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OSSZEFOGLALAS

A madarak ivaranak pontos ismerete kulcsfontossagul lehet mind tudomanyos kuta-
tasokban, mind a tenyészt6i munka soran. Ez azonban nagyon sok madarfajnal,
kUlondsen fidkakorban, csak molekularis modszerekkel lehetséges. Régota ismertek
olyan genetikai eljarasok, amelyekkel az elklonuUlt ivari kromoszomakkal rendelkezd
madarak nagy része hatarozhatd, de ezek az univerzalisan alkalmazott mdodszerek
sem egyforman sikeresek az egyes fajokban vagy az eltérd szovettipusokban. Vizs-
galatukban a szerz8k négy univerzalis CHD1 (Chromodomain Helicase DNA Binding
Protein 1) markert elemeztek 13 madarrend tobb mint 60 fajaban, kilonbozd szo-
vettipusokon. Eredményeik alapjan értékelték az adott fajra jellemzdé diagnosztikus
PCR-termékeket, ill. az egyes markerek felhasznalasi korlatjait.

SUMMARY

Background: Defining the sex of individual birds can be crucial for scientific studies
and captive breeding, as well. However, many bird species (and almost all nestling)
can only be sexed via molecular methods. Universal diagnostic primers that can sex
most birds are used widely, most commonly those that are based on amplifying
differently sized fragments of the CHD1 (Chromo-helicase DNA binding protein 1)
gene on the sex chromosomes. Still, little is known about their reliability in several
avian orders or in different tissue samples.

Objectives: The aim of this research was to test four frequently used universal bird
sexing markers in 13 Neognathae bird orders and in different sample types. These
markers (P2/P8, 2550F/2718R, CHD1-i16 and CHD1-i9) amplify fragments of intronic
regions of the CHD1-Z and CHD1-W genes. Samples of more than 60 bird species and
various tissue types (feathers of different sizes, dried and fluid blood) were tested.
Amplified CHD1 fragments were visualized with UV light, following agarose gel elect-
rophoresis.

Results and Discussion: Our results confirm the universality of these primer pairs
in most avian orders, but their application needs some consideration. 21% of the
small size feathers gave no detectable results. The marker CHD1-i9 did not work
in 14.5% of the feather samples. Such error occurred only in 4% of blood samples.
The marker P2/P8 needed the longest electrophoresis time, but did not yield visible
sex-specific bands even after 120 minutes in nine species. Similarly, no sex-specific
bands were detected with 2550F/2718R in seven species. In CHD1-i16, aspecific bands
making sexing diagnosis difficult were commmon, and even after improving the pro-
tocol, four species gave inconsistent results. In conclusion, these four markers can
be assumed as near universal, easy-to-use tools for molecular sexing of Neognathae
birds, but they all have some limitations. When choosing a marker for molecular sex-
ing, not only the species, but also the tissue sample should be taken into considera-
tion. We suggest to avoid the CHD1-i9 marker when using small or degraded feather
samples. P2/P8 is not recommended when the size difference between the two sex
chromosome-linked fragments is too small.
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KULONBOzS MADARRENDEKBEN

A madarak természetes populacidinak vizsgalatakor és a tenyészt8i munka
soran is fontos lehet az egyedek ivaranak meghatarozasa. A konzervacidobiol6-
giaban sokszor ivari killonbségeket is figyelembe kell venni a természetvédelmi
programok megtervezésénél és sikerik megitélésénél. A tenyészt8i munkaval
kapcsolatos ivarhatarozas gazdasagi szempontbdl is jelentds szerepet tolthet
be.

Az ivar pontos meghatarozasa madarak esetén azonban nem mindig kézenfekvd.
A fajok egy része ivari dimorfizmust mutat a tollazat szinezetében (8, 31, 41) vagy
egyéb biometriai jellemz&kben (23, 34, 37). Szamos esetben azonban kils8 ivari
bélyegek hidanyaban a himek és a tojok legfeljebb csak a koltési idészakban,
a kotloéfolt és a klodkadudor alapjan kulonithetSek el (41). Ez a bélyeg viszont
nem egyértelmd{ azoknal a fajoknal, ahol a himek is részt vesznek a kotlasban,
mint példaul a harkalyféléknél (Piciformes) (6). Tobbféle kutatas foglalkozott egy
minél gyorsabb és pontosabb ivarhatarozasi technika kifejlesztésével, azonban
a legtobb mébdszernek komoly korlatai vannak. Természetes populacidkban a
méretbeli dimorfizmus sokszor kevert, dtvonuld populacidék esetén nem ad pon-
tos eredményt (14), a korcsoportokban eltérd mértékl lehet (1, 15) és a vedlés
utdn megvaltozhat (38). Az egyéb technikak, mint példaul a két szeméremcsont
(os pubis) kozotti tavolsag mérése (34), a laparoszképia (39) vagy a laparotémia
viszont invaziv eljaras (5) és vadon él6 fajokon &ltalaban nem alkalmazhatdak.
A legszélesebb koérben a DNS-alapl moddszerek terjedtek el, kihasznalva azt,
hogy az Gjmadar-szabaslUak alosztalyaba (Neognathae) tartozé6 madaraknal az
ivari kromoszédmak dimorfizmust mutatnak. A tojok esetén két kilonbozd ivari
kromoszéma (Z és W) van jelen, ezért a csak naluk meglév8 W-kromoszémara
specifikus génszekvencidk kimutatasa jé lehetdséget ad a molekularis ivarhata-
rozashoz. Ezzel szemben a futdmadar-szabdslak alosztalydba (Paleognathae)
tartoz6 fajokban - mint példaul a strucc (Struthio camelus) vagy az emu (Dro-
maius novaehollandiae) - a W és Z ivari kromoszémak alakban és méretben nem
kalontlnek el (43).

A molekularis hatarozas kezdetben rovid szakaszU, nem specifikus (pl. RAPD,
AFLP) primerekkel és mikroszatellitakkal zajlott, mivel a kisebb méret(i W-kro-
moszéma szamos ismétlédé génszakaszt tartalmaz. Ezeknél a technikaknal
egyetlen primerpar akar 10-20 kilonboz4 szakaszt is felszaporithat, amik k6zott
taldlhatunk csak a W-kromoszémara jellemz&eket is (9). Azonban ezeknek a
modszereknek tobb hibaja is volt: a véletlenszerlien felsokszorozott polimorf
DNS-szakaszok (RAPD) nehezen reprodukalhatéak, a mikroszatellitak esetén
pedig gyakran téves azonositast figyeltek meg (21, 35). Az amplifikalt fragmen-
tumhossz-polimorfizmus (AFLP) alapjan GRIFFITHS és ORR egy megbizhatdé maéd-
szert dolgozott ki strucc ivarmeghatarozasara, harom W-kromoszémahoz k6tddd
marker alapjan (20). Azonban ez az eljards nagyon hosszd, alapos el8készlletet
igényel és igen koltséges (4).

A genetikai ivarhatarozashoz ezért azok a hosszpolimorfizmuson alapuld
technikdk bizonyultak a legsikeresebbnek, amelyek olyan genomi szakaszokat
(Gn. gametoldégokat) szaporitanak fel, amelyek a két ivari kromoszéman eltérd
hosszUsaglak (2). A mddszerben legelterjedtebben hasznéalt gén az egérben
felfedezett CHD1, ami a kromo-helikdz DNS-koté fehérje kddolasaért felel és
madarakban is megtaldlhaté a homoldgja (10). Ez a gén nagyon konzervativ és a
CHD1-Z és CHD1-W valtozat k6zott jol detektalhatd kilonbség van az intronikus
régidk hosszaban (17, 36). Kezdetben ehhez a génhez olyan primereket hasznal-
tak, amelyek azonos méret( szakaszokat sokszorositottak mindkét kromoszd-
man, de egy restrikcids enzimes kezeléssel, a nukleotidsorrendbeli kiilbnbségek
miatt, az egyik kromoszdéma terméke emészt8dott (pl. 10). A késébb kifejlesz-
tett primereknél, mint pl. a P2/P8 (19), a 2550F/2718R (17) vagy a 1237L/1272H (pl.
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30) mar nem volt sziikség emésztési |épésre az elklilonitéshez. Lehet8ség van
tovabba a génbankbdl nyert szekvenciak alapjan sajat primerek tervezésére is
egy-egy probléméasabb fajcsoport CHD1 génjére (pl. 18), vagy egyéb gének ivari
dimorfizmust mutatd intronikus régidira pl. NIPBL gén (Drosophila Nipped-B
homoldg) intron16 (40) vagy ATP5A1 gén (ATP szintetdz alfa-alegység izoform 1)
intron3 (13).

A CHD1 gén konzervativ jellege miatt az alkalmazott primerek nagyrészt univer-
zalisak, bar néhany taxon esetén mégsem mikdodnek egyforma megbizhatdésag-
gal. VucIcevic és mtsai 58 madarfajjal készitett 6sszehasonlitd vizsgalata alapjan
pl. az uhu (Bubo bubo) esetén egyik hasznalt primerpar (P2/P8, 2550F/2718R) sem
adott egyértelm( eredményt (45). A pontos azonositads mas fajcsoportok esetén
is gondot jelentett korabban, mint példaul a galambalaklGak (Columbiformes)
(32) vagy a darualaklak esetén (Gruiformes) (33).

A vizsgalatokban az alkalmazott primerek mellett a felhasznalandé szovet-
minta tipusat is jol kell megvéalasztani. Ha egy védett fajt kivanunk vizsgéalni és
azt a lehetd legkisebb mértékben szeretnék zavarni, akkor a tollgy(jtés tlnik
elénydsebbnek (42). A vérmintak azonban sokkal tdbb DNS-t tartalmaznak (24)
és igy kevés mintabdl is elegendé mennyiségl 6rokité anyagot tudunk kinyerni,
ami nagyobb sikerességet jelent a meghatarozasban (24, 29). A tollak esetén
figyelembe kell venni a tollak méretét és allapotat, mivel a kipreparalt szovet-
rész mindsége befolydsolhatja a molekularis munka sikerességét (25, 26, 44). Ha
a vedlés utan tobb hét eltelik, akkor a kdrnyezeti hatasoknak (pl. esd, para, UV
fény) kitett tollakban karosodik a DNS és még a rovidebb felszaporithaté szaka-
szok is nehezen mutathatok ki (44).

Jelen kutatasban ezért két fontos kérdésre kerestlk a valaszt: egyrészt vizsgalni
szeretnénk, hogy a CHD1 génre fejlesztett négy ivarhatarozé primerpar milyen
pontossaggal hasznalhatd tobbféle madarrenden, ill.,, hogy az eltérd szévetmin-
tak (kUlonboz8 méretl tollak, szlr8papiron vagy alkoholban tarolt vér) milyen
hatékonysaggal adnak megbizhaté eredményt. Vizsgalataink alapjan szeretnénk
dsszeallitani egy altaldanosan hasznalhatd laborprotokollt, ami minden olyan
kutatasban felhasznalhatd, ahol madarak molekularis ivarhatarozasa szukséges,
de a vizsgalt fajra vonatkozd specifikus maédszerrdl nincs elézetes informacionk.

Vizsgalatunk soran az Ujmadar-szabaslak alosztalyaba tartozé 13 madarrend
fajaibdl gydjtottink szovetmintat az dsszehasonlitdshoz (1. dbra). Els8sorban
olyan fajokat kerestlink, amelyek konzervaci6é-genetikai, viselkedésbiolégiai vizs-
galatokban vagy éppen az allatorvosi praxisban gyakoriak, ill. a madartenyésztdk
gyakran tartjak dket. A mintak tobb forrasbdl szarmaztak.

A parlagi sas (Aquila heliaca), a rétisas (Haliaeetus albicilla) és a kék vércse
(Falco vespetinus) esetén az illetékes nemzeti parkok gy(ir(izési engedéllyel ren-
delkezd munkatéarsai, az éves gylr(izési program keretében gy{jtottek tollmi-
ntat fiokaktol és vedlett tollakat felndtt egyedektdl. A tobbi, vadon éI§ fajbdl
szarmazé mintak négy kutatécsoporttdl érkeztek, Ggymint az Ocsai Madarvar-
tan és a Debreceni Egyetemen folyd kutatasokbdl, a Szalakdta Life projekttdl, a
széncinege (Parus major) mintédk pedig a Pannon Egyetem Ornitoldgiai Kutaté-
csoportjatdl. A vizsgalatban szerepld tébbi faj mintai a Nyiregyhazi Allatpark és
tenyészt8k altal beklldott toll- és vérmintak voltak. A vérmintadkat a madarak
szarnyvénajabdl vették és 96%-o0s etanolban, szaraz sz(répapiron vagy vattan
taroltadk. A papagajfajoknal és a kutatécsoportoktdl érkezett fajok egy részénél
rendelkezéslnkre alltak ismert ivari egyedektdl gydjtott szovetmintak is, amik a
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tovabbi vizsgalatokban referenciaként szolgaltak. A mintak feldolgozasa az Allat-
orvostudomanyi Egyetem Okoldgiai Tanszékén a Konzervacié-genetikai Kutato-
csoport laboratériumaban tortént. Valamennyi mintat -20°C-on, fagyasztdoban
taroltuk és minden esetben egy hdnapon belll megkezdtik a feldolgozasukat.
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1. ABRA. A vizsgdlatba bevont fajok (amelyek a félkévérrel jel6lt 13 maddrrendbe tartoznak) elhelyezkedése a madarak
filogenetikai térzsfdjan (Jarvis és mtsai, 2014 alapjdn; a szdmok millié éveket jelentenek) (27)

FIGURE 1. Distribution of the studied species (belonging to 13 bird orders that are marked bold) on the phylogenetic
tree of birds (after Jarvis et al., 2014) (27)

A DNS kivonasat minden mintatipus esetében (toll, vér) kereskedelmi forgalom-
ban kaphaté genomi DNS-izoldlé kitekkel (pl. GeneAid Genomic DNA Mini Kit
(Tissue), Macherey-Nagel NucleoSpin®), a gyartd utasitisait kovetve végeztik.
Tollmintdk esetén az emésztési [épésben 1M DTT-t (1,4-ditio-treitol) is adtunk az
elegyhez, hogy a szaru jobb emésztését eldsegitsik (46).
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A polimeraz lancreakcié (PCR) minden esetben 17 ul végtérfogatban zajlott, az
alabbi dsszetétel szerint: 1-60 ng DNS templat 3 ul pufferben feloldva, 0.065ul
DreamTag™ (Fermentas) polimeraz enzim, 1,7 ul 10x DreamTagq™ puffer (Fermen-
tas), 0,65 pl dNTP Mix (2 mM, Fermentas), 0,65 pl MgCl, (25 mM), 2 pl primer mix
(5 pmol/ul) és 8,94 u desztillalt viz.

Négy, az ebbe az alosztalyba tartozd fajokra univerzalis primerpart tesztel-
tink a molekularis ivarhatarozashoz: P2/P8 (19), 2550F/2718R (16), CHD1-i16F/R
és CHD1-i9F/R (40). Mind a négy primerpar m{ikdodési elve azonos, miszerint
eltérd méretl intronikus szakaszokat szaporitanak fel a W- és a Z-kromoszdmak
CHD1-génjén, igy ivartdl figgéen himekben egyféle (CHD1-Z), tojokban pedig
kétféle (CHD1-Z és CHD1-W) PCR-termék keletkezik. A CHD1-i16-marker haszna-
latakor a specificitds novelése érdekében minden esetben ,touchdown” |épést
(a primertapadasi hémérséklet fokozatos csdkkentése ciklusonként a megfeleld
értékig) is alkalmazni kellett a PCR soran, mivel anélkil aspecifikus szakaszok
szaporodtak fel, tébb faj estén a CHD1-W szakasz méretének megfeleld hossz
kdzelében (1. tdbldzat).

1. TABLAZAT. A PCR sordn alkalmazott stouchdown” [épés részletei a CHD1-i16 primer esetén

TABLE 1. Details of the ,touchdown” style PCR in the case of the CHD1-i16 primer

Denaturalas 95 °C 2 min
penaturation 95 °C 20s
,2Touchdown” |épés
Primertapadas N
9 ciklus: -1 °C/ciklus Annealing 60-52°¢C 45
9 cycle: -1 °C/cycle L
Lancep@es 73 °C 45 s
Elongation
Denatural‘as 95 °C 30 s
Denaturation
28 ciklus Drlmertapadas 57 °C 45 s
28 cycle Annealing
Lancepltes 73 °C 45 s
Elongation
Végso lancépités 73 °C 7 min

Final extension

A PCR-termékek szétvalasztasat agardz-gélelektroforézissel végeztik, 2%-os
agardz (Lonza SeakKem® LE) gélen 20 000-szeres higitasa festéssel (ECO Safe
Nucleic Acid Staining Solution; Pacific Image Electronics, Inc.). Mivel a kimuta-
tott PCR-termékek az alkalmazott primerparoktél és vizsgalt madarfajtdl fig-
g8en eltéré mérettartomanyba esnek (16, 19, 40), markerenként eltérs idejl (60-
120 perc) futadsokat hasznaltunk.

A mintatipusok Osszehasonlitasakor a nagyobb tollak és az alkoholban tarolt
vér bizonyult a legeredményesebben hasznalhaténak. Az egyes mintatipusok-
bél izolalt DNS atlagos koncentracidi a kdvetkezSek voltak: alkoholban tarolt vér:
12,89 ng/ul; szlr8papiron vagy vattan tarolt vér: 19,89 ng/ul; kisméretl testtollak:
8,5 ng/ul; nagyobb testtoll: 30,45 ng/ul. Az izolalt 315 darab tollmintabdl 14 kisebb
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(3 cm alatti) testtoll és 299 darab kivedlett evezd vagy farok toll volt. A testtollak
esetén 21%-ban (3 db) volt sikertelen a PCR-reakcid, mivel egyik primerpar ese-
tén sem kaptunk értékelhetd eredményt. A nagyobb tollaknal ez az arany jéval
kisebb, minddssze 2% (6 db) volt. A tollmintdk esetén a CHD1-i9 primer nem
minden esetben volt hasznalhatd, az esetek 14,5%-ban nem volt termék, 35%-
ban pedig csak a W-kromoszéméahoz kothetd, kisebb (kb. 700 bp) intronszakasz
volt kimutathatd. A vérmintak esetén az alkoholban tarolt vér izoladldsa gyorsab-
ban kivitelezhetd volt. A szlirGpapiron vagy vattan érkezett mintak is csak az
esetek 4%-aban (5 minta a vizsgalt 118-bdl) nem adtak egyértelm{ eredményt
(2. és 3. abra).

2. ABRA. Kiilénb6z6 felhaszndlt szévetminta
tipusok jaképapagdjban (Psittacus erithacus)
1. testtoll/pihetoll; 2. frissen vedlett kdzepes
méretl toll; 3. frissen vedlett nagyméretd toll;
4. vér szlrbpapiron

FIGURE 2. Different types of tissue samples in
African grey parrot (Psittacus erithacus)

1. body feather/body down feather; 2. fresh
moulted, medium sized feather; 3. fresh

moulted, large feather; 4. blood on filter-paper

3. ABRA. Kiil6nbéz8 szbvetmintdkon végzett
ivarhatdrozds sikeressége két gyakran vizs-
gadlt papagdjfaj esetén. A két fajndl az azonos

sorszdm ugyanahhoz az egyedhez tartozé - - - -
mintdkat jeldl
. . . 1,-2 “3EASS5 15283 ma" 5
1. testtoll/pihetoll (1-3 cm hosszd); 2. frissen E. roseicapillus E. roseicapillus
. a P . ISS 20038455 132983 4:%5
vedlett, kdzepes méretl toll (4-7 cm hossz(); P. erithacus P. erithacus

3. frissen vedlett, nagyméretl toll (7 cm-nél
hosszabb); 4. vér szlr8papiron; 5. Vér alkohol-
ban

FIGURE 3. Success of the molecular sexing
with different sample types in two often stud-
ied parrot species. Within species, the same
sample numbers belong to the same individ-
uals

1. body feather/body down feather (1-3 cm
long); 2. fresh moulted, medium sized feather
(4-7 cm long); 3. fresh moulted, large feather

(longer than 7 cm); 4. blood on filter-paper; o
123 45 123 45

5. blood stored in alcohol G R
E. roseicapillus s St s E. roseicapillus

WS P SR S
P. erithacus P. erithacus

Az egyik leggyakrabban hasznalt primerparnal, a P2/P8-nal a termékek mérete a
sélyomalaklak (Falconiformes) rendjébe tartozd fajok esetén és a nadi tlicsok-
madéarnal (Locustella luscinioides) 450-490 bazispar (W-kromoszdéma), ill. 360-
450 bazispar (Z-kromoszéma) volt, a tobbi madarrendben 300 és 450 bazispar
nagysagl szakaszokat kaptunk. A két termék kozotti méretklldonbség tobb faj
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esetén is minddsszesen 10-20 béazispar volt (ennél a primerparnal, eltér8en a
masik harom markertdl, az altalunk vizsgalt fajoknal mindig a CHD1-W szakasz
a hosszabb). Néhany fajban a hosszabb futasi idé (120-180 perc) ellenére is
csak egy PCR-terméket sikeriilt kimutatni, mint pl. a nagy fakopancs (Dend-
rocopus major), az egerészolyv (Buteo buteo), a rétisas, a parlagi sas vagy a
kakukk (Cuculus canorus) esetében (2. tdbldzat). Ezeknél tehat vagy csak az egyik
kromoszéma CHD1-fragmentje szaporodott fel, vagy olyan kicsi volt a méret-
kilonbség, hogy az altalunk alkalmazott agarbzgél-elektroforézissel nem voltak
elkulonithet8ek a termékek. A nyari 1Gd (Anser anser) esetén hossz( futasi id8
utan szétvalt a két PCR-termék, a kis méretkllénbség miatt azonban ez nehe-
zen volt azonosithato.

2. TABLAZAT. A négy haszndlt primerpér W-és Z-kromoszémdkon 166 véltozatainak kézelitd fragmenthossza bézispdrban

megadva ("x”: primerek nem adtak terméket). Az ,N” a mintaelemszdmot jeléli.

TABLE 2. Estimated lengths of the amplified CHD1-W and CHD1-Z fragments (given in base pair) in the four used sexing primers (x":

primers failed to amplify). N means the sample size.

Rend/Csalad/
Faj

Order/Family/
Species

Anseriformes
Anatidae

2550F/2718R CHD1-i16

Anser anser

<330

‘ <330 ‘ 500 ‘ X ‘ 410 ‘ 510 ‘ 600 ‘ 1300

Galliformes
Phasianidae

Gallus gallus

380 ‘

360 ‘ 450 ‘ 600 ‘ 400 ‘ 550 ‘ 800 ‘ >1000

Accipitriformes
Accipitridae

Aquila heliaca

20

390 450 700 430 650 600 >1000

Buteo buteo

390 450 650 400 650 500 >1000

Haliaeetus
albicilla

20

400 450 750 400 700 600 >1000

Gruiformes
Rallidae

Crex crex

400

390 300 550 >1000 550 650 X

Rallus aquaticus

410

400 X 650 >1000 550 700 X

Charadriiformes
Scolopacidae

Calidris pugnax

400 400 600 350 600 600 1000

Tringa glareola

400 400 600 350 600 600 1000

Columbiformes
Columbidae

Columba livia

10

390

380 450 680 400 650 600 X

Streptopelia
decaocto

390

380 450 650 400 650 650 X

Cuculiformes
Cuculidae

Cuculus canorus

380 700 >1000 600 ‘ >1000 ‘ 500 ‘ 1000

53
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Strigiformes

Strigidae
Asio otus 3 380 370 1100 650 1100 600 550 >1000
Otus scops 8 360 350 1100 650 1100 600 500 1000
Strix spp. 4 350 1100 650 1100 600 600 >1000
Coraciiformes

Coraciidae
Coracia Garrulus 20 350 300 400 600 400 550 600 >1000

Alcedinidae

Alcedo atthis 2 400 380 450 600 400 520 600 >1000
Dacelo novaeg- 2 390 340 400 700 X 600 600 >1000
ulneae

Meropidae
Merops apiaster 12 390 350 500 630 400 580 500 1000
Piciformes

Picidae
Dendrocopos

_ 3 400 550 650 420 550 650 x
major
Falconiformes

Falconidae
Falco peregrinus 7 460 450 500 650 440 700 600 1000
Falco rusticolus 1 460 450 500 800 440 700 600 1000
ZZ’SCO vesperti- 20 450 360 500 770 440 600 600 1000
Psittaciformes

Cacatuidae
Cacatua spp. 34 400 380 420 600 450 650 600 >1000
Eolophus rosei- 25 390 370 550 600 400 600 600 >1000
capilla
Nymphicus hol- 17 450 390 450 650 500 650 600 >1000
landicus

Psittacidae
Amazona spp. 28 400 390 400 650 450 650 600 >1000
Ara spp. 60 390 380 450 700 450 650 600 >1000
Aratinga nenday 5 390 370 450 650 450 650 600 >1000
Bolborhynchus 4 390 380 400 650 450 650 X X
lineola
Myiopsitta 7 390 360 400 700 450 700 600 >1000
monachus
Pionites spp. 10 390 380 400 650 450 650 600 >1000
Poicephalus 23 330 310 450 X 400 600 600 >1000
senegalus
Psittacus erit- 69 390 370 550 600 500 650 600 >1000
hacus
Pyrrhura spp. 34 390 380 400 600 450 650 600 >1000

Psittaculidae
Alisterus spp. 8 330 310 300 650 300 650 700 >1000
Polytelis spp. 8 330 310 300 650 300 650 600 >1000
psittacula spp. 90 390 380 450 700 400 600 650 >1000

Trichoglossus spp. 1 340 310 450 700 450 650 600 X
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Passeriformes

Oriolidae

Oriolus oriolus 1 380 360 500 650 400 600 550 1000
Corvidae

Garrulus glanda-

rius 3 390 360 500 700 400 600 550 1000

Passeriformes
Oriolidae

Oriolus oriolus 1 380 360 500 650 400 600 550 1000
Corvidae

Sss”“/us glanda- 3 390 360 500 700 400 600 550 1000
Paridae

Parus major 10 390 310 450 650 400 650 650 X

Periparus ater 10 390 350 X 650 400 600 550 1000

Poecile palustris 10 390 350 500 650 400 600 650 X
Phylloscopidae

Phylloscopus sp. 30 390 370 X 650 400 600 650 >1000
Acrocephalidae

Acrocephalus spp. 20 390 370 450 650 X 500 700 >1000

22’:;5;“'“5 seir o 390 370 450 650 X 500 700 1000
Locustellidae

Locustella

luscinioides 7 490 390 450 650 400 600 650 >1000
Sylviidae

Sylvia sp. 13 390 370 450 650 400 600 600 >1000
Sturnidae

Sturnus vulgaris 1 400 380 450 650 400 600 600 >1000

ég;’iggmis 2 320 300 450 600 X X 700 >1000
Turdidae

Turdus sp. 7 390 370 X 700 420 650 700 X
Muscicapidae

Erithacus rubecula 10 370 350 500 650 400 600 700 1000

Luscinia spp. 1 400 380 500 650 400 600 550 1000

Phoenicurus spp. 1 320 450 650 400 600 700 >1000

Saxicola rubetra 2 400 360 X 700 400 600 650 >1000
Passeridae

Passer montanus 12 390 360 450 650 400 600 550 1000
Prunellidae

ﬂggi:fns 10 390 370 450 650 400 600 550 1000
Fringillidae

Carduelis carduelis 3 400 360 X 650 400 600 600 1000

iabri?ﬁ:ws 28 350 340 450 700 450 650 650 >1000

Emberizidae

Emberiza calandra 3 380 360 500 650 400 600 550 1000
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A 2550F/2718R primerpar hasznalataval az énekesmadar-alaklak (Passeri-
formes), papagajalakGak (Psittaciformes), szalakdtaalaklak (Coraciiformes),
vagémadar-alaklak (Accipitriformes) és galambalaklak (Columbriformes) rend
fajainal a W-kromoszéman |évé szakasz mérete 400 és 550 bazispar, a Z-kro-
moszéman |év3 szakasz mérete 600 és 700 bazispar kozotti volt, a két sza-
kasz k6zott 100-200 bazisparnyi kilonbséggel. A bagolyalaklak (Strigiformes)
és kakukk esetén ettdl teljesen eltérd hosszlUsagl termékek voltak megfigyel-
hetSek: a CHD1-W-szakasz 1000 bazisparnal hosszabb, mig a CHD1-Z-szakasz
650-700 bazispar hosszUsagu volt (1. tdbldzat). A CHD1-W-szakasz néhany fajban,
mint pl. a szenegéli papagaj (Poicephalus senegalus), a fenyvescinege (Periparus
ater), a rozsdas csuk (Saxicola rubetra) és a guvat (Rallus aquaticus) nem szapo-
rodott fel.

A CHD1-i16-marker esetén a kapott PCR-termékek mérete a darualaklak (Grui-
formes) és a bagolyalaklak (Strigiformes) rendet és a kakukkot leszamitva 300-
500 bazispar (W-kromoszdéma) és 500-700 bazispar (Z-kromoszdéma) kdzott volt,
legalabb 100 bazisparnyi kilénbséggel.

A bagolyalaklak (Strigiformes) rendben és a kakukk esetén a CHD1-W sza-
kasz 1000 bazisparnal hosszabb, mig a CHD1-Z szakasz 600 bazispar hosszu, a
darualaktak (Gruiformes) rendben a CHD1-Z szakasz 550 bazispar hosszU volt
(2. tdblazat). Néhany faj esetén a rovidebb, W kromoszéman 1évé fragment nem
szaporodott fel, igy nem volt alkalmas a nadiposzatakban (Acrocephalus spp.)
és a pompas fényseregélyben (Lamprotornis superbus) a tojok azonositasara. A
rétisas, a guvat és a nyari |Gd esetén pedig a mddositott PCR profil ellenére is
tobb alkalommal az azonositast megnehezitsé fragment szaporodott fel CHD1-W
szakaszon (400-600 bp kozott).

A CHD1-i9 marker W kromoszéman |évs szakasza minden vizsgalt madarrend-
ben 500-800 bazispar méretl, a CHD1-Z-szakasz minden faj esetén 1000 vagy
annél tobb (kb. 1100-1300) bazispar hosszlsagl volt. Ez a primerpar a tollmintak
14,6%-aban egyaltaldn nem adott terméket, a vérmintak 4-6%-aban pedig a
hosszabb, CHD1-Z-fragment nem szaporodott fel. Néhany fajnal ez a probléma
minden esetben fennallt, hogy csak a W-kromoszéman |évd szakasz szaporodott
fel, példaul az énekes rigdé (Turdus philomelos), a baratcinege (Poecile palustris),
a nagy fakopancs, a haris (Crex crex) és a guvat esetén. igy ezeknél a fajoknal, a
fragmentek hosszaban megfigyelhetd nagy variabilitdas miatt, nem ajanlott ivar-
hatarozasra. A Katalin-papagaj (Bolborhynchus lineola) volt az egyetlen faj, ami
a tesztelés soran egyszer sem volt meghatarozhatd ezzel a primerrel, ugyanis
egyik kromoszémahoz tartozd szakasz felszaporitdsa sem volt sikeres még vér-
mintaknal sem.

A molekuléaris ivarhatarozads madarak esetén altaldban megbizhatdéan hasznal-
hatd, szemben a viselkedés megfigyelésével vagy az egyes testméretek alapjan
torténd hatarozassal. A rendelkezésre allé technikak fejlddésével mar nem csak
a felndtt madarak, de a még tojasban 1év3 embridok szexalasa is megoldhatd
(28). A mintak gy(jtésekor és a vizsgalat megtervezésekor azonban figyelembe
kell venni a rendelkezésre 3all6 szdvetmintak tipusat. Eredményeink alapjan a
vérmintak akar alkoholban voltak tarolva, akar szlrépapirral lettek felitatva, meg-
bizhatdéan hasznalhatdak. A tollmintak esetén azonban a toll mérete és allapota
jelent8sen befolyasolta a sikerességet (pl. 25, 44). A kisméret{ tollak vizsga-
lata 21%-ban sikertelennek bizonyult, akarcsak a korabbi vizsgalatok eredményei
alapjan a régebben kivedlett tollak. Ennek hatterében az allhat, hogy az ilyen
mintakban kevesebb mennyiségl, er8sebben széttoredezett DNS taldlhatd (44).

Az alkalmazni kivdnt mdédszer (primerpar) kivalasztdsa ezért dsszefligg a sz6-
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vetminta tipusaval, mivel a varhatd termékméretek meghatarozzak az azonosi-
tas sikerét. A legrovidebb szakaszokat felszaporitd P2/P8 primer alkalmas lehet
lebomlott szdévetmintak, vagy a tojasban 1év8 fidka ivarhatarozasahoz is (29),
mivel az altalunk vizsgalt mintatipusok esetén mindegyikében sikeresen kimu-
tathatd DNS-terméket eredményezett. Azonban a két kromoszémahoz koétddd
valtozatok méretei k6zott ennél a primernél volt a legkisebb a klldonbség, ezért
tobb fajnal hosszU (akar 120 perces) elvalasztasi id8re is szUkség lehet, ill. egyes
fajoknal ez sem elegend§ az allélok egyértelm( elkilénitéséhez. igy fennall a
veszélye annak, hogy a tojokat hamisan himnek lehet detektalni. A nagyobb
felbontas érdekében ennél a primerparnal a koltségesebb akril-amid gél hasz-
nalatat javasoljak, pl. a vorosbegy (Erithacus rubecula) vagy a bagolyalaklak (Stri-
giformes) rendjébe tartozd fajok esetén (3, 45). Az eredményeink alapjan viszont
ezeknél a fajoknal is jol meghatarozhatd az ivar agarbdzgél-elektroforézis segit-
ségével, minddssze a macskabagoly (Strix aluco), a malaj erdeibagoly (Strix lep-
togrammica), nagy fakopancs, az egerészdlyv, a rétisas, a parlagi sas, a nyari l4d
és a kakukk esetén tapasztaltuk, hogy nem valik szét jél lathatéan a két kromo-
szOmahoz tartozé szakasz. A masik harom primer elénye, hogy a két fragment
kozott joval nagyobb a méretklldonbség és akar mar 30-40 perces gélelektrofo-
rézist kovetden is azonosithatdva valnak a termékek. Friss szévetmintak esetén
jol hasznalhatdak, csupan tollmintaknal fordult eld, hogy az CHD1i9 és CHD1i16
primerek alkalmazasaval az 1000 bazisparnal hosszabb termékek nem minden
esetben szaporodtak fel. A legtdbb fajnal a 2550F/2718R és a CHD1i16 primerpar
bizonyult a legmegbizhatébbnak.

Némely madarrend esetén a CHD1-génen alapulé molekularis ivarhatarozas
nem mindig jart egyértelmi{ eredménnyel. Korabbi, tobb fajon végzett kutata-
sokban a baglyoknal (Strigiformes) az ivarhatarozds gyakran sikertelen volt (5,
19, 30, 45). Mddszertani fejlesztésként a Z37B primerpért javasoltdk Dawson és
mtsai (7) ezekre a fajokra, azonban az altaluk taldlt fragmentek kozott nagyon
kicsi méretkllonbség volt (2-19 bazispar) és a szétvalasztashoz kapillaris-elekt-
roforézist hasznaltak. Sajat kutatdsunk soran viszont azt tapasztaltuk, hogy négy
bagolyfaj esetén agardzgél-elektroforézissel is azonosithatdk az ivarok, csak a
P2/P8 primerpar nem adott egyértelm( eredményt a macskabagoly és a mal3j
erdeibagoly esetén. Mind a négy bagolyfajban a CHD1-W-valtozat a 2550F/2718R
és a CHD1i16 primer esetén szokatlan mdédon 1000 bazisparnal hosszabb termé-
ket adott. Kizartuk annak lehetéségét, hogy mellékterméket kaptunk volna, mivel
csak azokban a mintakban jelent meg ez a termék, ahol a masik két primer alap-
jan egyértelmdien tojét hataroztunk vagy elézetes ismeretlink volt az egyedrdl.

A 13, Gjmadar-szabasuak alosztalyba (Neognathae) tartozé madarrend tobb
mint 60 fajaval végzett vizsgalat soran megallapithatjuk, hogy az aspecifikus,
univerzalis markerek, amiket széles kérben hasznéalnak ivarmeghatéarozasra, jol
alkalmazhatéak a legtobb altalunk vizsgalt fajban. Azonban mindegyik primer
esetén vannak limitald tényezdk, amiket a vizsgalatok soran figyelembe kell
venni. Tapasztalataink alapjan a madarak molekularis ivarmeghatarozasanal az
alabbi eljarasok betartasat javasoljuk:

(1) A szévetminta megvalasztasakor, ha a toll mellett dontiink, akkor minél
hamarabb kezdjik meg a mintak izolalasat és a DNS kivonasat.

(2) Tollgy(ijtés esetén a minél nagyobb méretiit (pl. evez8toll, faroktoll) valasz-
szuk, ill. vedlett toll esetén a frissebbeket. A fajok ivari kromoszémai evollcids
léptékben mérve gyorsan valtoznak (12, 13, 22), emiatt el&fordulhatnak olyan
fajok, amelyekre egy adott marker egyaltaldan nem mdkodik (pl. mutacié lehet
a primerek kot8helyein), vagy nem megbizhatdan mkdodik (csak ez egyik kro-
moszéman |év8 gametoldgot szaporitja fel). Tovabbd a nagyobb madarrendek-
ben, mint pl. az énekesmadar-alakltak (Passeriformes) vagy a papagajalaklak
(Psittaciformes) esetében egyik vagy masik primerpar nem az adott csoportra
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jellemzd méretl terméket adja. A mi esetlinkben ezt tapasztaltuk két ausztraliai
papagajnemben (Alisterus és Polytelis), amelyeknél a CHD1-W-termék jéval rovidebb
(300 bp) a 2550F/2718R és a CHD1-i16-marker esetén is, mint a tobbi papagéjfajban
(400-500 bp; 2. tdbldzat).

(3) Ha nincs el8zetes adatunk arrdl, hogy az altalunk valasztott faj ivarhatarozasa-
hoz melyik primer hasznalhatd a legmegbizhatdbban, akkor tollmintak esetén kerll-
juk a hosszl, 1000 bazispar feletti terméket adé markereket (mint pl. a CHD1-i9),
mert a nagy termékmeéret miatt fragmentalt DNS-nél nem mindig ad eredményt.
A j6é mindségl, vélhetéen sok DNS-t tartalmazé szovetmintak esetén (pl. vér, tokos
fiokakori toll, frissen vedlett nagyméretd toll) a négy primerpar barmelyike hasznal-
hatd, azonban érdemes figyelembe venni, hogy a P2/P8 primerekkel sokszorozott
PCR-termékek elvalasztasa hosszu idejl elektroforézist igényelhet. Az esetlegesen
keletkez6 mitermékek elkerllése érdekében a CHD1-i16 primerek hasznalatakor
javasolt az Un. y,touchdown” PCR-protokoll alkalmazéasa.

(4) Bizonyos fajok esetén a jél m(ikodd markerek sem adnak megbizhatd ered-
ményt, mint pl. a guvatnal, harisnal vagy a kakukknal. Eppen ezért, hogy elkeriiljik
a téves hatarozasokat, azt javasoljuk, hogy olyan fajnal, ahol nem taldlunk informa-
ci6ét a markerek megbizhatdsagardl, ott minden esetben minimum 2-3 primerpar-
ral kezdjik a meghatarozast, szovetmintatdl fliggetlendl. ill. érdemes ismert ivard
egyedektdl is mintat venni, hogy az esetleges felszaporodd mitermékeket kizar-
hassuk.

(5) A gélelektroforézis soran pedig szem el6tt kell tartani, hogy a Z és W valtozat
kozott mekkora a méretbeli kiilonbség, mert kis kilonbség esetén slrlibb gélre és
hosszabb futasi idGre lehet szikség.

Osszefoglalva, az altalunk megadott szempontokat figyelembe véve és a primer-
tesztelésen végighaladva a legtobb madarrend esetén konnyen kivitelezhetévé valik
a molekuléris ivarhatarozas. Reméljik, hogy az dsszeallitott protokoll hozzajarul a
gyorsabb és eredményes kutatastervezésekhez.
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