ALLATORVOSTUDOMANYI EGYETEM

Biolégiai Intézet, Okologiai Tanszék

PARLAGI SASOK ROKONELKERULO VISELKEDESENEK
VIZSGALATA

Készitette:
Zsinka Bernadett
biologus MSc II.

Témavezeto:
Dr. Vili Nora
tudomanyos munkatars
ATE, Biologiai Intézet, Okologiai Tanszék

Tarstémavezeto:
Dr. Kovér Szilvia
tudomanyos munkatars
ATE, Biologiai Intézet, Okoldgiai Tanszék

Budapest, 2020



Tartalom

1. Roviditések és idegen szavak JeZYZEKE........cccvviiiiiiiiiiiiiii e 3
2. BEBVEZEES ... 5
2.1 A belteny€sztés €s KOVEtKEZMENYET .......cviivieiiiiiiiiiiii e 5
2.2 Parvalasztas és rokonelkertilési mechanizmusok madarakban............ccccceeiviiicniiiinicnnnn, 6
2.3 Ragadoz6 madarak beltenyésztettsége és rokonelkeriilése.........cooovvriiiiiiiiiiiiieniiiiie e, 8
2.4 A parlagi $aS DIOIOZIAJA ......eeiveeiriiiiiiieiiie et 9
2.4 Rokonsagbecsld MOASZEIEK.........ccviiiiiiiiiiiiiie s 11
3. COIKILUZES ...t bbbttt b bbbt b et b et bbbttt 15
4. ANYAZ €S MOUSZET .....vvieeiiiieiiiieiee ettt ettt et sme e et e an e e e e nre e e e e nre e e neenne e e reennne s 16
4.1 Mintavétel és egyedi QZONOSTEAS .....oiveirieiiiiiiieii et 16
4.2 A vizsgalatba bevont egyedek KivAlasztasa...........ccoiieriiieiiieiiiieiee e 16
4.2 Markerkészlet €s 1] 10KUSZOK tESZLEIESE ........evvveiriiieiieiiie e 17
4.3 Rokonsagbecsld mOdszerek teSZtEIESE ........uiiiiiiiiiiiiiiii e 19
4.4 Rokonelkeriilés VIZSZAIAtA ..........ooiviiiiiiiieieeeee et 21
5. BI@AMENYEK ...t n e ne e 23
5.1 Markerkeészlet €s 1] lokuszok teSZtelESe ........oevviriiiiiiiiiiiiici 23
5.2 Rokonsagbecsld modszerek teSZtEIESe ........ocvvvviiiiiiiiiiiiiiii 24
5.3 Rokonelkerlilés VIZSZAlata ..........ccocviiiiiiiiiiiiciiii i 34
0. DISZKUSSZIO ...ttt ettt ettt b ettt e s h e b e be e b e e e e e e anr e ne e 36
8. OSSZEFOGIALAS.......vvcveveiviiecveiiete ettt bbbttt 43
B ADSITACT ...t 44
TR (T Fo o] ][0 ) Y74 OSSPSR 45
11, KOSZONEGINYIIVANIEAS ...t 51
T2, MRIIEKIELEK ...ttt et e e et e e s te e e annee e 52
13, NYIIAEKOZAIOK ...t bbbt 57



1. Roviditések és idegen szavak jegyzéke

adult: végleges tollazattal rendelkezé madar

PCR: polimeraz-lancreakcio (polymerase chain reaction)

amplifikalas: DNS-szakasz PCR technologiaval torténd felszaporitasa

primer: PCR soran hasznalt rovid, egyszalu, lanckezd6 DNS-szakasz

szimplex PCR: egy adott DNS-szakasz felszaporitasa egy primerpar hasznalataval

multiplex PCR: tobb, kiilonb6z6 DNS-szakasz egyszerre torténd felszaporitasa tobb primerpar

segitségével
lokusz: egy adott DNS-szekvencia helye a genomban

genetikai marker: ismert helyzetli DNS-szakasz a genomban, amely variabilitasabol adoddan

alkalmas példaul egyedek azonositasara

mikroszatellita: néhany bazisparnyi DNS-szekvencia ismétlodésébol allo genetikai marker,

amelyben az ismétlésszam varidbilis

nullallél: olyan allél, amely a PCR-reakcié sordan nem amplifikdlodik a primer kotShelyén
bekovetkezett mutacid miatt, illetve rossz mindségli vagy kis mennyiségli DNS templat
kovetkeztében, igy a nullallélt hordozo heterozigdta egyedet tévesen homozigdtanak

genotipizaljuk

Pl: Probability of Identity, a markerkészlet tulajdonsaga, annak a valdszinlisége, hogy a

vizsgalati populaciobol véletlenszertien kivalasztott két kiilonb6z6 egyed genotipusa megegyezik

Plgig: a Pl-értéknek a populacioban eléfordul6 lehetséges testvérek figyelembevételével korrigalt

valtozata

IBD: leszarmazasilag azonos (Identical by Descent), azaz egy onkényes referencia-iddpontnal

nem régebbi k6zos dssel rendelkezd alléelek



I — rokonsagi koefficiens: annak a valdsziniisége, hogy az egyik egyedben véletlenszeriien

kivélasztott allél IBD masolatként megtalalhato a masik egyedben

paraméterek becslése a momentumok modszerével: egy egyenlettel kifejezziikk a kérdéses
paraméterek fliiggvényében az elméleti momentumokat (példaul atlagot), majd ezt az egyenletet

egyenlové tessziik a mintabol becsiilt momentumokkal, és ebbdl becsiiljiik meg a paramétereket

paraméterek becslése maximum likelihood moédszerrel: a kérdéses paraméter becslésének azt

az értéket valasztjuk, amely mellett a megfigyelt mintank a legval6szinlibb

RMSE: éatlagos négyzetes hiba négyzetgyoke (root mean square error), a rokonsagbecslésre

alkalmazva: RMSE = \/G) L@ —r)? ahol T; és r; az i-ik egyedpar becsiilt és elméleti

rokonsagértéke, n pedig az egyedparok szama



2. Bevezetés

2.1 A beltenyésztés és kovetkezményei

A beltenyésztés, azaz a rokonokkal torténd parosodas (Wright, 1922) a homozigdta
genotipusu egyedek talsulyat eredményezi, és ezaltal beltenyésztéses leromlashoz, az egyedek
csokkent fitneszéhez vezethet (Keller és Waller, 2002). Ennek oka, hogy a rokonok
parosodasakor megné a leszarmazasilag azonos alléleket, koztiik a karos, recessziv alléleket két
példanyban hordoz6, homozigdta utddok létrejottének esélye, amelyekben mar kifejezodik a

recessziv allél fitneszre gyakorolt negativ hatasa (Lynch, 1991; Charlesworth és Willis, 2009).

A beltenyésztés szamos modon befolyasolhatja a fitneszt (Keller és Waller, 2002). Madarak
esetében példaul csokkenhet a kelési siker a beltenyésztett sziilok infertilitasa, illetve az embrio
csokkent tulélési valosziniisége miatt (Spottiswoode és Meller, 2004; Heber és Briskie, 2010;
Hemmings et al., 2012; Kruuk et al., 2002), tovabba negativan hathat az utédok kés6bbi
talélésére is (Kruuk et al., 2002; Daniels és Walters, 2000; Mgller és Nielsen, 2015).
A Dbeltenyésztés fitneszre gyakorolt hatasa Osszetett, eltéré modon érintheti annak egyes
komponenseit a faji jellemzOék, a populacido genetikai Osszetétele, valamint a kornyezet
fiiggvényében (Hedrick és Kalinowski, 2000; Armbruster és Reed, 2005; Szulkin et al., 2007).
Nadirigokon (Acrocephalus arundinaceus) végzett vizsgalatban a par két tagja kozotti rokonsag
mértéke negativ korrelaciot mutatott a kelési sikerrel, ugyanakkor nem mutattak ki sszefliggést a
fészekaljmérettel és a kirepiilési sikerrel (Hansson, 2004). A hihi, vagy 6ves maorimadar
(Notiomystis cincta) esetében a beltenyésztés negativabb hatassal volt a him embriok és fiokak
tulélésére, amelyet a himek nagyobb testméretének és gyorsabb ndvekedésének, és az ebbdl

adodo nagyobb fejlodési stressznek tulajdonitottak (Brekke et al., 2010).

Beltenyésztés rendszerint kialakul a kisméretii, elszigetelt populaciokban (példaul
szigeteken, vagy a kontinentalis éléhelyek fragmentaltsaga kovetkeztében), hiszen kevés
potencialis par all az egyedek rendelkezésére, és a generaciok eldrehaladtaval egyre inkabb
megnd a rokonokkal térténé parosodas esélye (Frankham et al., 2002). Védett fajok esetében,
amelyek sokszor kis létszdmu populaciokkal rendelkeznek, és akar tobbszor is jelentds
populdcidméret-csokkenésen estek at a multban, kiilondsen fontos kérdés lehet a beltenyésztés

megléte. llletve, ennek kovetkeztében a genetikai variabilitas csokkenése és ezeknek a populacio
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¢letképességére gyakorolt hatasa. (Keller és Waller, 2002; Jamieson et al., 2006; Ewing et al.,
2008). Nagyméretii populaciokban is felléphet beltenyésztés, példaul a limitalt diszperzios
képességekkel rendelkezo fajok esetében (Szulkin és Sheldon, 2008)

Mivel a beltenyésztés nem csak maganak a populacionak a fennmaradasat veszélyeztetheti,
de az utodokra gyakorolt karos hatasaibol addédoan a parosodo egyedek fitneszét is csokkentheti,
az evolucid sordn megjelentek kiilonb6zd mechanizmusok a rokonokkal torténd parosodas

elkertilésére (Pusey és Wolf, 1996).

2.2 Parvalasztas és rokonelkeriilési mechanizmusok madarakban

A beltenyésztés elkeriilése tobb modon is megvalosulhat. A legkézenfekvobb esetben az
egyed nem rokon, vagy csak kevésbé rokon egyeddel alkot szocialis part, azonban erre eddig
kevés bizonyitékot talaltak madarakban (Wheelwright és Mauck, 1998; Oh és Badyaev, 2006;
Nemeshazi et al., 2018a). Ennek szamos oka lehet: egyrészt fontos a potencialis par egyéb
szempontbol vett genetikai minésége is, amely Osszefiiggésben allhat az altala birtokolt
territorium mindségével, a parazitakkal szemben ellenallasaval és utdédgondozasi képességeivel is
(Foerster et al., 2006). Masfel6l, a potencialis parok térbeli eloszlasatol és az intraszexualis
kompeticiotol fliggden a rokonsag szempontjabol optimalis par keresése nagyobb koltségekkel
jarhat, mint maga a beltenyésztés (Foerster et al., 2006). A beltenyésztés csokkentését
elésegitheti a parvaltas is: el6fordulhat, hogy egy eredetileg rokonnal parbaallt egyed a
beltenyésztés negativ hatisat érzékelve (mint példaul csokkent kelési siker) a kovetkezd
szaporodasi idészakban 11j part keres és egy kevésbé rokon egyeddel all 6ssze (Van de Casteele et
al., 2003). A beltenyésztés elkeriilésében szerepet jatszhat tovabba az EPC, azaz az extra-par
kopulacio is, amikor az egyed a szocialis parjan kiviil egy mésik egyeddel is parosodik. Tobb
esetben is kimutattak, hogy a tojok extra parjukkal vald rokonsaga kisebb volt, mint szocialis
parjukkal, igy bizonyos fajokban ez is a rokonelkeriilés egy fontos mechanizmusa lehet
(Blomqvist et al., 2002; Foerster et al., 2003; Brekke et al., 2012). Ezt tovabb erdsithetik
posztkopuldcidos mechanizmusok, amennyiben a kevésbé rokon him sperméja jobb fertilizacios

képességgel bir (Marshall et al., 2003).

A rokonokkal torténd parbaallas elkeriilését passziv és aktiv mechanizmusok is

elésegithetik (Szulkin és Sheldon, 2008). A passziv rokonelkeriilés nem feltételezi a rokon
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egyedek nem rokon egyedektdl valo megkiilonboztetésének képességét. Megvaldsulhat sziiletési
(kelési) diszperzio altal, amelynek sordan az egyedek szétszélednek, elvandorolnak sziiletési
(kikelési) helyiikrdl, igy csokkentve a rokon egyedekkel vald talalkozas, és ezaltal a parosodas
esélyét is (Greenwood, 1980). Tobb, madarakon végzett vizsgalatban is mutattak ki forditott
iranyt Osszefiiggést a kelési helytdl szamitott diszperzids tavolsag és az egyedek rokonsaga
kozott (Foerster et al., 2006; Van de Casteele és Matthysen, 2006; Szulkin és Sheldon, 2008;
Nemeshazi et al., 2018b). A diszperzi6 kialakulasainak nem egyediili oka a beltenyésztés
elkeriilése: fontos szerepet jatszik a rokon egyedek kozotti kompeticid csokkentésében (Hamilton
¢s May, 1977), valamint létrejottében valoszinlileg meghatarozo az ¢éldhely tér-és idobeli
variabilitasa is (Johnson és Gaines, 1990). A beltenyésztés elkeriiléséhez elég lehet, ha csak az
egyik ivar diszpergal jelentés mértékben, ekkor Dbeszélink un. ivarfiiggd diszperziorol
(Greenwood és Harvey, 1982; Li és Kokko, 2019; Trochet et al., 2016). T6bb tényez6tdl is fligg,
hogy mely ivar diszpergél messzebbre. Jellemzbden az az ivar marad helyben, amelynek nagyobb
elénye szarmazik a tertilet ismeretébdl, territorialis madarak esetében tehat a territoriumot foglald
himek (Greenwood, 1980; Li és Kokko, 2019). Egyes esetekben az ivarfiiggd diszperzio

onmagaban is elégséges mechanizmus lehet a beltenyésztés elkeriilésére (Lebigre et al., 2010).

Az aktiv rokonelkeriilési mechanizmusok esetében sziikséges, hogy az egyed valamilyen jel
alapjan kiilonbséget tudjon tenni rokon és nem rokon egyedek kozott. FOképp olyan fajokban
lehet ennek fontos szerepe, amelyek szaporodasi rendszere, illetve kismértékii diszperzidja miatt
nagyobb a rokonokkal valé talalkozas esélye (Pusey és Wolf, 1996). Fontos megjegyezni, hogy a
rokonok felismerése nem feltételez tudatossagot. A rokonfelismerés hatterében tobbféle
mechanizmus allhat, melyeket legtobbszor két nagy csoportba sorolnak. (Nakagawa és Waas,
2004). Az egyik az el6zetes asszociaciora épiilé rokonfelismerés, amelynek soran az egyedek az
életiik kezdeti szakaszédban rokonként megismert egyedet (példaul fészektarsakat) egy késdbbi
talalkozas alkalmaval felismerik (Komdeur és Hatchwell, 1999; Penn és Frommen, 2010). Ez
tlnik az elterjedt mechanizmusnak a kooperativan kolt6 fajok esetében (Leedale et al., 2020;
Riehl és Stern, 2015), amelyeknél a sziilokon kiviill mas egyedek is besegitenek a fiokak
nevelésébe. A rokonfelismerés masik modja eldzetes ismeretséget nem igényel, az egyed a sajat
vagy rokonai fenotipusahoz hasonlo fenotipusu egyedeket rokonként ismer fel (Lacy és
Sherman, 1983). A két mechanizmust kiilon vizsgalni nehéz, még fészekalj-manipulacios

kisérletek soran is, mert gyakran van egy rovid asszociacios idGszak a fiokak szétvalasztasaig, és



a rokonfelismerés alapjaul szolgéald jelek akar az inkubécids peridodusban is kialakulhatnak
(Dowling et al., 2016). Né¢hany esetben azonban igy is talaltak az eldzetes asszociaciot nem
igényl6 rokonfelismerésre utald bizonyitékot (Leedale et al., 2020). A sokat vizsgalt kooperativ
koltok esetében a vokalis jelek szerepe a rokonfelismerésben bizonyitott (Riehl és Stern, 2015;
Sharp et al., 2005; Hatchwell et al., 2001). Az utdbbi idében elétérbe kertilt az olfaktorikus jelek
vizsgalata is, amelyek rokonfelismerésben betoltott szerepét kimutattak mar viharfecskéknél
(Hydrobates pelagicus) (Bonadonna és Sanz-Aguilar, 2012), és esetleg zebrapintyekben
(Taenopygia guttata) is fontos lehet (Caspers et al., 2013). A madarak olfaktorikus érzékelésen
alapuld parvalasztasaval kapcsolatban egy esetlegesen a rokonsaggal is Osszefliggd témat is
érdemes megemliteni. Eml6sok esetében mar régdta ismert az immunrendszer mikodésében
szerepet jatsz6 MHC (f6 hisztokompatibilitdsi komplex) alapjan torténd parvalasztas. Az
egyednek eldnyds a sajatjatol eltérd6 MHC alléleket hordozo egyeddel parosodni, mert az MHC
diverzitas Osszefligg példaul a parazitakkal szembeni ellenallassal (Kurtz et al., 2004). Madarak
esetében is kimutattak mar MHC alapjan torténd parvalasztast (Baratti et al., 2012; Bonneaud et
al., 2006), tovabba talaltak Osszefliggést az egyedek uropigialis mirigy valadékanak kémiai
osszetétele és az MHC rokonsag kozott (Leclaire et al., 2014). Ezek alapjan ugy tiinik, hogy a
madarak az MHC rokonsag érzékelésére is képesek, és elképzelhetd, hogy ez az emlésokhoz

hasonloan (Eggert et al., 1998) olfaktorikus jeleken keresztiil valosul meg.
2.3 Ragadoz6 madarak beltenyésztettsége és rokonelkeriilése

Ragadozd madarak esetében a nagyszamu kozelrokon egyed megjeldlése és hosszu tavu
kovetése sokszor technikai és pénziigyi nehézségekbe iitkozik (Warkentin et al., 2013), igy a
kozel rokonokkal torténd parosodasrol sokszor nem all rendelkezésre elegendd informacio. Tobb
hosszutavli vizsgalat alapjan a ragadozd madarakndl a legtobb esetben ritka esemény a
kozelrokonokkal torténé parosodas (Forsman et al., 2002; Serrano, 2018; Stewart et al., 2007,
Wiens et al., 2006), de néhany esetben magas gyakorisagokat is kimutattak (Ewing et al., 2008;
James et al., 1987; Warkentin et al., 2013). Mig egyéb madarfajok esetében a beltenyésztésnek
jelentds negativ hatasai ismertek (lasd fentebb), addig ragadozdé madaraknal errdl kevés
informacionk van (Hayashi, 2009). A beltenyésztés jellemzObb a kisebb tavolsagokra diszpergald
fajokban (Warkentin et al., 2013), és esélye bizonyitottan csokken a nagyobb diszperzios

tavolsag esetén (Ortego et al., 2008). Ragadozo madar fajokban jellemzden a tojo diszpergal



messzebbre (Serrano, 2018) ¢és ez az ivarfiiggé diszperzio fontos szerepet jatszhat a

rokonelkertiilésben.

A ragadoz6d madarak rokonfelismerésével kapcsolatban hidnyosak az ismereteink. Egy
barna kanyakon (Milvus migrans) végzett kutatds eredményei alapjan az uropigialis mirigy
valadékanak kémiai Osszetétele a koltési idészakban pozitiv korrelaciét mutatott az egyedek
kozotti rokonsag mértékével a him-him és him-tojo egyedparok esetében (Potier et al., 2018).
Amennyiben az egyedek képesek érzékelni ezeket a kémiai szignalokat, ugy ennek akar a
rokonelkeriilésben is szerepe lehet. Ujabb eredmények alapjan a ragadozé madarak szaglasa
valoszintileg fejlettebb, mint azt korabban gondoltuk és az olfaktorikus jelek fontosak lehetnek a

vadaszat és az egyedek kozti kommunikacio, igy akar a parvalasztas soran is (Potier, 2019).

A rokonnal torténé parbaaallas elkeriilését ragadozé madarakban eddig alig vizsgaltak, és
bizonyitékot ennek meglétére (Nemeshazi et al., 2018a). Tovabbra is érdekes kérdés marad a
rokonelkeriilés mechanizmusa, kiilonosképp a monogam, hosszu életi és filopatrikus, azaz kis
tavolsagra diszpergald fajokndl. Ugyanis ezeknél a kozel rokon egyeddel hosszl iddre torténd

parbaallas beltenyésztéses leromlas fellépése esetén jelentdsen csokkentheti az egyedek fitneszét.

2.4 A parlagi sas biologidja

A parlagi sas (Aquila heliaca, SAVIGNY 1809) egy eurazsiai elterjedésii, hazankban is kolto,
nagytermetli ragadoz6 madar. Elterjedése alapvetden szyeppi €él6helyekhez kotott, nagy szdmmal
fészkel a sikvidéki, mezOgazdasagi teriileteken. Tobb antropogén tényez6 is veszélyezteti, hazai
adatok alapjan kiemelten az illegalis mérgezés, a vonattal, légvezetékekkel vagy gépjarmiivel
torténd iitkozés, illetve az aramiités, de veszélyt jelent a sorétszemek elfogyasztasa kovetkeztében
fellépd olommérgezés, a csapdaba esés, valamint a szandékos lelovés is (Deak et al., 2020).
Vilagszintii allomanyat 2500-10000 kolté egyedre becsiilik (BirdLife International, 2016), a
Természetvédelmi Vilagszovetség besorolasa alapjan sebezheté (Vulnerable) faj. A Kkarpat-
medencei allomany az oroszorszagi és kazahsztani utan a legjelentdsebb 6sszefliggd populacioja
(imperialeagle.eu), melynek nagyrésze (285-300 par) (Horvath et al., 2020) hazank teriiletén

fészkel. Fokozottan védett, természetvédelmi értéke egymillio forint.



A rokonelkeriilés kiilonosen érdekes kérdés lehet ennél a fajnal. A parlagi sas hosszuéletii
madar, a legidésebb ismert hazai egyed 26 évesen pusztult el (imperialeagle.eu). Hossza idore
valaszt part, parcsere a megfigyelések alapjan az egyik egyed pusztulasa kovetkeztében torténik.
Territoridlis madar, a parok teriilethliek, akéar évtizedekig is hasznalhatnak egy fészket, és a
territoriumon  beliil tobb valtéfészkiik is lehet. A par mindkét tagja részt vesz a fidkak
gondozasaban, a kotlasi idészakban féleg a him vadaszik és védelmezi a territériumot az
esetleges betolakodoktol (imperialeagle.eu). Néhany esetben talaltak extra par fertilizaciora
(EPF) utal6 eredményt, de ezek egyrészt valosziniisithetben genotipizalasi hibak kovetkezményei
(Rudnick et al., 2005), egy masik esetben pedig, mint késébb kideriilt, az apai minta nem a
rezidens himtdl, hanem egy betolakodo6 egyedtdl szarmazott (Gyarmati, 2014). Ezek alapjan Ggy
tlinik nem csak szocialis, de genetikai monogamia is jellemzi ezt a fajt. A fiatal egyedek ivarérés
elott tobb évig koborld életmodot folytatnak, és az ivarérettséget megért egyedek legtobbje az
eredeti populacioba tér vissza kolteni (Del Hoyo et al., 1995). A hazai fiatal parlagi sasok
koborld éveik soran is nagymértékben ragaszkodnak a Karpat-medencéhez, ezen beliil is a

magyarorszagi teriiletekhez (Prommer et al., 2015).

A fentiekbdl adodoan feltételezhetden sok rokon egyed talalhatdo a populacidban, igy a
beltenyésztés elkeriilése végett a rokonelkeriilés fontos mechanizmus lehet ennél a fajnal. Egy
korabbi, a kazahsztdni parlagi sas populdcion végzett vizsgalat soran a tényleges koltOparok
atlagos rokonsagat hasonlitottdk véletlenszerli parbaallast feltételezve kapott atlagrokonsagok
eloszlasahoz. Az eredmények alapjan nem taldltak bizonyitékot a rokonelkeriilés meglétére
(Rudnick et al., 2005), azonban elképzelhetd, hogy a rokonsagbecsléshez alkalmazott modszer

nem volt megfeleld az adott populacio és markerkészlet esetén (Van de Casteele et al., 2001).

A hazai populacio az 1970-es évekre egy palacknyak-hatason ment keresztiil, az intenziv
vadaszat, mérgezés és mezdgazdasagi tevékenységek miatt a koltdallomany 15-25 parra csokkent
(Bagyura et al., 2002). Ezt kovetéen tobb védelmi program zajlott, illetve zajlik jelenleg is,
melyek eredményeképp a hazai kb. 285-300 koltdparbol allé populéacid tovabbra is novekedést
mutat (Horvath et al., 2020) Egy korabbi vizsgalat eredményei Szerint a karpat-medencei
populacié genetikai variabilitdisa magas a mitokondridlis kontroll régi6 genetikai diverzitasa
(0,72), valamint a sejtmagi mikroszatellita lokuszok megfigyelt heterozigociaja (0,70) alapjan
(Szabo Krisztian, személyes kozlés). Ezen eredmények alapjan jelentds beltenyésztettség a

korabbi allomanycsokkenés ellenére sem fedezheté fel a populacidban, ami tamogatja egy
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effektiv rokonelkeriilési mechanizmus meglétének hipotézisét. Tovabbad a hazai populacio
esetében ivarfliggd kelési diszperziora is talaltak bizonyitékot, amely szintén alatdmaszthatja a

rokonelkertilés meglétét (Papp, 2013).

2.4 Rokonsagbecslé6 modszerek

Az egyedek kozotti rokonsdg ismerete szamos kutatdsi teriileten és  kérdés
megvalaszolasdhoz fontos, példaul az egyes jellegek orokolhetdségét vizsgald kvantitativ
genetikaban (Ritland, 1996), igazsagiigyi genetikaban, human betegségek genetikai hatterének
feltérképezésekor (Weir et al., 2006), génaramlas vizsgalatakor (Morin et al., 1994), szocialis
lebonyolitasa esetén is (Gautschi et al., 2003; Woolaver et al., 2013). Ezek mellett a rokonokkal
torténd parbaallas elkeriilésére is kovetkeztethetiink az egyedparok rokonsaganak becslésével

(Richardson et al., 2004; Rudnick et al., 2005; Nemeshazi et al., 2018a).

A rokonsag alapja a két egyedben taldlhatd leszarmazasilag azonos (IBD, Identical by
Descent), azaz egy onkényes referencia-idépontnal (adott szamu generacioig visszamendleg) nem
régebbi kozos dssel rendelkezé allélek megléte. Két egyed kozotti rokonsag mértékét a rokonsagi
koefficiens (r) adja meg, amely annak a valosziniisége, hogy az egyik egyedben egy
véletlenszerien kivalasztott allél IBD masolatként megtalalhato a masik egyedben (Wright,
1922). Szemléletesebben megfogalmazva, ez a két egyedben talalhatoé IBD allélek aranyat jelenti
(Blouin, 2003). A fenti definiciokbdl kifolydlag a rokonsag becslésekor mindig van egy un.
referenciapopulacid, amelyben nincsenek IBD allélek, tehat egyik egyed sem rokon és nem is
beltenyésztett (Wang, 2014). Az egyedek rokonsagi fokat mindig ehhez a referenciahoz képest
becsiiljiik (Wang, 2014). Minél tavolabbi generacidt vesziink referencianak, a jelen generacio
egyedei kozotti rokonsagot annal nagyobbnak fogjuk becsiilni. Sokszor csak a jelen generacio all
rendelkezésre mint referencia, ebben az esetben az IBD definicid helyett a korrelacios definiciot

hasznalhatjuk a rokonsagra, igy a negativ rokonsag is értelmezheté (Wang, 2014) (1asd késcébb).

A rokonsag becslése hagyomanyosan csaladfak, torzskonyvek alapjan torténik az egyes
leszarmazasi vonalak végigkovetésével. Ekkor a referenciat az alapitdé egyedek adjak,
amelyeknek felmendi nem ismertek, és amelyekrdl feltételezik, hogy nem rokon és nem

beltenyésztett egyedek. Ez a feltétel a legtobbszor nem teljesiil, és igy a rokonsagot a
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ténylegeshez képest kisebbnek becsiiljiik (Russello és Amato, 2004). A csaladfak alapjan torténd
rokonsagbecslés masik hatranya, hogy nem tudja figyelembe venni, hogy az azonos rokonsagi
kapcsolatban allé egyedparok (pl. édestestvérek, féltestvérek) tényleges rokonsadga nem feltétlen
egyezik az allélek véletlenszer(i 6rokl6dése miatt (Hill és Weir, 2011). Példaul a sziil6-utdd parok
¢s az édestestvérek rokonsaganak vart értéke is r = 0,5, de amig a sziil6-utdd parok esetében a
rokonsag mindig r = 0,5, hiszen a sziil6 minden esetben az alléljei felét adja at az utédnak, addig
az édestestvérek esetében ez elméletben 0 és 1 kdzott valtozhat. Ennek oka, hogy a véletlenbdl
kifolyolag eldallhat olyan eset, hogy a testvérpar két tagja a sziiloktdl teljesen eltérd alléleket (r =
0), vagy pontosan ugyanazokat Orokli (r = 1). Természetesen sok lokusz vizsgalatakor mar

elenyészoen kicsi a fenti szélsdséges esetek valdszinlisége.

A természetben eléforduld populaciok esetében az egyedek csaladfija altalaban nem
ismert, ilyenkor a rokonsag becslése genetikai markerek alapjan torténik (Taylor, 2015).
Leggyakrabban mikroszatellita markereket hasznilnak erre a célra, mert kodomindnsan
oroklédnek, neutralisak és sokallélosak, amely tulajdonsaguknak koszonhetéen akar nyolcszor
jobb felbontdképességgel is birnak, mint az amugy kisebb koltségek mellett nagyobb szamban
leirhat6, de csak biallélos SNP makerek (Ayres, 2005; Weir et al., 2006).

Szamos marker-alapu rokonsagbecsld moddszer all rendelkezésre, ezek részben a
momentumok modszerével (Queller és Goodnight, 1989; Li et al., 1993; Ritland, 1996; Lynch és
Ritland, 1999; Wang, 2002) részben maximum likelihood moédszerrel (Milligan, 2003; Wagner et
al., 2006; Anderson és Weir, 2007; Wang, 2007) becslik a rokonsagot. A momentumok modszere
esetében eldszor egy egyenlettel kifejezziik a kérdéses paraméterek fliggvényében az elméleti
momentumokat (példaul atlagot), majd ezt az egyenletet egyenlové tessziikk a mintabol becsiilt
momentumokkal, €s igy becsiiljik meg a paramétereket. A maximum likelthood modszer
esetében a kérdéses paraméter becslésének azt az értéket valasztjuk, amely mellett a megfigyelt
mintank a legvalosziniibb. Az egyes rokonsigbecslé modszerek eltérd megkozelitéseket
alkalmaznak a rokonsag becslésére, igy teljesitményiik, azaz pontossaguk €s precizitdsuk eltérd
mértékben fiigg a vizsgalt populacid €s a markerkészlet tulajdonsdgaitol: a hasznalt lokuszok
szamatol, ezek allélszamatol, az allélgyakorisagoktol (Milligan, 2003; Van de Casteele et al.,
2001; Wang, 2014) a genotipizalasi hibaktol, nullalélok jelenlététdl (Dakin és Avise, 2004), a
populacié rokonsagosszetételétol (Csilléry et al., 2006; Van de Casteele et al., 2001), a vizsgalt

egyedek rokonsagi fokatdl, valamint a populaciéo demografiai multjatol (Robinson et al., 2013) A
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becsléseknek a legtobb esetben viszonylag nagy a variancidja, amely egyrészt a rokonsagban
mutatkozo tényleges varianciabol (lasd édestestvérek példaja), masrészt a modszerek hibajabol
ered (Csilléry et al., 2006; Taylor, 2015). Eppen ezért ezek a modszerek egy-egy egyedpar pontos
rokonsaganak megallapitasara kevésbé, csoportok atlagos rokonsaganak becslésére inkabb

alkalmasak (Santure et al., 2010).

Minden esetben sziikség van egy korabban mar emlitett referenciapopulaciora, amely
optimalis esetben nem rokon egyedekbdl all és elegendd nagysagi ahhoz, hogy kell6
pontossaggal megbecsiilhetok legyenek beldle a megbizhaté rokonsagbecslés alapjaul szolgalo
populacios allélgyakorisagok (Bink et al., 2008). Korabbi tesztek alapjan a likelihood modszerek
¢s a Lynch-Ritland moédszer a leginkdbb érzékenyek a populécios allélgyakorisagok pontos
becslésére (Bink et al., 2008), a momentum-alapa Wang-féle modszer a legkevésbé (Wang,
2002). Mig a csaladfa alapjan torténd rokonsagbecslésnél a vizsgalt generaciohoz iddben nagyon
kozeli generaciot valasztva referencidnak jelentds lehet a becslések torzitasa, addig a marker-
alapi modszerek esetében ez kevésbé okoz gondot (Wang, 2014). Amennyiben a
referenciapopulacidt a vizsgalt egyedek generacidja alkotja, ahogy az a legtobb esetben lenni
szokott a természetes populacidk vizsgalatakor, a rokonsdg tobbé nem IBD allélek
valoszinliségeként, hanem az egyedek alléljei kozotti korrelacioként értelmezendd (Wang, 2014).
Ebben az esetben a negativ rokonsagértékek is értelmezheték. A negativ rokonsagnak az a
jelentése, hogy a két egyed megfeleld alléljei kisebb aranyban egyeznek meg, mint a populacios
allélgyakorisdgokbdl varhatd egyezési valdszinliség két véletlenszerlien valasztott egyedre;
vagyis a két egyed rokonsaga a vartnal kisebb. A korrelacios definiciot csak a momentum-alapu
modszerek esetében alkalmazhatjuk, ugyanis a likelihood modszerek természetiikbol kifolyolag
semmilyen esetben sem adnak negativ értéket a rokonsagra. Epp emiatt a korlatozas miatt a
likelihood moddszerek torzitottak a momentum-alapt modszerekhez képest, de ez a torzitas
inkdbb csak a 0-hoz kozeli rokonsagértékek esetében jelentds, és kelléen nagy mennyiségii
genetikai informacio (koriilbeliil 20-30 mikroszatellita lokusz, 20 koriili allélszammal és magas
heterozigdciaval) esetében minimalisra csokkentheté (Milligan, 2003). A likelihood modszer
elonye a momentum-alapti modszerekkel szemben, hogy a legtobb esetben ezek birnak a
legkisebb standard hibaval (Milligan, 2003).

Az eldz6ekbdl is lathatd, hogy nincs olyan mddszer, amely egyértelmiien minden esetben a

legjobban teljesit, igy fontos a moddszerek eldzetes tesztelése a vizsgalni kivant populacio és
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markerkészlet esetén (Van de Casteele et al., 2001; Wang, 2002; Milligan, 2003; Csilléry et al.,
2006).
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3. Célkitiizés

Kutatasunk f6 kérdése, hogy keriilik-e a parlagi sasok a rokonokkal torténd parbaallast.
A vizsgalatot a Magyarorszdgon koltd parlagi sasok mikroszatellita markerekre alapozott
rokonsagbecslésével végeztik egy randomizacios teszt segitségével, mely soran arra kaptunk
valaszt, hogy a tényleges koltoparok atlagos rokonsdga szignifikdnsan kiilonbozik-e a
véletlenszerlien parba allitott egyedek atlagos rokonsagatol.

Kiilonb6zd rokonsagbecslé moddszerek teljesitményét teszteltiik annak érdekében, hogy a
vizsgalt populéacionk és a hasznalt markerkészletiink esetében a legmegbizhatobb becsléseket adod
rokonséagbecslé modszerrel valaszoljuk meg f6 kérdésiinket.

Tovabba a jelenleg egyedi azonositasra hasznalt és a rokonsagbecslés alapjaul szolgalo
markerkészletiink késébbi kibdvitése érdekében Uj mikroszatellita lokuszok tesztelését is

elvégeztiik.
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4. Anyag és modszer

4.1 Mintavétel és egyedi azonositas

Az Allatorvostudomanyi Egyetem Konzervacio-genetikai Kutatocsoportja 2003 6ta végzi a
hazai parlagi sas populacié egyedeinek genetikai alapu azonositasat és nyomkovetését. Jelenleg
0sszesen 477 kolt6 egyed Kilenc mikroszatellita lokusz alapjan felallitott DNS-profilja ismert. A
kolté egyedek genetikai azonositdsa nem invaziv mintavétel utjan torténik, nagyrészt a fészek
100 m-es korzetébdl és kisebb aranyban a kiiil6fak alol gyijtott vedlett tollak altal (Jakab, 2017).
A tollak gylijtése az évenkénti fidkagylirizések alkalmdval juniusban, valamint a vedlési
idészakban juliustdl szeptemberig zajlik a Magyar Madartani és Természetvédelmi Egyesiilet
Parlagisas-védelmi Munkacsoportja és az illetékes nemzeti parkok kozremtikodésével. A fiokakat
a gyuritzésiikkor tépett honaljtollaikbol izollalt DNS alapjan genotipizaljuk. A vedlett tollakat
zarhato zacskokban, sotét, szaraz helyen (Vili et al., 2013), a fidkatollakat alkoholos csdvekben, -
20°C-0s mélyhiitében taroljuk a DNS megdrzése érdekében. A DNS izolalasat a vedlett tollak
esetében a cséve felsd koldok részen talalhatd vérrogbdl (Horvath et al., 2005), a fidkatollak
esetén a csévében 1évo vérérbdl és kotdszovetbdl végeztiik kereskedelmi kitek segitségével. A
molekularis ivarhatarozast F2250/R2787 (Fridolfsson és Ellegren, 1999), illetve i16F/i16R (Suh
et al., 2011) primerekkel végeztiik. Az egyedek DNS-profiljat kilenc mikroszatellita lokusz
(Aa02, Aa35, Aa36, Aa39, Aa43, IEAAAGO9, IEAAAGIL], Hal04, Hal10) (Martinez-Cruz et al.,
2002; Busch et al., 2005; Hailer et al., 2005) alapjan készitettiik el (BSc szakdolgozat: Zsinka,
2018).

4.2 A vizsgalatba bevont egyedek kivalasztasa

Ebben a munkaban a mar kordbban azonositott egyedek DNS-profiljat hasznaltuk fel.
Kérdéslink megvalaszolasdhoz olyan koltd egyedek rokonsagat igyekeztiink vizsgalni,
amelyeknek lehetdségiik adodhatott egymassal part alkotni. Ehhez térbeli és 1ddbeli
szempontokat is figyelembe vettiink. A térbeli szempontbdl vett elérhetéséget a populacid
genetikai struktiraja alapjan hataroztuk meg. Korabbi eredmények alapjan a parlagi sasnak ot
genetikailag elkiiloniilé kladja fordul eld a Karpat-medencében (Szabd Krisztian, személyes

kozlés), melyek koziil a kelet-magyarorszagi klad rendelkezik a legnagyobb egyedszammal, igy
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ezen a teriileten fészkeld madarak koziil keriiltek ki a vizsgalt egyedek. A mintavételi idéablakot
a parlagi sas hosszu élettartamat és hossza idore torténd parvalasztasat, valamint a rendelkezésre
allé mintdk szamat alapul véve valasztottuk meg. Olyan adult kolté egyedeket vizsgéltunk,
amelyek a 2010-2018-as iddszakban koltottek, és 2010 el6ttrél nem voltak ismertek. Tovabba
csak olyan koltéparok rokonsagat vizsgaltuk, amelyek tagjai ténylegesen szaporodtak is
egymassal, tehat minden partdl rendelkezésiinkre allt legalabb egy olyan fidka, amely genotipusa

alapjan lehetett a koltdpar fiokaja.

Mindezen szempontokat figyelembe véve a rokonelkeriilés kérdésének megvalaszoldsahoz
osszesen 30 db, 2010 ¢és 2018 kozott biztosan koltd, a kelet-magyarorszagi teriileten fészkeld

adult part vizsgaltunk.

A rokonséagbecsléshez és a modszerek teszteléséhez sziikséges populacios allélgyakorisagot
egy csak kelet-magyarorszagi teriileten koltd egyedekbdl allo referenciapopulacio alapjan
hataroztuk meg, amely a fentebb emlitett 30 par madar mellett tovabbi 42 himet és 54 tojot
foglalt magaban (n=156).

A rokonsagbecsl6 modszerek teszteléséhez a valés populaciobdl is vettiink ismert
rokonsagi foku egyedpérokat. Ezeket a referenciapopulacio 77 tojoja és 61 himje, és a hozzajuk
tartoz6 128 fioka alkotta. Osszesen 231 sziilé-utdd és 42 édestestvér egyedpar rokonsagat tudtuk

vizsgalni.

4.2 Markerkészlet és j lokuszok tesztelése

A vizsgalatokat az egyedek jelenleg hasznalt kilenc mikroszatellita markerre meghatarozott
genotipusain végeztiik, melyeket parlagi sasban (IEAAAGO09, IEAAAG11) (Busch et al., 2005) ,
ibériai sasban (Aa02, Aa35, Aa36, Aa39, Aa43) (Martinez-Cruz et al., 2002), és rétisasban
(Hal04, Hal10) (Hailer et al., 2005) irtak le. A markerek erejének (PI, Plgig, P1X, P2X)
megallapitasara a Microsoft Excel szoftverhez készitett GenAlEx 6.502 makrét hasznaltuk
(Peakall and Smouse, 2012). A PI (Probability of Identity) annak a valdsziniisége, hogy a
populaciobol véletlenszeriien kivalasztott két kiilonboz6 egyed genotipusa megegyezik, a Plsg
ennek az értéknek a populéacidoban eldforduld lehetséges testvérek figyelembe vételével korrigalt
véltozata. Annak vizsgalatat, hogy a fiokak lehetnek-e a fészeknél megmintazott kolté egyedek

utddai a genotipusok manualis ellendrzésével végeztiik. A modszer megbizhatosdganak felmérése
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érdekében kizarasi valoszinliségeket is szdmoltunk a markerkészletre: ez az a valoszinliség,
amellyel kizarhat6 az az egyed, amely nem lehet a fioka sziil6je akkor, ha mindkettd (P1X),

illetve ha csak egy sziilé (P2X) genotipusat ismerjiik (Jones és Ardren, 2003).

A nullallélek olyan allélek, amelyek a PCR-reakcidé soran nem amplifikalodnak a primer
kotéhelyén bekovetkezett mutacio miatt, illetve rossz minéségii vagy kis mennyiségii DNS
templatbol kifolyolag. Ennek kovetkeztében az eredetileg heterozigota egyedet tévesen
homozigdtanak genotipizaljuk. A nullallélek torzithatjak a rokonsag becslését (Dakin és Avise,
2004), igy ezek jelenlétére is teszteltiik az egyes lokuszokat ML-Relate szoftverben (Kalinowski
et al.,, 2006). Amennyiben a tesztek eredménye nullallél jelenlétére utalt, ugy a nullallélek
jelenlétével korrigalt allélgyakorisagokat hasznaltuk a késobbi elemzések soran €¢s modositottuk a
genotipusokat az adott lokuszra. Mivel a nullallél jelenléte miatt a homozigota egyedekrdl nem
tudjuk biztosan, hogy ténylegesen homozigétdk vagy nullallélt hordozé heterozigdtdk, ezért az
adott lokuszra homozigota egyedek esetében (szimulalt és valds egyedek egyarant) csak egy allélt

vettiink figyelembe a rokonsagbecslések soran, a masikat hidnyzonak jeldltiik.

Célunk a késdbbiekben kibdviteni a jelenleg hasznalt markerkészletiinket, hogy az
egyedeket még nagyobb biztonsdggal azonosithassuk és rokonsdgukat nagyobb pontossiggal
becsiilhessiik. Ennek érdekében teszteltiink hét uj dinukleotid és egy 1) tetranukleotid (Aa4l)
mikroszatellita lokuszt (1. tablazat). Ezek koziil harmat ibériai sasban irtak le, és parlagi sas
egyedeken is teszteltek (Aadl, Aa49, Aa53) (Martinez-Cruz et al., 2002), 6t pedig rétisasban
kertlt leirasra (Hal01, Hal03, Hal09, Hall3, Hall4) (Hailer et al., 2005). Els6 korben tiz
fiiggetlen, azaz a kelet-magyarorszagi teriilet kiilonb6z6 pontjain fészkeld, els6foku rokoni
kapcsolatban nem 4ll6, az eddigi lokuszokon valtozatos all¢leket hordoz6d egyedet
genotipizaltunk, hogy felmérjiik variabilitasukat. A lokuszok tesztelése szimplex PCR-rel tortént,
a kovetkezd reakcidelegyet alkalmazva: 0,065 pul DreamTaq polimerdz (Fermentas), 1,7 ul 10X
DreamTaq Green puffer (Fermentas), 0,65 pl 25 mM MgCl2 (Thermo Scientific), 0,65 pl 2 mM
dNTP mix (Thermo Scientific), 1-1 pl 10 pmol/ul-es forward és reverz primer, 10 pl viz és 2 pl
programokat alkalmaztuk. Az Aa4l, Aa49 és Aa53 lokuszok esetében touchdown programot
hasznaltunk a minél specifikusabb termékek keletkezése érdekében, melynek sordn az annellaciods
hémérsékletet a kezdeti 66°C-rdl ciklusonként 1°C-kal csokkentettiik 50°C-ig. A t6bbi lokusz

esetében az annellacidos homérséklet minden ciklusban a Hal03 esetében 57°C, a HalO1 és Hall4
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esetében 60°C, a Hal09 ¢és Hall3 esetében 64°C fok volt. (Részletes PCR programok:
Mellékletek 1-4. tablazat).

A polimorf lokuszokra a referenciapopulacio tovabbi 49 kolté egyedét sikeriilt
genotipizalni, igy képet kaptunk az Uj lokuszok populaciés allélgyakorisagairol is. Az
allélméretek meghatarozasa kapillaris-elektroforézis tjan tortént a Magyar Természettudomanyi
Muzeum Molekularis Taxondémiai Laboratériumaban (ABI 3130 tipust szekvenator, GS500LIZ

standard). Az allélhosszak leolvasasat Peak Scanner (Applied Biosystems) szoftverrel végeztiik.

Az egyes lokuszok eltéré allélszamuk ¢&s allélgyakorisag-eloszlasuk miatt eltérd
informdciotartalommal birnak az egyes rokonsagbecslé modszerek szdmara. Annak érdekében,
hogy képet kaphassunk az 1j, polimorf lokuszok hasznossagarol, a KinInfor szoftverben (Wang,
2006) megvizsgaltuk a teljes markerkészlet lokuszainak informaciotartalmuk alapjan

meghatarozott fontossagi sorrend;jét.

1. tablazat: Tesztelésre Kivalasztott ij mikroszatellita lokuszok és publikalt allélszimaik.

ibériai sasban leirt rétisasban leirt
lokusz Aadl Aad9 Aa53 Hal01 Hal03 Hal09 Hall3 Hall4
publikalt allélszam 3 5 5 7 3 7 6 8

4.3 Rokonsagbecslé modszerek tesztelése

A rokonsagbecsld modszerek tesztelését biztosan ismert rokonsagi foku (sziil6-utod,
édestestvér, féltestvér és nem rokon) egyedparokon végeztiik el, valds és szimulalt adatokon

egyarant.

Haromféle megkozelitést alkalmaztunk, melyek sordn az ismert rokonsagi foku egyedparok
harom kiilonbozd populéaciobdl keriiltek ki: (i) virtualis sziilok €s az ezekhez generalt virtualis
utodok, (i1) valds koltd egyedek véletlenszertien parba allitva és az ezekhez a parokhoz generalt
virtudlis utodok, (iii) valoés koltdparok és valos utddaik alkotta populacio.

(1) A virtudlis populacid elkészitéséhez a referenciapopuldciobdl szadmolt, nullallélek
jelenlétére korrigalt populécios allélgyakorisagokat hasznaltuk fel. A valds fiokak Osszesen 77
tojohoz és 61 himhez tartoztak, igy 77 tojo és 61 him kilenc lokuszos diploid genotipust

generaltunk, melynek sordn az egyes lokuszokhoz tartozé alléleket a populacids gyakorisagukkal
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egyezO valdszinliséggel valasztottuk. A modszerbdl eredéen igy biztosan nem rokon virtualis
szlloket allitottunk eld. A sziildket maradéktalanul parbadllitva mindegyik sziildparhoz
generaltunk a mendeli szabalyok alapjan 6t kozos utddot, amelyek igy édestestvéri kapcsolatban
alltak. Féltestvérek l1étrehozasahoz minden tojohoz véletlenszerlien valasztottunk egy, az eredeti
parjaval nem egyez6 himet, és az igy 1étrejott Gj parhoz is generaltunk két kozos utdodot a mendeli
szabalyok szerint. Ezek lettek az eredeti parok k6zos utdédainak anyai agh féltestvérei. Ugyanezt
elvégeztiik minden par him tagjaval is, igy az eredeti parok kozos utdodainak apai agu féltestvéreit
kaptuk. Az igy létrehozott populaciobdl véletlenszeriien valasztottunk 300 — 300 sziil6-utdd,
¢destestvér, féltestvér €s nem rokon egyedpart.

(i1) A masodik megkdzelités soran az ismert rokonsagi fok parok a valos koltd egyedek
véletlenszerli  parbaallitasaval ¢és az ezekhez generdlt utédokbol keriiltek ki. A
referenciapopulacio 84 himjét és 72 tojojat véletlenszerlien parba allitottuk és a fent ismertetett
modon minden par esetén generaltunk 6t k6zos utddot, két anyai agu és két apai aga féltestvért.
Az igy létrehozott populaciobol véletlenszeriien vélasztottunk 300 — 300 sziilé-utdd, édestestvér
¢s féltestvér egyedpart. Mivel a valds sziilok rokonsagat nem ismertiik, ebben az esetben nem
tudtunk biztosan nem rokon egyedparokat alkotni.

(ii1)) A harmadik esetben a valos koltd egyedek és valds fiokaik rokonsdgat vizsgaltuk.
Osszesen 231 sziild-utdd és 42 édestestvér egyedpar allt rendelkezésiinkre. Ebben az esetben a
féltestvéri kapcsolatban allo egyedek rokonsagat a kis mintaclemszam (hdrom egyedpar) miatt
nem vizsgaltuk, tovabba a valos sziilok kozotti rokonsag biztos ismeretének hianyaban itt sem
tudtunk nem rokon egyedparokat vizsgalni.

A fenti harom megkozelités esetében kiilonbozik az egyedek hattérrokonsaga: a teljesen
virtualis populacioban a modszerbdl eredéen a sziilépopulacid egyedei biztosan nem rokon
egyedek, mig a masodik és a harmadik populdcid esetében nem ismerjiik a sziilék rokoni
viszonyat €s beltenyésztés is eléfordulhat. Az elsé és a masodik megkozelités lehetdveé teszi
tetszOleges szamu ismert rokonsagi fokl egyedpar létrehozasat, igy a mintaclemszam atlagos

rokonsagra gyakorolt hatasardl is informécidt kaphatunk.

A vizsgalatunkban hat rokonsagbecslé mddszert teszteltiink: a momentum-alapu modszerek
koziil a Lynch-Ritland (Lynch and Ritland, 1999), Queller-Goodnight (Queller és Goodnight,
1989) és a Wang (Wang, 2002) moédszert, valamint harom likelihood modszert: a diadikus
(Milligan, 2003), triadikus (Wang, 2007) és ML-Relate (Wagner et al., 2006) modszereket. Az
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utobbi modszerrel torténd becslést ML-Relate szoftverben (Kalinowski et al., 2006), a tobbit R
3.5.2. statisztikai szoftverben (R Core Team, 2018) végeztiik a ,,related” csomag (Pew et al., 2015)
segitségével. A triadikus likelihood médszer szamara adott szamu referencia egyedre is sziikség

van a becsléshez, ez minden esetben az alapértelmezett 100 volt.

A rokonsagbecslé modszerek teljesitményét tobb szempontbol értékeltiik.

1) Megvizsgaltuk az egyes modszerek altal az ismert rokonsagi fokt parokra adott
rokonsagbecslések eloszlasat: torzitott becsléseket adnak-e az egyes modszerek az elméleti
értékekhez képest, illetve mekkora a becslések szorasa.

2) Szamoltunk Pearson-korrelaciot az ismert rokonsagi foku egyedparok elméleti és az
egyes modszerek altal becsiilt rokonsagértékei kozott. Ebben a megkdzelitésben az a modszer
szamit a legjobbnak, amely esetében a korrelacios koefficiens értéke a legnagyobb.

3) A becsiilt értékek elméleti rokonsagértékektdl valo eltérését a RMSE (root mean squared

error) értékkel vizsgaltuk az egyes modszerekre, melyet a kdvetkezd képlet alapjan szdmoltunk:

RMSE = \/ (ﬁ) n (@ —rp)?, ahol T; és 1y az i-ik egyedpar becsiilt és elméleti rokonsagértéke, n

pedig az egyedparok szama (Bink et al., 2008). Ebben az esetben az a moddszer szamit a
legjobbnak, amely esetében az RMSE érték a legkisebb.
A rokonelkeriilés vizsgalatahoz sziikséges rokonsagbecsléseket a tesztek eredményei

alapjan legjobbnak itélt modszerrel végeztiik el.

4.4 Rokonelkeriilés vizsgalata

A rokonelkeriilés vizsgalatat Monte-Carlo szimulacioval végeztiik. Nullhipotézisiink a
rokonelkertilés hidnya, azaz a rokonsagra val6 tekintettel véletlenszerlien torténd parba allas volt.
Ennek megfelelden a kdvetkezd nulleloszlast generéltuk: a tényleges koltéparok tojé egyedeihez
véletlenszeriien hozzarendeltiik a tényleges koltdparok him egyedeit, 6sszesen 10 000 kiilonbdzo
moddon, és minden esetben vettiik az igy 1étrehozott parok atlagos rokonsagat, azaz a paronkénti
rokonsagok atlagat. A teszt soran a tényleges koltoparok atlagos rokonsagat hasonlitottuk ehhez a
nulleloszlashoz és kétoldali p-értéket szamoltunk a kovetkez6 modon: vettiik a nulleloszlas
megfigyelt atlagrokonsaggal megegyez6 vagy annal extrémebb értékeinek aranyat, majd ezt az

aranyt szoroztuk kettével. Ha a megfigyelt atlagrokonsag a nulleloszlas medianjanal kisebb volt,

21



akkor a megfigyelt atlagrokonsagnal kisebb értékeket tekintettiik extrémebbnek, ellenkezo
esetben pedig az annal nagyobb értékeket.

A szimulaciokat és a dolgozatban szerepld abrakat R 3.5.2 szoftverben (R Core Team, 2018) készitettiik.
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5. Eredmények

5.1 Markerkészlet és uj lokuszok tesztelése

A hasznalt kilenc lokuszos markerkészlet esetén a PI-érték 7,5 x 10'9, a Plsg-érték 5,4 x 10*
volt. A kizarasi valosziniiség értéke két sziil6 ismeretében (P1X) 0,998, egy sziilé ismeretében
(P2X) 0,966 volt. ML-Relate szoftverben futtatott teszt nullallélre utaldé eredményt talalt az
Aa36-os lokusz esetében (p-érték < 0,007). Ezt empirikus bizonyitékok is alatamasztjak: 15 valos
szlilé-utdd par esetében a fidka csak erre a lokuszra nem passzolt a biztos sziiléhdz, amennyiben
legalabb egyikiik homozigota volt erre a lokuszra. A minél kisebb mértékii informacidvesztés
érdekében a lokuszt nem hagytuk ki az elemzésbdl, helyette a kovetkezd korrekciokat végeztiik
el: a nullallél jelenlétére korrigélt allélgyakorisagokat hasznaltuk az elemzések sordn, tovabba
hogy kisztirjik a hamis homozigotakat, az erre a lokuszra homozigdta egyedek esetében csak az
egyik allélt vettiik figyelembe, a mésikat hianyz6 értéknek jeldltiik. A lokuszok allélszama 4 — 10
kozotti, atlagosan 6,1 volt, az allélgyakorisagok 0,003 — 0,676-ig terjedtek. (Mellékletek 5.
tablazat)

A nyolc 0j lokusz koziil 6t bizonyult polimorfnak: a harom ibériai sasban leirt (Aa41, Aa49,
Aa53) és két rétisasban leirt (Hal09, Hall3) lokusz. Az Aa49-es lokusz kivételével tovabbi
egyedek genotipizaldsat is elvégeztiik a polimorfnak bizonyuld 0j lokuszokra. A genotipizalt 59
feln6tt egyed alapjan az 10j lokuszok allélszama 2 — 5, atlagosan 3,4 volt, az allélgyakorisagok

0,017 — 0,698-ig terjedtek (2ab. tablazat).

2a. tablazat: Az ij mikroszatellita lokuszok tesztelésének eredménye.

ibériai sasban leirt rétisasban leirt
lokusz Aadl Aa49 Aa53 Hal01 Hal03 Hal09 Hall3 Hal14
publikalt allélszam 3 5 5 7 3 7 6 8
teszt allélszam (10 minta) 3 4 4 1 1 2 3 1
allélszam (59 minta) 3 -- 5 -- -- 2 3 --

2b. tablazat: Az uj mikroszatellita lokuszok allélgyakorisagai

Aadl Aad9 Aa53 Hal09 Hal13
allél frekvencia allél frekvencia allél frekvencia allél frekvencia allél frekvencia
152 0,698 151 - 127 0,263 130 0,652 155 0,542
156 0,216 153 - 129 0,483 132 0,348 157 0,441
160 0,086 155 - 131 0,076 159 0,017
159 - 133 0,119
- 135 0,059
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5.2 Rokonsagbecslé modszerek tesztelése

(1) Virtualis sziilok és virtualis utédok populacidja:

szllé-utéd (n = 300) édestestver (n = 300)
e =]
1:D ] - j— E - - - _:_ _:_ —_
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g
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boxplotok az ismert rokonsagi foku egyedparokra kapott becslések eloszlasat mutatjik a kiilonboz6
moédszerek esetében. LR: Lynch-Ritland, QG: Queller-Goodnight, W: Wang, D: Diadikus
likelihood, T: Triadikus likelihood, MLR: ML-Relate. Sziirkével jelolve a likelihood médszerek.
Piros vonal: elméleti érték.
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A modszerek eltéréen teljesitettek az egyes rokoni kapcsolatok esetében (1. abra, 3 — 4.
tablazat). A sziil6-utdd és édestestvér egyedparok esetén a Queller-Goodnight és a Wang mddszer
altal, a féltestvér és nem rokon kapcsolatok esetén a Lynch-Ritland modszer altal becsiilt
rokonsagok atlaga volt legkdzelebb az adott rokoni kapcsolat elméleti atlagahoz. A likelihood
modszerek minden rokoni kapcsolat esetében torzitott becsléseket adtak: a becslések atlaga az
elméleti atlagnal nagyobb volt. Ez a torzitds az ML-Relate modszer esetében volt a legkisebb (3.

tablazat).

A becslések szorasa egy modszert kivéve (Lynch-Ritland) a sziild-utdéd kapcsolat esetén
volt a legkisebb. A Lynch-Ritland moédszer esetében a nem rokon egyedparokra adott
becsléseknek volt a legkisebb a szorasa. Minden rokoni kapcsolat esetében az ML-Relate

modszer altal kapott becsléseknek volt a legkisebb szoérasa (3. tablazat).

3. tablazat: Rokonsagbecslé modszerek tesztelésének eredménye a virtualis sziilok és virtualis
utodok populicidjan: becslések atlaga és szorasa. A rokoni kapcsolat megnevezése utan zarojelben
az adott kapcsolat elméleti atlagrokonsaga szerepel. Félkovérrel jelolve az adott rokoni kapcsolat
esetében a becslések atlagat és szorasat is figyelembevéve a legjobban teljesito modszer eredményei.

sz(ilG-utdd (0,5)

édestestvér (0,5)

féltestvér (0,25)

nem rokon (0,00)

modszer atlag (¥SD) atlag (#SD) atlag (#SD) atlag (£SD)
LR:  Lynch-Ritland 0,52 (£0,18) 0,51 (£0,22) 0,25 (+0,22) 0,00 (+0,15)
QG: Queller-Goodnight 0,49 (+0,13) 0,49 (+0,20) 0,20 (+0,20) 0,00 (£0,21)
W:  Wang 0,51 (+0,11) 0,49 (+0,20) 0,21 (+0,20) 0,02 (+0,22)
D:  Diadikus likelihood 0,62 (£0,13) 0,60 (£0,21) 0,35 (+0,20) 0,14 (+0,16)
T:  Triadikus likelihood 0,57 (£0,13) 0,56 (+0,20) 0,30 (+0,19) 0,12 (+0,14)
MLR: ML-Relate 0,55 (+0,07) 0,51 (+0,18) 0,27 (+0,18) 0,10 (+0,14)
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A Pearson-korrelacio értéke az Osszes rokoni kapcsolatot figyelembevéve modszertdl
fliggben 0,733 — 0,773 volt. Csak a sziil6-utdd, édestestvér és féltestvér kapcesolatokat figyelembe
véve (tablazatban: ,,csak rokon’) 0,521 — 0,629 koz¢é es6 értékeket kaptunk. A korrelacié mindkét

esetben az ML-Relate médszer esetében volt a legnagyobb (4. tablazat).

Az becslések pontossagat és precizitasat is magaba foglal6 RMSE érték az 6sszes rokoni
kapcsolatra szdmolva, illetve csak a sziild-utod, édestestvér és féltestvér kapcsolatokra
(tablazatban: ,,csak rokon”) az ML-Relate, csak a nem rokon kapcsolatra kapott becsléseket

figyelembe véve a Lynch-Ritland mddszer esetén volt a legkisebb (4. tablazat).

4. tablazat: Rokonsagbecslé médszerek tesztelésének eredménye a virtualis sziilok és virtualis
utodok populaciéjan: Pearson-korrelacio és RMSE (root mean squared error).

Osszes: sziil6-utéd, édestestvér, féltestvér, nem rokon kapcsolatokra adott becslésekre szamolva.
Csak rokon: sziil6-utod, édestestvér, féltestvér kapcsolatokra adott becslésekre szamolva.
Félkovérrel jelolve az adott kategériaban legjobban teljesité (Korrelacié: legnagyobb érték, RMSE:
legkisebb érték) modszer eredményei.

Pearson-korrelacid RMSE
maodszer Osszes  csak rokon Osszes csak rokon nem rokon
LR:  Lynch-Ritland 0,739 0,521 0,196 0,209 0,150
QG: Queller-Goodnight 0,739 0,594 0,191 0,184 0,208
W: Wang 0,733 0,606 0,190 0,178 0,221
D: Diadikus likelihood 0,744 0,570 0,211 0,209 0,216
T: Triadikus likelihood 0,748 0,581 0,185 0,187 0,181
MLR: ML-Relate 0,773 0,629 0,158 0,152 0,173
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(if) Véletlenszertien parba allitott valos kolték és az ezekhez generalt virtualis utodok

populacidja:
szilé-utod (n = 300) édestestvér (n = 300)
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2. abra: Rokonsagbecsléo mddszerek tesztelése a véletlenszeriien parba allitott koltok és az ezekhez
becslések eloszlasat mutatjak a kiilonbozé médszerek esetében. LR: Lynch-Ritland, QG: Queller-
Goodnight, W: Wang, D: Diadikus likelihood, T: Triadikus likelihood, MLR: ML-Relate. Sziirkével
jelolve a likelihood médszerek. Piros vonal: elméleti érték. Biztosan nem rokon egyedparok ebben
az esetben nem alltak rendelkezésre.
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Mivel a valés kolté egyedek rokonsdgat nem ismerjiik, ezért biztosan nem rokon

egyedparokat nem lehetett alkotni ebben az esetben.

Az ¢l6z6 esethez hasonléan a modszerek itt is eltéréen teljesitettek az egyes rokoni
kapcsolatok esetében (2. abra, 5 —6. tablazat). A sziilé-utdd és féltestvér egyedparok esetében a
Lynch-Ritland, az édestesvér egyedparok esetében a Wang modszer altal becsiilt rokonsagok
atlaga volt legkdzelebb az adott rokoni kapcsolat elméleti atlagértékéhez. A likelihood modszerek
itt is torzitott becsléseket adtak minden rokoni kapcsolat esetében: a becslések atlaga az elméleti
atlagnal nagyobb volt. Ez a torzitas itt is az ML-Relate mddszer esetében volt a legkisebb (5.
tablazat).

A becslések szorasa minden modszer esetében a sziil6-utdod kapcsolatra volt a legkisebb.
Minden rokoni kapcsolat esetében itt is az ML-Relate mddszer altal kapott becsléseknek volt a

legkisebb szorasa (5. tablazat).

5. tablazat: Rokonsagbecslé mddszerek tesztelésének eredménye a véletlenszeriien parba allitott
kapcsolat megnevezése utan zardjelben az adott kapcsolat elméleti atlagrokonsaga szerepel.
Félkovérrel jelolve az adott rokoni kapcsolat esetében a becslések atlagat és szdrasat is
figyelembevéve a legjobban teljesito modszer eredményei. Biztosan nem rokon egyedparok ebben az
esetben nem alltak rendelkezésre.

, szUl6-utdd (0,5)  édestestvér (0,5)  féltestvér (0,25) nem rokon (0,00)
modszer

atlag (£SD) atlag (£SD) atlag (£SD) atlag (£SD)
LR:  Lynch-Ritland 0,50 (+0,19) 0,49 (+0,24) 0,25 (+0,22) -
QG: Queller-Goodnight 0,47 (+0,14) 0,48 (+0,21) 0,23 (+0,21) --
W: Wang 0,49 (+0,13) 0,50 (+0,22) 0,24 (+0,21) --
D: Diadikus likelihood 0,60 (+0,13) 0,59 (+0,22) 0,38 (+0,20) --
T: Triadikus likelihood 0,55 (+0,15) 0,54 (+0,22) 0,33 (+0,19) --
MLR: ML-Relate 0,54 (+0,08) 0,51 (+0,19) 0,30 (+0,18) --
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A Pearson-korrelacié eredményeként csak a sziil6-utdod, édestestvér ¢és féltestvér
kapcsolatokra (tdblazatban: ,,csak rokon™) 0,478 — 0,549 ko6z¢é eso értékeket kaptunk. A korrelacid
itt is az ML-Relate modszer esetében volt a legnagyobb (6. tablazat).

Az RMSE ¢érték csak a sziilo-utdd, édestestvér és féltestvér kapcsolatokra szamolva

(tablazatban: ,,csak rokon”) itt is az ML-Relate modszer esetén volt a legkisebb (6. tablazat).

6. tablazat: Rokonsagbecslé mddszerek tesztelésének eredménye a véletlenszeriien parba allitott
(root mean squared error).

Csak rokon: sziil6-utod, édestestvér, féltestvér kapcsolatokra adott becslésekre szamolva.

Biztosan nem rokon egyedparok ebben az esetben nem alltak rendelkezésre.

Félkovérrel jelolve az adott kategoriaban legjobban teljesito (korrelacio: legnagyobb érték, RMSE:
legkisebb érték) modszer eredményei.

Pearson-korrelacid RMSE
maodszer Osszes  csak rokon Osszes csak rokon nem rokon
LR: Lynch-Ritland -- 0,478 - 0,216 -
QG: Queller-Goodnight -- 0,523 -- 0,191 --
W: Wang - 0,529 - 0,190 -
D: Diadikus likelihood -- 0,480 -- 0,217 --
T: Triadikus likelihood -- 0,478 -- 0,194 --
MLR: ML-Relate -- 0,549 -- 0,164 --
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(iii) Valos kolt6 egyedek és valos utddaik populacidja:

szllé-utod (n = 231) édestestvér (n = 41)
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boxplotok az ismert rokonsagi foku egyedparokra kapott becslések eloszlasat mutatjak a kiilonb6z6
maédszerek esetében. LR: Lynch-Ritland, QG: Queller-Goodnight, W: Wang, D: Diadikus
likelihood, T: Triadikus likelihood, MLR: ML-Relate. Sziirkével jelolve a likelihood médszerek.
Piros vonal: elméleti érték. Biztosan nem rokon egyedparok ebben az esetben nem alltak
rendelkezésre, a féltestvérekre kapott becsléseket a kis mintaelemszam miatt nem keriilnek
kozlésre.
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Mivel a valés koltdparok rokonsdgat nem ismerjiik, ezért biztosan nem rokon egyedek itt

sem alltak rendelkezésre, és a féltestvérek rokonsaga a kis mintaclemszam (3 db) miatt nem kertil

kozlésre.

A sziil6-utdd egyedparok esetében a Wang modszer altal becsiilt rokonsagok atlaga volt

legkozelebb az elméleti atlagértékhez. Az édestestvérek esetében a momentum-alapu modszerek

negativ irdnyba torzitottak, becsléseik atlaga az elméleti értéknél kisebb volt, mig a likelihood

modszerek az elméleti értékhez kozelebbi atlagokat eredményeztek. Tekintettel arra, hogy a

likelihood modszerek az el6z6 két esetben mindig pozitiv irdnyba torzitottak, itt valdsziniileg az

édestestvérek tényleges rokonsaga atlagosan kisebb lehet 0,5-nél (3. 4bra, 7. tdblazat).

A becslések szorasa minden modszer esetében a sziil6-utdd kapcsolat esetén volt kisebb.

Mindkét rokoni kapcsolat esetében itt is az ML-Relate mddszer altal kapott becsléseknek volt a

legkisebb a szorasa (7. tdblazat).

7. tablazat: Rokonsagbecslo modszerek tesztelésének eredménye valos koltok és valos utodaik
populaciéjan: becslések atlaga és szorasa. A rokoni kapcsolat megnevezése utan zardjelben az adott
kapcsolat elméleti atlagrokonsaga szerepel. Félkovérrel jelolve az adott rokoni kapcsolat esetében a
becslések atlagat és szorasat is figyelembevéve a legjobban teljesité modszer eredményei. Biztosan
nem rokon egyedparok ebben az esetben nem alltak rendelkezésre, a féltestvérekre kapott

becsléseket a Kis mintaelemszam miatt nem Keriilnek kozlésre.

modszer

sz(il6-utdd (0,5)

atlag (£SD)

édestestvér (0,5)

atlag (£SD)

féltestvér (0,25)
atlag (£SD)

nem rokon (0,00)
atlag (£SD)

LR: Lynch-Ritland

QG: Queller-Goodnight
W: Wang

D: Diadikus likelihood
T: Triadikus likelihood
MLR: ML-Relate

0,48 (+0,18)
0,48 (+0,15)
0,50 (+0,13)
0,61 (+0,15)
0,56 (+0,16)
0,54 (+0,09)

0,42 (+0,24)
0,41 (+0,21)
0,44 (+0,22)
0,55 (+0,19)
0,52 (+0,20)
0,47 (+0,18)
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A csak a sziil6-utdd, édestestvér és féltestvér kapcsolatokra szamolt (tdblazatban: ,,csak

rokon”) RMSE érték itt is az ML-Relate modszer esetén volt a legkisebb (8. tablazat).

8. tablazat: Rokonsagbecslé médszerek tesztelésének eredménye a valés koltok és valos utodaik
nem volt lehetséges.

Csak rokon: sziil6-utod, édestestvér, féltestvér kapcsolatokra adott becslésekre szamolva.
Biztosan nem rokon egyedparok ebben az esetben nem alltak rendelkezésre.

Félkovérrel jelolve a legjobban teljesito (RMSE: legkisebb érték) modszer eredménye.

Pearson-korrelacio RMSE
maodszer Osszes csak rokon osszes csak rokon nem rokon
LR: Lynch-Ritland -- -- - 0,187 -
QG: Queller-Goodnight -- -- -- 0,161 --
W: Wang - - - 0,138 -
D: Diadikus likelihood -- -- -- 0,190 --
T: Triadikus likelihood -- -- -- 0,175 --
MLR: ML-Relate - - - 0,111 -

Osszegezve:

A momentum-alapi moddszerek az esetek tobbségében torzitatlan becsléseket adtak. A
szlil-utdd és édestesvér kapcsolatra a harom populacid esetében mas-méas modszerek
eredményeztek megbizhatobb becsléseket. A féltestvér és nem rokon kapcsolatok esetében
(amennyiben ezeket vizsgalni tudtuk), a Lynch-Ritland moédszer teljesitett a legjobban a

becslések atlagat és szorasat is figyelembevéve.

A likelihood modszerek pozitiv irdnyba torzitott becsléseket eredményeztek, ez a torzitas az
ML-Relate mddszer esetében volt a legkisebb. Az ML-Relate mddszer becsléseinek volt a
legkisebb a szorasa minden esetben, és a Pearson-korrelacio, illetve az RMSE-érték alapjan is ez
a modszer teljesitett a legjobban minden rokoni kapcsolat esetében. Ez aldl kivétel a nem rokon

kategoria, ahol a Lynch-Ritland modszer becsléseire kaptuk a legkisebb RMSE értéket.

A koltéparok rokonsagara tobb modszerrel (Lynch-Ritland, Queller-Goodnight, Wang,

ML-Relate) elvégeztiink egy eldzetes becslést, amely alapjan az egyedek nagyrésze nem vagy kis
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mértékben rokon. Mivel a tesztek soran a kevésbé rokon egyedparok esetében a Lynch-Ritland

madszer teljesitett a legjobban, ezért a rokonelkeriilés vizsgalatat ezzel a modszerrel végeztiik.

Azt is megvizsgaltuk a KinInfor szoftver segitségével (Wang, 2006), hogy a Lynch-Ritland
modszer szamara mely lokuszok birnak a legnagyobb informaciotartalommal. Ezt a vizsgélatot a
jelenleg is hasznalt kilenc lokuszra, valamint az 0j, polimorf lokuszok koziil arra a négyre tudtuk
elvégezni, amelyek esetében szamoltunk allé¢lgyakorisdgokat is 59 egyed genotipusa alapjan
(Aa41, Aa53, Hal09, Hall3). A legnagyobb informéciotartalommal a legnagyobb allélszamu
Aa35 (tiz allél) lokusz rendelkezett, az 0j lokuszok koziil a leghasznosabbnak pedig az Aa53-as
lokusz bizonyult (9. tdblazat).

9. tablazat: A lokuszok hasznossagi sorrendje a Lynch-Ritland médszer szamara (KinInfor

szoftverben végzett teszt). Fehér: a jelenleg hasznalt markerkészlet lokuszai. Lila: ibériai sasra leirt
uj polimorf lokuszok. Barna: rétisasra leirt Gj polimorf lokuszok.

Lynch-Ritland Allélgyakorisag

B Lokusz Allélszam 511D e
1 Aa35 10 0,003 -0,312
2 Aa39 8 0,003 -0,358
3 Aa36 6 0,006 — 0,302
4 Aa02 6 0,033 -0,280
5 Hal04 5 0,095-0,443
6 G11 4 0,119-0,465
7 Aa53 5 0,059 -0,483
8 G09 4 0,060-0,617
9 Aa43 7 0,007 - 0,681
10 Aadl 3 0,086 — 0,698
11 Hal10 5 0,010 — 0,507
12 Hal09 2 0,348 - 0,652
13 Hall3 3 0,017 -0,542
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5.3 Rokonelkeriilés vizsgalata

A Lynch-Ritland moédszerrel becsiilve az Osszes lehetséges koltOpar ¢és a tényleges
koltoparok rokonsagara is egy jobbra ferde eloszlast kaptunk. Az Osszes lehetséges koltopar
esetén a becsiilt rokonsagértékek r= -0,5 és 1, a tényleges koltoparok esetében r= -0,28 ¢és 0,47
kozé estek (4. bra).

0sszes lehetseges kolidpar rokonsaga (n = 900)
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rokonsag (Lynch-Ritland modszer)

4. abra: Az 6sszes lehetséges koltopar és a tényleges koltoparok paronkénti rokonsaganak eloszlasa
a Lynch-Ritland médszerrel becsiilve.
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A tényleges koltoparok atlagos rokonsagat a Lynch-Ritland modszer r=-0,004-nek becsiilte,
amely nem tért el szignifikdnsan a véletlenszeriien Osszesorsolt parok atlagos rokonsagatol
(p-érték = 0,868). Ennek alapjan nem talaltunk rokonelkeriilés meglétére utalé bizonyitékot

(5. abra).

rokonelkerilés vizsgalata

I
1200 — I tényleges koltéparok
I atlagos rokonsaga
1000 I r=-0004
© I
= I
E 800 : p-ertek = 0 868
% |
G 600 — I
o |
= I
E 4[][] ] l
@ I
200 :
I
0 - 1
| I | I I | |
015 01 -0,05 0 0,05 0,1 0,15

véletlenszeriien dsszesorsolt parok (n=30) atlagos rokonsaga
(Lynch-Ritland madszer)

5. abra: A rokonelkeriilés vizsgalatiara végzett Monte-Carlo szimulicion alapulé teszt eredménye. A
paronkénti rokonsagok becslése Lynch-Ritland médszerrel tortént.
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6. Diszkusszio

A Dbeltenyésztés az egyedek csokkent fitneszéhez vezethet, igy az evolucid soran
kialakultak kiilonb6z6 mechanizmusok a rokonokkal torténd parosodas elkeriilésére. Kiilonosen
érdekes kérdés lehet ez azoknal a fajoknal, amelyek hossza idore valasztanak part és extra par
fertilizdcid6 nem vagy csak kis mértékben jellemz6. Esetiikben a rokon egyeddel torténd
parbaallas nagymértékben csokkentheti az egyedek fitneszét, amennyiben beltenyésztéses
leromlas 1ép fel. Vizsgalt fajunk, a parlagi sas is egy hosszu életli, hosszl idOre part valaszto,
szocialisan ¢és genetikailag is monogam, filopatrikus ragadoz6 madar. Korabbi eredmények
alapjan a kérpat-medencei populidcido genetikai variabilitaisa a par évtizede lezajlott
allomanycsokkenés ellenére magas. Tovabba, a hazai populacié vizsgalata soran Kimutattak
ivarfiiggd kelési diszperziot is, amely szerepet jatszhat a beltenyésztés elkeriilésében. Mindezeket
alapul véve feltételeztilk a rokonelkeriilés, azaz a rokonokkal torténd parbaallas elkeriilésére
iranyuld6 mechanizmus meglétét. Ezt a koltéparok mikroszatellita lokuszokra alapozott

rokonsagbecslésével vizsgaltuk.

A rokonelkeriilés kérdésének megvalaszolasahoz el6szor teszteltik  kiillonb6zé
rokonsagbecslé modszerek teljesitményét. Erre azért volt sziikkség, mert nincs egy minden
koriilmények kozott legjobban teljesitd modszer, igy fontos megvizsgalni, hogy az adott
populdcid és a hasznalt markerkészlet esetében mely modszer adja a legmegbizhatobb
becsléseket. Korabbi tesztek soran kimutattdk, hogy a kiillonb6zd rokonsagbecsld modszerek
teljesitménye fiigg tobbek kozott a hasznélt lokuszok szamatol, az allélek szdmatol €s az
allélgyakorisagok eloszlasatol, a vizsgalt rokoni kapcsolat tipusatol, a populacid
rokonsagosszetételétol és a demografiai multjatol is (Bink et al., 2008; Csilléry et al., 2006;
Milligan, 2003; Robinson et al., 2013; Van de Casteele et al., 2001; Wang, 2014). A tesztekhez
ismert rokonsagi foka egyedparokat hasznaltak, amelyeket vagy tobbgeneracios csaladfak alapjan
valasztottak (Bink et al., 2008; Santure et al., 2010), vagy az allélgyakorisagok felhasznalasaval
szimulaltak (Milligan, 2003; Van de Casteele et al., 2001; Wang, 2014).

A jelen vizsgéalatban a moddszerek tesztelését egyrészt szimulalt, masrészt valds, ismert
rokoni kapcsolatban 1évd egyedparokon végeztiik. Tobbgeneracids csalddfa a parlagi sasok

esetében nem allt rendelkezésre, igy a valds egyedparok koziil csak sziil6-utod és édestestvér
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kapcsolatban allokat vizsgéaltunk. A monogémia miatt csak kevés féltestvér kapcsolatot volt
lehetdséglink vizsgalni. Ezek olyan eseményekbdl szadrmaznak, amikor a par egyik tagja

elpusztult és a masik 0j part valasztott.

A rokonsagbecslé modszerek teljesitményét mértilk a szoérdsukkal, torzitatlansdgukkal,
Pearson-korrelacioval, illetve a precizitast és pontossagot egyszerre jellemzé RMSE értékkel. Az
irodalmi adatokkal 6sszhangban az altalunk végzett tesztek soran sem volt olyan rokonsagbecslo
modszer, amely minden rokonsagi kapcsolat és megkdzelités esetén egyarant a legjobban
teljesitett. A momentumokra alapozott modszerek becslései jelentds torzitdst nem mutattak,
ellentétben a likelihood mddszerekkel, amelyek becsléseinek atlaga tendencidézusan nagyobb volt
az elméleti értéknél. A likelihood modszerekre jellemz0 ez a fajta torzitas, mert becsléseik a [0,1]
tartomanyra korlatozottak (Milligan, 2003). A torzitas valoszinlileg csokkenthetd lenne tobb
lokusz bevonasaval (Milligan, 2003). A médszerek eltéré modon teljesitettek a kiilonb6z6 rokoni
kapcsolatok esetében. Mig a sziild-utdod kapcsolatokat a becslése atlaga és szoérdsa alapjan a
Wang modszer becsiilte a legmegbizhatdbban, addig a nem rokon kapcsolatok esetében a Lynch-
Ritland moédszer teljesitett a legjobban. Ez 0Osszehangban all korabbi irodalmi adatokkal
(Milligan, 2003; Wang, 2011). Pearson-korrelaciot és RMSE értéket is szamoltunk a kiilonb6z6
modszerek altal adott becslések és az elméleti rokonsagértékek kozott. A korrelacid mértéke
alapjan minden esetben az ML-Relate modszer teljesitett a legjobban, amely ténylegesen a
legkisebb szorasu becsléseket is adta az Osszes kategoriara. Az RMSE érték magaba foglalja a
becslések pontossagat €s precizitasat is. Ennél a legkisebb értékii modszer szamit a legjobbnak,
amely minden esetben az ML-Relate médszer volt, kivétel a nem rokon kategoriat, amely
esetében a Lynch-Ritland modszer teljesitett a legjobban. A legtobb modszer a sziilé-utdd
kapcsolatokra adta a legkisebb szorast becsléseket. Ezt magyarazza, hogy amennyiben a sziil6k
nem rokonok, tehat nem hordoznak IBD alléleket, Gigy a sziil6-utdod rokonsag mindig pontosan
r=0,5, ellenben a nagyobb varianciat mutatd édestestvér vagy féltestvér rokoni kapcsolatokkal. A
valds édestestvér parok esetében a momentum alapu mddszerek az elméleti r=0,5 értékhez képest
jellemzden kisebb becsléseket adtak. Ha feltételezziik, hogy a tényleges rokonsdgok valamilyen
okbol kisebbek voltak a vart r=0,5-nél, akkor érthetd, hogy a likelihood modszerek altal becsiilt
értékek atlaga ebben az esetben kozel volt a vart értékhez, hiszen a tobbi tesztnél felfelé
torzitottak. Mivel a mintaclemszam ebben az esetben kisebb volt (n=41), mint a tobbi teszt soran

(n=300), ezért feltételeztiik, hogy kisebb becsiilt rokonsdg esetleg mintavételi hiba
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kovetkezménye. Ennek ellenérzésére 41 egyedparbol alldé mintakat vettiink a virtualis
édestestvérek koziil, és megvizsgaltuk ezek becsiilt rokonsaganak az eloszlasat, de ezekben az
esetekben nem talaltunk jelentOs eltérést a vart értékhez képest (Mellékletek 1. abra, 6-7.
tablazat). Habar a mintavételi hiba igy sem zarhato ki teljesen, az eredmények alapjan mégis ugy
gondoljuk, hogy a valds édestestvérek rokonsaga a vartnal kisebb lehet. Ennek megallapitasara

tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

A becslések szorasanak csokkentése érdekében érdemes lenne tovabbi lokuszokat is
bevonni az elemzésekbe. Ennek érdekében teszteltiink nyolc 0j mikroszatellita lokuszt, ezek
koziil harmat a legkozelebbi rokon ibériai sasban (Aad4l, Aa49, Aa53) (Martinez-Cruz et al.,
2002), 6tot rétisasban (Hal01, Hal03, Hal09, Hal13, Hal14) (Hailer et al., 2005) irtak le. El6bbick
a hazai parlagi sas populacio6 esetében is polimorfnak bizonyultak ¢s allélszamaik megegyeztek a
publikalt allélszamokkal. Ellenben a tavolabbi rokon rétisasra leirt lokuszok koéziil mindossze
kett6 (Hal09, Hall3) volt polimorf, a rétitsasban leirt allélszdmoknal kevesebb alléllal.
Kivancsiak voltunk ra, hogy az 0j lokuszok mennyire lehetnek hasznosak a késébbi
rokonsagbecslés soran. A lokuszok informacidtartalma allélszamuktol, illetve az
allélgyakorisagok eloszlasatol is fiigg. A kiilonbozé modszerek szamara mas-mas tulajdonsagu
lokuszok birhatnak nagyobb informéciotartalommal. KinInfor szoftver segitségével
megvizsgaltuk, hogy a rokonelkeriilés becslésére kivalasztott Lynch-Ritland modszer esetében mi
a lokuszok fontossdgi sorrendje az informacidtartalmukra valo tekintettel. Ezt a jelenleg is
hasznalt kilenc lokuszra, valamint az {j polimorf lokuszok koziil arra a négyre tudtuk elvégezni,
melyekre allélgyakorisdgokat is szamoltunk 59 egyed genotipusa alapjan (Aa41, Aa53, Hal09,
Hall3). Az 4j lokuszok koziil a leghasznosabbnak az Aa53-as lokusz bizonyult, amelyet a
Kininfor a hetedik helyre sorolt, a Hal09 ¢és Hall3 lokuszok pedig a legutolsok voltak a
rangsorban. Az eredmények alapjan a legnagyobb all¢lszammal rendelkezd lokusz (Aa35, tiz
allél) birt a legnagyobb informaciotartalommal. Azonban az azonos allé¢lszami lokuszok
Osszevetésébdl lathatd, hogy a rokonségbecsléshez hasznosabbak azok a lokuszok, amelyeken az
allélgyakorisdgok egyenletesebbek, mint amelyek esetében egy-két gyakoribb és tobb kis
gyakorisagu allél fordul el6 (lasd példaul G09-G11, 9. tablazat). Ezt a megfigyelést korabbi
tesztek is alatamasztjak (Milligan, 2003).
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A rokonelkeriilés vizsgalatat a legjobbnak itélt Lynch-Ritland moédszerrel végeztiik. A
Monte-Carlo szimuldcié sordn a tényleges koltéparok atlagos rokonsdga nem tért el
szignifikansan a véletlenszerli parosodast feltételezve kapott atlagrokonsagoktol, ennek alapjan
tehat nem talaltunk bizonyitékot a rokonelkeriilés meglétére. Ezt a kérdést parlagi sasban eddig
csak a kazahsztani populacidban vizsgaltak az altalunk is alkalmazott Monte-Carlo szimulécios
megkdzelitéssel, és szintén nem talaltak a rokonelkeriilés meglétére bizonyitékot (Rudnick et al.,

2005).

Ennek szamos oka lehet. Elképzelhetd, hogy mas fajokkal ellentétben ennél a fajnal a
rokonokkal torténd parosodds nem vezet jelentds beltenyésztéses leromlashoz, de a
magyarorszagi populacioban err6l nincsenek adataink. A kazahsztani populacioban vizsgaltak a
beltenyésztés lehetséges hatasat abbol a szempontbdl, hogy a koltéparok kozotti rokonsag
Osszefiiggésben all-e a fészekaljmérettel (Rudnick et al., 2005). Eredményeik alapjan nem volt
Osszefiiggés a rokonsag és a fészekaljméret kozott, azonban ez nem jelenti azt, hogy a
beltenyésztésnek nincs negativ hatasa. Ahogy az t6bb, madarakon végzett vizsgalatbdl is latszik,
a beltenyésztéses leromlas eltéré mértékben befolyasolhatja a fitnesz egyes komponenseit (Keller
és Waller, 2002). igy el6fordulhat, hogy amig a fészekaljméret és a parok rokonsaga kozott nincs
szoros Osszefliggés, addig esetleg a koltési sikert, a kirepiilési sikert vagy az utédok késébbi
tulélését jelentdsen befolyasolhatja a beltenyésztés. Ezzel kapcsolatos vizsgalatokat érdemes

lenne elvégezni a hazai populacid esetében is.

Eléfordulhat, hogy ha a populéci6 hossza idon keresztiil beltenyésztésnek van kitéve, akkor
a karos recessziv alléleket hordozé egyedek kiszelektalédasaval csokken a genetikai teher és a
tovabbi beltenyésztés nem lesz jelentés hatassal a fitneszre (Barrett és Charlesworth, 1991).
Azonban modellekre alapozott vizsgalatok eredményei alapjan ez a jelenség a természetes
populacidkban valdszinlileg nem gyakori, mert csak szigoru genetikai és demografiai
koriilmények esetében miikodik effektiven (Keller és Waller, 2002). Egy korabbi vizsgalat soran
magas genetikai variabilitast talaltak a hazai populacioban (Szabd Krisztian, személyes kozlés)
annak ellenére, hogy az 1970-es évekre az allomany jelentésen lecsokkent, minddssze 10-25
parra. Ugyanakkor, a karpat-medencei populacido genetikai vizsgalata alapjan a génaramlas is
kismértékli a karpat-medencei és a kornyezé populaciok kozott (Szabd Krisztian, személyes

kozlés). Ezek alapjan is tgy véltik, hogy létezhet egy effektiv rokonelkeriild mechanizmus,
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amely elOsegitette a genetikai variabilitds megorzését. Az 1970-es éveket megel6z6 iddszakbol
nem allnak rendelkezésre megbizhaté populacioméret-becslések, igy nem tudjuk, hogy hany
generacion keresztiil volt alacsony a populacioméret. A jelenlegi populacioban tapasztalt nagy
genetikai valtozatossag magyardzata tovabbi kutatasokat igényel, mert a populéciorol
rendelkezésre all6 ismeretek (palacknyak-hatas, kismértékli géndramlas, rokonelkeriilés hianya)

alapjan kisebb genetikai valtozatossagot varnank.

A masik tényez0, hogy a rokonsagnal fontosabbak lehetnek a potencialis partner egyéb
tulajdonsagai, példaul az altala fenntartott territorium mindsége. A hazai parlagi sasok a mult
szazadban az Eszaki-kozéphegység teriiletére szorultak vissza. A védelmi programoknak
koszonhetden a populacid ndvekedésnek indult és az allomany a sikvidéki mezdgazdasagi
teriileteken kezdett el kolteni. Az itt kolté parok esetében nagyobb a kirepiilési siker, ami a
parlagi sas f0 zsdkmanyallatanak, a mezei nytlnak (Lepus europaeus) nagyobb denzitdsaval
hozhat6 6sszefliggésbe (Horvath et al., 2010, 2014). A reproduktiv sikerre ezenkiviil hatassal volt
a madarak kora is: a legalabb egy fiokat kirepiilésig felneveld parok aranya kisebb volt azon
parok kozott, ahol a par legalabb egyik tagja még atszinez6dd (nem adult) madar volt (Horvéath et
al., 2010). Ez alapjan a potencialis par mindségét annak kora is befolyasolja. Tehat a rokonokkal
torténd parbaallas elkeriilése kevésbé lehet 1ényeges abban az esetben, ha az egyedek szamara
rendelkezésre 4llo potencialis parok vagy egyéb forrasok (jO territorium) mennyisége limitalt.
Ilyenkor a beltenyésztéses leromlas koltsége relative kicsi lehet az optimalis par keresésének
koltségéhez képest. Erre lehet példa a tarka vércsék esete, amelyeknél kevés a fészkelésre
alkalmas hely és nagy az egyedek mortalitasa. Emiatt a szaporodasi lehetdségeik korlatozottak,

igy elképzelhetd, hogy ezért nem figyelheté meg rokonelkeriilés (Duncan és Bird, 1989).

A Dbeltenyésztéshez hasonld fitneszcsokkenéshez vezethet annak ellenkezdje, a
kiiltenyésztés (outbreeding), melynek soran tavoli leszarmazasi agak keresztezédnek. Mig a
beltenyésztéses leromlas a lokuszon beliili allélek kolcsonhatasaként 1ép fel, addig a
kiiltenyésztéses leromlasnak a lokuszok kozotti kolcsonhatas az oka (Edmands, 2007). A két
kiilonboz6 leszdrmazasi vonal, példaul egy faj két egymastol tavoli populacidjabol szarmazo
egyed két eltérd kornyezethez adaptalodhatott, un. koadaptélt génegyiittesek johettek 1étre. K6zos
utodjukban ezeket a génegyiitteseket feltori és 0sszekeveri a rekombinacié. Ennek kovetkeztében

az utod se az egyik, se a masik kornyezethez nem adaptalodott megfelelden, igy ez
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fitneszcsokkenéshez vezet. A parlagi sas elterjedési teriilete kelet-nyugati irdnyban Ausztriatol
egészen a Bajkal-toig, észak-déli iranyban pedig a Déli-Uraltoél Torokorszagig huzodik (Del
Hoyo et al., 1995). Mivel széles elterjedésti madar, ezért a helyi adaptaciok fontosak lehetnek,
igy a Kkiiltenyésztéses leromlasnak (outbreeding depression) is talan szerepe lehet. A
kiiltenyésztéses leromlas elkeriilését szolgalhatja az allatfajok tobbségére jellemzd pozitiv
asszortativ parosodas, vagyis a fenotipusosan hasonld partner preferalasa (Jiang et al., 2013).
Erre utal a parlagi sas legkdzelebbi rokonan, a spanyolorszagi ibériai sason (Aquila adalberti)
végzett vizsgalat eredménye is (Bortolotti et al.,, 2008). Az ibériai sas megjelenésében is
kiilonbozik a parlagi sastol: sokkal kiterjedtebb a vall fehér mintdzata, amely egyéni
valtozatossagot is mutat. Az eredmények pozitiv asszortativ parosodas meglétét mutattak ki ennél
a fajnal, amelynek soran az egyedek a legtobb esetben magukhoz hasonlé mintazati egyeddel
alltak parba. A tollazat mintdzata nem allt kapcsolatban a madar koraval, a territorium-
mindséggel és a reproduktiv sikerrel sem. Ugy vélik, hogy ez a pozitiv asszortativ parosodas a
kiiltenyésztés elkertilésére iranyulé mechanizmus, és hozzajarulhatott az ibériai és a parlagi sas
gyors divergenciajahoz a hibridizaciés események csokkentésén keresztiil (Bortolotti et al.,
2008). A parlagi sasra is jellemzOk a fehér valltollak, még ha kisebb kiterjedtséget és
valtozatossagot is mutat, igy el6fordulhat, hogy akar ennél a fajnal is fennall ilyesféle asszortativ
parosodas. A karpat-medencei populacidé tovédbba a legnyugatibb, az ibériai sas elterjedési
tertiletéhez legkdzelebbi populécidja a parlagi sasnak, igy elképzelhetd, hogy az itteni egyedekre

erds szelekcids nyomads hatott az ibériai sassal torténd parosodas elkeriilésére.

Legjobb tudomésunk szerint jelen munkan kiviil eddig csak két alkalommal vizsgaltdk a
rokonokkal torténd parbadllas elkeriilését nagytermetli ragadozd madarakndl: a kazahsztani
parlagi sas (Rudnick et al., 2005) és a hazai rétisas (Nemeshazi et al., 2018a) populacid esetében.
Ezek a vizsgalatok az altalunk is végzett, mikroszatellita alapi rokonsagbecslésre alapozott
Monte-Carlo szimulaciét alkalmaztak. A rétisas esetében talaltak rokonelkeriilés meglétére utalo
bizonyitékot, a parlagi sas esetében hozzank hasonléan nem mutattak ki. Ennek hatterében talan
faji jellemzok allhatnak. A magyarorszagi parlagi sas populacioban Kimutattak ivarfiiggd
diszperziot, amely egy rokonelkeriilési mechanizmus lehet, de ennek ellenére a mi

vizsgalatunkban nem mutatkozott ez meg a parok rokonsaganak mintazataban.
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A rokonsagbecslé modszerek tesztelésére idealis lenne egy tobbgeneracios csaladfa (Bink
et al., 2008), vagy még inkabb egy teljes populacié rokonsagi viszonyainak ismerete tobb
generacion at, sok megmintdzott egyeddel. Ha ez rendelkezésiinkre allna, akkor az alsobb
generaciok egyedeire pontosan meg tudnank hatarozni a leszarmazdsuk szerinti rokonsagukat,
figyelembe véve a felsObb generaciokbol eredd hattérrokonsagot is. Ezt a leszarmazasbol
szamitott "elméleti" rokonsagértéket vethetnénk Ossze a rokonsagbecslé modszerekbdl kapott
becslésekkel. Azonban a nagy generacios idejli, nehezen megmintazhaté ragadozoémadarfajok
populécioirél nehéz kelld6 szamu, biztosan ismert rokonsagi foku egyedpar genotipusat
megallapitani. Vizsgalatunkban csak sziil6-utod, illetve édestestvérparokrol tudtunk elegendd
adatot gyljteni, de ezeknek sem ismertilk a felsobb generaciokbol eredd leszarmazasi
kapcsolatait (hattérrokonsagukat), amelyek ndvelhették a tényleges genetikai korrelacidjukat.
Ezért olyan egyedi alapi szimuléciot fejlesztettiink, melyeknek segitségével képesek voltunk
létrehozni virtualis sziil6-utdd, édestestvér és féltestvér kapcsolatokat. Pontosabban ilyen
kapcsolatban 4ll6 genotipusokat hoztunk létre a valds populdcid genotipizalasara hasznalt
markerkészletet allélgyakorisagainak felhasznalasaval. Ebbdl kiindulva a kutatds kovetkezo
Iépésében tobbgeneracids egyedi alapli szimulaciodt terveziink fejleszteni, melyben az egyedek
¢letmenet paramétereit, a generdciok atfedését, a parosodasi rendszert és a populdcidoméretet a
magyarorszagi parlagi sas populécié becsiilt paraméterei alapjan allitjuk be. Igy valtozatos, ismert

rokonsagi foku virtualis egyedparokkal tesztelhetjiik majd a rokonsagbecslé modszereket.
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8. Osszefoglalas

A Dbeltenyésztés az egyedek csokkent fitneszéhez vezethet, igy az evolucid soran
kialakultak kiilonb6z6 mechanizmusok a rokonokkal torténé parosodas elkeriilésére.
Vizsgalatunk soran arra kerestiik a valaszt, hogy keriilik-e a parlagi sasok (Aquila heliaca) a
rokonokkal torténd parba allast. A rokonelkeriilés meglétét a sok kozel rokont eredményezd

monogamia és kismértéki diszperzid miatt feltételeztiik ennél a fajnal.

A rokonsagbecslést az egyedek kilenc mikroszatellita lokuszra meghatarozott DNS-profilja
alapjan végeztiik. Ezeket a koltd madarak esetében a fészkek alol gytijtott vedlett tollakbol, a
fiokak esetében a gylirlizéskor tépett honaljtollbol allapitottuk meg. A kelet-magyarorszagi
teriileten el6forduld, Osszesen 84 koltd tojot, 72 koltd himet és 128 fidkat vizsgaltunk a 2010—
2018-as iddszakbol. Hat kiilonbozé rokonsagbecslé moddszert teszteltiink: harom momentum
alapu (Lynch-Ritland, Queller-Goodnight, Wang) és harom maximum likelihood moédszert
(diadikus likelihood, triadikus likelihood, ML-Relate). A teszteket biztosan ismert rokonsagi foku
(sziil6-utdd, édestestvér, féltestvér, nem rokon) valods, és a populacios allélgyakorisagok alapjan
eléallitott virtualis egyedparokon végeztik. A rokonelkeriilés vizsgalata Monte-Carlo
szimulacioval tortént: a tényleges koltOparok atlagos rokonsagat véletlenszeriien Gsszesorsolt
him-toj6 péarok atlagos rokonsdganak eloszlasaval vetettiik Ossze. Utobbi eloszlast a koltd
egyedek random pdarba allitdsanak és rokonsagbecslésének 10 000-szeres ismétlésével kaptuk

meg.

A maximum likelihood alapt rokonsagbecsld mddszerek minden esetben pozitiv irdnyba
torzitott becsléseket adtak. A moddszerek altaldban a valds édestestvérek rokonsagat az elméleti
értéknél kisebbnek becsiilték. A legmegbizhatobbnak itélt Lynch-Ritland modszerrel becsiilve a
tényleges koltoparok atlagos rokonsaga -0,004-nek adodott, amely nem tért el szignifikansan a

véletlenszeriien dsszesorsolt him-tojo parok atlagos rokonsagatol.

Eddigi eredményeink alapjan nem talaltunk bizonyitékot a rokonelkeriilés meglétére a

crer

eredménychez.
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8. Abstract

Inbreeding can lead to decreased fitness of individuals; therefore, various mechanisms have
evolved to avoid mating between related individuals. Our study aimed to determine whether the
eastern imperial eagles (Aquila heliaca) avoid choosing related individuals for mates. Avoidance
of relatives was assumed because of the high frequency of closely related individuals caused by

the monogamy and natal philopatry characteristic for the species.

Degree of relatedness was estimated based on individual genotypes determined at nine
microsatellite loci. In the case of breeding birds, DNA was extracted from shed feathers collected
under the nests, and in the case of chicks from the axillary feathers torn during ringing. Samples
of 84 breeding females, 72 breeding males and 128 chicks were studied, which were all collected
between 2010 and 2018 in Eastern Hungary. We tested six different relatedness estimators: three
of these were method of moments estimators (Lynch-Ritland, Queller-Goodnight, Wang) and the
other three were maximum-likelihood estimators (dyadic likelihood, triadic likelihood, ML-
Relate). Tests were conducted on pairs of real individuals with known degree of relatedness
(parent-offspring, full sibs and half sibs) and also on virtual pairs, whose genotypes were
generated based on the allele frequencies found in the population. The Monte-Carlo simulation
method was used to test the avoidance of relatives in mate choice: average relatedness of real
breeding pairs was compared to the distribution of the average relatedness of randomly formed
male-female pairs. The latter distribution was sampled 10,000 times by matching randomly the

breeding individuals and estimating their relatedness.

The maximum-likelihood relatedness estimators gave positively biased estimates in all
cases. The relatedness values of full sibling pairs were estimated generally lower than their
theoretical values. The average relatedness of real breeding pairs was estimated at -0.004 by the
Lynch-Ritland method that proved to be the most reliable method. This does not significantly

deviate from the average relatedness of randomly formed male-female pairs.

According to our results, we have found no evidence for discrimination of relatives in mate

choice in eastern imperial eagle, similarly to a study on another population of the species.
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12. Mellékletek

1. tablazat: Az Aa41, Aa49 és Aa59 lokuszok esetén alkalmazott PCR program.

Aadl, Aad9, Aa53
Hémérséklet | Idétartam
Denaturalas 95°C 2p
Touchdown I. | Denaturalas 95°C 30 mp
17 ciklus II. | Anellacié 66-50°C 30 mp
(-1°C/ciklus) ll. | Elongacid 72°C 30 mp
I. | Denaturalas 95°C 30 mp
21 ciklus II. | Annelacio 50°C 30 mp
[ll. | Elongdcié 72°C 30 mp
Végs6 extenzio 72°C 7p
2. tablazat: A Hal03 lokusz esetén alkalmazott PCR program.
Hal03
Hémérséklet | Id6tartam
Denaturalas 95°C 2p
I. | Denaturalas 95°C 30 mp
37 ciklus II. | Anellacié 57°C 45 mp
lll. | Elongacio 72°C 45 mp
Végso extenzio 72°C 7p
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3. tablazat: A Hal01 és Hall4 lokuszok esetén alkalmazott PCR program.

Hal01, Hal14
Hémérséklet | Id6tartam
Denaturalas ‘ 95°C 2p
I. | Denaturalas 95°C 30 mp
37 ciklus Il. | Anellacié 60°C 45 mp
[ll. | Elongacié 72°C 45 mp
Végsé extenzio 72°C 7p

4. tablazat: A Hal09 és Hall3 lokuszok esetén alkalmazott PCR program.

Hal09, Hal13
Hémérséklet | Idétartam
Denaturélds | 95°C 2p
I. | Denaturalas 95°C 30 mp
37 ciklus II. | Anellacié 64°C 45 mp
[ll. | Elongdcid 72°C 45 mp
Végs6 extenzio 72°C 7p
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5. tablazat: A rokonsagbecslés alapjaul szolgaldé markerkészlet lokuszainak allélszamai és
allélgyakorisagai.

Aa02 Aa35 Aa36
Allél  Frekvencia  Allél  Frekvencia Allél  Frekvencia
145 0,036 252 0,033 114 0,151
147 0,049 254 0,124 116 0,240

152 0,262 256 0,141 118 0,139
154 0,282 258 0,130 122 0,010

159 0,272 260 0,023 124 0,107
161 0,100 262 0,084 128 0,294
264 0,141 NULL 0,060
268 0,003
276 0,013
278 0,308
Allélszam 6 10 6
Aa39 Aa4d3 G09
Allél  Frekvencia  Allél  Frekvencia Allél  Frekvencia
188 0,042 101 0,010 477 0,209
192 0,346 106 0,023 481 0,066
196 0,032 112 0,103 485 0,123
198 0,185 114 0,116 489 0,603
200 0,228 116 0,676
204 0,099 118 0,007
206 0,064 120 0,066
208 0,003
Allélszam 8 7 4
G11 Halo4 Hall0
Allél  Frekvencia  Allél  Frekvencia Allél  Frekvencia
327 0,136 152 0,160 231 0,068
331 0,450 154 0,412 235 0,034
335 0,200 156 0,095 239 0,520
339 0,214 158 0,191 241 0,367
160 0,143 245 0,010
Allélszam 4 5 5
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szuld-utod (n = 231) édestestvéer (n=41)
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boxplotok az ismert rokonsagi foki egyedparokra kapott becslések eloszlasat mutatjak a kiillonb6z6
modszerek esetében. LR: Lynch-Ritland, QG: Queller-Goodnight, W: Wang, D: Diadikus
likelihood, T: Triadikus likelihood, MLR: ML-Relate. Sziirkével jelolve a likelihood médszerek.
Piros vonal: elméleti érték. A mintaelemszamok megegyeznek a valos egyedeken végzett tesztek
mintaelemszamaival.
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6. tablazat: Rokonsagbecslo modszerek tesztelésének eredménye a virtualis sziilok és virtualis

srers

az adott kapcsolat elméleti atlagrokonsaga szerepel. Félkovérrel jelolve az adott rokoni kapcsolat
esetében a becslések atlagat és szorasat is figyelembevéve a legjobban teljesité modszer eredményei.
A mintaelemszamok megegyeznek a valds egyedeken végzett tesztek mintaelemszamaival.

sz(ilG-utdd (0,5)

atlag (xSD)

atlag (xSD)

édestestvér (0,5)

féltestvér (0,25)

atlag (+SD)

nem rokon (0,00)
atlag (+SD)

modszer

LR: Lynch-Ritland

QG: Queller-Goodnight
W: Wang

D: Diadikus likelihood
T: Triadikus likelihood
MLR: ML-Relate

0,52 (+0,19)
0,50 (+0,13)
0,51 (+0,11)
0,62 (+0,13)
0,58 (+0,13)
0,55 (+0,08)

0,46 (+0,20)
0,46 (+0,18)
0,45 (+0,19)
0,56 (+0,20)
0,52 (+0,20)
0,47 (+0,18)

7. tablazat: Rokonsagbecslé modszerek tesztelésének eredménye a virtualis sziilok és virtualis
Osszes: sziil6-utéd, édestestvér, féltestvér, nem rokon kapcsolatokra adott becslésekre szamolva.
Csak rokon: sziil6-utéd, édestestvér, féltestvér kapcsolatokra adott becslésekre szamolva.
Félkovérrel jelolve az adott kategoriaban legjobban teljesito (korrelacié: legnagyobb érték, RMSE:
legkisebb érték) modszer eredményei. A mintaelemszamok megegyeznek a valos egyedeken végzett
tesztek mintaelemszamaival.

Pearson-korrelacid RMSE
modszer Osszes kiveve Osszes kiveve nem rokon
nem rokon nem rokon
LR: Lynch-Ritland -- -- -- 0,190 --
QG: Queller-Goodnight -- -- -- 0,139 --
W: Wang -- -- - 0,128 -
D: Diadikus likelihood - - -- 0,181 --
T: Triadikus likelihood -- -- -- 0,160 --
MLR: ML-Relate - - - 0,107 -
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