokorszagban egy régebbi adat (Birdlife International 2001) alapjan talalhatd egy kisebb
izolalt pusztai sas populacid. Ezt az adatot ellendrizni kell és a Nemzetkozi Parlagi sas Védelmi

Munkacsoport tagjai javaslatunk alapjan, jelenleg most mérik fel a lehetséges pusztai sas kolto
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parokat. Mint mar kordbban emlitettem a parlagi sasoknak sériilékeny ('VU') a statusza a
Természetvédelmi Vilagszovetség (IUCN) voros listajan, ezért fontos lenne, hogy a lehetséges
hibridizaciot figyelembe vegyek a védelmi programokban. A hibridizaci6 megfeleld vizsgalatdhoz
mindenféleképpen tobb nuklearis markert (példaul SNP-ket) kellene bevonni ugy mint a békaszo €s
fekete sas vizsgalatdban (Vili, 2010). Oroszorszag teriiletén egy biztos és stabil allomanya
talalhato a parlagi sasnak. Igy, ha esetleg van egy hibrid zona vagy kialakuloban van, megfeleld
helyszine lehet annak megfigyelésére, hogy a fajok kozotti kiilonbségek hogyan alakulnak és
maradnak fent az id6 soran (Hewitt 1988), esetleg hogyan tinnek el. Ehhez azonban tovabbi mintak

szlikségesek a feltételezett hibrid zondbol és a tiszta parlagi sas kolto teriiletekrol.
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5. Osszefoglalas

A hibridizacié mar régen foglalkoztatja a kutatokat, viszont féleg a mokelekuldris technikak
megjelenésétdl kezdteék el kutatni annak hatasait és az evolucioban betdltott szerepét.

A parlagi sas (Aquila heliaca, Savygny, 1809) és a pusztai sas (Aquila nipalensis, Hodgson,
védelmi Munkacsoport tagjaitol mar tobb jelentés is érkezett, hogy lattak kevert jellegekkel
rendelkezé egyedeket. Torokorszagban a terepi munka soran felfigyeltek egy kevert koltd parra,
mely egy parlagi fenotipusu tojobol és egy pusztai fenotipusti himbdl allt. A két faj kozotti
hibridizacid vizsgalata azért is érdekes lehet, mert példaul Oroszorszagban a két faj elterjedésének
hataran egyiitt koltottek parlagi és pusztai sas parok.

Mintéink Torokorszag — Anatdlia tartomanybdl (25 db parlagi sas és 1 db feltételezett hibrid)
¢s Oroszorszag, Altaj-hegység teriiletérél szarmaztak (11 db parlagi sas és 25 db pusztai sas).
Oroszorszagban az egyik teriileten egyiitt koltottek parlagi €s pusztai sas parok, a masik teriileten
pedig csak pusztai sas parok vannak.

Célunk az volt, hogy a terepi megfigyeléseket igazolva megfelelé markereket talaljunk a két
faj elkiilonitésére €s a hibrid egyedek detektalasara. Nuklearis génszakaszok koziil a RAG-1-et és az
adenilat-kinazt vizsgaltuk. Eredményeink azt mutattdk, hogy a RAG-1 szakasszal nem tudjuk a
fajokat elkiiloniteni, mig az adenilat-kinazzal igen, viszont a hibrid egyedek nem lehet detektalni
ezzel a szakasszal sem. A mitokondrialis kontroll régi6 alapjan a két faj megfelelden elkiilonithetd
¢s a hibrid egyedek anyai leszarmazasa megallapithato. A Torokorszagban megfigyelt kevert koltd
par fenotipusosan pusztai him egyede parlagi haplotipussal rendelkezett. A publikalt haplotipusok
mellett a pusztai sasokban taldltunk 5 0j haplotipust. A gén szakaszokon kiviil vizsgaltunk még 2
tetra és 7 dinukleotid mikorszatellita lokuszt. Az egyed alapu vizsgalatok eredményei alapjan
bizonyossagot nyert, hogy a torokorszagi kevert par him egyede hibrid. Tovabba az oroszorszagi
kevert teriileten is talaltunk egy hibrid gyanus pusztai sas egyedet.

Mindenféleképpen érdemes lenne az oroszorszagi és a tOrokorszagi teriileteket jobban
feltérképezni €s a terepen jobban odafigyelni a kevert jellegeket mutatd egyedekre, azoktol mintat
venni €s elemezni. Jelenleg nincs adat arrol, hogy milyen Kkiterjedt lehet a hibridizacié a két faj

kozott.
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6. Summery

For a long time researcher investigate the question of hybridization, especially since the
molecular techniques have been improved. Due to these improvements it is possible to study it’s
effects and role in the evolutionary processes.

Any proof of hybridization between the Eastern Imperial Eagle (Aquila heliaca,
Savygny, 1809) and the Steppe Eagle (Aquila nipalensis, Hodgson, 1833) hasn’t been published
yet. Some observations about individuals with mixed phenotypic traits were reported by the
members of the International Imperial Eagle Working Group. For example in Turkey they have
found a mixed pair, with an Imperial Eagle phenotypic female and a Steppe Eagle phenotypic
male. Furthermore for instance in Russia several breeding pairs breed at the edge of the species’s
distributional area, therefore studies of their possible hybridization would be also interesting.

Samples were collected from Turkey-Anatolia (n=25 Imperial Eagles and one putative
hybrid) and from Russia (Altaj Mountains: n=11 Imperial Eagle and n=25 Steppe Eagle). Imperial
and Steppe Eagle breeding territories also can be found at an overlapping area of Altaj Mountains,
from where 450 km far breed only Steppe Eagle pairs. We had samples from both sites.

The aim of our study was to improve genetic marker set to distinguis the species and to
detect the apperance of hybrids confirming the field observations. Nuclear markers, parts of RAG-
1 and the adenylate-kinase genes were sequenced. Our results showed that the species cannot be
separeted by the RAG-1, only by using the adenylate-kinase genes, however this marker cannot be
used to detect hybrids. Haplotypes of the mitochondiral control region were very different between
the species, so the maternal lineage for each individual can be determined. The male of the mixed
pair in Anatolia with Steppe Eagle phenotype had Imperial Eagle characteristic haplotype. Trough
our research we have found five new haplotypes among the steppe eagles. Using two tetra and
seven dinucleotide microsatellite loci we determined the DNA-profiles of each bird. Based on
microsatellites the individual based analyses confirmed that the male of the mixed pair in Turkey
can be considered as a hybrid. Furthermore we found another putative hybrid among the Russian
Steppe Eagles at the mixed area.

It will be important to monitoring the breeding pairs at the Russian overlapping and at
the Turkish area, because currently there is no data about how widespread is the hybridization

among this two species.
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9. Fiiggelék

1. tablazat: Oroszorszagi mintak: megfigyelt (Ho) és vart (He) heterozigocia értékek

|Populécié Lékusz Ho He
Aa02 1,000 0,755
Aa34 0,857 0,837
Aa36 0,714 0,673
Aa39 1,000 0,786
1 Aa43 0,429 0,459
G09 0,714 0,571
Gl1 0,714 0,541
Aa56 1,000 0,714
Aa27 0,167 0,375
Aa02 0,000 0,000
Aa34 0,000 0,667
Aa36 0,333 0,611
Aa39 1,000 0,778
2 Aad3 0,333 0,611
G09 1,000 0,611
Gl1 0,667 0,722
Aa56 0,667 0,500
Aa27 0,667 0,722
Aa02 0,000 0,000
Aa34 0,462 0,734
Aa36 0,714 0,724
Aa39 0,786 0,816
3 Aa43 0,786 0,776
G09 0,917 0,722
Gl1 0,357 0,768
Aa56 0,786 0,694
Aa27 0,250 0,219

1 — Kevert teriilet, parlagi sasok
2 — Kevert teriilet, pusztai sasok
3 — Tiszta teriilet, pusztai sasok
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2. tablazat: Oroszorszagi mintak: l0kuszonkénti allélgyakorisagok

1 2 3 1 2 3
Lékusz Allél | N=7 | N=3 | N=14 Lékusz Allél | N=7 | N=3 | N=14
152 | 0,36 | 0,00 | 0,00 101 | 0,00 | 0,00 | 0,04
154 | 0,21 | 0,00 | 0,00 106 | 0,00 | 0,00 | 0,14
Aa02 159 | 0,14 | 0,00 | 0,00 108 | 0,00 | 0,17 | 0,18
161 | 0,21 | 0,00 | 0,00 Aad3 110 | 0,00 | 0,50 | 0,36
163 | 0,07 | 0,00 | 0,00 112 | 0,14 | 0,33 | 0,18
114 | 0,07 | 0,00 | 0,00
250 | 0,07 0,00 0,00 116 | 0,71 |0,00| 0,11
252 | 0,14 /0,00 | 0,00 120 | 0,07 | 0,00 | 0,00
254 | 0,21 0,00 0,00
256 | 0,14 | 0,00 | 0,00 477 | 0,14 10,50 | 0,21
258 |0,14 | 0,00 | 0,00 481 | 0,29 | 0,17 | 0,00
264 | 0,00 0,33 0,00 489 | 0,57 | 0,00 | 0,38
Aa3s 266 | 0,00 0,00 | 0,04 G09 493 | 0,00 | 0,00 | 0,29
268 | 0,21 0,00 0,00 506 | 0,00 | 0,33 | 0,08
270 |0,00|0,33| 0,19 510 | 0,00 | 0,00 | 0,04
272 0,00 0,33 0,35
274 | 0,07 | 0,00 0,31 327 | 0,14 | 0,17 | 0,29
276 | 0,00 0,00 0,12 331 | 0,07 | 0,33 | 0,07
G11 335 | 0,14 | 0,00 | 0,32
112 | 0,00 | 0,17 | 0,25 339 | 0,64 |0,33| 0,07
114 | 0,21 | 0,00 | 0,00 343 | 0,00 | 0,17 | 0,18
116 | 0,50 | 0,50 | 0,04 346 | 0,00 | 0,00 | 0,07
Aa36 118 | 0,07 | 0,33 | 0,36
120 | 0,00 | 0,00 | 0,04 251 | 0,07 0,17 | 0,11
122 | 0,14 | 0,00 | 0,04 253 | 0,14 | 0,00 | 0,04
124 | 0,07 | 0,00 | 0,29 254 | 0,00 | 0,00 | 0,04
Aa56 255 | 0,00 | 0,17 | 0,43
173 | 0,00 | 0,00 | 0,04 257 | 0,00 | 0,67 | 0,32
183 | 0,00 | 0,00 | 0,07 259 | 0,07 | 0,00 | 0,07
185 | 0,00 |0,17| 0,18 261 | 0,36 | 0,00 | 0,00
187 0,00 0,17 | 0,21 265 | 0,36 | 0,00 | 0,00
189 | 0,00 |0,17| 0,29
191 | 0,00 | 0,33 | 0,04 92 | 0,000,33| 0,88
Aa39 192 | 0,14 | 0,00 | 0,00 9 | 0,00 0,17 | 0,00
1949 | 0,29 | 0,00 | 0,00 Aa27 98 |0,25|0,33| 0,13
196 | 0,29 | 0,00 | 0,00 100 | 0,75 | 0,17 | 0,00
197 | 0,00 |0,00| 0,11 102 | 0,00 | 0,00 | 0,00
198 | 0,07 | 0,00 | 0,00
200 1014017/ 0,00 1 — Kevert teriilet, parlagi sasok
204 | 0,07 | 0,00 0,00 . .
2 — Kevert teriilet, pusztai sasok
207 | 0,00 | 0,00 0,07

3 — Tiszta teriilet, pusztai sasok
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