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1. Bevezetés

1.1. Populaciok vizsgalata nem-invaziv genetikai mintavétel segitségével

Populaciok vizsgalatakor egyes kérdések megvalaszolasahoz elegendd az egyedek
megfigyelése, azonban ez nem minden esetben nyujt elegendd informdciot, de mara mar a
molekularis modszerek rohamos fejlédésével 1) lehetdségek jelentek meg (Wayne & Morin
2004). Természetes populaciok felmérésére kiilonbozé tipusu mintavételi modszereket
dolgoztak ki, amelyek alapvetéen két csoportba sorolhatoak, az egyedek direkt megfigyelése
mellett a kiilonb6z6 tipust mintak gyijtése terjedt el, amellyel példaul DNS-alapu
vizsgalatokat lehet elvégezni.

A destruktiv mintavétel 1ényege, hogy a vizsgalt egyedektdl friss szOvetmintikat
vesznek (altalaban kiilonbozo szervekbdl), mely az egyed pusztuldsaval jar. A nem destruktiv,
invaziv mintavételi modszerhez sziikséges a vizsgalni kivant egyedek megfogasa, de a
szovetminta begyljtése soran torekednek arra, hogy az egyednek ne okozzanak Kkritikus
sériilést.

Jelenleg a legtobbet alkalmazott moédszer a nem-invaziv mintavétel, amely sordn a
vizsgalt egyedek nem szenvednek sériiléseket, minimalisan vannak kitéve zavarasnak, illetve
nincs hatdssal a viselkedésiikre, vagy éppen nem sziikséges az egyedek folyamatos
megfigyelése. Fontos szempont még, hogy kevesebb idét €és emberi részvételt igényel,
tovabba koltsége sok esetben alacsonyabb, mint a destruktiv €s invaziv mintavételnek.

A nem-invaziv mintavétel modszereit két nagy csoportba tudjuk sorolni: egyik esetben
az egyedek megfigyelése a fo cél, és nem torténik mintagyiijtés. Ilyen mddszer a vadon €16
allatok esetében példaul az egyedek kameraallasokkal torténé megfigyelése (Boitani &
Powell 2012). A masik modszer a nem-invaziv genetikai mintavétel (NGM), amikor az
egyedek altal hatrahagyott nyomok keriilnek 0Osszegytjtésre, €és amit elOszeretettel
alkalmaznak DNS-alapu vizsgalatok elvégzéséhez (Taberlet et al. 1999).

Az NGM altal lehetdség nyilik kiilonboz6 tipusii mintak felhasznaldsara. Mara mar
megndtt azon kutatdsok szdma melyeknek célja, hogy olyan mintatipusokat taldljanak,
amelyek megfeleldek az adott fajok DNS-alapt vizsgéalataihoz. A legtobbet alkalmazott
mintdk a kovetkezoek: bélsar, szOr/haj, tollak, vedlett bor, tojas, tamponok, de folyamatosan
jelennek meg ujabb publikaciok és ma mar szamos allatcsoport esetén vannak jol
alkalmazhaté mintatipusok (Beja-Pereira et al. 2009). A legelterjedtebb mintatipus az tiriilék
(ezért errdl talalhato a legtobb publikacio) €s a szOr, mivel altaldban konnyen detektalhatdak.

Gerincesek esetén még sok lehet6ség van a nyal (Sundqvist et al. 2008, Beja-Pereira et al.
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2009) a vizelet (Hausknecht et al. 2007) vagy a vedlett bér felhasznalasaban (Swanson et al.
2006). Gerinctelenek, hiillok és kétéltliek csoportjainal hasznalatos példaul a vedlett bor és a
ki nem kelt tojas (Jones et al. 2008), tovabba készitheté kenet nyalkanyomokrol (Kawai et al.
2004).

Az NGM azonban szamos nehézséget hordoz magaban. Egyik f6 probléma a terepen
torténd mintagytijtés modszerében rejlik. Megfontolandd még, hogy milyen mintatipus a
legkedvezobb ¢és azt hogyan érdemes begylijteni, hogy az a késdbbiekben relevans
informaciokkal szolgaljon a populaciokrol (Smith et al. 2003a). Minden NGM esetén
problémat jelenthet, ha nem a célfajtol szarmaz6 minta keriil 6sszegytjtésre (Mondol et al.
2009) emellett, ha alacsony egyedszamu populaciot vizsgalunk, eléfordulhat, hogy eleve csak
kevés egyedtol sikeriil mintat gytijteni (Smith & Wang 2014).

Az egyik {6 nehézség a mintdk eltérd megtalaldsi valdszinliségén alapszik, példaul ha
nagy az avarboritottsag, illetve ha vizes ¢l6helyen torténik a mintavétel (Arrendal et al. 2007,
Boitani & Powell 2012). A mintak megtalalasi valosziniiségét sokféleképpen novelték az
utobbi idészakban, példaul képzett nyomkovetd kutyak segitségével (Smith et al. 2003b) vagy
célzott helyeken torténé mintavételezéssel (vadcsapasok, pihendhelyek), illetve kihelyezett
csapdakkal (sz6rcsapdak) (Boitani & Powell 2012).

A vérvétel invaziv mintavételi moddszernek szamit, mégis probalkoznak olyan
eljarasok kidolgozasaval, amellyel szinte minimalis zavarassal vérhez lehet jutni (Lecomte et
al. 2006). Madaraknal megszokott modszer, hogy gytiriizéskor vért vagy kitépett tollakat
gylijtenek, ha nincs méd nem-invaziv mintavételezésre (McDonald & Griffith 2011, Katzner
et al. 2012). Iranyultak még kutatasok arra nézve, hogy az egyedek viselkedését és talélését
mennyire befolyasolhatja, ha kozvetleniil tollat vesziink t6liik (Harvey et al. 2006).

Madarak esetén a leggyakrabban gyijtott NGM minta a vedlett toll (Rudnick et al.
2009) tovabba hasznaltak mar fel tiriiléket (Baumgardt et al. 2013), valamint tojashéjat is
(Egloff et al. 2009). A tollak gytjtése soran is fontos korlatozé tényezok lehetnek a nehéz
terepi viszonyok.

NGM esetén, a mintatipustol fliggden, altaldban kisebb mennyiségli és rosszabb
mindségli DNS-hez jutunk. Ennek megoldasa elsédlegesnek bizonyult és kezdetben sok
vizsgalat iranyult az adott mintatipusbol torténé sikeres izolalas fejlesztésére (Beja-Pereira et
al. 2009). Ugyanakkor a DNS-alapu vizsgalatok alkalmazasa soran is meriiltek fel hibas
eredmények, melyek kivizsgaldsra és modositasra szorultak. Lényegében harom 6 probléma

mutatkozott meg: a DNS degradacigja, PCR inhibitorok valdsziniisithetd jelenléte, illetve
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ebbdl adodoan a genotipizalasi hibak megjelenése (Taberlet & Luikart 1999). Ezek
leggyakoribb okai a gyiijtés soran fellépd rossz iddjarasi viszonyok és a kontamindacio,
szennyezO anyagok jelenléte a mintakban, rossz mintatarolasi modszerek és a nem megfeleld
izolalasi technikak alkalmazasa (Buchan et al. 2005, Broquet et al. 2007, Beja-Pereira et al.
2009). Vedlett tollak esetén eleinte a cséve bazalis csucsat tavolitottak el és hasznaltak fel
DNS izolalasara (Segelbacher 2002), késébb mar a fels6 koldokben talalhatd visszamaradt
vérrogot itélték meg jobb forrasként (Horvath et al. 2005). Tovabbi vizsgalatok folytak annak
kapcsan is, hogy a vedlett tollakat milyen korilmények kozott célszerti tarolni annak
érdekében, hogy noveljék az izolalas sikerességét (Vili et al. 2013b). Tovabba Booms és
mtsai (2008) azt javasoljak, hogy érdemes a kisebb tollakat Osszegylijteni, ha fészeknél
torténik a mintavétel, mivel azok nagy valdszinliséggel frissen vedlett tollak.

A két 6 genotipizalasi hibaként az allélkiesést és a hibas allélek felszaporodasat
tartjadk szamon, azonban ezek mellett még széba johetnek a leolvasasi hibak, illetve az
adatfeldolgozas soran felmeriild problémak (Taberlet et al. 1999). Az allélkiesés soran a
primerek kotOhelyén 1évé muticiok miatt az adott 1dkuszra ténylegesen heterozigota
egyedeknél megeshet, hogy csak az egyik allél szaporodik fel a PCR sordn, igy hibdsan
homozigotaként konyveljik el az egyedet (nullallél). Tovabba féleg dinukleotid
mikroszatellita 16kuszok vizsgalata sordn meriilt fel az a probléma, hogy sok miitermék is
felszaporodott a PCR reakciokban, amelyeket hibasan allélként detektaltak (Taberlet &
Luikart 1999). Megallapitottak, hogy a genotipizalas sikeressége legjobban a vizsgalando
genomszakasz hosszatdl fiigg (Broquet et al. 2007). Szamos kutatas célkitiizése volt, hogy a
kiilonboz6 tipusu mintak felhasznalhatosagat noveljék, igy mara mar a gyljtési, izolalasi és
genotipizalasi modszerek annyit fejlddtek, hogy az NGM alkalmazhatosaga megkozeliti a
jobb mindségli mintakat is (Lathuilliere et al. 2001, Beja-Pereira et al. 2009).

Szamos kutatasi és tudomanyos teriileten van fontos szerepe az NGM-nek azaltal,
hogy megkonnyiti az informacié megszerzését vagy olyan kérdések megvalaszolasahoz
biztosit eszkozoket, amelyekre korabban nem volt lehetdség. Ezek egyike az igazsagligyi
nyomozasok teriilete, ahol lehetdség nyilt példaul orvvadaszok azonositasdra vagy
még Okologiai ¢és evolucios folyamatok értelmezésére, szaporodasbiologiai ¢és
viselkedésokologiai  kérdések  tanulmanyozasara, tovabba  fontos  eszkéze a
konzervaciobiologianak (Schwartz et al. 2007). Lehetéséget ad még a populaciok

jellemzésére (példaul az egyedszam, a denzitas és az ivararany becslésére), tovabba alkalmas



populacids genetikai paraméterek, mint példaul a génaramlas vagy demografiai jellemzok
vizsgalatara is (Beja-Pereira et al. 2009).

A populacidogenetikai  és -dinamikai vizsgalatokhoz leggyakrabban sejtmagi
mikroszatellita markereket alkalmaznak, amelyek altal lehet6ség van az egyedek egyedileg
torténd azonositasara, a DNS-profilok elkészitésére. Ezekkel a genetikai megjelolésekkel az
egyedek sorsa kdvethetd tobbszori mintavételezéssel (Lukacs & Burnham 2005).

A jelolés-visszafogas modszerét szamos populdcidodinamikai vizsgalatban hasznaljak
(Mowat & Strobeck 2000, Marucco et al. 2009). A hagyomanyos eljarasmod az egyedek
megfogasan, megjelolésén majd ismételt visszafogasan alapul. Ez az eljaras igencsak
koriilményes, illetve nehezen kivitelezhetd a ritka és veszélyeztetett fajok esetében (Marucco
et al. 2009). Az NGM ¢és a genetikai markerek segitségével az egyedek sorsa konnyen
nyomon kovethetd hosszabb idétavlatokban is, igy a detektalt genotipusok jol alkalmazhatoak
a jelolés-visszafogas moddszer keretei kozott. Alapvetden a kovetkezdképpen torténik az
alkalmazdsa: a mintavételezést kovetden a mintadkat genotipizaljak, majd a megegyezo
genotipusokat visszafogasi eseményként hatarozzak meg (Lukacs & Burnham 2005). Ha egy
populaciordl késziil egy tobb évet feldleld fogastorténeti adatsor, akkor lehet becsiilni
populacidra jellemzo trendeket, tulélési valdszinliséget, egyedszamot, ki- és bevandorlasi

valamint sziiletési- és halalozasi ratat (Lebreton et al. 1992, Cooch & White 2016).

1.2. A nem-invaziv genetikai mintavétel alkalmazhatésaga ragadozémadarakban

Madaraknal az egyedek jelolésére és kovetésére alkalmazott hagyomanyos modszerek
(pl. a gytirizés, a szarnyjeldlés, jeladd felszerelése vagy a direkt vizualis megfigyelés) 1d6- és
koltségigénye, illetve hatékonysdga nagyban fligghet a vizsgéalt fajtol. A hagyomanyos
modszereket és az NGM-et tarsitva a madarak vizsgalata sokkal tobb informacion alapulo,
alaposabb kovetkeztetések levonasahoz vezethet (Rudnick et al. 2009). Pontosabban
megismerhetjiik a populaciok méretét, a talélési ardnyokat, a mozgéasi mintazatokat (migracio,
diszperzio, koborlasok), az ¢€lohelyhasznalatot, a szaporodasi rendszereket, vagy éppen a
kolto- és teleld teriiletek hasznalatat (Booms et al. 2011).

Az egyedek diszperzios viselkedését és mintdzatait vizsgalva jobb ralatast kaphatunk
bizonyos populaciodinamikai és populacioszerkezeti jellegzetességekre (Booms et al. 2011).
Egyes fajokndl megfigyelt jelenség, hogy a kikelésiik és az elsd szaporodasuk ideje kdzott van
egy atmeneti vandorlasi idészak (Greenwood & Harvey 1982). Ha ez tavol esik a koltd

populaciétol, akkor ezen iddszak alatt nehéz vizsgilni az egyedeket hagyomanyos
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modszerekkel. A kikelési és az elsd szaporodasi hely is kiilonbdzhet, ez az elmozdulas a
kelési diszperzi6. A masik diszperziés mechanizmus a szaporodasi (madaraknal koltési),
amely az els6 szaporodast kovetd helyvaltoztatd mozgasokat fedi le (Greenwood & Harvey
1982). A diszperziés mozgasok vizsgalatara lehet6ség nyilt az NGM hasznalataval (Booms et
al. 2011). A populaciok méretének meghatarozasa is fontos része a demografiai
vizsgélatoknak. Az olyan fajok esetén, ahol a fiatal egyedeknek van hosszabb diszperzids
1d6szakuk, az egyedszdmbecslések altalaban csak a koltd populécidkat veszik figyelembe,
mivel azok meghatarozott helyen talalhatoak, igy mintazasuk konnyebb (Rudnick et al. 2009).
A nem koltd egyedek altalaban a koltd populacid elterjedésén kiviil tartozkodnak tomegesen,
tobb ko6z0s taplalkozo illetve pihendhelyen, melyeket altalaban felvaltva hasznalnak (Ferrer
1993). Ezeken a helyeken torténd tobbszori NGM alkalmazasaval a nem kolt6 egyedek is
bevonhatoak a vizsgalatokba (Rudnick et al. 2008).

Ragadozoémadarak esetén a hagyoméanyos monitorozasi modszerek nehézkesek és nem
nytjtanak elegendd informaciot, mivel az egyedek mobilisek, nehezen lokalizalhatoak ¢és a
felnott egyedek befogasa koriilményes. Ebbol adoddan az NGM alkalmazésa a kutatdsukban

kiilondsen nagy elénnyel jarhat.

1.3. Egyedi alapu populaciédinamikai vizsgalatok a parlagi sasnal

A parlagi sas (Aquila heliaca) a Természetvédelmi Vilagszovetség (IUCN) vords
listajan, mint sebezhetd (,,vulnerable”, VU) szerepel és Magyarorszagon fokozottan védett.
Jelenleg a felndtt egyedek mortalitdsanak elsddleges ismert okai a mérgezés (33%), az
aramiités (22%) és a gazolas (9%). Tovabba fontos veszélyforras az emberi zavaras a koltési
szezonban (parlagisas.hu).

Elterjedési terillete Nyugat-Eurdpatol Kozép-Azsidig, FEszaknyugat-Kinaig és
Szibériaig terjed. A szaporod6 egyedek szamat 25 000 és 100 000 kozé becsiilik (Birdlife
International). Ennek a fajnak jelenleg Eurazsia kozépsé teriiletein taladlhatoak a
legkiterjedtebb populacidi. Oroszorszag ¢és Kazahsztan terliletén a vildg parlagisas-
allomanyanak a fele taldlhaté meg.

A parlagisas-populaciok, illetve -egyedek vizsgalata nehéz, mivel a felnétt egyedeket
rendkiviil nehéz befogni vagy megjeldlni, az ivari dimorfizmus csak a testméretben
mutatkozik meg, tovabba gyakori jelenség a nagy tavolsagokra vandorlas, amelyet f6leg
fiataloknal, de kolté madaraknal is megfigyeltek mar (Rudnick et al. 2005). A nem-invaziv

mintagyljtés segitségével az elmult években megndtt a kutatdsok szama ezzel a fajjal
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kapcsolatban. Egyelére két £6 teriileten monitorozzak tobb éve alaposan a fajt: Kazahsztanban
¢és Oroszorszagban, illetve a Karpat-medencében (Horvath et al. 2011).

A parlagi sas monogam faj (altalaban tobb szaporodasi idoszakot feldlelden), jellemzo
ra a par-, és territoriumhiiség (Rudnick et al. 2005), tovabba az erds territorialis viselkedés.
Eléhelye az erdés-sztyepp teriiletek és olyan mezégazdasagi teriiletek, ahol tobb facsoport is
talalhat6. Az egyedek korilbeliil négy éves korukban valasztanak part maguknak. A
koltoparoknak altalaban tobb fészkiik is van, amelyeket a fak lombkorondjanak magasabb
szintjére épitenck és egymast koveté években felvaltva hasznalnak (Del Hoyo et al. 1994,
Ferguson-Lees & Christie 2001).

Az Allatorvostudomanyi Egyetem Okolégiai Tanszékének Konzervaciogenetikai
Kutatécsoportja a parlagi sasok magyarorszagi allomédnyfelméréséhez az egyedi alapt
populadciddinamikai vizsgalatokkal jarul hozza NGM altal gytijtott adatok alapjan. Ezek a
kelési és koltési diszperzio, az éves cserélddés és a tulélés becslés. A kelési diszperzid
esetében azt vizsgaljuk, hogy az egyedek a kikelési helyliktdl milyen tavolsagra foglaltak
vagy alapitottak territoriumot és szaporodtak eldszor. Koltési diszperzid vizsgalatdnal azon
egyedek szamat vizsgaljuk, amelyek az évek sordn territoriumot valtottak, az éves
cserélddésnél pedig az adott territoriumon beliili rezidens kolt6 egyedek lecserélodését (Vili et
al. 2013a), amely informaciot biztosit a populacid stabilitasarél (Rudnick et al. 2005). Mivel
az egyedek magas szintll territoriumhiiséget mutatnak az évek kozott, igy az éves
cserélddéshez hasznalt adatok felhasznalhatdéak a felndtt egyedek tulélésének becslésére
(Rudnick et al. 2009). Ezeknél a vizsgalatoknal az optimalis eset az, ha minden egyedet és

territoriumot sikeriil megmintazni mindegyik évben a kutatas ideje alatt.

1.4. A populaciodinamikai vizsgalatok hibalehetdségei

A nem-invaziv mintagy(ijtés sok informaciot szolgaltat a populédciokrdl, de egyben
korlatozottat is, mivel az optimalis mintavételezés kivitelezhetetlen. Tehat, a populaciorol
kapott korlatozott informacié €s az a hibalehetdség, hogy nem a rezidens egyedek keriilnek
megmintazasra, téves kovetkeztetések levonasahoz vezethet azon vizsgélatok esetén, ahol az
egyedeket egyedileg azonositjuk és territoriumhoz (fészekhez) kapcsoljuk.

Eves cserélédés vizsgalatanal azt figyeljiik meg, hogy az adott fészeknél melyik egyed
talalhaté meg a vizsgalt években. Abban az esetben, ha nem a rezidens kolté part mintazzuk
meg, hanem egy masik egyed vedlett tolla keriil begytijtésre, a cserélddést feliilbecsiiljiik,

mivel (tévesen) megnd a cserélddési esetek szama.
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A koltési diszperzid vizsgalata soran tobb olyan esetet is detektalt a kutatocsoport,
amikor adott egyed egymast kovetd években két fészek kozott oda-vissza mozgott (Vili et al.
2013a). Ezekben az esetekben is lehetséges, hogy nem a rezidens egyed vedlett tolla volt
feldolgozva, ezaltal szintigy feliilbecslési hiba allhat fenn.

A talélés becslés esetén akkor meriilhet fel probléma, ha egy adott évet kdvetden mar
nincs mintavétel a populacioban. Ilyenkor, ha az adott fészeknél hibadsan nem az el6z6 évi
koltd egyedet talaljuk meg, akkor az egyedet halottnak tekintjiik, torzitva ezzel a becslést.

Az irodalomban tobb olyan eset is napvilagot latott, ami aldtamasztja a hibas
mintavételezés lehetdségét. A kelési diszperzid iddszaka alatt a fiatal egyedek atmeneti
tertileteken telepednek le, illetve hosszabb felfedezd utakat tesznek megfeleld €l6hely ¢és
szaporodasi teriilet keresése érdekében (Penteriani & Delgado 2009), azonban az egyedek egy
része nem biztos, hogy elhagyja a sziilépopulaciot (Ferrer 1993). Ezenkiviil fiatal, jelados
ibériai sasoknal (Aquila adalberti) megfigyelték, hogy az egyedek rendszeresen
visszalatogatnak kelési teriiletiikre (Ferrer 1993).

Felnd6tt kolté madarak esetén is megfigyeltek mar hosszabb tavl utazasokat, amelyek
egyes fajoknal nem lépték at a territorium hatarokat (Fernandez et al. 2009, Pérez-Garcia et al.
2013, Poessel et al. 2016), viszont bizonyos fajok esetén igen. Meyburg és mtsai (2007) a
békaszo sas (Aquila pomarina) vizsgalata soran megfigyeltek betolakodasi eseményeket (nem
rezidens egyed jelenléte az adott territoriumnal). A kutatishoz felndtt egyedeket lattak el
jeladokkal és fészkek alol gyijtottek vedlett tollakat, illetve terepi megfigyelést is végeztek. A
jelados madarak segitségével nyomon kovethetd volt azok mozgésa a koltési idészakban, a
megfigyelésnek koszonhetden pedig a fészeknél megjelend nem rezidens egyedeket tudtak
detektdlni. Mindharom vizsgalati modszer (vedlett toll, jeladd, megfigyelés) eredménye
alatamasztotta, hogy koltd tojo egyedek meglatogatnak a sajatjukon kiviil mas fészkeket is.
Tobbszor megfigyelték, hogy a rezidens kolté egyed mellet a fészeknél tartozodott egy idegen
egyed, még a fioka nevelési idészakban is. Egy magyarorszagi striin lakott rétisas (Haliaeetus
albicilla) koltépopulacioban a gyiijtott vedlett tollak 7 %-a nem a rezidens koltéparhoz
tartozott (Nemeshazi et al. in prep). Ibériai sasok miitholdas adovevovel ellatott egyedeinél
megfigyeltek olyan eseteket amikor mas koltOparok territoriuman beliil tartozkodtak (Ferrer et
al. 2015). Detektaltak olyan esetet is, ahol harom egyed - egy rezidens him, egy idegen t0jo,
illetve him - koltott egyiitt tobb éven keresztiil (Gonzélez et al. 2006). Fehérfejii rétisasoknal
(Haliaeetus leucocephalus) is folytak vizsgalatok betolakodasi eseményekre fokuszalva
(Turrin & Watts 2014).



Egy magyarorszagi jeladoval felszerelt kolto parlagi sasnal (tojo) megfigyelték, hogy
hosszabb ideig egy idegen fészeknél tartozkodott tovabba, hogy fészkelési iddszakban tobb

territoriumot érintve repiilt (Horvath et al. 2013).

1.5. Célkitizések

Elsddleges célunk volt a parlagi sasoknal rutinszeriien végzett nem-invaziv mintavétel
hibajanak becslése, vagyis annak a vizsgalata, hogy a fészkek aldl gyljtott vedlett tollak
milyen aranyban szarmaznak nem rezidens koltopartdl. Tovabba az eddig ismert Osszes
parlagisas-koltés adatait (2000-2016) atnézve ellendriztiik, hogy volt-e olyan egyed az évek
soran, amelyet egy adott évben egynél tobb fészeknél azonositottunk. Betolakodasi
események (idegen, nem rezidens egyed jelenléte az adott fészeknél) esetén a betolakodo

ivarat ¢s a rezidens egyedekhez valo rokonsagi viszonyat is megvizsgaltuk.
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2. Anyag és médszer

2.1. Mintavétel

Kutatdsunkhoz a mintdkat a Parlagisas-védelmi Munkacsoport tagjai biztositottak. A
magyarorszagi parlagisas-dllomény rutinszerii mintavételezése (a kétezres évek elejétol
kezd6édéen) a kovetkezOképpen zajlik: vedlett tollak gyljtése a fészkek aldl és annak
kornyekérdl (100 m sugaru korben) és idonként a kiiiléfak (olyan magas fak, amelyekrdl jol
belathat6 az egyedek vadaszteriilete) aldl, ezaltal mintdzva a feln6tt egyedeket. A fészkek alol
gyljtott tollak nagy valoszinliséggel a tojo egyedekhez tartoznak, mivel a kotlds végett tobb
1dot toltenek ott. A him egyedek taplalékot keresnek és Orzik a territoriumot, ezért nagyobb a
valosziniisége, hogy a kilil6fak alol gylijtott mintdk kozott lesz himhez tartozo is. A vedlett
tollak gyijtése altalaban a koltési idészakban (junius) és a vedlési id6szak elején (julius-
szeptember) folyik. A mintazott fészkek és a megtalalt vedlett tollak GPS-koordinatai
lehetdség szerint mindig feljegyzésre keriilnek. A felnétt egyedek mellett a Magyar Maddrtani
¢és Természetvédelmi Egyesiilet (MME) tagjai a 4-7 hetes fiokaktol két tokos tollat vesznek a
honaljtajékrol (nem-destruktiv mintavétel) az évenkénti gylrtizéskor (junius). A vedlett
tollakat lezarhatd zacskoban taroljuk, sotét és szaraz helyen, a fidkatollakat pedig alkoholban
-20°C-on.

Ha a mintavételezés az adott fészkeknél ugyanabban a koltési idészakban torténik,
akkor feltételezziik, hogy a talalt vedlett tollak a rezidens koltdparhoz tartoznak, mivel
monogam ¢€s erdsen territorialis viselkedésii fajrol van sz6 (Rudnick et al. 2009). Tehat, ha
egy évben a lehetd legtobb foglalt fészeknél torténik mintavétel, jol felmérhetd a koltd
egyedek jelenléte a populacioban. Altalaban a populaciodinamikai vizsgalatokhoz minimum
egy tollat hasznalunk fel, azonban ha elsére a him egyedet azonositjuk, akkor egy kovetkezo
toll is feldolgozasra keriil annak reményében, hogy az a tojo egyedhez tartozik. Ezzel a
modszerrel lehetdség van tobb egyed megtalalasara, igy a mintaelemszam novelésére.

A jelenlegi vizsgélathoz olyan fészkeket valasztottunk a kordbban megmintazott
évekbdl, melyeknél minimum 6t vedlett toll, illetve minimum egy fiokatol szarmazo tokos toll
allt rendelkezésre. A 2013-2016 kozotti idészakban 189 territoriumbol volt legalabb az egyik
évbol mintazott egyed. Ezek koziil 6sszesen 37 alkalmas fészket talaltunk és valasztottunk ki
(1. abra). A vizsgalt fészkek nem ismétlédtek az években. Annak érdekében, hogy a
fészkekrdl elegendd eldzetes informacio alljon rendelkezésiinkre, csak az elmult négy évben

mintdzott territoriumok koziil valogattunk.
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Betolakod6 egyedek jelenlétének vizsgalatadhoz ellendriztiik az ismert parlagisas-
koltési adatsort (2000-2016), amelyben 210 olyan territorium talalhatd, ahonnan legalabb egy
¢vbol egy minta genotipizalva van és ebben a 17 éves idoszakban 6sszesen 445 kolté egyed
lett azonositva. A kiilonb6z6 territoriumokbdl szarmazd genotipizalt egyedek mintait
ellendrizve abban az esetben, ha két territoriumnal ugyanazt az egyedet vagy egy
territoriumnal két kiilonb6zd genotipusti azonos ivaru egyedet detektdltunk, akkor tovabbi
vizsgalatokkal meghataroztuk, hogy melyik a rezidens, illetve a betolakodd.

1. abra: A vizsgalathoz kivalasztott 37 fészek (2013-2016)

X - altalunk valasztott fészkek
O - 0sszes mintazott fészek
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2.2. A tollak preparalasa és a DNS Kivonasa

A gyujtott vedlett tollakbol megfeleld technikdval megfeleld mindségii DNS nyerhetd
ki. A DNS-kivonas sikeressége érdekében altalaban a nagyobb tollakat: az els6rendii
evezoOtollak (P), a farktollakat (T) és a szekunder és tercier evezétollakat (ST) szoktuk
feldolgozni. Felhasznalhatdak még a kisebb tollak is: a vallfed6- (SH), az elsérendi fedo-
(PC), a nagyfedd- (GC) és a pehelytollak (C) (Vili et al. 2013b).

A tollat fejlodése soran egy ér taplalja, ami az alsé koldokon at belép a tollszarba, és a
felsé koldoknél 1ép ki a toll kiilsé felszinére, majd a tollfejlodés utan visszahtizodik, ekkor a
felsd atlépésnél egy kis vérrogot hagy maga utan. Ebben a hatramaradt vérrogben elegendd
mennyiségli DNS talalhato, mivel a madarak vordsvérsejtjei tartalmazzak a sejtmagot.

A vedlett tollak preparalasa a cséve felsé koldok részében taldlhatd vérrdg
eltavolitasan alapszik (2. abra) (Horvath et al. 2005). Ezt minden 1) tollon mindig steril
papirlapon, steril pengével végezziik, hogy a kontaminaciot elkertiljiik.

Eldszor a tollak felsd koldok részét 99 %-os alkohollal atitatott térldpapirral lemostuk,
hogy a szennyezddéseket eltavolitsuk. Majd a felsd koldokbol kivagtuk szikével a vérrogot
tartalmazo tertiletet, lehetdleg minél kisebbet, a kivagott toll darabka felso rétegét lefejtettiik,
hogy a vérrog a felszinre kerililhessen ezaltal novelve a kivonas sikerét. A fidka tollak
esetében a tollak csévéjének utols6 maximum 0,5 cm-nyi szakaszat vagtuk le, majd
daraboltuk fel és helyeztiik ki szaradni, hogy az alkohol elparologjon. A tolldarabot
mintakoddal ellatott eppendorf-csébe helyeztiik, majd — 20°C-on taroltuk felhasznalasig.

2. abra: Vedlett toll csévéjén talalhato felso koldok teriilete a vérroggel

A vedlett és tokos tollakbol a genomi DNS-t kereskedelmi kit (Genomic Tissue Kit;
GenAid) segitségével vontuk ki.

Els6 1épésként a mintakhoz 20 pl Proteinaz-K-t és 10 ul DTT-t adtunk, azért hogy, a
fehérjék ¢€s a keratin elemésztddjon, ezaltal hozzaférhetdvé valjon a DNS. Az emésztd puffer
hozzaadasa utan a mintdkat egy egész éjszakara vizfirddbe helyeztiik 60°C-on, hogy az

enzimek megfelelden kifejthessék hatdsukat.
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A kovetkezO napon fizikai apritds utan lizispuffert mértiink hozza, amely utan
minimum 20 percre visszahelyeztik a mintdkat a vizfiirddbe. A kovetkezd 1épésben a
mintakat magas fordulatszamon a centrifugaba helyeztiik, hogy az el nem emésztddott szilard
fazisok a csovek aljaba keriiljenek, majd a feliiliszot atmértiik az oszlopmembranra. Ennek a
1épésnek a végén alkoholos kozegben kotddik a DNS a membranhoz.

A kovetkezd 1épésben mosd pufferek segitségével az emésztetlen és felesleges
részecskéket lemostuk a membranrol. A végsd 1€péshez az oszlopokat mintakoddal ellatott
eppendorf-csovekbe helyeztiik, majd nyitott kupakkal 20 percre egy szekrénybe helyeztiik
Oket, hogy az alkohol teljesen elparologjon. A szaradas utan felmelegitett SO ul eulalo-puffert
mértiink az oszlopokra és 5-10 perce visszahelyeztik a szekrénybe a mintdkat, majd
centrifugaltuk, végiil ezt a 1épést még egyszer megismételtiik, hogy minél tobb DNS-t tudjunk

leoldani a membranrol. Az elkésziilt mintakat -20 °C-on taroltuk felhasznalasig.

2.3. Molekularis ivarmeghatarozas

Az ¢€lovilagban szdmos olyan faj taldlhatd, amelyeknél kiilsé bélyegek alapjan nem
lehet meghatarozni az ivart. Ezekben az esetekben ez molekularisan megallapithato, melyhez
a madarak esetén a modszert Fridolfsson és Ellegren (1999) dolgozta ki. Alapja a CHDI1
génszakasz hosszusaganak kiilonbsége az ivari kromoszémakon, ez a szakasz kodolja a
kromo-helikaz DNS-kot6 fehérjét. A madarak esetén a tojo a heterogametikus ivar (ZW), mig
a him a homogametikus (ZZ).

A vizsgalatunkhoz a kovetkez6 primerpart hasznaltuk: CHD1-i16 R és CHDI1-i16 F
(Suh et al. 2011), amelyek a Z kromoszéman egy 650 bp hosszlisagh szakaszt, mig a W
kromoszéman egy 430 bp hosszusagl szakaszt szaporitanak fel a PCR reakci6 soran.

Az ivarmeghatdrozashoz sziikséges szakasz felszaporitdsdhoz a kovetkez6 PCR
reakcidelegyet ,,Touchdown” PCR ciklussal (1. tdblazat) alkalmaztuk: 17 ul végtérfogatban
0,065 ul DreamTaq enzim (Fermentas), 1,7 ul 10X DreamTaq Green puffer (Fermentas),
0,65 ul MgCl,, 0,65 pul dNTP mix, 0,75-0,75 10 pM forward és reverz primer, 9 pl viz és kb.
10 ng emésztett genomi DNS.
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Kezdeti denaturalas 95°C 2p
l. 95°C 30 mp
T"S‘;‘;rl‘(gg;"’” | 60-52°C  45mp 9 ciklus
1. 72°C 45 mp
l. 95°C 30 mp
1. 52°C 45 mp 28 ciklus
1. 72°C 45 mp
Végso extenziod 72°C 7p

I. denaturalas, II. anellacio, III. elongacid
1. tablazat: PCR ciklus az ivarmeghatarozashoz

Az eredményt agaroz-gélelektroforézissel értékeltiik. A 2 %-os agardz gélt EcoSafe
(Pacific Image Electronics Co., Ltd) festékkel festettiik, és 35-45 percig futattuk, majd a
géllapot UV-fénnyel megvilagitva olvastuk le az ivarokat. A gélen a tojo egyedek esetén két
PCR-termék lathato: egy 450 bp koriili, és egy 650 bp koriili. A him egyedeknél pedig csak
650 bp kortil 1athato egy termeék.

2.4. Mikroszatellita genotipizalas

Az egyedek azonositasahoz kilenc mikroszatellita 10kuszt vizsgaltunk meg, melyek a
rétisasra, az ibériai sasra €és a parlagi sasra lettek kifejlesztve. A mikroszatellitdk nagyon
variabilisek, igy az egyes lokuszokon talalhato allélek fajon beliil egyedenként is eltéréek
lehetnek, ezéltal lehetséges az egyedileg torténd azonositas €s a DNS-profilok elkészitése. Az
altalunk vizsgalt dinukleotid lokuszok a kovetkezdek: Aa36, Aa39, Aa02, Aa43, Aa3s,
(Martinez-Cruz et al. 2001); Hal04 és Hal10 (Hailer et al. 2005). Tovabba vizsgaltunk még
két tetranukleotid 16kuszt, az ITEAAAGO09-t és az IEAAAGII-t (tovabbiakban G-vel
roviditve) (Busch et al. 2005).

Az adott szakaszok felszaporitasahoz multiplex PCR-t hasznaltunk a kovetkezd 10kusz
parokkal: Aa36-Aa39, Aa43-Aa35, G09-G11, Hal04-Hal10. Eltér6 annelacios hémérséklettel
dolgoztunk a di- és a tetranukleotidok esetében €s mindkét programnal ,,Touchdown” PCR-t
hasznaltunk (2. tablazat). A reakcidelegy a kovetkezd volt: 17 pl végtérfogatban 0,065 pl
DreamTaq enzim (Fermentas), 1,7 ul 10X DreamTaq Green puffer (Fermentas), 0,65 pl
MgCl,, 0,65 ul dNTP mix, 0,75-0,75 10 pM a két 1okusz forward és reverse primerbdl, 10 pl
viz és kb. 10 ng emésztett genomi DNS.
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Dinukelotid Tetranukleotid
lokuszok lokuszok
Kezdeti denaturalas 95°C 2p 95°C 2p
l. 95°C 30 mp 95°C 30 mp
TOUSHIOWN 1| 66-50°C  30mp 17 ciklus | 66-60°C 30mp 7 ciklus
.| 72°C  30mp 72°C  30mp
l. 95°C 30 mp 95°C 30 mp
Il. 50°C 30mp 21 ciklus 60°C 30 mp 31 ciklus
.| 72°C  30mp 72°C  30mp
Végso extenzid 72°C 7p 72°C 2p

I. denaturalas, II. anellacio, III. elongacid
2. tablazat: PCR ciklusok a mikroszatellita 16kuszokhoz

A pontos allélméretek leolvasasat a Magyar Természettudomanyi Muzeum
Molekularis Taxon6émiai Laboratériuma végezte egy ABI 3130 tipust szekvenatorral. A
fragmenshosszak elemzését a Peak Scanner (Applied Biosystems ') programmal végeztiik,
amely adott hosszusagl jelolt markerekhez (GS500LIZ) viszonyitva szamolja ki a fragmensek
hosszat. A genotipizalasi hibak ellenérzésére az ML-Relate szoftvert hasznaltuk (Kalinowski
et al. 2006). A mikroszatellita allé¢lek vart és becsiilt heterozigocia fokat és az
allélfrekvenciakat a GenAlEx programmal szamoltuk ki (Peakall & Smouse 2012). A Hardy-
Weinberg egyensuly és a markerek erejének (PI, PX) tesztelését is ezzel a programmal
végeztiik. A PI (Probability of Identity) annak a valdszintisége, hogy két véletlenszeriien
kivalasztott egyed genotipusa megegyezik, a Plgg érték pedig a populacidban taldlhato
lehetséges testvérek jelenlétével korrigal. Két sziild (P1X) illetve csak egy sziild (P2X)
ismeretében a kizarasi valoszinliség segitségével a sziilo-utdd valdsziniliség vizsgalhato (Jones
& Ardren 2003).

A betolakodasi eseményt a kovetkezoképpen definidltuk: az adott fészeknél olyan
tollminta megtalaldsa, amely nem a rezidens koltd egyedtdl szarmazik. A rezidens koltd
egyedeket az adott fészekben talalt fiokdk DNS-profilja alapjan azonositottuk. A
betolakodasban érintett territoriumok kozotti tdvolsagokat a QGIS program segitségével
szamoltuk ki (http://qgis.org/). A betolakodé és rezidens egyedek kozotti rokonsagi fokokat
az ML-Relate programmal becsiiltiikk, a nullalléles lokuszok okozta hibdk korrigalasaval

(Kalinowski et al. 2006).
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3. Eredmények

A hasznalt mikroszatellita markerek segitségével az eddigi évek soran (2011-2015)
245 db felndtt parlagisas-egyedet genotipizaltunk meg. A korabbi genotipusok alapjan az
atlagosan megfigyelt heterozigocia 0,68 (standard hiba (se)=0,04) volt és egyik 16kusz sem
tért el a Hardy-Weinberg egyensulytol (fiiggelék: 1. tablazat), az atlagos allélszam 3,69
(se=0,38; fiiggelék: 2-3. tablazat) volt. A PI értéke 7 x 107, a Plg;g értéke pedig 5 x 10™ volt.
Két sziild ismeretében a kizarasi valdsziniiség 0,998 és egy sziild ismeretében pedig 0,966
volt. Az altalunk valasztott fészkek mintainak 3,8 %-aban tobb mint két 10kusz felszaporitasa
sikertelen volt.

A kivélasztott 37 fészekbdl 6sszesen 185 vedlett tollat dolgoztunk fel, és Osszegeztiik,
hogy milyen tipusuak voltak, melyik iddszakban, illetve honnan voltak gytijtve (3. tablazat).
A kitil6fa aldl szarmazo tollak fészektdl valo atlagos tavolsaga 1349 m (szoras (sd)=1581
m, max=5204 m) volt. 65 felndtt egyedet azonositottunk a vedlett tollak alapjan, ezek koziil

39 t0j6 volt, 26 pedig him.

:I'oll % .szl'ijtés % Gyiijtés %
tipusa idoszaka helye
P 16,30 fészkelés 57,61 fészek 89,13
ST 31,52 vedlés 42,39 kitil6fa 10,86
T 20,11
SH 14,67
GC 2,72
PC 7,61
C 7,07

3. tablazat: Feldolgozott vedlett tollak tipusa, gyujtési idészaka és helye

A kivalasztott 37 fészek tollmintdi alapjan harom betolakodasi eseményt talaltunk,
vagyis a fészek alol gylijtott vedlett tollak ezekben az esetekben nem az adott territorium
rezidens egyedeihez tartoztak (2,2%). Két esetben egy tollminta tartozott a betolakodohoz,
egy esetben pedig két minta. A kutatécsoport korabban genotipizalt mintai kozott (2000-2016,
210 territorium, 450 kolt6 egyed) tovabbi négy betolakodot talaltunk (1 minta/betolakodo),
tehat adott egyed tollat két territoriumnal is azonositottuk ugyanabban az évben, és csak az
egyik territériumon volt rezidens (ezt fidka-genotipusok vagy korabbi koltési események
alapjan tudtuk ellendrizni).

Az Osszesen talalt hét betolakodobol négy tojoé és harom him volt. Ezeknek az
egyedeknek a mintdi koziil harom a koltési iddszakban (junius), négy pedig a vedlési

idészakban (julius-szeptember) volt gyiijtve és egyik minta sem szarmazott kiiil6fa alol. A
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betolakodokhoz tartozd mintdak koziil egy elsérendli evezodtoll, négy farktoll, egy
szekunder/tercier evezotoll, egy elsérendii fedétoll és egy nagyfedétoll volt. Ot esetben
azonositani tudtuk, egynél pedig feltételezziik, hogy a betolakodé melyik territoriumban volt
rezidens az érintett évben (4. tablazat, 3. abra).

A kivalasztott fészkek koziil az egyiknél (HS-02, 2013) az 6tbdl a legelsnek
feldolgozott toll tartozott a betolakodéhoz (him), a masik fészeknél (NK-02, 2014) a masodik
minta (t0j0), a harmadik fészeknél (J-06, 2016) pedig a negyedik €s 6todik minta (him). A
HS-02 territoriumnal a rezidens himet megtalaltuk 2012 és 2014 kozott, a betolakodot a
populacidban a 2013-as évben még nem taldltuk meg egyik koltd territoriumnal sem, mivel
ujonnan kidertilt, hogy egy betolakod6 egyedet azonositottunk, azonban 2009-ben és 2015-
ben a HS-23 territoriumban koltott. A NK-02 territoriumnal a rezidens tojo 2004-2014-ig
koltott, a betolakodo tojo pedig a J-11 territoriumon koltott 2007-2015-ig. A J-06-0s
territoriumon a rezidens him 2013 o6ta kdlt, mig a betolakodé him terepi megfigyelések
alapjan a J-12-es territoriumon koltott az adott évben (tovabba 2006-ban, 2007-ben és 2015-
ben genotipus alapjan bizonyitottan). Az adatsorban talalt esetek koziil az egyik fészeknél
(HS-23, 2013) két toll volt feldolgozva, az egyik a rezidens tojohoz tartozott, a masik viszont
a betolakodd himhez, amely a HS-02 territoriumnal volt rezidens. A masik fészek (J-28,
2012) esetén pedig csak egyetlen toll volt feldolgozva (és gyijtve is), amely a betolakodo
egyedhez (tojo) tartozott, amely a J-24-es territoriumon volt rezidens 2011-2015-ig. A
harmadik fészek (J-24, 2012) esetén harom toll volt feldolgozva és az utols6 bizonyult
betolakod6 egyednek (tojd). Ennél a fészeknél a rezidens tojo 2011-2015-ig koltott, a
betolakodo tojo pedig az NK-01 territoriumnal volt rezidens 2004-2015-ig. A negyedik
fészeknél (HS-08, 2014) az els6ként feldolgozott minta bizonyult betolakodonak (tojo), a
tovabbi mintak és a fidka ellendrzése soran a rezidens tojot is megtalaltuk. A betolakodo tojot
a 2014-es évben illetve a korabbi évek koltési adatai kozott sem talaltuk meg. A vedlett toll

alapjan immature egyedrdl van sz6, amely lehet, hogy még nem Iépett be a koltd populacidba.
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3. abra: Betolakodasban érintett fészkek
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A nyilak a betolakodas iranyat mutatjak, szaggatott vonal: feltételezett

A betolakodo sajat territoriuma és a betolakodas helye kozotti atlagos tavolsag 27
609 m volt (sd=22 819 m; 4. tablazat). Az atlagos legkozelebbi fészektavolsag (NND) a
kivalasztott 37 fészeknél 7206 m (sd=7282 m, terjedelem: 12 — 45 387 m), mig a megfigyelt

(n=7) betolakodasban érintett fészkek koziil a betolakodd egyedek kolto territoriumanal 4816

m (sd=2622) és a latogatott territoriumoknal pedig 6454 m (sd=5350 m) volt. A vizsgalt

fészkeknél a rezidens himek és tojok kozotti atlagos rokonsagi fok 0,04 (n=24, se=0,01) volt,

mig a betolakodok és a rezidens egyedek kozott 0,03 (n=14, se=0,002). Az atlagos fiokaszam

a 37 fészek esetén 1,73 (sd=0,6) volt, a latogatott fészkek esetén 1,57 (sd=1,1, n=7) volt, mig

a betolakodd egyedek sajat fészkeinél 2 (sd=0,7 , n=5) volt (fickagyiiriizéskor feljegyzett

adatok alapjan).

Betolakodo . . . -

lvar sajat Betolakodas helye Tavolsag a fészkek kozott
territOriuma (m)

t0jo NK-01 J-24 21 364

t0jo J-24 J-28 37 450

him HS-02 HS-23 10 794

him HS-23 (felt.) HS-02 10 794

t0jo J-11 NK-02 62 295

t0jo nincs (felt.) HS-08 -

him J-12 J-06 6 138

4. tablazat: Betolakodasi események
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4. Diszkusszio

A nem-invaziv genetikai mintavételezés sok eldnnyel jar, de bizonyos esetekben
korlatozott, esetleg téves informaciot is nyujthat a vizsgalt populaciokrol. A mintdk
feldolgozasaban feltételezhetd hibalehetdségek kikiiszobolésére szdmos vizsgalat iranyult,
azonban a gytiijtési modszerek javitdsa és optimalizaldsa mar kevesebb vizsgalat targya.

A nagytestli ragadozomadarak — kiilonosen a ritka €s veszélyeztetett fajok — esetén a
populédciodinamikai vizsgalatokban alapvetd szerepe van a nem-invaziv mintavételnek. A
territoridlis fajok mintavételezésének az alapja, hogy a fészek kozelében gylijtott vedlett toll a
rezidens koltdpar valamelyik tagjdhoz tartozik. A parlagi sas monogam faj és erds territorialis
viselkedés jellemzi, igy rutinszerlien alkalmazott modszer a fészek 100 m-es kornyékérdl,
illetve a kitil6fak alol torténd mintagytijtés.

Az altalunk kivalasztott 37 fészek (2013-2016) vizsgalata soran 185 vedlett tollat
dolgoztunk fel és a mintak 98,8 %-a a rezidens egyedekhez tartozott. A mintak kézott harom
betolakodot talaltunk harom kiilonb6z6 fészeknél. Kett6hoz egy, illetve egyhez két minta
tartozott. A betolakodokhoz tartoz6é mintdk mindegyike fészek aldl volt gylijtve, azonban az
onnan gyiijtdtt tollak 96,3 %-a rezidens egyedekhez tartozott. Osszességében a kiiil6fak aldl
szdrmazo mintdk aranya alacsony (10,8 %, amely megegyezik a rutinszerli mintazas
aranyaval) igy nem biztosit elegendd informaciot a kitiléfak alol gyljtott tollak
megbizhatosagarol ezért fontos lenne ezt felmérni. A betolakodok mintai koziil az egyik
fészkelési a masik kettd pedig vedlési iddszak alatt volt gylijtve. A rutinszerli mintavételezés
hasonlo6 aranyban folyik a két id6szakban, igy a harom talalt egyed mintai alapjan tgy véljik,
hogy a gyijtés ideje nem befolyasolja a megbizhatosagot. A parlagi sas genetikai
vizsgalataihoz altalaban a nagyobb evez6-, szekunder és tercier evez6-, illetve farktollakat (P,
ST, T) szoktuk felhasznalni. Az eredményeink azt mutatjdk, hogy a nagyobb tollak nagy
valoészintiséggel a rezidens egyedekhez tartoznak (96,8 %). Probléma esetleg akkor meriilhet
fel, ha egy fészeknél nem sikeriil nagyobb tollakat gyiijteni. Egy magyarorszagi siirtin lakott
rétisas populdcidban viszonylag gyakori esemény a betolakodok jelenléte, melyeket
tobbségében kisebb feddtollak alapjan detektaltak (Nemeshazi et al, in prep), ezért a parlagi
sasoknal is érdemes lenne ellendrizni ennek a tipusnak a megbizhatosagat. A téves mintazas
alacsony valoszinlisége miatt ugy véljik a rutinszeriien alkalmazott mintagylijtési modszer
biztonsaggal alkalmazhato, még ha vannak is betolakodd egyedek a populdcioban és a

jovOben tovabbra is érdemes a fészek alol gylijtott nagyobb vedlett tollakat felhasznélni.
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A nagy testli ragadozoOmadarak teriilethaszndlatdnak vizsgalatara a legmegfelelébb
modszer a jeladok alkalmazasa. Ezeknek az eszkozoknek a segitségével megbecsiilhetd az
adott fajra jellemz6 ,otthonteriilet” (home range) és a ,magteriilet” (core-area). Az
otthontertilet azt a legkisebb tertilet jelenti, amelyen az egyed egy bizonyos valoszinliséggel
megtalalhato, a magteriilet az, melyben idejiik tobb mint 50%-at toltik (Worton 1995). Ezek
lefedik azt a teriiletet, amelyen az egyedek mindennapos tevékenységeiket végzik. A
territorium vagy fészkeld teriilet az otthonteriileten beliil talalhato és az egyedek védik azt a
fajtarsakkal és mas fajokkal szemben (Newton 1979). Otthonteriilet-atfedések el6fordulhatnak
egyes fajoknal példaul amikor tobb egyed vadaszik ugyanazon a teriileten eltérd
idépontokban, vagy egy idépontban, de agressziv viselkedést nem mutatnak (Fernandez et al.
2009). Az atfedéseknek, illetve maguknak az otthonteriileteknek a méretét szamos faktor
befolyasolhatja (Newton 1979).

A nagytestli ragadozémadarak nagy valtozatossdgot mutatnak az otthonteriilet-
atfedések, illetve a betolakodasok terén. A héjasas (Aquila fasciata) egyes egyedeinél erds
hatar huzodott az altaluk hasznalt teriiletek kozott, alacsony atfedési ardnnyal, akkor is, ha a
koltés meghiusult (Pérez-Garcia et al. 2013), mig mas egyedeinél nagyobb aranyban fedték
egymast (Bosch et al. 2010). A szirti sas (Aquia chrysaetos) esetén ugy talaltak, hogy
gyakoriak az otthontertilet-atfedések (Poessel et al. 2016). Egy nem kolt6 (korabban koltott)
egyednél megfigyelték, hogy 8-9 szomszédos territoriumot lefedett az altala hasznalt teriilet
(Moss et al. 2014). Ezeknek a fajoknak az esetében nem voltak célzott megfigyelések
betolakodasi eseményekre fokuszalva. Ibériai sas felndtt egyedeinek vizsgalatanal is
megfigyelték, hogy az otthonteriiletek bizonyos aranyban atfednek egymaéssal, tovabba terepi
direkt megfigyeléssel megallapitottdk, hogy az egyedek erds territoridlis viselkedést mutatnak
a hasznalt teriilet hatarain a fészkeknél (Fernandez et al. 2009). Jelados fiatal (nem koltd)
egyedek mozgésait kovetve megallapitottak, hogy azok behatolnak a koltdterritoriumokba
(Ferrer et al. 2015). Fehérfejti rétisas terepi megfigyelései soran a felnétt és a fiatal egyedek
betolakodasait is vizsgaltak. Megallapitottak, hogy a fiatal egyedek jobban megkozelithették a
foglalt fészkeket, mig a felndtt egyedek ellen erdsebb valaszreakcidt mutattak a rezidens
egyedek (Turrin & Watts 2014). Altaldban szamos ragadozomadar fajnal a szomszédos
territoriumok egyedei egy bizonyos szintig toleraljak egymas jelenlétét, mig az idegen
egyedeket eliildozik (Newton 1979). Egy héjasas populacioban, ahol a legkdzelebbi fészek
tavolsadg (7098 m) hasonld volt, mint az altalunk vizsgalt tavolsag (7206 m) megallapitottak,

hogy negativ korrelacio figyelhetd meg a fészektavolsag és a teriilethasznélat atfedésének
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aranya kozott (Bosch et al. 2010). Azonban a lehetséges betolakodasi eseményekre nem
terjedt ki a vizsgalat.

A betolakodéasok oka jelenleg még nem tisztazott, tobb kiilonb6zo alapokon nyugvo
elmélet van. Az egyik kozds vonasuk az elméleteknek az, hogy szdmos fiatal egyed kozeliti
meg a foglalt fészkeket. A fiatal egyedek a sziild6 populaciot mint atmeneti teriiletet Is
hasznalhatjak, de csak rovidebb ideig, mivel a felnétt koltd egyedek eliildozik oket (Ferrer
1993). A masik oka lehet ezeknek a latogatasoknak, hogy felmérjék a lehetséges szaporodasi
esélyeket, a megiiresedett territoriumokat vagy parokat (Ferrer 1993, Ferrer et al. 2015). Ugy
tinik, hogy az ibériai sasnal ezek a lehetdségek allnak fent, mivel a fiatal egyedek a
szaporodasi ciklus kezdete el6tt latogattak a legtobbet, amikor is még csatlakozhattak a kolto
populacidhoz. A fehérfejii rétisas esetén a fiatal és a felndtt betolakodd egyedeket is
feljegyezték. A latogatisok szdma az egész szaporodasi ciklus egészében egyenletesen
megfigyelheté volt azonban egyik latogatdsi esemény sem vonta maga utdn a koltés
meghiusulasat (Turrin & Watts 2014). A felnétt egyedek messzebbre repiilésének, amely alatt
akéar betolakodhatnak mas territoriumokba tobb elmélete is van. Példaul felmeriilt, hogy
felmérik a kornyezd territériumokat, a szomszédos egyedeket és a lehetséges
vadaszteriileteket vagy éppen az emberi zavaras jatszhat kozre (Fernandez et al. 2009, Pérez-
Garcia et al. 2013). Egy magyarorszagi jelados parlagi sas (koltd tojo) a meghitsult koltése
utan tobb masik territoriumot is meglatogatott és terepi megfigyelések alapjan egy masik
territorium fészkére be is iilt (Horvath et al. 2013). Az altalunk 6sszesen talalt hét betolakodd
koziil (37 kivalasztott fészek és a kordbban genotipizalt egyedek) négy tojo volt, koziiliik
harom rezidens volt egy masik fészeknél az adott évben ¢€s egy egyedet egyik fészeknél sem
azonositottunk, a tollminta alapjan valdsziniileg immature madéar. Eddig a békaszo sas
tojokrol azt gondoltdk, hogy a koltési iddszakban nem hagyjak el a fészek par km-es
kornyékét és tojo betolakodok esetén azt feltételezik, hogy a rezidens egyedek jobban
toleraljak Oket (Meyburg et al. 2007). Az altalunk tallt esetekben e téren nem tudjuk
megmondani, hogy mi jellemzd a parlagi sasra, mivel csak genetikailag lettek kimutatva a
betolakodok.

Kimball ¢és mtsai (2003) elmélete szerint a fiatal, nem kolt6 egyedek egy koltédparhoz
csatlakozva €s azt segitve tapasztalatot szerezhetnek. Hipotézisiik szerint ezek az egyedek a
koltOpar utodai, vagyis az aktualis fiokak rokonai. Az altalunk talalt betolakodok és rezidens
egyedek kozott az atlagos rokonsag 0,03 volt (n=24, se=0,002) amely alig tér el a rezidens
egyedek kozottitél (0,04, se=0,01, n=24) tehat a betolakodok nem alltak kozelebbi
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rokonsagban a rezidens egyedekkel vagy a fiokakkal. Az eddig publikalt betolakodasi esetek
rokonsagi hatterének vizsgdlata szegényes, ezért ennek feltardsara 1ényeges lenne a NGM
alkalmazasa.

A koltés sikerességét szamos faktor befolyasolhatja, tobbek kozt az egyedek kozotti
interakciok. A populacié novekedésével egyiitt megndhet a zavard tényezdként jelenlévo
koltd, illetve nem koltd egyedek szdma, melyek hatasara csokkenhet a szaporodasi siker.
Territoridlis ragadozd madarak esetén a koltés meghitsulasanak ¢és sikerességének
legérzékenyebb szakasza az inkubacios id0szak (Newton 1979) vagy a kikelés utani par hét
megallapitottak, hogy az inkubdcids idOszak alatt a territorialis Osszetiizések hatasaként a
kelési siker csokkent (Bretagnolle et al. 2008). Egy fehérfejii rétisas és egy ibériai sas
populacioban jelenlévd betolakodo egyedek hatasa azonban ilyen téren nem érzédott (Turrin
& Watts 2014, Ferrer et al. 2015). Az elmélet ellentéteként figyelték meg, hogy a jo6 mindségii
territoriumok (nagyobb fészekalj) gyakrabban latogatottak, amely feltételezi, hogy az egyedek
képesek felmérni azt illetve, hogy a latogatas nem vonja maga utan a koltés meghiusulasat
(Ferrer et al. 2015). Az altalunk vizsgalt parlagi sas-populacioban Ggy tiinik, hogy nem a
koltés sikertelensége vagy a territoriumon rossz mindsége valtja ki a betolakodasi
eseményeket, mivel a betolakodo egyedek koltd territoriumdn az atlagos fioka szam (2)
nagyobb volt, mint a latogatottaknal (1,57). Az atlagos legkozelebbi fészek tavolsagok alapjan
elmondhatjuk, hogy a betolakodé egyedek siiriibb kolt6 teriileten talalhatoak (NND=4816 m),
mint a betolakodasban egyaltalan nem érintett territoriumok (NND=7428 m). Tovabba
megfigyelhetd, hogy az egyedek nem a kozvetlen szomszédos fészkekhez repiilnek.

Természetesen csak vedlett tollak alapjan nem tudunk kovetkeztetéseket levonni a
betolakodasokat illetden, mivel nem tudjuk, hogy a tollak pontosan mikor és hogyan keriiltek
oda a fészkekhez. Azonban az NGM-et egyéb vizsgalati modszerekkel alkalmazva, példaul
jeladokkal, illetve direkt megfigyelésekkel mar egy pontosabb képet kaphatunk az egyedi
diszperzids mintazatokrél. A harom moddszert Osszevetve ralatast kaphatunk, hogy

ténylegesen vannak-e betolakodasi események, illetve hogy azok milyen jellegiiek.
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5. Osszefoglalas

Napjainkban egyre tobb DNS-alapi populacidgenetikai vizsgalat nem-invaziv
mintavételen alapul. Ennek elénye, hogy nem sziikséges az egyedek befogasa, nem okoz
sériilést és nem jar zavar6 hatéssal, igy kiilonosen fontos a ritka, illetve veszélyeztetett fajok
vizsgalatdban. A parlagi sas (Aquila heliaca) a Természetvédelmi Vilagszovetség vords
listajan sebezhetd (,,vulnerable”,VU) fajként van bejegyezve, Magyarorszagon pedig
fokozottan védett. Veszélyeztetett helyzete miatt fontos a populaciok minél alaposabb
megismerése, melyhez jelentésen hozzdjarulnak a nem-invaziv mintdkon alapuld
populaciddinamikai vizsgalatok, amelyekkel meg tudjuk becsiilni az egyedek ttlélési ratajat, a
koltési diszperzidt €és az éves cserélddés mértékét. Ezeknek a vizsgalatoknak az alapfeltétele,
hogy a populécioban talalhato koltd egyedek nagy részét évrdl évre azonositsuk.

A parlagi sas szocidlisan monogam faj és erds territoridlis viselkedés jellemzi ezért a
koltés idején, a fészek kornyékén és a killéfak alol gyhjtott vedlett tollak nagy
valoszinliséggel a rezidens kolté egyedekhez tartoznak. Néhany ragadozomadar-fajban
azonban el6fordult, hogy a foglalt fészek kozelében észleltek nem-rezidens (betolakodd)
egyedeket is. Ez megkérddjelezheti a fészek aldl gyljtott tollakon alapuld egyedi azonositas
megbizhatosdgat. Ugyan a legtdbb nem-invaziv tipusi mintanak mar tesztelték a
laboratériumi munkdk sordn mutatott megbizhatosagat, a mintagytijtés hibajanak ellendrzése
még nem volt ilyen vizsgalat targya.

Elsédleges célunk az volt, hogy a territoridlis ragadozémadarak fészekhez kothetd
DNS-alapu vizsgalataihoz rutinszerlien alkalmazott mintagyiijtési modszer megbizhatdsagat
valasztottunk ki 37 fészket (2013-2016), és fészkenként 6t felndttdl szarmazd vedlett tollat és
egy fiokatollat dolgoztunk fel. Molekuldris modszerekkel megallapitottuk a mintak ivarat,
majd kilenc mikroszatellita 16kuszon meghataroztuk az egyedek DNS-profiljat. A fészkekben
mintazott fiockak DNS-profilja alapjan azonositottuk a rezidens egyedeket. Mindezek mellett a
kutatocsoport altal vizsgalt nem-invazivan mintazott parlagisas-territoriumokon (2000-2016;
n=189) talalt egyedek DNS-profiljat leellendriztiik, hogy talalunk-e koztiik betolakodokat.

A vizsgalt 37 fészek kozott harom olyan esetet talaltunk, hogy a fészeknél gytijtott
egy-egy toll nem az adott territérium rezidens egyedeihez tartozott. A tobb éves adatsorban
tovabbi négy betolakodot talaltunk. A hét betolakodobol (négy tojo, harom him) otnél

azonositottuk, hogy melyik territoriumban volt rezidens az adott évben.
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6. Summary

Many population genetic studies are based on non-invasive sampling since it is
beneficial in many aspects (no disturbance, harm or contact with the organism is needed).
This method therefore provides a valuable opportunity to study rare and endangered species.
The eastern imperial eagle (Aquila heliaca) is considered as vulnerable on the IUCN red list
and highly protected in Hungary. Individual-based population genetic studies revealing
survival rates, natal dispersal and annual turnover, are important to learn more extensively
about the eagle population.

The eastern imperial eagle is socially monogamous and highly territorial. Naturally
shed feathers collected under a given nest site should therefore represent the breeding birds
occupying the given territory. However, in various raptors, observations of intruder
individuals were recorded, making the accuracy of the shed feather-based identification
questionable. Numerous laboratory methods were tested to improve the feasibility of non-
invasive samples in DNA-based procedures, but the reliability of this kind of sampling was
not yet tested.

Our primary aim was to check the realiability of the routinely used non-invasive
feather sampling in a breeding population of eastern imperial eagles in Hungary. 37 nests
were chosen between 2013 and 2016, with collecting five shed feathers and one plucked
feather from the nestlings. Additionally, in all known imperial eagle territories (2000-2016;
n=189) we looked up for intruder individuals that were recorded on more than one nest site in
the same breeding season. Individual identification was made via genotyping on nine
microsatellite markers. Resident birds on a given nest site were confirmed by the DNA-
profiles of the nestlings.

In three nest sites (out of the 37), shed feathers were found that did not belong to the
resident pair. Four other intrusion events were found when checking all known territories in
the given period. Out of the seven intruders (four females, three males), five individual’s

original territory was discovered.
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9. Fiiggelék

1. tablazat: Vizsgalt mikroszatellita I0kuszok megfigyelt (Ho) és

vart (He) heterozigociaja

Ho He
Aa02 0,852 0,766
Aa35 0,787 0,818
Aa36 0,579 0,773
Aa39 0,738 0,777
Aa43 0,515 0,531
G09 0,565 0,574
G11 0,705 0,691
Hal0o4 0,727 0,734

2. tablazat: Vizsgalt mikroszatellita l10kuszok allélszémai (Na) és

effektiv allélszamai (Ne)

Na Ne

Aa02 6,000 4,266
Aa35 10,000 5,481
Aa36 6,000 4,405
Aa39 8,000 4,488
Aa43 8,000 2,133

G09 4,000 2,347

G11 5,000 3,240
Hal04 5,000 3,764
Hall0 5,000 2,541
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3. tablazat: Vizsgalt mikroszatellita l10kuszok allélfrekvenciai

Aal2 Aa35 Aa3b6 Aa39 Aa4d3

145 0,039 252 0,043 114 0,170 188 0,050 101 0,011
147 0,054 254 0,128 116 0,268 192 0,346 106 0,019
152 0,282 256 0,128 118 0,148 196 0,029 112 0,118
154 0,267 258 0,138 122 0,005 198 0,177 114 0,107
159 0,265 260 0,030 124 0,103 200 0,233 116 0,661
161 0,093 262 0,0/0 128 0,306 204 0,102 118 0,004

264 0,119 206 0,060 120 0,077
268 0,004 208 0,002 124 0,002
276 0,011
278 0,330

G09 Gl1 Hal04 Hall0

477 0,213 319 0,002 152 0,144 231 0,075
481 0,049 327 0,139 154 0,420 235 0,048
485 0,139 331 0,456 156 0,107 239 0,502
489 0,599 335 0,197 158 0,205 241 0,365

339 0,205 160 0,124 245 0,010
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