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1. Bevezetés

Az éllatvilagban szamtalan rendkiviili példat lathatunk a kiilonboz6 szaporodasi
rendszerekre, de monogamiaval csak az allatfajok kis hanyadaban talalkozhatunk. Ezzel
szemben a madaraknal igen gyakorinak tekintették, ami kiilonlegességnek szamitott az
allatvilagban. A madarfajok tobb, mint felénél allapitottak meg monogdm szaporodasi
rendszert.

Tovabbi megfigyelések viszont szamos madarfajnal kétségbe vontak ezt az elméletet.
Tobb monogamnak hitt madar esetében tapasztaltak, hogy a mar part valasztott egyedek nem
a parjukkal létesitenek szexudlis kapcsolatot. A modern molekularis modszerek
megjelenésével pedig bizonyitani is tudtadk, hogy e parosodasok eredményeképp némely
fioka biologiailag nem a toj6 altal valasztott szocialis apatdl szarmazik.

A jelenséget extra-par fertilizacionak (innentdl réviden EPF) nevezték el, és szdmos
madarfaj esetében sikeriilt kimutatni. Az EPF szdmos kérdést von maga utan, elsdsorban a
vele jaro elonyokkel kapcsolatban. Miért éri meg a himeknek monogdm szocialis kapcsolatot
fenntartani parjukkal, ha olyan utdédokat is fel kell nevelniiik, amelyek nem az 6vék?
Tovéabba miért teszik ki magukat a tojok mas himekkel valdé parzasnak, ha ezzel utddjaik
szamat nem tudjak novelni? Telepesen koltd madarak esetében is gyakori az EPF, tovabb
novelve a hatranyok szamat, amelyeket a kolonidkban valo szaporodas jelent. igy az EPF, a
koltotelepek evoluciojat vizsgald kutatasokban is nagy szerepet kap.

Ahhoz, hogy jobban megérthessiik az EPF jelenlétének és kialakulasanak okait, minél
tobb informacidra van sziikkség az EPF meglétérol és mértékérdl az egyes madarfajokban.
Szakdolgozati munkdm soran az EPF mértékét vizsgaltam molekularis modszerekkel egy
monogam, telepesen kolt6, ragadozd madarnal, a kék vércsénél (Falco vespertinus). A kék
vércse Magyarorszagon fokozottan védett, valamint a faj extra-par viselkedésérdl igen

keveset tudunk, ezért talaltuk érdekesnek ezen a fajon elvégezni vizsgalatunkat.



2. lrodalmi attekintés

2.1 Az extra-par fertilizacio jelensége és lehetséges evolucios
magyarazatai

Az allatvilagban szamos szaporodasi rendszert figyelhetiink meg, amelyek a gerincesek
korében a legszembetiindbbek (pl.: Dunbar 1982). Azonban még a gerincesek korében is
ritkan lathatunk példat valodi monogamiara, vagyis arra, mikor egy bizonyos allatfaj egyedei
egy szaporodasi id6szak, vagy akar egész életiik soran egyetlen part valasztanak maguknak,
¢s ez id6 alatt csak ezzel az egyeddel parosodnak (Wittenberger and Tilson, 1980). Ez még
az ember esetében sem 4ltalanos.

Ezért szamitottak e téren kiilonlegesnek a madarak, mivel az emldsokkel €s mas
gerincesekkel ellentétben a madarfajok nagy részérdl azt feltételezték, hogy monogam
szaporodasi rendszerben élnek (Lack, 1968). Az elmult évtizedek eredményei alapjan
viszont ez az elmélet megd6lni latszik. Szamos monogam szaporodasi rendszerben él6
madarfaj esetében, ragadozo,- és énekes madarak esetében egyarant észleltek paron kiviili,
vagyis extra-par kopulaciokat (innentél roviden EPC)(pl.: Birkhead et al., 1990; Ewen et al.,
2004; Negro et al., 1992). Az EPC soran az egyedek a valasztott parjuktol eltéré egyeddel
parosodnak (McKinney et al., 1984; Birkhead et al., 1987), amely némely esetben azt
eredményezheti, hogy a tojo altal lerakott tojasok egy részét egy paron kiviili him
termékenyiti meg, mig a tojasok tObbségét a tojo altal valasztott him. Ez azért lehetséges,
mert a tojo madarak képesek a spermat hosszabb ideig tarolni (Tienhoven, 1983), igy a
tojasrakas idején a tojasok a tojoban tarolodd kiilonbozo eredeti himivarsejtekkel
termékenyitddnek meg, a legutobbi parzasbol szarmazoval a legnagyobb valoszintiséggel
(McKinney et al., 1984). Ezt a jelenséget nevezziikk EPF-nek, mely soran extra-par himek
sikeresen termékenyitenck meg tojast. EPF alkalmaval a valasztott vagyis szocialis apak
tudtukon kiviil nevelik fel a fidokdkat amelyek biologiailag masik himtél szarmaznak
(Westneat et al., 1990).

Az EPC-k esetében nem egy un. ,besurrand-6rz6” (sneakers-guarders) szaporodasi
rendszerrél beszéliink, amelyben az egyes himek szerepe allando és vagy O6rzé vagy
besurrand szerepet toltenek be (Parker, 1990). Ebben a rendszerben az ,,6rz6” himek part
valasztanak és igyekeznek minél tobb besurranodk altali kopulaciot megakadalyozni, mig a
,oesurran6” himek az ,0rzok™ teriiletére lopakodnak be, hogy a ndsténylikkel

parosodhassanak, ezek az alternativ szaporodasi stratégidk halaknal, hiilldknél és
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eml6soknél is eléfordulnak (Dunbar, 1982). Az EPC-k soran a valasztott és extra-par himek
szerepe nem allandd. A valasztott him ugyaniigy parosodhat masik him ndstényével, mint
az 6 parjaval parosodd extra-par him, amelynek szintén lehet mar valasztott parja (Parker,
1990).

Mara mar az EPF a viselkedésokologia egyik legnépszeriibb kutatasi témaja. Az EPF
jelenléte monogdm szaporodasi rendszerekben szamos kérdést von maga utan. Tobbek
kozott, miért vesznek részt az egyedek EPC-kben, ha mar kialakult egy stabil monogdm
rendszer? Mivel a himeknek érdemesebb, minél tobb partnerrel parosodni az utédok
szamanak novelése érdekében, igy ez a himek részérdl viszonylag konnyen valaszt adhatna
a kérdésiinkre. Bar szdmos esetet ismeriink, mikor a himek kényszeritik a tojokat EPC-re
(McKinney et al., 1984; Ewen et al., 2004), a tojok csaknem ugyanolyan gyakran, ha nem
gyakrabban, aktiv kezdeményezG4i az extra-par magatartasnak (Wagner, 1993; Double and
Cockburn, 2000). Ez azért érdekes, mert egyrészt sem a parzasok sem a partnerek szama
nem noveli a tojo utddai Iétszamat (Bateman, 1948; Forstmeier et al., 2014). Valamint a tojo
kockaztatja a him ,,bosszijat” (,,male retaliation”), amely fidkakrol vald6 gondoskodas
mértékének csokkenésében nyilvanulhat meg (pl.: fészek elhagyasa) (Cezilly and Nager,
1995). Tovabba az extra-par himek nem nyujtanak se taplalkozas-, se gondoskodas-beli
segitséget a tojonak (Villarroel et al., 1998; Forstmeier et al., 2014). Igy feltételezhetd, hogy
a tojok valamiféle egyéb természetli adaptiv eldnyhdz jutnak az EPF altal (Griffith et al.,
2002), és csak akkor vallaljak az EPF-el jaro kockazatokat, ha a himek altali visszavagasbol
szarmazo koltség alacsony (Meller and Curie, 2000; Arnold and Owens, 2002).

Tovabbi kérdéseket vet fel az extra-par viselkedés témajaban az EPF ratdk igen nagy
varianciaja, mely nem csak fajok, de egy fajba tartoz6 populaciok kozott is tapasztalhatd
(Petrie and Kempenaers, 1998; Griffith et al., 2002). Egyes fajoknal a fiokak akar 70%-a
extra-par himt6l szdrmazhat, mig masoknal eddig egyaltalan nem fedeztek fel extra-par
utodokat (Petrie and Kempenaers, 1998; Neudorf, 2004). A szocialisan monogam
rendszerben ¢é16 madarak atlagos EPF rataja 10-20% kozott mozog (Griffith et al., 2002;
Petrie & Kempenaers, 1998; Westneat & Sherman, 1997). Amennyiben feltételezziik, hogy
az extra-par magatartas iranyitoi féleg a tojok, akkor ez a variancia a szamukra elérhetd
haszon ¢és koltség mértékének eltéréseib6l adodhat (Petrie and Kempenaers, 1998; Griffith
et al., 2002). Bar a pontos okok még ma sem teljesen tisztazottak, de feltételezhetd, hogy a
fajok kozotti kiilonbségek okai inkabb evoluciosak, mintsem o6kologiaiak (Arnold and
Owens, 2002; Griffith et al., 2002). Ezek a kiilonbségek a mar évmilliok ota elvalt

madartaxonok kozott, a nagymértékben kiilonboz6 szaporodasi-, és €letmenet-stratégiakbol

4



adodhatnak. A ,gyorsan” €l6, nagy mortalitasi rataja, és a fiokak nevelésébe kevesebbet
fektetd himekkel rendelkez6 fajok esetében nagyobb aranyban fordulnak el EPC-k és EPF-
ek, mivel ezeknél a fajoknal a him hianya a fiokak nevelésekor csak kis mértékben csokkenti
a tojok szaporodasi sikerét (Arnold and Owens, 2002; Neudorf, 2004). Ezt igazoljak példaul
a Falco nemzetségbe tartozo nappali ragadozomadarak, amelyek himjei tojasrakaskor és a
fiokak nevelésekor nagy szerepet vallalnak a tojo és az utédok etetésében €s gondozasaban
(Ille et al., 2002), és az EPF ratak igen alacsonyak naluk (Korpimaéki et al., 1996; Negro et
al., 1996; Villarroel et al., 1998).

A fajokon beliili, populaciok kozotti variancia megértéséhez, elébb a tojok EPF-bdl
szarmazd lehetséges elonyeit érdemes jobban figyelembe venni. Szamos hipotézis all
rendelkezésiinkre az EPF adaptiv funkciojarol, amelyek magyarazatot adhatnak a jelenség
eléonyos voltara (Petrie and Kempenaers, 1998; Ak¢ay and Roughgarden, 2007; Forstmeier
et al.,, 2014). A hipotézisek tobbsége indirekt, vagyis a fiokak minéségében megjelend
elonyoket tételeznek fel, de a direkt, toj6 szdmara kozvetlen eldnyok sincsenek teljesen
kizarva. A direkt eldnyok altalaban valamiféle etetés-, vagy fészekvédelem-beli segitséget
tételeznek fel az extra-par him részérél (Petrie and Kempenaers, 1998; Forstmeier et al.,
2014). Esetleg az EPC-ért cserébe az extra-par himek megengedik a tojoknak, hogy a
territoriumokon keressenek taplalékot (Petrie and Kempenaers, 1998).

A legnépszertibb hipotézisek szerint az EPF adaptiv funkcidja, hogy genetikai eldnyoket
biztosit az extra-par fiokaknak. Ezen hipotézisek lényege, hogy a tojok EPF segitségével
genetikailag jobb mindségli extra-par fiokakat hoznak vilagra, melyek tualélése ¢és
szaporodasi sikere jobb, mint a paron beliili fiokaké (Petrie and Kempenaers, 1998; Foerster
et al., 2003; Ak¢ay and Roughgarden, 2007; Puurtinen et al., 2009). Ezt a tojok tobbféle
stratégidval is elérhetik. Egyrészt, amennyiben képesek a tojok a himek genetikai mindségét
fenotipusos vagy viselkedésbeli jellegek alapjan megitélni, akkor a parjuknal jobb mindségii
himmel 1étesitett EPC, jobb mindségii fiokakat eredményezhet. A szakirodalomban ez az tn.
,»good genes” hipotézisként ismert (Ak¢ay and Roughgarden, 2007; Forstmeier et al., 2014).
A tojok nemcsak ,,jobb” génekkel ndvelhetik extra-par fiokaik mindségét, hanem a genetikai
diverzitds novelésével is, a beltenyésztettség elkeriilése végett. Mivel a monogam
rendszerekben a szexualis partnerek szama korlatozott, igy amennyiben a tojo esetleg
rokonsagban all az altala valasztott himmel, a fiokaik tulélése a beltenyésztettség miatt
romolhat. Genetikailag kevésbé hasonld himekkel 1étesitett EPC-k, kevésbé beltenyésztett
fiokakat eredményezhetnek, igy a tojok ndvelhetik néhany fiokajuk tulélési esélyét (Foerster

et al., 2003). Habar ezek a hipotézisek kielégité magyarazatot adhatnanak az EPF
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jelenségére, az esetek csaknem felében nem sikeriilt Oket alatdmasztani (Akcay and
Roughgarden, 2007; Forstmeier et al., 2014; Reid et al., 2015). gy kellé bizonyiték hijan,
az EPF adaptiv funkci6ja még mindig nem tisztazott.

Egy masik megkozelités alapjan az EPF nem magyarazhat6 adaptiv funkcidkkal, mivel a
tojok szamara maladaptiv és a jelenséget Gn. genetikai kényszerek okozhatjak. A genetikai
kényszerek pleiotropia formajaban jelenhetnek meg, vagyis egy gén vagy tobb kapcsolt gén
egyarant valt ki elonyds €és hatranyos hatasokat. EPF esetében elképzelhetd, hogy ilyen
hatranyos hatas a tojok extra-par magatartasa, de az ehhez tarsulo elényds hatds miatt mégis
fennmarad a populacidkban (Forstmeier et al., 2014).

Az EPF jelensége a koloniak, koltotelepek evolicios kutatasaiban is nagy jelentdséggel
bir. A koltdtelepek abbol a szempontbdl evolucios rejtvénynek szamitanak, hogy az egyedek
a fitnesziik rovasara szaporodnak magas denzitasu teriileteken (Danchin and Wagner, 1997).
Az EPC-k felfedezésével az EPF is belépett a kolonialitas feltételezett koltségei kozé (Moller
and Birkhead, 1993), mivel a fészkel6helyen 1évé denzitas novekedésével az EPF aranya is
nd (Westneat & Sherman, 1997). Egyes feltételezések szerint viszont az EPF nagy szerepet
jatszhatott a koloniak kialakulasaban. A tojok altal aktivan keresett EPC-k vezethettek az
egyedek csoportosulasahoz a fészkel6helyeken (Wagner, 1993). Tovabba egyes kutatasok
szerint a tojok az extra-par viselkedéssel probaljak a kolonidban talalhatd himeket
kooperaciora késztetni. Mivel lehetséges, hogy a kozeli fészkekben sajat fiokaik is vannak,
ezért az extra-par himek kevésbé agresszivan lépnek fel a behatold szomszédokkal, valamint
segitik egymas fészkének védelmét a ragadozokkal szemben (Eliassen and Jorgensen, 2014;
Sheldon and Mangel, 2014).

A fentiekbdl megallapithatdo, hogy az EPF jelenlétére a monogam szaporodasi
rendszerekben, még korantsem sikeriilt biztos labakon allo magyarazatot adni. A jelenség
megértéséhez ¢és a kiillonbozd hipotézisek aldtdmasztdsdhoz tovabbi kutatdsok, eredmények
sziikségesek. Minél tobb, életmodjukban és dkologidjukban kiilonbdzé madarfa; EPF-re
vonatkoz6 adatait kellene begytijteni, hogy atfogobb képet kapjunk a madarak e kiilonds

szaporodasbeli magatartasara és hogy megérthessiik evoliicios hatterét.

2.2 A fajon beliili fészekparazitizmus jelensége

Eddig csak azokrol az extra-par madarfiokakrol volt szo, melyek biologiai apja nem a
fészekhez tartozo szocialis apa. Azonban meg kell emliteni azokat az eseteket is, mikor a

fészekhez tartozo anya nem a bioldgiai anyja fiokaknak. Ilyenkor beszéliink fajon beliili-,
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vagyis intraspecifikus fészekparazitizmusrol (,,intraspecific brood parasitism”, innentdl
roviden IBP), amely soran a tojok, akércsak a kakukk, mas egyedek fészkébe tojjak
tojasukat, de a kakukktol eltéréen nem masik faj fészkébe, hanem egyik fajtarsukéba (Petrie
and Moller, 1991). Parazitizmus, mivel a tojast mas fészkébe lerako tojoknak ugy né fel egy
vagy tobb fiokajuk, hogy nem kell gondoskodniuk réluk, mig a gazda par id6t és energiat
aldoz olyan fiokak felnevelésébe, amelyek bioldgiailag nem is téliikk szarmaznak.

Mara mar szamos példat ismeriink IBP-re a madarfajok korében (Yom-tov, 2001),
énckesmadarak (Birkhead et al., 1990) és ragadozomadarak kozott is (Negro et al., 1996).
Fészekhagyo fajok esetében viszont gyakoribb, mint fészeklakokéban, mivel egy
fészekhagyo fioka nevelése kisebb koltséggel jar, mint egy fészeklakoe, igy az IBP ellenes
stratégiak is kevésbé kidolgozottak. Tovabbd a magas fekunditdsu fajoknal is magasabb
altaldban az IBP rata, mivel ezek a fajok amugy is sok fioka felnevelésére specializalodtak,
igy eggyel tobb fioka nevelése nem keriil nagy koltségbe (Sorenson, 1992; Arnold and
Owens, 2002).

2.3 Mikroszatellita markerek és ,,cross-species” alkalmazasuk

Ma mar tudjuk, hogy még a monogdm szaporodasi rendszerben ¢l6 madarfajok
tobbségénél is talalhatok extra-par fiokdk. Azonban a modern molekularis technikak
megjelenése nélkiil még most is csak taldlgatnank. A megfigyelt EPC-k szamabol nem lehet
az EPF mértékét kelld6 pontossaggal megbecsiilni, mert bar a kettd kozott talalhato
szignifikdns kapcsolat, azonban ez nem elegendd az extra-par fiokak populaciobeli
aranyanak meghatarozasahoz (Dunn and Lifjeld, 1994; Birkhead and Meller, 1995).

Ahhoz, hogy meg tudjuk allapitani egy fiokarol, hogy a fészekhez tartozd sziil6ktol
szarmazik, apasagi, illetve anyasagi tesztek sziikségesek, amelyek a sziilokbol és fiokaikbol
vett DNS mintak Osszehasonlitasaval végezhetok el. A DNS mintak &sszehasonlitasahoz
DNS-profilokat kell késziteni minden egyedrél. A DNS profilokat lehetdleg minél tobb és
minél valtozatosabb — vagyis minél tobb alléllal rendelkezd — 10kuszokbol kell dsszedllitani,
hogy a sziildket minél biztosabban ki lehessen zarni, mint az adott fidka biologiai sziildjét.
Ehhez hasonld rokonsagi viszonyok felderitéséhez manapsag mikroszatellita l6kuszokat
alkalmaznak (Jones et al., 2010).

A mikroszatellita l10kuszok 1-6 bazispar hosszisagu nukleotid szakaszok ismétlodései,

amelyek nagy szamban fordulnak el a genomban és minden eddig vizsgélt ¢l6lényben



elé6fordulnak. Funkciojuk nem tisztazott, tobbnyire neutralisnak mondhatéak (Li et al.,
2002). A mikroszatellitak un. hipervariabilis 10kuszok, rendkiviil valtozatosak, vagyis nagy
allélszammal rendelkeznek, amely az atlagosnal nagyobb mutacids ratajuknak kdszonheto.
Ezért idealisak rokonsagi viszonyokat feltdr6 vizsgéalatokban. A mutaciok soran a
mikroszatellita motivumok ismétlddéseinek szama valtozik meg, igy kiilonb6z6 hossziusagu
allélek alakulnak ki (Li et al., 2002; Ellegren, 2004).

Az egyes fajok egyedeinek genetikai azonositdsahoz az adott fajra kidolgozott specialis
markerkészletet alkalmazzak. Azonban nem minden mikroszatellita marker fajra specifikus.
Szamos mikroszatellita 16kusz el6fordul és variabilisnek is mutatkozik kozeli rokon
fajokban, igy bizonyos fajokra kidolgozott markerek hasznalhatok taxondémiailag kozel allo
fajok genetikai vizsgalataiban (Primmer et al.,, 2005). Ezt a moddszert ,.cross-Species
amplification” -nek, vagyis fajok kozotti felszaporitasnak nevezik, és rendkiviil hasznos
abban az esetben, ha egy adott fajra még nem elérhetd kidolgozott markerkészlet. Madarak
esetében is gyakran alkalmaznak ,,cross-species amplification” -t, és legtobbszor a masik
fajban is polimorfnak bizonyulnak a felhasznalt l6kuszok. Nappali ragadozoémadarakon,
tobbek kozott a solyomfélék csaladjaba tartozo fajokon tobb esetben is sikeresen
alkalmaztak ezt a technikat (Dawnay et al., 2009; Nesje et al., 2000; Nesje & Reed, 2000;
Padilla et al., 2009).

3. Célkituzések

Szakdolgozatomban az EPF mértékét vizsgalom egy telepesen koltd, nappali ragadozd
madarnal, a kék vércsénél (Falco vespertinus), mikroszatellita markerek segitségével. A kék
vércse Magyarorszagon fokozottan védett madaraink egyike, eszmei értéke 500 000 Ft.
Fészkelohelyeik és vadaszteriileteik folyamatos pusztulasa nagy mértékben veszélyezteti az
allomany fennmaradésat az orszdgban. Ebbdl kifolydlag a magyar kék vércse populaciok
védelme érdekében koltséges védelmi programok Iéptek érvénybe és dllomanyaik 4llando
megfigyelés alatt allnak (http://falcoproject.eu), igy szamos informaci6 all rendelkezésiinkre
a szakdolgozatomban vizsgalt populacio fészekaljair6l. Azért is érdemes volt ezt a fajt
vizsgalnunk, mert a kék vércse EPF mértékérdl tudomasunk szerint nincs informacié a
szakirodalomban, annak ellenére, hogy szamos lehetdség kinalkozik szamukra EPC-re (llle
et al., 2002), valamint az altalunk vizsgalt populacional is figyeltek meg EPC-ket. Tovabba

nem hanyagolhaté el az IBP lehetdsége, amelyet a genetikai vizsgalatok sordn



felfedezhetiink. Csaktgy, mint az EPF mértékérdl, a kék vércse IBP-rdl sincs elérhetd
informécionk, igy vizsgalatunk tovabbi célja volt az IBP mértékének meghatarozasa.

Vizsgalatunkban az egyedek genotipizalasat, és az apasagi viszonyok feltarasat
mikroszatellita DNS markerekkel végeztilk. Azonban, mint fentebb emlitettem, a kék
vércsék extra-par viselkedése kevéssé kutatott téma, igy a szakirodalomban kék vércsék
szamara kidolgozott markerkészlet nem elérhetd. Az apasagi viszonyok megismerésé¢hez
viszont nélkiilozhetetlen egy markerkészlet, amely segitségével a megfeleld valosziniiséggel
allapithatjuk meg egy szocialis apardl, hogy nem a bioldgiai apa. Egy ilyen markerkészlet
nem csak a mi, de mas kék vércsékkel foglalkozd genetikai kutatdsban is hasznosnak
bizonyulhat.

Szakdolgozatomban tehat harom 6 eredmény elérése volt a cél:

e FEgy optimalis markerkészlet kifejlesztése, amely segitségével lehetséges az
apasagi viszonyokat feltarni ebben a fajban.

e A vizsgalt kékvércse-populacid EPF aranyanak megallapitasa a kiilonb6z6
években.

e A vizsgalt kékvércse-populacio IBP aranyanak megéllapitasa a kiilonb6zo

években.

Mivel sok mas Falco nemzetségbe tartozo fajnal mitkodott a kozel rokon fajoknal leirt
mikroszatellita markerek alkalmazasa, mi is lehetségesnek talaltuk, hogy ezen tobb Falco
fajnal is eléforduld mikroszatellitdk megtalalhatdéak a kék vércsében. Tehat vizsgalatom
soran ,,cross- species amplification” technikat alkalmaztunk.

A solyomalkatiak tobbsége monogam szaporodasi rendszerben él, igy tobb EPF-et kutato
vizsgalatnak is alanyaul szolgaltak. Mi egy nappali ragadozomadarakra jellemz6 alacsony
EPF mértéket vartunk vizsgélatunk eredményéiil, azonban ezt az eredményt nagyban
befolyasolhatja a tény, hogy a kék vércsék kolonidkban kdltenek, amely esetleg az 4tlagosnal
tobb lehetdséget biztosithat EPC-k és ezen keresztiil EPF szamara.
viselkedésével kapcsolatban segitséget nyujthat a megfeleld fajvédelmi eljarasok
kidolgozasdban ¢s végrehajtasdban. Tovabba egy extra-par viselkedést tanulmanyozo
vizsgalat segitheti az EPF jelensége és a kolonidk kialakuldsa mogott huzodo okok

megertését.



4. Anyag és modszerek

4.1 A vizsgalt faj

A Falco vespertinus, Carl von Linné, 1766, angolul Red-footed falcon, magyarul kék
vércse, a Falconidae vagyis a solyomfélék csaladjaba tartozd nappali ragadozdémadar.
Termete kicsi (testhossz: 28-31 cm, tomeg: 130-197 @), szarnyai viszonylag hossziak
(szarnyfesztavolsag: 65-75 cm) (Bagyura and Palatitz, 2004), igy nagy tavolsagokat is képes
repiilve megtenni. A felnétt egyedek megjelenését tekintve erds ivari dimorfizmus
figyelhet6 meg. A kifejlett himek tollruhaja tobbnyire kékeszsziirke, az alsé farokfedéket és
a labukat leszamitva, amelyek vordses szinezetiiek. A tojok hatoldala és farka sziirke alapon
feketével harantcsikozott, fejiik és hasi oldaluk vorosessarga. A fiokdk a tojokra
hasonlitanak, hatoldaluk barnasabb, hasi oldalon fekete foltok talalhatéak (Heinzel, 2001).
Foéként rovarokkal taplalkoznak, de kisebb gerinceseket is gyakran zsakmanyul ejtenek
(Bagyura and Palatitz, 2004).

Nyilt, fiives pusztakat kedvelik, elterjedési teriiletiik Kelet-Europatol Kozép-Azsidig, a
Bajkal-toig huzodik. Magyarorszagnal nyugatabbra csak ritkan fészkel (del Hoyo et al.,
1994). Vonulé madarak, szeptember végén vandorolnak el délnyugat-afrikai teleld
teriileteikre (Palatitz et al., 2014), majd aprilis végén térnek vissza.

A koltési idészak majus végén, junius elején veszi kezdetét, ekkor part valasztanak
maguknak és vele maradnak a fiokak kirepiilésig (Purger, 1998; llle et al., 2002) vagyis
szocialisan monogamnak tekinthetok. Tojasrakas elott a kék vércse parok sok iddt téltenek
kiilon, a fészektdl tavol, amely lehetdséget ad EPC-re a himeknek és a tojoknak egyarant
(e et al., 2002). A kék vércse hazank egyetlen koloniakban kolté ragadozomadara. Fészket
nem épit altalaban vetési varjak (Corvus frugilegus) elhagyatott fészkeit foglaljak el. A
vetési varjak szamanak csokkenésével azonban a kék vércsék altal elfoglalhatd fészkekbdl
is egyre kevesebb van, igy némely vércsepar kénytelen a kolonidkon kiviil, magényosan
fészkelni (Bagyura and Palatitz, 2004). A hatrahagyott fészkeken kiviil a kihelyezett
koltoladakat is gyakran hasznaljak fészkelohelynek. Egy fészekalj 2-5 tojasbol all, a fiokakat
mindkét sziil6 gondozza. A koltési idé 23-25 napig tart, a fiokak a kikelés utan 27-28 nap

mulva repiilnek ki.
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4.2 A felhasznalt mintak

Vizsgalatainkban a Magyar Madartani ¢s Természetvédelmi Egyesiilet, Kékvércse-
védelmi Munkacsoportjanak természetvédelmi allomanyfelmérései soran begytjtott kék
vércse toll-, és vérmintdkat hasznaltuk fel. A mintdkat a Koros-Maros Nemzeti Park
Igazgatdsag fennhatosaga ald tartozd CserebOkényi, Vasarhelyi- ¢€s Csanadi-pusztakon
gyljtotték. A felhasznalt mintak Gsszesen Kilenc év kiilonbozo gyijtéseibdl szarmaztak,
2007-t612015-ig.

A vizsgélatba olyan egyedeket vettiink bele, melyek fészekaljairdl, parjukrdl, fiokaikrol
elérhetd informacionk volt. Az adatok alapjan 51 fészekaljat vettiink bele a vizsgélatba,
amelyek az alabbi hat évbdl szarmaztak: 2008, 2009, 2011, 2013, 2014 és 2015. Abban az
esetben, ha egy adult egyedrél a hozzatartozo fészekalj megmintazasanak évében nem volt
elérhet6 mintank, a korabbi években gyiijtott, fiokakori mintdjat hasznaltuk. A
fészekaljakrol az adatokat Fehérvari Péter (MTM) ¢és Solt Szabolcs (MME) szolgéltatta.
Osszesen 218 egyed mintdit hasznaltuk fel a genetikai vizsgalatok folyaman.

A tollmintak fiokak hatarol tépett tokos tollak voltak, amelyeket 96%-0s etil-alkoholban,
cryo-csovekben, -20°C-on taroltuk, hogy a DNS ne roncsoldédjon. A vérmintakat adult és
fioka egyedek szarnyvéndjabol vették €s a tollakhoz hasonléan taroltuk. Amennyiben egy
egyedrdl volt elérhetd toll és vérmintank is, a vérmintabol vontuk ki a DNS-t, a gyorsabb
DNS-izolacios eljaras miatt. A mintak feldolgozasara az Allatorvostudoméanyi Egyetem

Biologiai Intézetében, a Konzervaciogenetikai Kutatocsoport laboratériumaban kertilt sor.

4.3 Az apasagi vizsgalatokhoz felhasznalt genetikai markerek
kivalasztasa

Vizsgalatainkban a mintdkbol kivont DNS felszaporitasahoz, kék vércsére specifikusan
kifejlesztett markerkészlet hidnyaban, ,cross-species” amplifikdcidos technikat
alkalmaztunk. Tehat mas kozeli rokon Falco fajokon alkalmazott mikroszatellita markereket
hasznaltunk fel, olyanokat, amelyek mas Falco fajokban is polimorfnak bizonyultak.
Kivalasztott markereink az alabbi fajokra lettek eredetileg kidolgozva: északi s6lyom (F.
rusticolus), vandorsolyom (F. peregrinus), fehérkarma vércse (Falco naumanni),
kerecsensolyom (Falco cherrug). Genetikai eredmények alapjan ezek a fajok taxondmiailag
elég kozel allnak a kék vércséhez, ahhoz hogy markereik hasznélata kék vércsében indokolt

legyen (Griffiths et al., 2004; Wink and Sauer-Girth, 2004).
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Az apasagi vizsgalatok soran fontos, hogy a vizsgaland6 egyedeket specifikus
genotipussal jellemezziik. Ehhez minél tobb, minél polimorfabb markert sziikséges
alkalmazni, ellenkezé esetben lehetséges extra-par fiokakat hatarozhatunk meg tévesen
paron-beliili fiokakként. A fentebb felsorolt fajok markerei koziil azokat valogattuk ki,
amelyek a megadott publikaciok szerint a legtobb allélszamot adtak ,,cross-species”
amplifikaciokban (Nesje et al., 2000; Nesje & Raed, 2000; Nittinger et al., 2007; Padilla et
al., 2009). Osszesen 24 mikroszatellita 10kuszt valasztottunk ki vizsgalatunkhoz.

Az alkalmazott markerek listaja az 1. Tablazatban lathato.

4.4 DNS Kkivonas vér-, és tollmintakbol

A DNS-izolalas folyamatanak Iényege, hogy elvalasszuk a mintakban talalhatod, tiszta
DNS-t a tobbi szoveti elemtdl, lehetové téve a DNS felszaporitasat a késobbiekben. A DNS
kinyeréséhez a vérmintakbol, Geneaid® valamint NucleoSpin® DNS-izolalo kiteket
hasznaltam a gyartd utasitasa szerint. A kovetkezOkben a Geneaid® kit hasznalatdhoz
sziikséges protokollt ismertetem.

A DNS-izolalas els6 lépéseként az alkoholban tarolt koagulalt vérmintabol athelyeztem
egy darabkat tiszta eppendorf csébe steril pipettahegy segitségével. Ezutan emésztéses
eljaras soran szabadda tettem a DNS-t a tobbi szoveti elemtdl. Mivel az alkohol denaturalja
az emésztéshez felhasznalt emésztéenzimet, az eljaras elott hagytam az alkoholt felszaradni
a mintakrol légmozgasmentes helyen. A emésztéshez 200ul GT puffert és 20ul proteinaz-K
fehérjebontd emésztéenzimet adtam a mintakhoz, majd a vérdarabkat ,.tissue grinder” -rel
szétmorzsoltam, hogy a proteindz enzim szamara a fehérjék jobban hozzaférhetdek
legyenek. Az eppendorf csoveket 60°C-os vizfiirddbe helyeztem 1 6rara, majd 200ul GBT
puffer hozzaadasa utan tovabbi 10 percig melegitettem. A melegités befejeztével az oldatot
vortex €s centrifuga segitségével homogenizaltam. A fehérjék ekkorra mar megemésztddtek,
a DNS molekuldk szabadda valtak.

Tollmintak esetében az emésztés soran mashogy kell eljarni, mivel DNS csak a tollcsévék
végeében talalhatd és a tollakat alkotdé nagy mennyiségili keratin nehezen emésztédik. A
tollmintak elékészitéséhez a tollakat Parafilm® lapra helyeztem és a tollcsévék végét steril
szikével lemetszettem, majd eppendorf csébe helyeztem. Az alkohol megszaradasa utén a
puffer és az emésztdenzim mellett 10ul DTT-t (1,4-ditiothreitol) adtam a mintakhoz, amely a
diszulfid-hidakat bontja a fehérjékben. A vérmintakkal ellentétben a tollmintak nem egy oraig

alltak meleg vizflirdoben emésztddni, hanem egy €jszakan at, minimum 14 6raig. Az emésztés
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1. Tablazat. A vizsgalatban felhasznalt 24 16kusz.

Mérettartomany  Ismétlodo Allélek

Faj Lékusz Primer szekvenciak 5°-3° (bp) motivumok szama
F.c.  MSFp01 ;:: (T;é\ézﬁf\f\ggég%?c 152-208 tetranukleotid 13
F.r.  NVHfr34 I o 148-152 (GT)s 2
Fr. NVHfriag o SOPTTROSTETTEIATITIC 130-142 (CA)1s 4
Fr.  NVHfr164-1 ;:: gﬁ;&%@gﬁ;&:ﬁggﬁﬁ? 126-148 (GT)x2 4
Fr.  NVHFI90-2 o e e e 139153 (CA)12 7
F.n.  Fndl.2 oy palicrest LI 152-178 (TA)s(GA)s 9
F.n.  Fndl3 asdlpodiilivoio 199-217 (AG)s 8
Fn.  Fndl5 poallialielboaiove 229-241 (TC)1s 7
Fn. Frdl6  eicarecamcancs 300378 L
F.n.  Fndl.7 :: Ei‘éﬁgﬁ%ﬂgﬁiﬁg& 232-240 (CT)10 5
F.n.  Fndl.8 ipeslavusoliusascilive 180-194 (TC)12 5
Fn.  Fnd2.1 el bl saliiais 195-213 (TG)s 8
F.n.  Fnd2.2 saiiliovovslavod 184-220 (CA)s(TA)s 6
F.n.  Fnd2.3 ipesvavizsssaivul 220-248 (AC)12 11
F.n.  Fnd2.5 ipanascyopolivessll 209-241 (CA)12(TA)s 10
F.n.  Fnd2.6 iveisliiosailbostiy 201-239 (GT)s 11
o s ETOTORCSS oy, s
Fp. NVHfp31 :: ﬂg:égggfgg\ga% 154-160 (CA)1y 5
e O
Fp. NVHfp79-4 :: Liiﬁgggggﬁ\;ﬁﬁilﬁéc 151-171 (CA)1s 11
O
O
Fp. NVHfpo2-1 o CACIPGARBSCIOTIERS. 116-128 (CA)0 5
Fp. NVHfp3a7 CAAGACAAGCAAAGGTGATG 133-155 dinukleotid 10

R: ATTTCCGTTCTCAACATGCC
Az els6 oszlopban azok a fajnevek talalhatok, melyeknél el6szor irtak le az adott 10kuszt: F.= Falco,
r. = rusticolus, n. = naumanni, p. = peregrinus, c.=cherrug. Primer szekvenciaknal ,,F” jeloli a
forward és ,,R” a reverz primert. A mérettartomanyok bazisparok szamaban (bp) vannak megadva.
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utan a tollakkal a vérmintdkhoz hasonloképp jartam el.

A kovetkezo 1épés a DNS kivondsa a tobbi anyag koziil, ez adhézids oszlop segitségével
tortént, mely megkoti a DNS-t, de a tobbi anyagot (fehérjék, lipidek, egyéb sejtalkotok) nem.
A homogenizalt oldathoz 200ul, 96%-0s etil-alkoholt adtam, majd az egész oldatot atmértem
adhézids oszlopra. Az adhézids oszlophoz tartozik egy egyszerd, feliil nyitott, miianyag cso,
amely az oszlopok aljahoz rogzithet6 és eltavolithaté. Az oszlopot 2 percig 13000
fordulat/percen centrifugaztam, igy az oldat DNS-t nem tartalmazo része a cs6 aljara kertilt,
amit a centrifugalas végeztével kiontottiink. Ezt még kétszer megismételtem 400ul W1- és
600ul Wash puffer oszlopra juttatisa utan, atmosva az oszlopot, igy biztositva, hogy az
oszlopon csak DNS molekula maradjon. A DNS-t kot6 oszlopot ezutan eppendorf csébe
helyeztem at és nyitott kupakkal kb. 20 percig hagytam szaradni, hogy az alkohol
elparologjon, majd 100ul Elution puffert adtam hozza, mely feladata DNS oszloprol valo
leoldasa. 5-10 perc inkubacié utan fél percig, 13000 fordulat/percen centrifugaztam a
mintakat, melynek végén az eppendorf csd aljara keriilt puffer mar tiszta DNS molekulakat
tartalmazott. A hasznalt oszlopok kidobasra keriiltek, mivel az oszlopon maradt DNS
maradvanyok miatt nem ujrahasznosithatoak. Az eljaras hasonlo volt a NucleoSpin® iz01alo
kit esetében, csupan a felhasznalt pufferek és mennyiségeik tértek el. Az izolalt DNS

mintakat -20°C-on taroltuk.

4.5 A PCR reakciok

A vizsgalat kovetkezo I€pése a kivalasztott mikroszatellita 16kuszok felszaporitasa volt,
amelyet polimeraz lancreakcidval hajtottunk végre (,,polymerase chain reaction”, innentol
roviden PCR). Mivel a feln6tt egyedek nemét a mintavételek soran rogzitették, a fiokak
neme pedig a vizsgalat szempontjabol nem relevans, ezért nem Volt sziikséges el6zetes
genetikai vizsgalat a nemek meghatarozasahoz.

Miel6tt elkészitettiik volna a DNS profilt minden egyedre a kivalasztott 16kuszok alapjan,
meg kellett gy6zddniink, hogy az egyéb solyom fajokra alkalmazott markerek polimorfak
kék vércsében is. A markerek teszteléséhez 10 véletlenszertien kivalasztott, feltehetden nem
rokon felnétt him egyeden végeztiink 24 PCR-t minden markerrel kiilon-kiilon. A PCR-ek
eredményeibdl meg tudtuk mondani, melyik l0kuszon hozzatevdlegesen mennyi allél lehet
kék vércsében. Ezek az allélszamok a késdbbi elemzések soran még novekedtek, hiszen 10

egyed nem elég ahhoz, hogy az egész populacioban fellelhetd Gsszes allélt felfedezziik
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benniik. Arra azonban elegendének bizonyultak, hogy a legvaltozatosabb lokuszokat
megtalaljuk.

Miutén a teszteredmények alapjan kivalasztottuk a 10 legpolimorfabb lokuszt, minden
vizsgalatomban felhasznalt egyedre elvégeztem a 10-10 PCR-t. A reakciokhoz minden

esetben ugyanazt a reakcidelegyet hasznaltam, amely dsszetétele a 2. Tablazatban lathato.

2. Tablazat. A PCR reakcioelegyek osszetétele

PCR hozzavalé Mennyiség
Primer (forward és reverz) 2ul

H,O 9,9ul
DreamTag™ Green puffer 1,7ul

DreamTag™ polimerdz enzim 0,066ul

MgCl, 0,66ul
dNTP 0,66l
DNS templat 2ul
Végtérfogat 17ul

A PCR programok soran egy kétperces, 95°C-on zajlé denaturacios szakasz utan 37
ciklusban zajlott a DNS felszaporitasa. Egy ciklus egy 30 masodperces, 95°C-0s
denaturacios-, egy egyperces, annellacios szakaszbol (markertdl fiiggden 58-60 °C-on), €s
egy egyperces, 72°C-os elongacios szakaszbol allt. A ciklusok lejarta utan végezetiil egy 5
perces elongacios szakasz kovetkezett 72°C-on. Az elkésziilt PCR termékeket 4°C-0s

hiitoben taroltuk.

4.6 A markerek polimorfizmusanak megallapitasa, genotipizalas

A PCR termékeket agaroz gélelektroforézissel ellendriztiik és a sikeres, terméket adod
elegyeket mixekbe kevertilk. Egy mix egy egyed ot felszaporitott 10kuszanak termékeit
tartalmazta, minden egyedhez két mix tartozott. A mixeket a Magyar Természettudomanyi
Muzeum Molekularis Taxonémiai Laboratériumaba kiildtiik kapillaris-elektroforézisre. A
kapillaris-elektroforézis Abi 3130 automata szekvenatorral tortént. A vizsgéalataink soran
hasznalt primerek az 5° végen fluoreszcensen jeloltek (FAM-6, PET, VIC, vagy HEX

festékkel), melyet a szekvenator érzékelni képes. A kapillaris-elektroforézis alatt a DNS
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mintaink mellett meghatarozott méreti DNS szakaszok (bels6 1étra LIZ festéssel) is futottak,
igy a szekvenator az eltelt id0 és a fluoreszcens jel alapjan képes meghatarozni az altalunk
felsokszorositott DNS szakaszok hosszat. Mivel a mikroszatellita markerek alléjai kozott
hosszbeli eltérések vannak, nekiink ennyi informacio elegendd a genotipusok
meghatarozasdhoz. A fluoreszcens jel erdssége a felsokszorozott DNS mennyiségével
aranyos. Mivel a DNS amplifikalasa soran felléphetnek bizonyos hibak a polimeraz enzim
muikddésében, igy tobbféle méretli terméket kapunk. A kiilonboz6 hosszisagi termékek
koziil az altalunk vart termek lesz a legnagyobb mennyiségben., tehat ehhez fog a legerdsebb
fluoreszcens jel tarsulni. Viszont a néhany bazisparral hosszabb és rovidebb termékek
(,,dadogas™) akadalyozhatjak az allélok hosszanak pontos leolvasasat. Az allélok hosszat és
az egyedek genotipusat a Peak Scanner (Applied Biosystems) szoftver segitségével olvastuk
le.

4.7 A markerkészlet leiro statisztikai

Egy markerkészlet pontossagat ¢és megbizhatdosagat, az egyedek genotipusanak
meghatarozasaval kapcsolatban kiilonboz6 leird statisztikakkal lehet jellemezni. Ezek
értékei alapjan itélhetjiik meg, hogy markerkészletiink mennyire alkalmas vizsgalataink
elvégzésére. A ,Probability of Identity” (innentdl réviden PI) érték megadja annak
valdszinliségét, hogy két a mintabdl véletlenszerlien kivalasztott egyed genotipusa azonos.
A ,,Power of Exclusion”, vagy ,,Probability of Exclusion” értéke (tobbek kozott) azt becsiili
meg, hogy ismert anya esetén a markerkészletiink mekkora eséllyel zar ki egy himet az
apajeloltek koziil, ami ténylegesen nem az adott utdod biologiai apja. Az allélek
lokuszonkénti atlagos szamabodl és a heterozigdcia mértékébdl pedig kdvetkeztethetiink a
populacié vagy a lokuszok variabilitasara. Az egyedek genotipizalasa utan, 82 adult
koltdegyedet felhasznalva, ezeket a markerkészletiinket jellemzd értékeket szdmoltuk ki
GenAlEx 6.0 (Peakall and Smouse, 2006) szoftverrel.

Eléfordulhat, hogy a PCR sordn egyes allélek nem képesek felszaporodni, vagyis
nullallélok. Ilyen esetekben heterozigdta egyedeket tévesen homozigdtanak olvashatjuk le
(ha csak az egyik kromoszoma esetén nem tortént amplifikacio). A nullallélek el6éfordulasat
az egyes lokuszokon a nullallél frekvencidkkal adhatjuk meg, amelyeket a heterozigotak
hianyabdl lehet megbecsiilni. Mi a nullallélek gyakorisagat a GenePop 4.0 (Rousset, 2008)

szoftverrel becsiiltiikk meg.
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4.8 Az extra-par fiokak azonositasa

Az EPF és IBP elofordulasait az adott fészekhez tartozo sziilok és fiokak genotipusanak
Osszehasonlitasaval allapitottuk meg. Az 6sszehasonlitdsokat kézzel, a mendeli 6roklédési
szabalyok alapjan végeztiik el. Amennyiben egy fioka valamelyik 10kuszdn nem rendelkezik
anyai alléllel, IBP-bdl szarmazonak tekinthetd. Az EPF-bdl szarmaz6 fiokak azonositasdhoz
elézetes feltétel, hogy a fioka ne IBP-bol szarmazzon, hanem az adott anyatél. EPF-bol
szarmazonak tekinthetd egy fioka akkor, ha valamelyik lokuszan nem rendelkezik apai
alléllel.

Azonban, ha egy all¢l gyakorisdga magas a populacidoban, akkor nagy valdszintiséggel a
bioldgiai €s a feltételezett apa alléljei megegyeznek, amit a kézzel valod ellendrzés soran
tévesen nem EPF-nek mindsitiink. Az ilyen tévedések elkeriilésére a legjobb modszer a
minél tobb, egymastol fliggetleniil 6roklddo és valtozékony lokusz egyiittes alkalmazésa.
Amennyiben ez nem kivitelezhetd, a markerkészlet kiilonb6z0 mérdszamait (PI, Power of
Exclusion, stb.) megbecsiilve, illetve egyéb genotipizalasi valdsziniiségek kiszamitdsaval
tudjuk validalni.

A végs6 analizisben hasznalt markerkészlet ilyen validalasat mi a Cervus 3 (Kalinowski
et al., 2007) szoftverrel végeztiik el. amely az egész populacidé mintazott genotipusainak
ismeretében likelihood alapt modszerekkel képes megadni, hogy a feltételezett apa mekkora
valdszintiséggel nem a biologiai apa. Ennek sordn 57, ismert apaval és anyaval rendelkezd
(biztosan nem EPF) fidkat parositottuk az Gsszes ismert teljes genotipust (n=40) him
egyeddel, és megnéztiik, hogy a program a 40 apajelolt koziil milyen aranyban talalja meg a

tényleges apat.

5. Eredmények

5.1 A kivalasztott markerek polimorfizmusa kék vércsében és a nullallél-
gyakorisagok

Az altalunk kivélasztott 24 mikroszatellita l0kusz polimorfizmusat eldszor 10 egymastol
fliggetlen kifejlett, him egyed genotipusabol allapitottuk meg. Majd az ebb61 kivalasztott 10
legvariabilisebb lokusz allélszamait a vizsgalatban felhasznalt Osszes, azaz 218 egyed

genotipusa alapjan pontositottuk.
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A 24 10kuszbol négy nem adott terméket PCR soran, négy monomorfnak, vagyis
egyallélesnek bizonyult. A maradék 16 polimorf 16kusz koziil hat csak két allélt, 10 pedig
legalabb harom allélt adott. Ez utdobbi 10 lokuszt hasznaltuk fel az Osszes egyed
genotipusdnak meghatarozasadhoz. A pontos allé¢lszamok és a markerek hasznalhatosaga a 3.

Tablazatban lathatok.

3. Tablazat. A vizsgalt 24 16kusz eredményei kék vércsében

Allélek szima Allélek Allélek mérete
Faj Lokusz eredeti fajban szama (F.v.) (F.v.) (bp) Eredmény
F.c. MSFpO1 13 0 0 nem ad terméket
Fn. Fndl.5 7 0 0 nem ad terméket
F.p. NVHfp79-4 11 0 0 nem ad terméket
F.r.  NVHfr144-2 4 0 0 nem ad terméket
F.n. Fnd1.3 1 200 monomorf
F.n. Fndl.6 20 1 298 monomorf
F.n.  Fnd2.2 6 1 186 monomorf
Fr.  NVHfr164-1 4 1 129 monomorf
F.n. Fndl.2 2 152-178 dimorf
F.n. Fndl.8 5 2 182-184 dimorf
F.n. Fnd2.5 10 2 205-211 dimorf
F.n. Fnd2.6 11 2 201-239 dimorf
F.p. NVHfp13 5 2 95-97 dimorf
F.r.  NVHfr190-2 7 2 139-153 dimorf
En.  Fndl.7 5 kb. 6 231-241 dadog, nem megbizhaté
Fn. Fnd2.1 8 kb. 8 192-220 dadog, nem megbizhaté
F.p. NVHfp31 5 5 155-161 nullalléles, nem megbizhatd
F.p. NVHfp92-1 5 6 104-114 nullalléles, nem megbizhatd
F.p. NVHfp54 3 5 99-109 megbizhatd
F.r. NVHfr34 2 5 159-165 megbizhato
F.p. NVHfp347 10 6 136-142 megbizhatd
F.p. NVHfp82-2 3 7 129-141 megbizhato
En.  Fnd2.3 11 9 203-237 megbizhatd
F.p. NVHfp89 8 12 123-133 megbizhatd

Az els6 oszlopban azok a fajnevek talalhatok, melyeknél el6szor irtak le az adott 10kuszt: F.= Falco,
r. = rusticolus, n. = naumanni, p. = peregrinus, c.=cherrug. Harmadik és negyedik oszlopban a
16kuszok kék vércsékben megfigyelt eredményeit tartalmazzak (v. = vespertinus). Az allélek mérete
bazisparok szamaban (bp) van megadva.
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A 218 egyed genotipusanak leolvasasa soran két lokusznal (Fndl.7, Fnd2.1) nagy
mértékil ,,dadogast”, vagyis a vart allélhossznal néhany bazisparnal kisebb-nagyobb DNS
fragmentumok felszaporodasat is tapasztaltuk. A dadogo6 allélok miatt a genotipus pontos
leolvasasa ezen a két I6kuszon bizonytalanna valt (1. Abra), ezért az apasagi vizsgalatoknal
nem vettiik figyelembe Oket.

A megmaradt nyolc 16kusz becsiilt nullallél-frekvenciait mind a 218 egyed genotipusat
figyelembe véve szamoltuk ki. Az eredmények alapjan két lokusznak igen magas volt a
nullallél gyakorisaga (NVHfp31: 0.1857, NVH{p92-1: 0.2606; GendPop 4.0). gy ezeket a
markereket is kihagytuk az apasagi vizsgalatokbol, mivel nagy az esély ra, hogy tobb helyen
is tévesen homozigotaként jelennek meg a valodi heterozigdta genotipus helyett (2. Abra).
A megmaradt hat 10kusz nullallél frekvenciai alapjan, az NVHfr34-es ¢s NVH{p89-es
l6kuszt kivéve, megvan az es€ly arra, hogy ezeknél is el6fordultak nullallélek, de nem olyan
magas, hogy vizsgalatunkbol kivegyiik Oket. A 10kuszok becsiilt nullallél frekvenciai és a
hozzajuk tartozd konfidenciaintervallumok a 4. Téblazatban lathatok. A végleges
markerkészletiinket ez a hat 16kusz alkotta (Fnd2.3, NVHfp54, NVHp82-2, NVHfp89,
NVH1p347, NVH{34), 6sszesen 44 allélel (atlagos allélszam: 7,33).

g SNSRI AW A VR BN R VA TR VAV VAN SIS LA T A SESCR—— AN S—

1. Abra. A két ,,dadogé” l6kusz A fenti képeken egy- egy példa lathato az Fndl.7-es (fekete) és
Fnd2.1-es (piros) lokuszok alléljairol, ahogy a PeakScanner szoftver felhasznaloi feliiletén
megjelennek. A csucsok magassaga az adott nagysagu felszaporitott DNS mennyiségétdl fiigg. A
képeken lathatd, hogy ennél a két lokusznal tobb DNS fragmentum szaporodott fel, amelyek
hosszukban csak néhany bazisparban kiilonboznek. Altalaban az adott allélt jel61é cstics magasan
kiemelkedik a tobbi koziil. Ilyen esetekben viszont nem tudjuk pontosan meghatarozni a sok csucs
koziil, melyik jelenti az altalunk felszaporitani kivant allélt.
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anyai allél nincs
anyai allél nincs
anyai allél nincs

Ev Fészekalj Minta

2014 195 HA18367

2014 195 HA18368

2014 195 HA18369

2014 195 HA18370 fioka
2014 195 HA18371

2014 200 HA10110

2014 200 395488

2014 200 HA18321

2014 200 HA18323 fioka
2014 200 HA18324

2014 200 HA18322

2014 2014 CS89 HA18265

2014 2014 CS88 HA10215

2014 2014 €S89  HA18294

2014 2014_CS89 HA18295

2014 2014 €S89 HA18296  fioka
2014 2014 €S89 HA18297  fidka

anyai allél nincs
anyai allél nincs
apai allél nincs

anyai allél nincs
anyai allél nincs

anyai allél nincs

2. Abra. Az NVHfp92-1 és NVHfp31 Iokuszok lehetséges nullallél eléfordulisai A fenti bran
harom fészekalj genotipusai lathatok a két lokuszon. A szamok a mikroszatellita allélek méretét
jelolik bazisparban megadva. Az abrarol leolvashatd, hogy a két ldkuszon igen gyakoriak a
homozigotak és altalaban vagy az apai vagy az anyai eredetii alléljiikk hianyzik.

4. Tablazat A polimorf, nem ,,dadog6” markerek lokuszonkénti allélfrekvenciai

Lokusz Nullallél frekvencia Cl 2.5% Cl197.5%
NVHfp31 0.1857 0.1443 0.2304
NVHfp92-1 0.2606 0.2175 0.3074
NVHfp54 0.118 0.0768 0.1611
NVHfr34 0 - -
NVHfp347 0.0727 0.0404 0.1128
NVHfp82-2 0.0822 0.0417 0.1351
Fnd2.3 0.0667 0.0343 0.1087
NVHfp89 0.019 0 0.0512

Cl 2.5% = 95%-o0s konfidenciaintervallum alsé hatara, CI 97.5% = 95%-0s

konfidenciaintervallum felso hatara
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5.2 A markerkészletiink megbizhatosaga

A markerkészletiink erejét 82 fliggetlen, adult egyed genotipusait felhasznalva teszteltiik az
apasagi vizsgalatokban felhasznalt hat 10kuszon. A markerkészlet erejét leird osszefoglalo
statisztikak az 5. Tablazatban lathatok. Kiszamoltuk a hat 1okuszra kombinalt PI értéket (PI
=1.95*10), a Plsips értéket (= 0.012) — ez a PI valosziniisége olyan populacioban, melyben
nagy a testvérek aranya -, a ,,Power of Exclusion” -t két ismert sziil6 esetén (P1 = 0.968) és
egy ismert sziild esetén (P2 = 0.848). Kiszamoltuk tovabba a hat lokusz atlagos vart
heterozigociajat (He = 0.624, SE = 0.063) ¢és a megfigyelt heterozigociat (Ho = 0.606, SE =
0.091).

5. Tablazat A markerkészlet erejét leiro statisztikak 82 fiiggetlen egyed alapjan

Lokusz Na He Ho Pl Plsibs P1 P2

NVHfp54 5 0515 0317  0.297 0.567 0272  0.139
NVHfr3a 5 0633 0671  0.193 0482 0373 0214
NVHfp347 6 0436 0402  0.339 0617 026  0.105
NVHfp82-2 7 0.545 0549  0.265 0.544 0302  0.159
Fnd2.3 9 0.802  0.866  0.065 0365 0.62  0.443
NVHfp89 1 0812 0829 0058 0359 0.639  0.465

Atlagos/Kombinalt 733 0624 0606  1.95%10° 0.012 0.968  0.848
értékek
Na = allélok szdma, He = vart heterozigocia, Ho = megfigyelt heterozigécia, PI = Probability of
Identity, Plsibs = Probability of Identity for Siblings, P1 = Power Exclusion 2 ismert sziil6 esetén,
P2 = Power of Exclusion 1 ismert sziil6 esetén

A Cervus3 program paternitasi vizsgalataban (ami annak a valoszintiségét becsiili meg,
hogy 40 apajelolt him koéziil milyen valoszintiséggel talaljuk meg a tényleges apat) minden
tesztelt fioka esetén pozitiv LOD értékeket (ami a log-likelihood ardnyok dsszege minden
egyes lokuszra kiszdmolva) kaptak a tényleges apak. 30 fidkanal (52%) csak egyetlen
apajelolt kapott pozitiv LOD értéket, és ez mindig a valddi apa volt. 15 fiokanal (26%) tobb
lehetséges apat valoszintsitett (mindegyik LOD érteke pozitiv volt), de ezek koziil a
tényleges apanak volt a legnagyobb LOD értéke. 12 fidka (21%) esetén viszont a tobb
javasolt apajelolt koziil nem a valodi apat tette a legvaloszinlibbnek (mas him kapta
legnagyobb LOD értéket). Igy elmondhatjuk, hogy a végsé analizishez hasznalt hatlokuszos

markerkészlet az esetek tobbségében alkalmas volt a vizsgélt populacidban a tényleges apa-
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gyermek parosokat megtalalni (és igy az esetleges szocidlis, de nem genetikai apat kiszlirni).
Viszont az a tény, hogy a fiokdk kb. egy 6tddében ez nem sikeriilt, mindenképpen a

markerkészlet hianyossagait jelzi.

5.3 Az extra par fiokak azonositasa

Az EPF és IBP elofordulasait 48 fészekaljban vizsgaltuk meg. A vizsgalatba csak olyan
fészekaljakat vettiik be, amelyekhez tartozd himrdl, tojorol és legalabb egy fiokarol volt
elérhetd mintank, igy harom fészekalj nem kertilt be az apasagi vizsgalatokba. A 48 fészekalj
Osszesen 210 egyedet foglalt magaba, 128 fiokat (atlagos fészekalméret = 2,67) és 82
felndttet. A 82-b6l 11 felnétt egyednek két kiilon évbol is volt fészekalja, egy egyednek
harombdl és még egy him egyed két fészekaljjal is rendelkezett a 2014-es évben. Az EPF-
bol és IBP-bOl szarmazo6 fiokdk azonositasahoz sziikséges feltételeket modositottuk a
nullallélek frekvenciait figyelembe véve.

Egy fiokat IBP-bol szdrmazonak tekintettiik, ha (1) legalabb két lokuszdn nem
rendelkezett anyai eredetti alléllel, ha (2) egy lokuszan nem rendelkezett anyai eredetii
alléllel és mind a fioka mind a szocialis anya heterozigotak voltak, vagy ha (3) az NVH{p89-
es vagy az NVH{r34-es 1okuszok valamelyikén (ezeknél a 1okuszoknal igen alacsony volt a
nullallélek becsiilt aranya) nem rendelkezett anyai alléllel. IBP esetén nem feltétel, hogy a
fioka apai eredetli all¢llel is rendelkezzen.

Ha egy adott fioka nem IBP-bdl szarmazott, akkor vizsgalhattuk, hogy EPF eredménye-
e. Egy fiokat EPF-bdl szarmazonak itéltlink, ha (1) legalabb két 10kuszan nem rendelkezett
apai eredet alléllel, vagy ha (2) egy l16kuszan nem rendelkezett apai eredetii alléllel és mind
a ficka mind a szocidlis apa heterozigotdk voltak, vagy ha (3) az NVH{p89-es vagy az
NVH{fr34-es 16kuszok valamelyikén nem rendelkezett apai alléllel.

A 48 fészekaljon elvégzett rokonsagi vizsgalatok soran, adott feltételek mellett négy
fészekben sikeriilt EPF-b61 szarmazd fidkat azonositanunk, valamint 12 fészekben IBP-b61
szarmazot. A 128 fiokabol 6sszesen 6t EPF-bo1 és 21-1BP-bdl szarmazot azonositottunk. Hat
kiilonboz6 év Osszesitett adatai alapjan a fészekaljak 8,3%-a tartalmazott EPF fiokat és 25%-
a IBP fiokat. A fiokak 3,9%-a szarmazott EPF-b6l, 16,41 %-a pedig IBP-b61. A jo61 mintazott
éveket kiilon nézve,2014-ben a fészkek 10%-ban, a fiokak 4,54%-a volt EPF, IBP-nél
ugyanez 20% és 15,5%. 2015-ben az EPF aranya fészkenként 5,56%, fiokanként 2,63%, az
IBP aranya fészkenként 38.89%, fiokanként 26,32%. A kiilonboz6 évek EPF és IBP esetei
a 6. Tablazatban lathatok.

22



6. Tablazat A kiilonb6z6 évek EPF és IBP mennyiségei 6 év fészekaljaibol

Csaladok Egyedek Fiokak EPF EPF IBP IBP

Ev szama szama szama  Fészkek Fiokak Fészkek Fiokak
2008 2 8 4 1 1 0 0

2009 2 9 5 0 0 1 1

2011 1 5 3 0 0 0 0

2013 5 22 12 0 0 0 0

2014 20 105 66 2 3 4 10

2015 18 74 38 1 1 7 10

EPF Fészkek = EPF-et tartalmazo fészekaljak szama, EPF Fiokak = EPF-b6l szarmaz6 fiokak szama,
IBP Fészkek = IBP-t tartalmaz6 fészekaljak szama, IBP Fiokak = IBP -b6l szarmazo fiokak szama

6. Diszkusszio

Vizsgalatunkban egy olyan markerkészletet igyekeztiink kék vércsére kidolgozni, amely
képes EPF-bol vagy IBP-bOl szarmazo fiokdk detektdlasara. Eredményeink alapjan a
felhasznalt, egyéb Falco fajokra kifejlesztett 24 markerbdl 20 kék vércsében is ad terméket
PCR soran. Ebbdl a 20 16kuszbol 16 bizonyult polimorfnak, és 10 rendelkezett legalabb
harom alléllel. A polimorf lokuszok jelenléte igazolja, hogy a ,,cross-species” amplifikacios
technika hasznalhat6 kék vércsében. ,,Cross-species” technikat hasznalva mar szamos Falco
¢s egyéb ragadozémadar fajnal sikeriilt polimorf lokuszokat kimutatni az altalunk
alkalmazott markerekkel (Nesje and Reed, 2000; Nesje et al., 2000; Nittinger et al., 2007;
Dawnay et al., 2009; Padilla et al., 2009). A mi esetiinkben az eredetileg vandorsolyomra
(F. peregrinus) kidolgozott markerek bizonyultak az apasagi vizsgalatok soran a
legvaltozatosabbaknak (nyolc kiprobalt markerre 43 allél). A polimorflokuszok variabilitdsa
fajonként mas és mas, példaul az NVH{p54-es 10kusz egyes fajokban (F. tinnunculus, F.
subbuteo, F. columbarius) nem ad terméket (Nesje et al., 2000), mig kék vércsében 6t alléllel
is rendelkezett. Az Fnd1.5-0s lokusz viszont kék vércsében nem mutathatd ki annak ellenére,
hogy északi solyomban (F. rusticolus) és voros vércsében (F. tinnunculus) polimorf,
legalabb 7 alléllel (Padilla et al., 2009). Ezért eredményeink a 24 marker variabilitasarol kék
vércsében informacioval szolgalhatnak mas, kék vércsék rokonsagi kapcsolatait feltard

vizsgalatokban, és segitheti a megfelelé markerek kivalasztasat.
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A 10 legpolimorfabb bizonyuld l6kuszbdl azonban csak hat lokusz volt alkalmas
rokonsagi viszonyok megallapitdsira. Az Fndl.7-es és 2.1-es lokuszok ,dadogasa”
akadalyozta az allélek leolvasasat, igy ki kellett venniink markerkészletiinkb6l. A
genotipizalas soran tobb allélt is el tudtunk kiiloniteni egymastol ezeken a lokuszokon, de az
allélek pontos méretét nem tudtuk meghatarozni, mivel tobb DNS fragmentum is nagy
mértékben felszaporodott. Az ehhez hasonlo 16kuszok kéaros hatasat minél tobb egyed, minél
tobbszori genotipizalasaval lehet csokkenteni., szakdolgozati munkdm soran erre azonban
nem adodott lehetdség.

Az NVHfp3l-es és az NVHf{p92-1-es lokuszokat a hozzajuk tartozd magas
nullallélgyakorisaguk miatt (>0.15) vettiik ki végsd markerkészletiinkbdl. A mikroszatellita
l6kuszok esetében gyakori jelenség, hogy az egyik allél konzisztensen nem vagy csak ritkan
szaporodik fel a PCR soran (Dakin and Avise, 2004). Ennek f6 oka a mikroszatellita
lokuszok melletti DNS régiokban eldforduldé mutaciok, elsésorban a primer szekvencia
bekotési helyén (Callen et al., 1993). A nullallélok kdvetkezményeként egyes heterozigdta
egyedeket tévesen homozigdtanak olvasunk le a genotipizalas soran, amely az apasagi
vizsgalatokat (is) megbizhatatlanabba teheti (Dakin and Avise, 2004; Chapuis and Estoup,
2007). Ilyen magas nullallélfrekvencia értékeknél az adott 10kusz eltavolitasa az
allélkészletbol indokolt (Dakin and Avise, 2004; Rutkowski et al., 2014). Nullallél
frekvencidk csokkentésére megoldas lehet még a primer szekvenciak Ujratervezése, ez
azonban koltséges folyamat és nem garantalja, hogy az Gsszes nullallélt megsziinteti a
lokuszon (Chapuis and Estoup, 2007; Oddou-Muratorio et al., 2009).

A megmaradd hat lokuszbol 4all6 markerkészletiinkkel végeztik el az apasagi
vizsgalatokat. A hat lokuszon Gsszesen 44 allélt talaltunk, ez 7.33 atlagos l6kuszonkénti
allélszamot jelent, amely nem tl magas. Markerkészletiink variabilitasat tovabb csokkenti,
hogy az atlagos 16kuszonkénti megfigyelt heterozigocia (Ho = 0.606) mértéke alacsonyabb,
mint a vart heterozigbcia mérteke (He = 0.624), vagyis a homozigdta genotipusok
eléforduldsa gyakoribb, mint azt Hardy-Weinberg egyensuly alapjan varnank. A
heterozigdcia és a markerek szdma nagy szerepet jatszik a rokonsagi viszonyok feltdrasaban,
mivel, ha nem elég nagy a heterozigocia és nincs elég marker akkor nagy az esély, hogy nem
rokon sziiloket tévesen rokonnak feltételeziink. A markerkészlet tovabbi allélekkel vald
bovitésével ki lehet egyenliteni a homozigbtak gyakorisagabol szarmazd hatranyokat
(Blouin et al., 1996). A markerkészletiink ereje sem volt megfeleld. A PI (= 1.95%107) értéke
magasabb, a ,,Power of Exclusion” (két ismert sziilo esetén: P1 = 0.968; egy ismert sziild

esetén: P2 = 0.848) értékei alacsonyabbak voltak, mint vartuk, a kevés lokusznak és a
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homozigo6tak nagy aranyanak koszonhetéen. Més rokonsagi vizsgalatokban altaldban ennél
er6sebb markerkészleteket alkalmaznak (pl.: Nesje et al., 2000; Kempenaers et al., 2001).
Réadasul a paternitasi teszt az analizalt esetek egy 6todében nem volt képes a tényleges apa-
gyermek parosokat megtalalni (és igy az esetleges szocialis, de nem genetikai apat kiszlirni).
Mindezek alapjan a markerkészletiink megbizhatosaga nem kielégitd, nehezen zar ki nem-
rokon sziiléket, ami az extra-par fiokak téves elmulasztasat eredményezi. igy a tovabbi
vizsgalatokba ujabb polimorf markerek bevonésa erdsen ajanlott. A legjobb eredményt kék
vércsére specifikus markerkészlettel lehetne elérni, mivel az eredeti fajban &ltalaban
polimorfabbak és megbizhatobbak a markerek, mint mas fajokon (Nesje et al., 2000;
Rutkowski et al., 2006, 2014).

A gyenge markerkészlet ellenére, mégis sikeriilt néhany EPF és IBP esetet azonositanunk
kék vércsében hat év teljes fészekaljai alapjan. Mivel az egyes lokuszainkra a nullallél
gyakorisagok magasak voltak (>0.05), kivéve az NVH{p89-es és NVH{r34-es lokuszokat,
ezért ezt figyelembe véve azonositottuk az EPF-bdl és IBP-bdl szarmazo fiokakat. A magas
nullallél gyakorisagok torzitandk eredményeinket, ha nem vennénk Oket figyelembe, és
feliilbecsiilhetnék az EPF/IBP esetek szamat (Chapuis and Estoup, 2007). A feliilbecslés
elkeriilésére megoldas lehet, ha nem egy hanem tobb lokuszon kell a fiokanak és a sziilének
eltérnie gyakori nullallélekkel rendelkezd lokuszokon ahhoz, hogy extra-parnak
nyilvanithassuk (Dakin and Avise, 2004). Mas esetekben a nullalléles l6kuszokat mind ki
lehet venni a markerkészletbdl, ha elég sok nem nullalléles marad, de mivel mi mar két
l6kuszt eltavolitottunk emiatt, és igy csak hat maradt az elobbi megoldast valasztottuk
(Dakin and Avise, 2004; Chapuis and Estoup, 2007). Ezzel a médszerrel van esély a EPF és
IBP esetek alulbecslésére, de nem akkora, mint a feliilbecslésre nullallélek figyelembe vétele
nélkiil. Erés markerkészletek esetében két vagy tobb lokuszon vald eltéréseket itélnek extra-
par fiokanak (Primmer et al., 1995; Kempenaers et al., 2001; Jones et al., 2010). Gyenge
markerkészletek esetén azonban egy lokusz eltérést is mar annak szoktak venni (Alcaide et
al., 2005). A mi markerkészletiink gyengesége (PI = 1.95*10°) miatt indokolt volt az egy
lokuszokon vald eltérés extra-par azonositdsa, amennyiben a lokuszokon a nullallélek ritkak
voltak, vagy az utdd és a feltételezett sziilo egyarant heterozigdta volt.

Az altalunk vizsgalt 48 fészekaljban egy soélyomfélékre ¢és egyéb nappali
ragadozOmadarakra jellemzd alacsony EPF ratat kaptunk (fiokanként 3,9%,; fészkenként
8,33%). Fontos megjegyezni, hogy ez a 48 csalad 6 év kiilon mintavételeibdl szarmazik, de
mivel a 2008-, 2009-, 2011-, 2013-as ¢évekbdl kevés teljes fészekalj mintai alltak

rendelkezésiinkre, ezért egy évekre lebontott extra-par fioka rata csak a 2014-15-6s években
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lenne informativ. Ugyan akadt néhany egyed, amelynek kiilon évekbdl szarmazoé fészekaljai
tobbszor is szerepeltek a mintdban, de mivel az extra-par fiokdik mennyiségében a kiilon
években nem volt szembetiind kiilonbség, a fészekaljakat egymastol filiggetlennek
tekintettiik. Kék vércse esetében eldszor sikeriilt kimutatni EPF jelenlétét egy populacidban.
Az alacsony EPF rata nem meglepd eredmény solyomféléknél. Mas Falconidae csalddba
tartoz6 madaraknal is hasonldan alacsony fiokanként 3-5% kozotti EPF ratakat figyeltek
meg (Korpiméki et al., 1996; Negro et al., 1996; Villarroel et al., 1998; Alcaide et al., 2005).
Az alacsony EPF rata ezeknél a madaraknal feltételezhetden annak kdszonhetd, hogy a
himek nagy szerepet vallalnak a fiokak gondozasaban és tojo etetésében a koltési iddszak
alatt (Meller and Curie, 2000; Arnold and Owens, 2002; Ille et al., 2002). A tojok az EPC-
ben valo részvétellel kockaztatjak, hogy szocialis parjuk elhagyja éket (Cezilly and Nager,
1995), jelentésen csokkentve a fiokak tulélési esélyeit. Olyan fajokban, amelyek mortalitasi
ratdja magasabb €s a him elvesztése nem csokkenti nagy mértékben a fiokak tulélési esélyeit,
mint példaul az énekes madarak esetében, sokkal nagyobb EPF ratak figyelhetok meg
(Primmer et al., 1995; Li and Brown, 2000; Webster et al., 2001; Arnold and Owens, 2002).
Tovabbi vizsgalatokban érdemes lenne az EPF-bol szarmazo fiokak mindségét, talélését
paron beliili féltestvéreikkel Osszevetni, valamint a tojok EPC partnereinek mindségét
szocialis parjukéval.

A kék vércse azon kevés solyomfélek egyike, amely telepesen kolt. Ennek ellenére nem
tapasztaltunk nagyobb EPF ratakat, mint a nem telepesen kolté fajtarsaiknal. Westneat €s
Sherman (1997) mar kimutattak, hogy a kolonidkban kolt6 madaraknal atlagosan nem
magasabb az EPF rata, mint a maganyosan koltoknél, de a koltdhelyi denzitas novelésével
az EPF rata is ndni fog. Mivel a solyomfél€k tobbsége maganyosan kolt, a kék vércse pedig
maganyosan ¢s kolonidkban is, azt feltételeztiik a nagyobb koltdhely denzitds miatt, a kék
vércsék EPF ratdja esetleg kicsit magasabb lesz, mint a tobbi sélyomfélének. Esetleg
érdemes lenne tovabbi vizsgalatok sordn a maganyosan ¢és telepesen koltd csalddok EPF
ratdja kozti kiillonbséget megfigyelni.

A vizsgélt populdcioban viszont magas volt az IBP aranya (fiokanként 16,41%;
fészkenként 25%). Kék vércse esetében eldszor sikeriilt kimutatni IBP jelenlétét egy
populacidoban. Més fészeklak6 madarak esetében az IBP rita ennél jelentésen kisebb.
Solyomfélék esetében 2-7% kozotti IBP ratat figyeltek meg (Negro et al., 1996; Alcaide et
al., 2005). Magas IBP ratak olyan fajok esetében alakulhatnak, ahol eggyel tobb fioka
felnevelése ,,0lcs6”, nem csokkenti a tojo jovObeni szaporodasi sikerét vagy a tulélését

(Sorenson, 1992; Arnold and Owens, 2002). A kék vércsék esetében a him is aktiv részt
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vallal a fiokék gondozasaban csdkkentve a tojora nehezedd terhet. Tovabba a kék vércsék
¢letlik nagy részét vandorlassal toltik a koltdhely és a teleldhely kozott és szeptember végén
mar kezdetét veszi a vandorlasi idészak. Mivel a tojasaikat janius végén rakjak le és egy
honapig tart a koltési idészak, nem kell sok id6t a fiokdk nevelésével tolteniiik. Ezért
elképzelhetd, hogy kék vércsék szamara nem jar nagy koltségekkel plusz fiokak felnevelése,
igy IBP ellenes stratégiak hijan magasabb lesz az IBP szint ndluk, mint varhat6. Persze nem
szabad kizarnunk a lehetdségét, hogy az altalunk rogzitett IBP arany a markerkészletiinkben
eléforduld nullallélek miatt lett ilyen magas. Ennek ellendrzésére a fajra specifikus markerek
bevondsaval hamarosan lehetdségiink lesz.

Végeredményben elmondhatd, hogy kozeli rokon fajokra kifejlesztett markerek
polimorfak lehetnek kék vércsében. Tovabba az altalunk kifejlesztett markerkészlet, bar nem
tal megbizhat6, alkalmas extra-par fiokadk azonositasara, valamint az altalunk vizsgalt kék
vércse populacioban EPF-bol és IBP-bdl szarmazo fiokdk egyarant eléfordulnak. Kék
veércsénél eldszor sikeriilt EPF és IBP eseteket kimutatni. Hangstulyoznunk kell, hogy az
altalunk megallapitott EPF IBP aranyok egy nem tal erds és sok nullallélt tartalmazo
markerkészlet alapjan lettek megallapitva. Az eredményeink pontositadsara 1j markerek €s
tobb csaldd bevonasara van sziikség. A kék vércsére specifikus markerek kifejlesztése
jelenleg folyamatban van a Konzervacidgenetikai Kutatocsoport laboratoriumaban.
Eredményeinkkel jobban megismerhetjiik ennek a fokozottan védett fajnak a szaporodasi
szokasait, segitve ezzel a természetvédok munkajat a kék vércse allomany fenntartdsaban
Magyarorszagon. Tovabba vizsgéalatunk eredménye informaciot szolgaltathat az EPF és IBP
hatterében meghtiz6do evolucids folyamatokat kutatod vizsgalatokban, valamint szamos kék

vércsék extra-par viselkedését kutatd vizsgalat kiindulopontjaul szolgalhat.
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7. Osszefoglalas

Az extra-par fertilizacié (EPF), vagyis mikor egy monogam madarfaj fészkében talalhato
egy vagy tobb fioka bioldgiailag nem a szocialis apatdl szarmazik, széles korben elterjedt a
kordbban monogdmnak gondolt madarak korében. Hasonloan kiilonleges jelenség
madaraknal a fajon beliili fészekparazitizmus (IBP), mely soran egy tojo egy fajtarsa
fészkébe rakja le tojasait. Habar szamos kutatasi téma foglalkozik ezekkel a kiilonb6zo
szaporodasi stratégidkkal, a kialakuldsuk mogott huzodo okok é€s az altaluk szolgaltatott
eldnyok még mindig nem teljesen tisztazottak.

Szakdolgozati munkam soran EPF és IBP mértékét vizsgaltam mikroszatellita markerek
alapjan egy Magyarorszagon fokozottan védett, nappali ragadozémadarnal a kék vércsénél
(Falco vespertinus). Mivel kék vércsékre kidolgozott markerkészlet nem elérhetd ezért
célom volt tovabba egy markerkészlet 0sszeallitdsa, amely alkalmas a nem a fészekhez
tartozo sziiloktdl szarmazo fiokak azonositasara.

Vizsgalatomban hat kiilonboz6 év fészekaljainak mintdit hasznaltam fel, amelyek a
Koros-Maros kozi kék vércse allomanybdl szarmaztak. A markerkészlet 0sszeallitasahoz
,cross-species amplification” technikat alkalmaztam, vagyis mas kozlei rokon fajok
markereit hasznaltuk fel, Osszesen 24-et. A mintakbol kivont DNS-en PCR reakciokat
végeztem majd a felszaporitott termékek alapjan meghataroztam az egyedek genotipusat.

Eredményeim alapjan a 24 16kuszbdl 16 polimorf kék vércsében, amelybdl 10 legalabb 3
alléllel rendelkezik. Ebbdl a tizbdl azonban kettdn bizonytalan a genotipusok pontos
meghatarozasa, még ketton a nullallélok gyakorisaga igen magas. Az apasagi, illetve
anyasagi teszteket a fennmarado hat l6kusz segitségével végeztem el. Ez a markerkészlet
gyengének és megbizhatatlannak bizonyult, a nem-rokon sziiléket nehezen azonositja (Pl =
1.95*10°), és a viszonylag magas nullallél gyakorisigok tovabb torzithatjik
eredményeinket. Az extra-par fiokakat erre tekintettel azonositottam. A 48 fészket és 128
fiokat magaba foglald mintankbol a fiokankénti EPF rata 3,9%, a fiokankénti IBP rata
16,41%.

Kék vércsében eldszor sikeriilt EPF és IBP jelenlétét kimutatni. Azonban figyelembe kell
venni, hogy a genetikai vizsgalatainkban hasznalt markerkészlet megbizhatosaga kétséges.
A vizsgalat eredményeinek pontositasa 01j, kék vércsére specifikus markerekkel, valamint

még tobb fészekalj bevonasaval erdsen javallott.
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8. Summary

Extra-pair fertilization (EPF) occurs, when in a clutch of a socially monogamous bird
some hatchlings are not sired by their mother’s social mate. EPF is widely spread among
bird species that were considered strictly monogamous before. Another strange phenomena
among birds is the intraspecific brood-parasitism (IBP), which occurs when a female lays
some of its eggs in a conspecific’s nest rather than its own. Although numerous studies have
assessed these cases of alternative reproductive strategies the mechanisms behind their
evolution and their adaptive function is still a mystery.

During my study | examined EPF and IBP rates of a diurnal raptor, the red-footed falcon
(Falco vespertinus), using microsatellite markers. Since there is no markerset developed for
red-footed falcons, my further goal was to create a markerset, which is able to detect cases
of EPF and IBP.

For our research | used samples of clutches, taken from the red-footed falcon population
in K6rés-Maros Koze. The clutches came from six different breeding seasons. We applied
cross-species amplification methods to create our markerset using markers developed for
other closely related species. We chose 24 markers for this purpose. | amplified the DNA
retrieved from the falcon samples with PCR and identified the genotypes for all individuals.

According to our results 16 out of 24 loci were polymorphic in red-footed falcon, out of
which ten had at least three alleles. However, from these ten, two had unidentifiable
genotypes, another two had high frequencies of null alleles. I performed the paternity and
maternity tests using the remaining six markers. This markerset proved weak and unreliable,
excluding nonrelated parents with difficulty (Pl = 1.95*10), and the relatively high null
allele frequencies further bias our results. We identified extra-pair hatchlings taking these
results into account. Our sample, included 48 clutches and 128 hatchlings and had an EPF
rate of 3,9% and an IBP rate of 16,41% per hatchlings.

It is the first time EPF and IBP was detected in red-footed falcons. Although our
markerset used for paternity tests was not completely reliable. Further research with a
markerset developed specifically for red-footed falcons and involving even more clutches is

highly recommended.
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