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1 Bevezetés, Irodalmi attekintés
1.1 Europai fehér gélya populéciod

A fehér golya szaporodasi teriiletének eloszlasa Ibériatol kelet fel¢, Oroszorszagig
helyezhetd. Eszakon Finnorszag, délen Gorogorszag hatarolja (Hagemeijer és Blair, 1997).
A két eurdpai populéacio kozotti valasztovonalat a németorszagi Elba-folyonal huzhatjuk
meg. Az innentdl nyugatra fészkelé egyedek a Gibraltari-szoroson atkelve az afrikai
Széhel-0vezetben telelnek, mig a keleti csapat Isztambulon atkelve Afrika déli részén tolti
a hideg évszakot (Shephard és mtsai, 2009). Az 1930-as években tortént demografiai
valtozasok miatt jelentds atalakuldsnak indult a populacidk genetikai szerkezete. A nyugati
részen tobb orszagbol is eltlint ez a madarfaj az 1940-es évek kozepére. Ekkor elinditottak
egy betelepitési programot Franciaorszagban, Németorszagban, Belgiumban, Hollandiaban
¢s Svédorszagban (Barlein, 1991). Ez a folyamat nagy hatassal volt az eurdpai fehér

golyak genetikai struktarajara.

1. abra: A Margitszigeti Vadasparkban fészkel6 sériilt fehér gélya fiokaival (sajat kép)

1.2 Magyarorszagi fehér golya populéacid

Magyarorszagon 1941-ben tartottak el6szor golya fészekfelmérést, majd ezutan
1958-t61 kezdddden otévenkénti rendszerességgel tették meg ezt. A masodik vilaghabora
utan a hetvenes évekig jelentds egyedcsokkenés volt megfigyelhetd, ami 1974-ben érte el a
mélypontot. Ennek f6 oka a taplalkozo- és fészkeldhelyek zsugorodasa és feldarabolodésa
volt, a mezdgazdasagi és ipari teriiletek javara. Ezutan jra lassu novekedésnek indult a
szamuk, feltehetdleg azért, mert felfedezték a villanyoszlopokat, mint fészekrakasra

alkalmas helyeket (Lovaszi, 1998).



Ma koriilbeliil 5000-5500 rendszeresen itt fészkeld parra tehetd a szamuk
(Wwww.mme.hu). A természetes ¢lohelyek csokkenése mellett gondot jelent még a
kozépfesziiltségli szabad légvezeték halozat is, mely sok madarnak okoz aramiitést.
Szerencsére Magyarorszagon a fehér golya 1901 6ta térvényes oltalom alatt all, 1993-t6l
pedig a fokozottan védett fajok kozé tartozik (1. abra). A13/2001. (V.9.)
Kornyezetvédelmi Minisztériumrendelet 2. melléklete alapjan a faj természetvédelmi

érteke 100.000 Ft.

1.3 Molekularis genetika és vizsgald modszerei

A molekularis genetika, mint az a nevébdl is latszik, az 6rokldédés genetikai alapjait
vizsgalja molekularis szinten. Kutatja a DNS és az RNS szerkezetét, a DNS replikaciot,
reparaciot, a génexpressziot, az oOrokitdanyagban jelentkezO mutaciok kialakuldsat és
kovetkezményeit.

Vizsgélati modszerei kozott talaljuk tobbek kozott a makromolekuldk kimutatasara
alkalmas blottolasi technikakat, a polimeraz lancreakciot és a DNS szekvenalast.

A Southern blot Iényege, hogy tobbféle DNS szekvenciat tartalmazé mintabol
kimutassuk a szadmunkra fontos DNS szekvenciat. A DNS mintat kisebb fragmentekre
bontjuk szét, majd gélelektroforézissel szétvalasztjuk Oket. A szétvalasztott fragmenteket
atvisszilk egy membranra (ez tulajdonképpen a blottolds) és a vizsgalni kivant DNS
szakasszal komplementer, radioaktivan jelolt DNS szekvenciat adunk a rendszerhez. A
hibridizacié megtorténte utdn az adott szakaszt autoradiografids moddszerrel tessziik
lathatova. A Northern blot hasonloan zajlik, de ebben az esetben a RNS oldatban 1évé
specialis RNS molekulak kimutatasa zajlik. A Western blottal a mintabol specifikus
fehérjéket mutatunk ki, mig az Eastern blot technika a fehérjékhez kapcsolodo szénhidrat
molekulédk kimutatdsaban nyujt segitséget.

Kary Banks Mullis 1983-ban jelentdsen fellenditette a genetika tudomanyagaban
folyo kutatasokat, amikor feltalalta a polimeraz-lancreakciot (Polimerase Chain Reaction,
PCR). A moédszer azért nagyon jelentds, mert szinte minimalis mintabol fel tudja
sokszorositani és ki tudja mutatni a vizsgalni kivant génszakaszt. Ehhez sziikség van a
DNS templatra, két un. primerre (18-25 bp hossza oligonukleotid, melyek a vizsgalando
szakasz két végét jelolik ki), a DNS masolasaért feleldés enzimre, valamint az 4j DNS
épitokoveiként szolgald nukleotidokra. Ezenkiviil, hogy a reakcio specifikus modon

jatszodhasson le, megfelelé puffer kozeget kell biztositani. A folyamatban a hémérséklet
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kulcsfontossagti szereppel bir. Az altalaban 20-40-szer ismétlédd, mas-mas homérsékleti
1épésekben elészor a DNS templat két szalra valik szét (denaturacid), majd a primerek
kotddése (annellacid) utan a DNS polimerdaz enzim lemasolja a kijelolt génszakaszt. Ez
elinditja a lancreakciot, aminek soran az ujonnan késziilt DNS is templat szerepet vesz fel.

A DNS-szekvenalas alapelve hasonlo a PCR technikaéhoz, mindketté a hdmérséklet
ciklikus valtoztatasan alapul. Ez esetben is DNS polimerizacio torténik, ekdzben
véletlenszertien fluoreszcens festékkel jelolt didezoxinukleotidok épiilnek be a
komplementer szalra éplil6 DNS lancba, melyek terminaljdk a reakcidt. A szekvenator
késziilék az ezen nukleotidok 1ézeres gerjesztés hatasara  Kibocsatott fény
hullamhosszsagat detektalja és a szamitogépes feldolgozas utan leolvashatjuk a DNS
szekvenciat.

A populéciogenetikai kutatdsok szubmolekularis szinten a DNS-lanc Gn. polimorf

szakaszait vizsgaljak mind a sejtmagi, mind pedig mitokondrilis genomban.

1.4 Mikroszatellitak

A mikroszatellitdk (STR-ek) olyan inaktiv DNS szakaszok, amelyeket 2-7
bazisparbol allo, valtozé szamban jelen 1évo, tandemszeriien ismétlédd egységek alkotnak.
Nagyszamban, elszortan fordulnak elé az egész nukleéris genom teriiletén. Oroklédésiik a
mendeli szabalyok szerint torténik. A mikroszatellita lokuszok polimorfizmusa a hossz-
polimorfizmusok kozé tartozik, mivel az allélok hosszukban térnek el egymastol. Adott
egyedben a mikroszatellita egy vagy két allélja fordulhat el6. Ebbdl kifolyolag az egyed
homo- vagy heterozigota az adott allélre nézve. Uj STR markerek felfedezésére altalaban
DNS szekvencia adatbazisokban torténd kereséssel (Weber-May, 1989) vagy molekularis

biologiai izolacids modszerekkel van lehetdség (Edwards €s mtsai, 1991).

1.5 Mitokondrialis DNS

A mitokondrium 6nallé 6rokité anyaggal rendelkezik, ez a mitokondrialis DNS. A
genetikai kutatasokban nagy jelentdséggel bir, mivel a nuklearis DNS-hez képest eltérd,
vizsgalati szempontbol sokszor elényGsebb tulajdonsagokkal rendelkezik. Egyetlen
szomatikus sejtben koriilbeliil ezer darab mtDNS talalhato, a petesejtben a példanyszam
akar szazezer is lehet — ezzel szemben a diploid sejtekben csak két darab nuklearis DNS

lelheté fel. A mitokondrialis DNS kompakt, cirkularis strukturajara az exonukleazok



kisebb hatdssal vannak, mint a linearis DNS-re, igy a sejt elhaldsa utén is jobban megdrzi
eredeti jellegét. A fenti jellegzetességekbdl kifolyolag a mtDNS sokkal érzékenyebb
vizsgalati szempontbol, mint a nuklearis DNS, emiatt hasznalhaté erdsen sériilt, bomlott
biologiai mintak vizsgalatara. Csak anyai agon 6roklodik (Giles és mtsai, 1980) és nem
rekombinalodik (Howell, 1997). Ezek alapjan — a mutaciok altal 1étrehozott valtozasoktol
eltekintve — az egy anyai agrol szarmazé egyedek mindegyike megegyez6 mtDNS
haplotipust hordoz, melynek kovetkezményeként a mitokondrialis DNS kevésbé alkalmas
egyedi azonositasra, hisz a haplotipus megegyezik az anyai agon rokon egyedek korében.
Mutécios ratdja viszont joval magasabb, mert a magi DNS dllomany javito
mechanizmusaihoz képest a mtDNS-ben ezek a folyamatok kb. tizszer kisebb

hatékonyséaggal rendelkeznek.

1.6 Populéacidégenetika

Azon ¢él6lénycsoportokat, melyek ko6zos géndllomannyal rendelkezé szaporodasi
kozosséget alkotnak, populdcionak nevezziik. A populdcidgenetika ezt a fogalmat ugy
hatarozza meg, hogy a populacié ugyanazon faj egyedeinek kozdssége, amelyben a
kiilonb6zé ivara egyedek kozott a parosodéasi rendszerek szabalyai szerint zajlik a
parosodas. A nagyobb teriileten €16 populéciokat izolacids hatarok valasztjak el.

A populécidogenetika a populacid szintjén vizsgalja a tulajdonsagok 6roklodését, az
allélgyakorisagok valtozasat, a genotipus ¢€s fenotipus megoszlasat és a kornyezeti
tényezOk hatasat. A kvalitativ populaciogenetika egy vagy néhany gén altal meghatarozott
tulajdonsadgokkal foglalkozik, melyek megjelenését a kornyezeti tényez6k nem
befolyasoljak. A kvantitativ populaciogenetika pedig olyan tulajdonsagokat vizsgal,
melyeket sok, viszonylag kis hatast gén kodol.

A populacio kozos géndllomanyat az egyes egyedek génallomanyanak dsszessége adja. Az
Osszes egyed az utddai altal segiti az adott populdcié genetikai valtozatossaganak

novelését.



1.7 Genetikai vizsgalatok golyakban

A golyak genetikai anyaganak vizsgalataval szamos kutatas foglalkozik, mivel a
természetvédelmi, populacidgenetikai felmérések mellett a faj modellallatként szolgal a
hosszl ¢életideje, feltételezetten monogam életvitele, az emberi telepiilések kozelében vald
eléforduldsa és hogy altalaban visszatér az el6zé évi fészkeld helyére, ezért kdnnyen
fellelhetd és beazonosithato.

Japan kutatok a feketecsorti golyak (Ciconia boyciana) teljes mitokondrialis genom
nukleotid sorrendjét allapitottdk meg, meghatarozva igy a kontroll régio egyes
haplotipusait is. Ennek az informacionak a segitségével mérték fel a fogsdgban szaporitott
madarak genetikai variancidjat, amely adat nagy segitséget nyujt a beltenyésztettség
elkeriilése érdekében tett er6feszitésben, mivel a vad populacié 1971-ben kihalt a szigeten
(Yamamoto és mtsai, 2000).

Kinaban, szintén a feketecsorli golyak egyik o teleld helyén az elmult években olyan
egyedeket fedeztek fel, melyek itt is szaporodnak. Ezekben a koléniakban a mitokondrialis
DNS kontroll régidjanak vizsgalata alapjan végeztek populdcidogenetikai és
konzervaciobioldgiai felméréseket, melyek eredményeként genetikai sodrodast tapasztaltak
az 0j fészkeld csoport hatasara. (Zan és mtsai. 2008)

Az eurdpai fehér golya populaciot egy keleti és egy nyugati migracids részre lehet
osztani. A hatalmas egyedcsOkkenés miatt az 1950-es évektdl szamos orszagban
ujratelepitési programba kezdtek, melynek hatasara a két populacio keveredésével tortént
genetikai valtozasokat els6ként Shephard €s munkatarsai vizsgaltdk mikroszatellitak
segitségével (Shephard és mtsai, 2009). Késébb mind a mitokondralis DNS, mind pedig
mikroszatellitak segitségével vizsgaltdk a genetikai szerkezet feltételezett kiilonbségét az
eltérd repiilési utvonalq, igy eltérd fészkelo- és teleld helyli golydkban. Az eredmények
alapjan — melyek nem mutattak szignifikans eltérést a vizsgalt genetikai szakaszokon — azt
feltételezik, hogy még az ujratelepitési programok eldtt természetes modon keveredhetett a
keleti és nyugati populacié (Shephard és mtsai, 2013).

A golyapopulaciok strukturdjanak és dinamikajanak megértéséhez elengedhetetlen
a parosodasi stratégia ismerete. Mig a szocialis és ivari monogamia felmérheté a madarak
viselkedésének megfigyelésével, addig a genetikai monogamia csak a sziil6-utdd és/vagy
testvérek DNS vizsgalataval lehetséges (Turjeman és mtsai, 2016b). A fehér golya

hagyomanyosan a monogamia és az erény szimboluma, bar tizenegy polimorf
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mikroszatellita marker vizsgalata alapjan inkabb a vegyes parosodéasi mod jellemz6 rajuk

(Turjeman és mtsai, 20163, b).

1.8 Igazsagiigyi vadvilag genetika

Az igazsagiligyi genetikai létfontossagl szerepét mar senki sem vitatja napjainkban.
A tudomany fejlodésével egyre gyakoribba valik a nem human eredeti DNS maradvanyok
molekularis biologiai modszerekkel valo vizsgalata és az eredmények figyelembevételével
torténd itélethozatal. Altalaban olyan biiniigyi esetekben van sziikség erre, amikor két,
vagy tobb — hagyomanyos modszerekkel nem beazonosithatd — anyagmaradvanyrol kell
bebizonyitani azok egyezOségét illetve kiillonbozoségét. Ezen kiviil tobb térvényszéki
esetben a genetika szintjén végzett faj- és egyedazonositas is perdonté bizonyitékként
szolgal.
Az orvvadaszat ¢és az allatbantalmazas mértéke vilagszerte igen nagy, és ez alol
sajnalatos modon sem hazank, sem pedig a fehér golya nem kivétel. Magyarorszagon csak

a tavalyi évben két golyakinzassal kapcsolatos esetrél is beszamolt a média (2. abra).

2. abra: A Jaszapatiban megkinzott, torott labu golya teteme

Jelen dolgozatunk témdja egy magyarorszagi eset kapcsan meriilt fel, melyben egy
ismeretlen eredetli vérmintat kellett faji és egyedi szinten azonositani és Osszehasonlitani
egy megcsonkitott golyatetembdl szarmazd mintaval. A molekularis DNS vizsgalatok

eredménye azonban csak akkor interpretalhaté megfeleld6 modon, amennyiben az érintett

crer



2 Célkituzések

A magyarorszagi golyapopuldcionak sem a nukleédris sem a mitokondridlis genetikai
szerkezetét eddig nem vizsgaltak.

Célunk olyan génszakaszok felmérése volt, ami a faji szint mellett egyedi szintii
azonositast is lehetdvé tesz.

A mitokondrialis kontroll régié6 muticidkban gazdag szakaszanak szekvenalasaval a
kiilonb6z6 anyai leszarmazasi vonalak (haplotipusok) meghatarozésat terveztiik.

Az egyedi szintli azonositashoz egy, a nuklearis genomban kodolt, mikroszatellita
marker polimorfizmusat szerettiik volna felmérését a hazai fehér golya populacioban.

A Kkifejlesztett vizsgalati modszer hatékonysagat egy igazsagiigyi eset kapcsan

kivantuk tesztelni.
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3 Anyag és Mddszer

3.1 Mintavétel

A vizsgalatokhoz hat magyarorszagi megyébdl gytjtottiink 6sszesen 58 tollmintat (1.
tablazat), a Magyar Madartani Egyesiilet, a Févarosi Allat- és Novénykert, valamint a
Hortobagyi Madarkorhaz segitségével (az 59. mintat a Baranya megyei esettanulmanybol
vettiik). A legtobb minta a 2016. és 2017. évek gyiriizési id6szakabol szarmazik,

fészkenként egy fiokatol és feltételezhetden nem rokon felnott egyedektol.

Kod Gyiijtés helye Megye Koéd Gyiijtés helye Megye

1 Margitsziget Budapest 30 Kisterenye Négrad

2 Margitsziget Budapest 31 Csécse Nobgrad

3 Margitsziget Budapest 32 Felfalu Noégrad

4 Margitsziget Budapest 33 Nogradmegyer Noégrad

5 Allatkert Budapest 34 Szécsény Nograd

6 Hort. Madarkérhaz Hajda-Bihar 35 Ludany Nograd

7 Hort. Madarkorhaz Hajda-Bihar 36 Széesény Noégrad

8 Hort. Madarkorhaz Hajda-Bihar 37 Ludény Noégrad

9 Hort. Madarkorhaz Hajdu-Bihar 38 Kisbagyon Noégrad
10 | Hort. Madarkoérhaz Hajda-Bihar 39 Litke Nograd
11 | Hort. Madarkoérhaz Hajda-Bihar 40 Ludanyhalaszi Nograd
12 Margitsziget Budapest 41 | Szurdokpiispoki Noégrad
13 Margitsziget Budapest 42 Devecser Veszprém
14 Osi Veszprém 43 Somldévasarhely Veszprém
15 Hugyag Nograd 44 Matételke Bacs-Kiskun
16 Nogradgardony Nograd 45 Tatahdza Bacs-Kiskun
17 Hugyag Nograd 46 Tatahdza Bacs-Kiskun
18 Sziigy Nograd 47 Bacsalmas Bacs-Kiskun
19 Orhalom Nograd 48 Bécsalmas Bacs-Kiskun
20 Mihalyhaza Veszprém 49 Kunbaja Bécs-Kiskun
21 Nadasladany Veszprém 50 Csikéria Bacs-Kiskun
22 Nadasladany Veszprém 51 Zalaszentgyorgy Zala

23 Osi Veszprém 52 Zalaistvand Zala

24 Berhida Veszprém 53  |Mikekardcsonyfa Zala

25 Oskii Veszprém 54 Mikl6sfa Zala
26 Szente Nograd 55 Letenye Zala

27 Zagyvaszanto Nograd 56 Nagyrada Zala

28 Ipolytarnoc Nograd 57 Muraratka Zala

29 Homokterenye Nograd 58 Nagypali Zala

1. tablazat: A mintiak szirmazasi helye
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3.2 DNS-kivonas és agardz gélelektroforézis

A DNS-t tollak tovi részénél 1évo beszaradt vérbol nyertiik. A QIAamp ® DNA Mini
Kit-et (Qiagen) hasznaltuk a gyartd utasitasainak megfeleléen. A kivagott tollvég
darabkéakat mikrocentrifuga csovekbe helyeztiik, majd ATL puffert, Proteinaz K oldatot és
DTT-t adtunk hozz4d. A mintdkat a teljes feloldodas eléréséig 56°C-oninkubaltuk. Ezt
kovetéen AL puffert mértiink rd az oldatra, vortex segitségével kevertiik, majd 96%-0s
etanolt adtunk az elegyhez. Kovetkezd 1épésként az oszlopot tartalmazd csdvekbe
bemértiik a DNS tartalmu mintat. Ezutan az elémosas kovetkezett, majd centrifugalas, ami
utan az oszlopok alatti folyadékfazist elontottik. A kovetkezOként a mosas jott, amit
szintén centrifugdlés és a folyadék elontése kovetett. Az Eppendorf cs6ben igy mér csak az
DNS-t tartalmazo oldat maradt vissza.

A DNS meglétét és mindségét, valamint szemikvantitativ moédon megbecsiilhetd
mennyiségét agardz gélelektoforézis segitségével vizsgaltuk GelRed ™ Nucleic Acid Gel

Stain (Biotium) segitségével.

Ehhez az aldbbi anyagokat hasznaltuk fel:
- 0,4 g agar6z (Serva) 50 ml 1xTris-EDTA boratsav (TEB) (10,78 g/l Tris, 5,5 g/l
boérsav, 0,74 g/l EDTA pH=8,3)
- 4 ul GrSafe DNA Stain
- 2 ul glicerines bromfenolkék (BFK) toltdpuffer/minta
- 5 ul tisztitott DNS-minta

Elsé lépésként 0.8 %-os agar6z oldatot készitettiink. A kiontés ¢és a gél
megdermedése utan a zsebekbe 5 pl tisztitott DNS mintat helyeztiink, amit el6zdleg 2 pl
BFK toltépufferrel kevertiink 6ssze. Az elektroforézist 100 V-on, 100 mA aramerdsséggel,
40 percen keresztiil végeztiik a nanoPAC-300 (Cleaver Sci. Ltd.) késziilék alkalmazasaval.
Ezutan a gél atvilagitasat és a genomi DNS detektalasat a Glite 900BW Gel Scaner System

berendezés végezte.

12



3.3 A mitokondridlis kontroll régié (mtCR) vizsgalata

3.3.1 PCR amplifikacio

A mitokondrialis kontroll régidé 829 bazispar hosszusaglh szakaszat amplifikaltuk a
CRI195F (5°TGT TGA AAT GAT GCG TGG AT3’) és a CR1024R (5°GAG TCT GTG
GACACG CCA TAA CTA A3’) primerek segitségével. Referencia szekvenciaként a Gén
Bankban 1év6 fehér golya (Ciconia ciconia) teljes mtDNS szerkezetét vettiik (GenBank,
NC_002197).

Az amplifikacio6 25 ul térfogaton, a kovetkezd anyagok felhasznéalasaval tortént:

- 12,5 pl DreamTaq™ Green DNS polimeraz tartalma mestermix (Thermo Fisher

Scientific)*

- 0,5-0,5 uM forvard és reverz primer

- 1-10 ng DNS minta

- ionmentes steril viz a térfogat kiegészitéshez
*DreamTaq Green PCR Master Mix 0Osszetevoi: DreamTaq DNS polimerdz enzim,
DreamTaq Green puffer, dATP, dCTP, dGTP, dTTP és MgClo.

A PCR kivitelezése 2720 Thermal Cycler késziiléken (Applied Biosystems) tortént a
kovetkezd koriilmények kozott:

- Kezdeti denaturacio6: 94°C, 1 perc

- Denaturécio: 94°C, 30 mp

- Primer anellacio: 55°C, 45 mp 36 ciklus

- Elongacio: 72°C, 120 mp

- Végso elongécio: 72°C, 10 perc

A PCR termék sokszorositasanak eredményességét gélelektroforézissel ellendriztiik, a 3.2.

fejezetben leirt modon (azzal a kiilonbséggel, hogy ebben az esetben nem kellett BFK

festékanyagot hozzaadni, mert a PCR termék mar festve volt).
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3.3.2 PCR termékek tisztitasa és szekvenaldsa

A kapott PCR temékeket GenElute™ PCR Clean-Up Kit-el (Sigma-Aldrich)
tisztitottuk. A gyljtécsdvekbe oszlopokat helyeztiink majd erre ramértiink 0.5 ml Column
Preparation Solution-t. Ezt kovetden centrifugaltuk, majd a folyadékot elontottiik a cs6
aljabol. 20 ul PCR terméket elegyitettiink 100 ul Binding Solution-nal, majd ezt ravittiik az
oszlopra. Ezutan ismét centrifugaltuk, majd a gyiijtécsé aljan 1évé folyadékot ujra
elontottiik. 0,5 ml 96%-0s etanollal higitott Wash Solution-t adtunk hozza, majd megint
centrifugaltuk és elontottiik a folyadékot. Az oszlopot visszahelyezve szaritas céljabol
ismételten centrifugaltuk, majd az oszlopot athelyeztik egy 10j gyljtdécsébe, majd
ramértiink 40 ul Elution Solutiont és szobahdmérsékleten inkubaltuk 1 percig. Az utolso
centrifugdlds utan a tisztitott PCR termék maradt csak vissza a csé aljan. A csovet a
szekvenalasra valo kiildésig hiitében taroltuk.

A kontroll régié szakasz bazissorrendjének meghatarozasat a morahalmi Seqomics

Kft. végezte (referencia).

3.3.3 Statisztikai szamitasok a mitokondridlis genomszakasz alapjan

Az eredmények elemzéséhez a kapott szekvencia-analizis adatokat vettiik
figyelembe és az alabbi diverzitasi paramétereket szamitottuk ki:

Polimorf nukleotidok: a CR régidban a referencia szekvencidhoz viszonyitva
megfigyelt 6sszes polimorf nukleotid pozici6.

Megfigyelt/Egyedi haplotipusok: a populacidoban megfigyelt 6sszes eltérd haplotipus,
tovabba, hogy ebbdl hany fordul el6 egyszer.

3.4 Mikroszatellita vizsgalat

Ezidaig 18 fehér golya specifikus és hat kereszt-specifikus STR markert irtak le
strukturalis és variancia adatokkal (Shephard és mtsai, 2009; Turjeman és mtsai, 2016b).
Ezek koziil a legmagasabb valtozatossaggal, valamint a konnyli azonositds érdekében

pentamer szerkezettel rendelkezd Cc4 lokuszra esett a valasztasunk (Shephard és mtsai,
2009).
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3.4.1 PCR amplifikacio és fragmens analizis

Sajat tervezésii primerekkel (Cc4-F: NEDS5S’CTTGGCTGAAATGTCTGTCC3’;
Cc4-R: 5’GGATGTGGTCACTACAAGGA3’) monoplex PCR amplifikaciot végeztiink 20
ul térfogaton, a kdvetkezd 0sszetevokkel:

- 10 pl DreamTaq™ Green DNS polimeraz tartalmi mestermix (Thermo Fisher
Scientific)*
- 5ng DNS templat
- 1 pl fluoreszcensen jeldlt primer mix (10 uM)
- ionmentes viz térfogatkiegészitéshez
*DreamTaq Green PCR Master Mix 0OsszetevOi: DreamTaq DNS polimerdz enzim,
DreamTaq Green puffer, dATP, dCTP, dGTP, dTTP és MgCl..

A PCR 2720 Thermal Cyclers (Applied Biosystems) alkalmazasaval tortént, az
alabbi koriilményekkel, 36 cikluson keresztiil:
- Kkezdeti denaturacio: 94°C, 1 perc
- denaturacio: 94°C, 30 mp
- primer anellacio: 58°C, 45 mp
- elongacio: 72°C, 45 mp

- Vvégso elongacio: 72°C, 30 perc

A PCR reakcio sikerességét ¢és szemikvantitative. mdédon torténd mennyiség
meghatarozasat gélelektroforézissel ellendriztiik (Id. 3.2. fejezet).

A PCR termékek méret szerinti elvalasztasahoz és detektalasahoz kapillaris
elektroforézist alkalmaztunk, az ABI Prism3130XL Genetic Analyzer, GeneScan™-500
LIZ™Sijze Standard (Applied Biosystems) ¢s a Gene Scan Analysis v3.1 software
(Applied Biosystems) segitségével (Biomi Kft, G6d6116).

3.4.2 A repeticids strukturak elnevezése
A szekvencia adatok alapjan az ismétlédé egységek szdman alapulod

allélnevezéktant a nemzetk6zi Osszehasonlitasra is alkalmas modon alakitottuk ki

(Eichmann és mtsai, 2004).
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3.4.3 Genotipizalas

Az allélok tipusanak félautomata meghatarozasa — genotipizalas — Genotyper® 2.5.2
szoftverrel (Applied Biosystems) tortént. A program a referencia allélek és a minta

méretének 0sszehasonlitasa Gtjan végezte a fragmentumok tipizalasat.

3.4.4 Statisztikai szamitasok a Cc4 mikroszatellita allélgyakorisagi értéke alapjan

Az adott lokuszon megfigyelhetd allélgyakorisagot vizsgalva a populaciot jellemzo

értékeket szamitottunk ki (Nei, 1973).

Hobs): Observed Heterosigosity: A vizsgalt mintaban (populacid) ténylegesen
megfigyelhetd heterozigdtak aranyat adja meg.
Hexp): Expected Heterosigosity: Megadja a populacios mintaban megfigyelt allélszambol

kalkulalt heterozigotak vart aranyat.

1—YPi?
LPi >|<n—1

(Pi: a megfigyelt allélok gyakorisadga, n:a vizsgalt kromoszomak szdma)

PD — az igazsagiigyi genetikaban annak kifejezése, hogy a populaciobol két egyedet
véletlenszerlien kivalasztva mekkora az atlagos valdszinlisége annak, hogy a két egyed a

vizsgalt lokuszon eltérd genotipust mutat (Power of Discrimination).

_1_ .2
PD=1 Z Pi , ahol pi a megfigyelt allélok gyakorisaga

PIC: polimorfizmus informécio tartalom

1-YPi> =X, 3" ,,2Pi2P)?

A beltenyésztettség becslése (heterozigozitas veszteségen alapuld fixaciés index-

beltenyésztettségi koefficiens):

F=1- H(obs)/H(exp)
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3.5 Esettanulmany—osszehasonlitd genetikai vizsgalat allatbantalmazas ligyében

Elézmény: Hatésagi megkeresés ismeretlen eredetli vérminta faji- ¢és egyedi

azonositasa céljabol.

3. abra: Helyszini mintavétel és a megcsonkitott gélyatetembél szarmazo véres

tollminta

Vizsgélat: A helyszinen mintavételi palcara rogzitett vérgyanis szennyezddésbol,
valamint a fellelt, megcsonkitott golyatetembdl biztositott véres tollmintabol (3. abra)
DNS-t tisztitottunk majd agardz gélen kvantaltuk. Fajspecifikus primer parok segitségével
felsokszoroztuk a mitokondrialis kontroll régid egy szakaszat, valamint a sejtmagi Cc4
mikroszatellitat. A kapott PCR-termékek szekvencia- ill. fragmens analizise segitségével

Osszehasonlitottok a két minta haplo- és genotipusat.
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4 Eredmények

4.1 DNS kinyerése

A  mintdkbol torténé DNS-kinyerés sikerességét agardz gélelektroforézissel

ellendriztiik. Osszesen 59 mintat vizsgaltunk, ezek mindegyikébdl sikeriilt a DNS-tisztitas.

4.2 Mitokondrialis DNS vizsgalata

Szekvencia-analizissel 59 fehér golya mitokondrialis kontroll régié szakaszanak (kb.
700 bp) szekvencidjat sikeriilt meghatarozni. A kapott nukleotid sorrendeket Yamamoto és
mtsai 2000-ben kozolt cikkében szerepld (referencia) szekvenciaval vetettiik dssze, az ett6l

valo eltéréseket az 2. tablazat szemlélteti.

A hazai populacidéban 16 kiilonboz6é haplotipust (H) mutattunk ki. Vizsgalt mintaink
tobb, mint fele (50,9%) a H1 haplotipusba, 16,9%-a a H2, 8,5%-a a H3, 3,4%-a pedig a H4
haplotipusba tartozik. A tobbi madarban (20,3%) megfigyelt haplotipus (H5-H16) csak
egyszer fordult el6 (,,egyedi” haplotipus).

A szekvencidk bazissorrendje 15 helyen kiilonbozott a referencia szekvenciatol
(polimorf nukleotid poziciok: 308, 338, 358, 388, 395, 398, 408, 423, 468, 470, 495, 498,
521, 842 és 907). Legtobbszor a 338-as ¢€s a 398-as bazispozicidban figyeltiink meg
baziscserét — a mintak 98,3%, illetve 96,6.%-aban (2. tablazat).
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Bazispozicid 308 |314 338 358 388 395 398 408 (423 467 |468 |470 |474 |495 498 521 842 907
Referencia szekvencia | A T G T G A C A G A G A G G A C T T db
H1 G A T 30
H2 A T 10
H3 A c T 5
H4 A T A/G 1
H5 G A G/A T 1
H6 G A 1
H7 A T G/A 1
H8 A C T G/A 1
H9 G A T A/G 1
H10 T 1
H11 A G T C 1
H12 A T G 1
H13 A C G T 1
H14 G A T A/G 1
H15 A T 2
H16 G A T G/T 1
559
2. tablazat: A magyarorszagi gélyapopulaciéban kimutatott eltérések a referencia szekvenciatol

(Lila szinnel az eseti mintakbol kimutatott haplotipust (HS) emeltiik ki.)
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4.3 Mikroszatellitdk vizsgalata

4.3.1 A Cc4 lokusz polimorfizmuséanak vizsgalata

A PCR-reakcioval sokszorositott és kapillaris elektroforézissel elvalasztott allélek
méret szerinti eloszldsa alapjan meghataroztuk a mikroszatellita lokusz mérettartomanyat a
vizsgalt fehér golya populdcidban. A populaciés mintak 211-285 bp hossz fragmens
tartomanyaban az allélhosszusdgok alapjan torténd csoportositassal Osszesen 43 allélt

figyeltiink meg (4. abra).

4. abra: A Cc4 lokusz alléljeinek méret (bazispar) szerinti csoportositasa a hazai fehér
golya populaciéban
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4.3.2 A Cc4 lokusz jellemzése

Az allélok repeticids strukturdjdnak megallapitasat szekvencia analizis alapjan

végeztik. A lokusz szerkezeti jellegzetessége alapjan — ellentétben az eddig leirtakkal
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(Shephard és mtsai, 2009) — Osszetett struktirat mutat. Az eddig ismert pentamer
(TCCTA¥) ismétlédéshez egy hexamer (TTCCTC) szerkezetli mikroszatellita kapcsolodik,

és ezek kombinacidjabol alakul ki az adott allél mérete (5. abra).

5. abra: A 211 bazispar hosszu, 8+18-as allél szekvenciaja és szerkezete

CTTGGCTGAAATGTCTGTCC-CTGATCTC-TTCCTC TTCCTC TTCCTC TTCCTC TTCCTC

TTCCTC TTCCTC TTCCTC-CTCCTT-TCCTANTCCTATTCCTAITCCTAITCCTAITCCTA
TCCTA TCCTA TCCTA TCCTA TCCTTXTCCTA TCCTA TCCTA TCCTA TCCTA TCCTA

BEGTA-TTCTTTTATTTTCTGCTAT-TCCTTGTAGTGAC CACATCC

(TCCTA¥*): A csillaggal jelolt pozicioban allélenként egyszer — valtozo helyen (pirossal kiemelve) — az
adenin cseréjét timinre figyeltilk meg. Sarga szinnel a primereket, kékkel a heptamer, lilaval a pentamer

szerkezetli ismétlodéseket emeltiik ki. A fehér hattérszin konstans régiokra utal.

Ennek ismeretében az allélok nevezéktanat moédositottuk és nemzetkdzileg is
megfeleltethetd modon, mindkét ismétlddé motivum szdménak alapjan alakitottuk ki (3.

tablazat).

Egy adott allél — ,X+Y” — elnevezése a két egymast kovetd repeticio:

(TTCCTC)x,(TCCTA*)y szama alapjan tortént.
Az ,,X” 1smétlédésnek 6t kiilonbozo allélvaltozatat figyeltiik meg (7-11 szamu egység),

mig az ,,Y” ismétlédésnek 14 allélvaltozatat (17-29, valamint 32 szamu egység), illetve az

ezek kombinacidjabol kialakulo 43 allélvaltozatot (3. tablazat).
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Allél-

Allél-

Allél-

Allél Az ismétlodés Allél Az ismétlodés Allél Az ismétlodés
méret neve szerkezete méret neve szerkezete méret  peye szerkezete
(bp) (bp) (bn)

210  7-19 (TTCCTC);(TCCTA)s 260 7-29%* (TTCCTC)/(TCCTA)z»
211  8-18* (TTCCTC)s(TCCTA):s
212 917 (TTCCTC)o(TCCTA); | 237  9-22* (TTCCTC)o(TCCTA)
238 1021 (TTCCTC)i(TCCTA)x | 263  10-26 (TTCCTC)io(TCCTA)g
239 1120 (TTCCTC)i(TCCTA)x | 264 1125 (TTCCTC)1y(TCCTA)s
215 720 (TTCCTC)/(TCCTA)» | 240  7-25* (TTCCTC)/(TCCTA)zs
216  819* (TTCCTC)s(TCCTA)ss
217 9-18* (TTCCTC)(TCCTA)s | 242 9-23  (TTCCTC)s(TCCTA)zs
218 10-17* (TTCCTC)(TCCTA)y 268 10-27 (TTCCTC)i(TCCTA)z
269  11-26* (TTCCTC)u(TCCTA)zs
245 7-26  (TTCCTC)/(TCCTA)z
221 8-20 (TTCCTC)s(TCCTA) 246 8-25 (TTCCTC)s(TCCTA)5
222 919 (TTCCTC)o(TCCTA)s | 247  9-24  (TTCCTC)o(TCCTA)
223 10-18* (TTCCTC)(TCCTA)is | 248  10-23* (TTCCTC)i(TCCTA)s| 273 10-27 (TTCCTC)1(TCCTA)z
224 11-17% (TTCCTC)u(TCCTA);; | 249  11-22* (TTCCTC)(TCCTA) | 274  11-26* (TTCCTC)1y(TCCTA)s
225  7-22* (TTCCTC)/(TCCTA)z | 250  7-27* (TTCCTC)/(TCCTA)
226 821 (TTCCTC)f(TCCTA)x | 251 826  (TTCCTC)s(TCCTA)s
227 9-20 (TTCCTC)o(TCCTA)z
228 10-19* (TTCCTC)(TCCTA) | 253  10-24 (TTCCTC)1o(TCCTA)| 278 10-28 (TTCCTC)i(TCCTA)zs
280 7-32 (TTCCTC)/(TCCTA)x:
231 822 (TTCCTC)s(TCCTA) | 256  8-27* (TTCCTC)s(TCCTA)z
232 9-21* (TTCCTC)(TCCTA)n
233 1020 (TTCCTC)w(TCCTA)x | 258  10-25 (TTCCTC)w(TCCTA)s
234 11-19 (TTCCTC)u(TCCTA), | 259  11-24* (TTCCTC)1y(TCCTA)z4
285  7-33* (TTCCTC)/(TCCTA)s

3. tablazat: A populaciés mintaban megfigyelt allélok (fekete szinnel) mérete (bp), elnevezése

és az ismétlod6 motivumok szerkezete (a csillaggal jelolt allélek struktiiraja szekvencia

vizsgalattal igazolt; sziirke szinnel a hipotetikus, altalunk nem detektalt allélméreteket

tiintettiik fel)

4.4  Genotipizalas

Az egyedek genotipusanak pontos megallapitasat a szekvenalt allélokbol dsszeallitott

referencia méretek segitségével végeztiik.
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4.5 Populaciostatisztikai elemzések

A statisztikai elemzések adatait 59 magyarorszagi fehér golyatdl szarmazdé DNS-

minta genotipizalasaval nyertiik.

451 All¢lgyakorisag

A Cc4 lokuszon megfigyelt 43 allélvarians alapjan a megfigyelt allélgyakorisagi
értékek tartomanya a hazai fehér golya populdcioban 0,96% és 21,3% kozott valtozott (6.
abra). Leggyakrabban a 8+18-as allél el6fordulasat figyeltilk meg.

6. abra: Az egyes allélvariansok megfigyelt allélgyakorisaga

21%

20%

19%

18%

17%

16%

15%

14%

13%
12%

11%
10%

0%
8%

T

6%

5%

4%

3%

2%

1%

0%

23



4.5.2 Populéaciogenetikai alapértékek

A vizsgélt golya populaciora vonatkozo heterozigozitasi, ¢s megkiilonboztetd erd

értékeket, valamint a polimorfizmus informdcios tartalmat a 4. tablazatban tiintettiik fel.

H(obs): 0,89
H(exp) =0,94
PD =0,98
PIC =0,93

4. tablazat: A magyarorszagi fehér gélyak fobb populicié genetikai adatai

4.5.3 Beltenyésztettség felmérése

A megfigyelt és vart heterozigozitasi adatokbol szamolt beltenyésztettségi
koefficiens adata alapjan F=0,053, ezért a magyarorszagi fehér golya populécio nem

mondhato beltenyésztettnek.

4.6 Eseti alkalmazas — esettanulmany

A helyszini vérszennyezddésbdl és a golyatetembdl biztositott véres tollmintabdl a
mitokondrialis kontroll régi6 vizsgalatanak eredményeképpen ugyanazt a haplotipust (H5)
mutattuk ki (2. tablazat).

A Cc4 mikroszatellita lokuszon szintén mindkét mintdban megegyez6, homozigota
genotipust (9+18/9+18) hataroztunk meg (7. abra).

Az eseti mintabdl kimutatott haplo-, és genotipus a vizsgalt populaciés mintaban

tObbszor nem fordult elo.
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7. abra: Az alkalmazott Cc4 mikroszatellita marker kapillaris elektroferogramja ot

egyed tollmintajabol
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(1. sor: az eseti mintakbol kimutatott homozigdta genotipus; 2-5 sor:
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5 Megbeszélés/Kovetkeztetések

5.1 Maoddszertani jellemzok

A vizsgalatainkhoz hasznélt tollmintdk megfelelonek bizonyultak mind a
mitokondrialis, mind pedig a nukledris DNS kinyerésére, amelyekbdl ezt kovetden sikeres
PCR reakciot, illetve a mitokondridlis kontroll régid esetén sikeres bazissorrend

meghatarozast végeztiink.

5.2 Mitokondrialis kontroll régio

Az 59 vizsgalt madarunk CR szakaszanak szekvencia analizisével kimutatott, 16
kiilonb6zé haplotipus jol Osszevethetd a kordbbi kutatdsokban ismertetett variancia
adatokkal és megoszlasokkal. Shephard kutatocsoportja 459 egyed alapjan 106 haplotipust
detektalt — bar joval rovidebb, 373 bp hosszu szakaszon —, €s az 6t leggyakoribb tipusba
tartozott a vizsgalt fehér golyak tobb mint 50%-a (Shephard és mtsai, 2013). A feketecsorii
golyak vizsgalata soran — melyben 83 vizsgalt egyedbdl 37 haplotipust mutattak ki kinai
kutatok — magasabb variancia eredmények sziilettek, melynek oka két kiilonb6zo (japan és

kinai) populéci6 egyiittes vizsgalata lehet (Zan és mtsai, 2008).

5.3 A Cc4 mikroszatellita jellemzése

Az altalunk alkalmazott polimorf STR marker jol definidltnak, egyértelmiien
meghatarozhatonak bizonyult, valamint megfelelden magas foku polimorfizmussal
rendelkezik. Technikai szempontb6l megfeleléen érzékeny — hullott tollak sikeres
genotipizalasa —, és az esettanulmany kapcsan is bizonyitotta gyakorlati alkalmazhatosagat.

A szekvenalt mikroszatellita allélok segitségével felderitettiik a marker valos
szerkezetét, igy értelmezhetévé valt az eddig egyszerli pentamer struktardjunak vélt
(Shephard és mtsai, 2009) allélok mérete kozti, egy-, két-, harom-, ill. négy bazisparos
eltérés. A szerkezet tisztdzdsa és az ennek alapjan kialakitott nevezéktan kovetkeztében
megbizhatova valt az allélmeghatarozas.

A szekvenciak alapjan egyértelmil, a szakmai ajanlasoknak megfeleld (Budowle és

mtsai, 2005), laboratoriumok kozotti adatcserére és Osszehasonlitasra alkalmas repeat
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alapu allél-nevezéktant hasznaltunk, amely egyezik a javaslatokkal (Eichmann és mtsai,

2004).

5.4 Populacidgenetikai felmérés STR markerek alapjan

Meghataroztuk a Cc4 mikroszatellita markernek a hazai fehér golya populacioban
megfigyelhet6 allél tartomanyat, melyek az altalunk tervezett primerekkel 290 bazisparnal
révidebb PCR termékeket eredményeznek.

A populacios mintankbdl kimutatott 43 allél (ill. allél kombinacid) a kiilfoldi
eredményekkel — ahol 30 golya alapjan 10 alléltipust k6zoltek (Shephard és mtsai, 2009) —
vald dsszehasonlitasban joval magasabb. Ez részben a nagyobb populacios mintanknak (n
= 59) koszonhetd, részben pedig annak, hogy szekvencia vizsgalatainkkal igazolhat6an
gyakorlatilag két kapcsolt mikroszatellita egyiittes vizsgalata tortént.

Az allélgyakorisagi értékek megoszlasi adatai (6.abra) — egy kiugro alléltipus (8+18)
kivételével — kiegyenlitettnek mondhatok.

A kettOs lokusszerkezetnek kdszonhetden a megfigyelt 0,89-es heterozigozitasi érték
Osszehasonlitva mads, fehér golyakban megfigyelt STR lokuszok értékeivel — Hons)= 0,13-
0,56 (Shephard és mtsai, 2009) — igen magasnak bizonyult. A vart és megfigyelt
heterozigozitds kozott észlelt szignifikans kiilonbség a genetikai egyenstly hidnyara
utalhat a vizsgalt populacioban.

A kapott PD-értékiink (0,98) az azonos elvii human igazsagiigyi értékeléshez
viszonyitva PDmin>99,999999999%) nem kell6képpen magas, ezért az egyedi azonositas €s
szarmazas biztosabb megallapitasahoz, tobb genetikai marker vizsgalata sziikséges.

A genetikai diverzitas jellemzésére szolgald polimorfizmus informécio tartalom
értéke (PIC = 0,93) alapjan a Cc4 mikroszatellita igen polimorfnak mondhato,
Osszehasonlitva a hazai egerész 6lyvek polimorf BwsD220w lokusz eredményeivel (PIC =
0,88) (Boka, 2016). Ez feltehetden Osszetett szerkezetének és ezaltal az allélkombinaciok

nagy szamanak koszonhetd.

5.4.1 Beltenyésztettség

A vizsgalt golya populacid beltenyészettségi értékei meglehetésen alacsonynak
bizonyultak (F = 0,053), amit a magas aranyu heterozigozitas eredményezett. Ezzel

kapcsolatban azonban meg kell jegyezni, hogy az csak valoszintsité érték, mivel a pontos
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rokonsagi kapcsolatok adatai nem alltak rendelkezésiinkre, igy a nem szigori monogémia

miatt eléfordulhat, hogy a kiilonb6z6 fészkekbdl gytijtott tollak féltestvérektdl szarmaznak.

5.5 Esettanulmany

5.5.1 Faji besorolas lehetdsége

Mivel mind a mitokondrialis, mind pedig a nuklearis szakasz vizsgalatara hasznalt
primerpar fajspecifikus (Gén Banki adatok alapjan nem kapcsolodik specifikusan mas faji
allat genetikai anyagahoz), igy a keletkezett, megfeleldé hossziisagt PCR-termékek
alatdmasztjak, hogy egy feltételezetten ismeretlen eredetli minta fehér golyatdl szarmazik.
Ennek bizonyitdsara tobb, a golydkhoz rendszertanilag kozel all6 madarfaj bevonasaval

kiszélesitett spektrumu vizsgalat sziikséges.

5.5.2 Egyedi szintli azonositas

Populaciogenetikai felmérésiink alapjan a Cc4 mikroszatellita marker Osszetett
jellegébdl fakaddan igen magas statisztikai megkiilonbozteté-erével (PD) bir, igy igen
nagymértékben valoésziniisithetd — a Bayes-elvli hipotézistesztelés alapjan —, hogy a
helyszini vérminta ugyanattdol a madartdl szdrmazik, amelynek tetemét fellelték. Ezt a
hipotézist a mitokondrialis vizsgalatok is alatdmasztjak, ugyanis a megegyez6 haplotipus

alapjan a két minta ugyanattol az anyai leszarmazasi vonalbol eredeztethetd.

5.6 A kutatas értékelése, tovabbi lehetdségei

Osszességében elmondhatd, hogy a mitokondridlis (CR) és nuklearis (Cc4
mikroszatellita) génszakaszokat érinté vizsgalataink a faji azonositds mellett az egyedi
szintll azonositast is megalapoztdk. Ez utobbi esetén, a megbizhatobb eredmények
érdekében azonban a modszer kiegészitése mas polimorf STR markerekkel, illetve a
populaciés minta bovitése sziikséges. Az alkalmazott primerek fajspecifikussaganak

tesztelésére tovabbi madarfajok bevonasat tervezziik.
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6 Osszefoglalas

A fehér golyak genetikai anyaganak vizsgalataval szamos kutatas foglalkozik, mivel
a természetvédelmi, populacidogenetikai felmérések mellett a faj modellallatként szolgal a
madarak migracidjanak ¢és viselkedésének tanulmanyozasa sordn is. Az allatok
bantalmazasa, orvvadaszata a kozel-keleti és afrikai orszagok mellett Europaban is egyre
gyakoribb, igy Magyarorszagon is felmeriilt az igény a golyak biintetOperekben torténd
azonositasara.

Hazéankban a mult évben egy megcsonkitott gdlyatetem kapcsan hivtak segitségiil az
igazsagiligyi allatgenetikat, mikor is ismeretlen eredeti vérmintat kellett faji- és egyedi
szinten azonositani, illetve a fellelt golyatetemmel dsszehasonlitani. A fenti eset tisztazasa,
egyuttal a fehér golya, mint védett madarunk genetikai diverzitasanak jobb megismerése
kapcsan sziikségessé valt a hazai golyadllomany populacidgenetikai felmérése polimorf
markerek alapjan.

Célunk ezért olyan génszakaszok feltérképezése volt, melyek a faji besorolason tul
egyedi szintli azonositasra is alkalmasak, igy a mitokondrialis kontroll régié mellett a
nuklearis genomban kodolt mikroszatellita (STR) marker polimorfizmus-vizsgalatat
terveztiik.

Hat magyarorszagi megyébol dsszesen 59 tollmintat gytiijtottiink a Magyar Madartani
Egyesiilet, a Budapesti Allat- és Novénykert és a Hortobagyi Madarkorhaz segitségével.

A mitokondridlis kontroll régi6 esetében szekvencia analizissel azonositottuk az
anyai leszarmazéasi vonalakat (haplotipusokat), ami a génbanki adatokkal vald
Osszehasonlitas soran a faji besorolast is lehetdvé tette.

A sejtmagi STR marker (Cc4) polimorfizmusanak felméréséhez a kapott, kiilonb6z6
méreti PCR termékeket (alléleket) kapillaris elektroforézissel vélasztottuk el. Az allélek
szekvencia analizisével felderitettiik az ismétlddd egységek szerkezetét, amely alapjan — a
nemzetkozi gyakorlathoz igazodva — megfeleld nevezéktant alakitottunk ki. A Cc4
lokuszon megfigyelt allélgyakorisag értékek alapjan statisztikai teszteléssel felmértiik a
magyarorszagi fehér golya populdcid heterozigozitasat (Hobs = 0,89), és kalkulaltuk a
marker megkiilonboztetési valdszinliségét (PD = 0,98) valamint a polimorfizmus
informacios értékét (PIC = 0,93).

Az Altalunk golydkra kidolgozott genetikai modszer blniigyi mintakbol is

megfelelden alkalmazhatonak bizonyult mind a faji, mind pedig egyedi szintii azonositésra,
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mivel a helyszini és dsszehasonlitdo mintakbdl kimutatott megegyezd geno- €s haplotipus a

vizsgalt populacids mintaban masik egyednél nem fordult eld.
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7 Summary

As the White stork is a model species for studies of bird migration and behavior,
numerable researches dealing with the genetic material of white stork. Unfortunately the
forensic relevance of storks is growing too, more and more poaching cases are reported in
Europe, in the Near East and in Africa. The species is not only hunted for food, trophy and

sport, but only in Hungary two fatal abuse cases were reported last year.

In one of these cases a decapitated corpse of a White stork was discovered in a
plastic bag at a wayside pit. Feathers from the corpse and a bloody swab from the putative
scene of abusing were collected for genetic analysis. Because neither nuclear nor
mitochondrial genetic variance of the Hungarian White stork population were investigated
so far, the main reason of our project was to reveal the genetic diversity with forensically

applicable markers.

For the population study 59 feather sample from six Hungarian county were
collected from unrelated individuals (from one nestling per nest), with the help of the
BirdLife Hungary, the Budapest Zoo & Botanical Garden and the Bird Hospital in
Hortobagy.

For determination the nucleotide variances for the maternal lineages the
mitochondrial Control Region (CR) was analyzed with species specific primer pairs.
Altogether 16 haplotypes were identified from 15 polymorphic sites based on the

investigated, approx. 700 nucleotide long sequence.

For the reason of individual identification we investigated the polymorphisms’ level
of the Cc4 microsatellite marker in the Hungarian White stork population. Forensically
recommended nomenclature was developed based on the allele sequences of the
polymorphic region. Population-statistical analysis using the observed allele frequencies
was performed, calculating the heterozygosity (Hobs= 0.89), power of discrimination (PD =

0.98) and the polymorphic information content (PIC = 0.93).

However the requirement of extended set of loci for individual identification is
suggested, our results can support the potential use and efficiency of both the
hyperpolymorphic Cc4 microsatellite marker and the mitochondrial control region for

forensic purposes.
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(internetes keresdgépekkel is milkodG) kereshetdséget és lehetGség szerint a teljes szoveg
azonnali elérését. Célja ezek révén
- a magyar dllatorvos-tudomany hazai és nemzetkézi ismertségének névelése;
- a magyar dllatorvosok publikdcidira torténé hivatkozdsok szdmdnak, és
ezen keresztiil a hazai dllatorvosi folydiratok impakt faktoranak névelése;
- az Allatorvostudomanyi Egyetem és az egyiittmiikods partnerek
tuddsvagyondnak koncentralt megjelenitése révén az intézmények és a hazai
dllatorvostudomany tekintélyének és versenyképességének novelése;
- a szakmai kapcsolatok és egyiittmiikidés eldsegitése,
- a nyilt hozzaférés tamogatasa.
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Nyilatkozat TDK- és diplomamunka azonossagarol
NYILATKOZAT
Alulirott Petd Dorina nyilatkozom, hogy diplomamunk4m, melynek cime "Fehér gélydk

egyedi azonositasa - biiniigyi eset tisztAzAsa genetikai vizsgilatok segitségével" tartalmi és

formai szempontbdl teljes mértékben megegyezik azonos cimi, a 2017. évi TDK konferencidn

szerepelt dolgozatommal.

Budapest, 2020.11.05.

a hallgaté neve és alairasa
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Konzulensi ellenjegyzés

Alulirott Dr. Zenke Petra igazolom, hogy Pet6 Dorina,

nFehér gélyak egyedi azonositasa - biiniigyi eset tisztizdsa genetikai vizsgilatok
segitségével" cimi diplomamunkat ismerem, azt beadasra és védésre alkalmasnak

tartom.

Budapest, 2020.11.05.

a témavezetd neve és aldirasa
Allattenyésztési, Takarmanyozastani és

Laborillat-tudomanyi tanszék
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