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Roviditések jegyzéke

IUCN Természetvédelmi Vilagszovetség (International Union for Conservation
of Nature)

STR rovid tandem ismétlodés (short tandem repeat)

SSR-ek simple sequence repeats (egyszerli szekvencia ismétlddések)

DNS dezoxiribonukleinsav

RAPD Random Amplified Polymorphic DNA (random amplifikalt polimorf
DNS)

PCR polymerase chain reaction (polimeraz-lancreakcio)

MtDNS mitokondrialis DNS

CYTB cytochrome b (citokrom b)

Col cytochrome c oxidase subunit 1 (citokrom ¢ oxidaz I. alegysége)

NCBI National Center for Biotechnology Information (Nemzeti Biotechnolo-

giai Informéacios Kozpont

BOLD Barcode of Life Data

HEX Hexachloro-fluorescein

FAM Fluorescein amidite

ROX Carboxy-X-rhodamine

ML Maximum likelihood

Na(forrasfaj) Az egyes forrasfajokban detektalt allélszam
Na(fokuszfaj) Az egyes fokuszfajokban detektalt allélszam
Ho(forrasfaj) Az egyes forrasfajokban tapasztalt heterozigocia
Ho(fokuszfaj) Az egyes fokuszfajokban tapasztalt heterozigocia



1 Bevezetés
1.1 Mikroszatellita markerek fajok kozotti (,,cross-species”) alkalmazasa

Ahhoz, hogy az egyes fajok populacidi képesek legyenek az allandéan formalddod
koriilmények kozott fennmaradni, elengedhetetlen, hogy kell6 mértékli genetikai variabili-
tassal rendelkezzenek. Ennélfogva, a genetikai diverzitas fajok illetve populaciok kozotti és
azokon beliili felmérése a konzervaciobiologia egyik legfontosabb célja. Napjainkra mar
szamos technika koziil valogathatunk, ha a genetikai diverzitas felderitése a célunk, ezek
kozil az egyik legnépszeriibb a mikroszatellita genetikai markerek (mas néven STR, SSR)

alkalmazasa [1].

Az utobbi idében a kutatok egyre tobbszor szavaztak bizalmat mikroszatellita mar-
kerek alkalmazéisanak, a bioldgia legkiilonfélébb teriiletein végzendd kutatdsaikhoz,
ugyanis, alkalmazasuk szamtalan elénnyel jar [2]. E markerek hasznalatanak vannak azon-
ban hatranyai is, melyek koziil talan a leggyakoribb, hogy a 10kuszok (és a flanking régioik)

polimorfizmusa kdvetkeztében nincsenek hozzajuk olyan univerzalis primerek, melyek ké-

crer

Uj mikroszatellita markerkészletek kifejlesztése az egyes fajokra hosszi évekig ren-
geteg pénzt és id6t felemésztd vallalkozasnak szamitott. Manapsag viszont a genomika fej-
16désével, 1 stratégiak és protokollok bevezetésével olcsobba valt e markerek de novo ki-
fejlesztésének folyamata. Egy adott fajra specifikus mikroszatellita marker tervezéséhez
nagy vonalakban a kdvetkezd protokollt kell kovetni: elsd 1€pésben valamilyen technikaval
talalni kell egy ismétlddéseket tartalmazd DNS szakaszt, valamint azonositani az ezt szegé-
lyez6 (,,flanking”) régiok nukleotid szekvenciajat, hogy meg lehessen tervezni a komple-
menter primerpart. Kovetkezd 1épésben optimalizalni kell a PCR reakcidok koriilményeit,
majd sok egyeden tesztelni a 16kuszt, hogy informaciot kapjunk polimorfizmusanak mérté-
kérdl [4]. Mindig van lehetdség fajonként kiilon-kiilon markerkészletet kifejleszteni, de su-
lyos anyagi vonzatai miatt gyakran tesztelnek egy adott fajnal polimorfnak mutatkoz6 mar-

kert kozel rokon fajokon is (,,cross-species testing”).

Habar a primerek nem univerzalisak, egy adott fajra kifejlesztett parjuk viszonylag
tag taxonomiai kereteken beliil eredményezhet sikeres mikroszatellita felszaporitast, melyet
kereszt-, angolul ,.cross-species” amplifikacionak neveziink [5]. A ,,cross-species”
amplifikaciot illetve polimorfizmust szamos tényez6 befolyasolja, ilyen 1. az eredeti/forras

fajok, (,,source” species; melyekre az adott primert kifejlesztették), és a kereszt-reakcioban



résztvevo fajok, mas néven fokuszfajok (,.target” species) kozotti filogenetikai tavolsag, 2.
az esetlegesen fennalld6 homoplazia, 3. az STR szakasz felszaporitasahoz beallitott PCR
program anellacios hémérséklete és 4. a marker forrasfajban megfigyelhet6 variabilitasanak
foka [3]. Ezzel ellentétben nem talaltak kapcsolatot a ,,cross-species” amplifikacio sikeres-
sége és a lokusz repeat motivuma (pl.: di-, tri-, vagy tetranukleotid) illetve strukraraja (pl.:
tokéletes, tokéletlen vagy Osszetett) kozott [3]. A kereszt-amplifikacio sikere, valamint a
forras- és fokuszfajok evolucios szétvalasanak ideje kozotti viszonyt sok vizsgalatban ele-

mezték, a madaraknal kiilondsen széles fajspektrumot vizsgalva [4-7].

Ahhoz, hogy a fenti vizsgalatokat elvégezhessék, elengedhetelen az interspecifikus
genetikai tdvolsagok megallapitasa. Ezt altaldban olyan markerekkel érdemes elvégezni, me-
lyek mar sok fajra elérhetéek az adatbazisokban (pl. mitokondrialis cox1 vagy citokrom-b
gének szekvenciai) [8, 9]. A fentebb emlitett kérdésre vonatkozd eredmények Gsszhangban
vannak egymassal annyiban, hogy a forras- és a fokuszfaj kozotti genetikai tavolsag, azaz
evolucids elvalasi idejiik novekedésével csokken a ,,cross-species” amplifikacid sikere és a

marker polimorfizmusa, ennek mértéke azonban taxononként valtozoé [3].

A homoplazia azért jatszik fontos szerepet a koriiljart kérdéskorben, mivel abban az
esetben is sikeresnek mutatkozhat a kereszt-amplifikacio, amennyiben a forras- és fokusz-
fajban csupan egymastol fiiggetleniil akultak ki a PCR primerek bekotését lehetévé tevo,
hasonlé szekvenciaju genomi régiok, mely az aspecifikus ,,PCR-miitermékek™ felszaporo-

dasat okozhatja, és ezaltal a marker fokuszfajban vald alkalmazasat is megnehezitheti.

Egy masik altalanos szabaly, hogy minél alacsonyabb anellaciés hdmérsékletet
adunk meg egy PCR programnal, annél inkabb megnd az esély arra, hogy a ,,cross-species”
felszaporitas sikeresnek bizonyul, illetve, hogy a tesztelt mikroszatellitanal polimorfizmust
detektalunk, fiiggetleniil a két faj kozti genetikai tavolsagtol. Ennek oka, hogy hogy a pri-
merek kotddéséért felelds, adott mikroszatellitat szegélyezd flanking-régiok rendszertanilag
sz¢éles korben megtalalhatok, igaz sokszor szdmos mutaciot felhalmozva, a homérséklet
csokkentésével pedig lehetdség nyilik arra, hogy a primerek hozzakotddjenek ezekhez a nem
egészen homolog szakaszokhoz, masképpen kifejezve kisebb lesz a maximalis anellacios
hémérséklet, melyen heterolog amplifikacio még lehetséges [3]. Végiil egy olyan tendencia
is felallithat6, miszerint minél nagyobb foku variabilitas figyelhetd meg egy SSR 16kusznal
az eredeti fajban, a célfajok annal nagyobb korében detektalhatd polimorfizmus a vizsgalt

markerre nézve [3].



Osszefoglalva, korunkig szdmtalan kutatést szenteltek a ,,cross-species” amplifikacio
kiilonb6z6 taxonok korében végzett vizsgalatanak [1, 5, 6, 10-13], ennélfogva napjainkra
mar szamos ismerettel rendelkeziink, melyek segithetnek kiindulopontot nyujtani a jové Ku-
tatdi szdmara, hogy milyen tényezdoket érdemes szem el6tt tartani, amennyiben céljuk, egy
adott fajban leirt primer készlet mas ¢él6lényeken valo, sikeres kereszt-amplifikacios teszte-

lése.

1.2 Mikroszatellitak

A mikroszatellitak, egyéb neveiken STR-ek (short tandem repeats) vagy SSR-ek
(simple sequence repeats), repetitiv DNS szakaszok, melyeken beliil bizonyos, 1-6 nukleotid
hosszusagu motivumok, ismétlédnek tandem médon elrendezddve. Az ismétlddo szakaszok
szekvenciajat tekintve, lehetnek tokéletes, tokéletlen, megszakitott valamint dsszetett tipu-
saik, az egyes motivumok hossza alapjan csoportositva pedig mono-, di-, tri-, tetra-, penta-
valamint hexanukleoid ismétlédések [14]. Megtalalhatok az Gsszes, eddig vizsgalt genomt
¢l6lény orokitéanyag-allomanyaban, méghozza azok jelentds részét kitéve [15]. Talnyomo
hanyadukkal a fehérjéket nem kddold, mig kisebb résziikkel a kddold régidkban is talalkoz-
hatunk [16]. Abnormalis expanzidjuk Osszefiiggésbe hozhatd szamos emberi betegség, pél-
daul a Huntington-kor, a térékeny X-szindroma vagy a dystrophia myotonica 1-es és 2-€S
tipusanak kialakulasaval, melyek jelentds részében a trinukleotid motivumok kddold
régiokbeli felszaporodasa felelds [17-19]. Az mikroszatellita régiok felfedezése ota szamos
szereplikre deriilt fény. Szerepet jatszanak a génexpesszio szabalyozasaban, az ,,alternative
splicing” folyamataban, a kromatin organizacioban és a meiotikus rekombinacioban is [15,
17]. A mikroszatellitak eloszlasa a kodold és nem kodold régidkban, 6sszdenzitasuk, illetve
az egyes mikroszatellita tipusok eléfordulasdnak aranya a genomban taxonspecifikus. A ge-

rincesek kozott a madarak genomjaban a legalacsonyabb ezen DNS szakaszoknak az aranya
[16, 20].

Genetikai markerként val6 alkalmazasukat szdmos tényezOnek koszonhetik. E16szor
is, modfelett gyakoriak az él61ények orokitdanyag-allomanyéaban, igy kelld szamban allnak
tudosok rendelkezésére. Masodszor, igen nagy variabilitassal birnak, a legtobb l6kuszon
tObbszoros allélizmust talalunk, sokszor igen nagy allélszammal [2]. Ennek oka, hogy a
mikroszatellitak a genom tobbi részéhez viszonyitva, sokkal magasabb mutacios rataval (10
2-10°® nukleotid/16kusz/generacio) jellemezhetdk, foként a DNS replikaciokor bekdvetkezd
csuszas (,,slippage”) nevi jelenség kovetkeztében, mely soran a lokusz ismétlédé motivu-

mainak szama megvaltozik). [14, 15, 21]. Harmadszor, ezen DNS szakaszok

5



autoszomalisak, vagyis biparentalisan, rekombinalodva 6roklddnek, igy jobban hasznalha-
tok példaul leszdrmazasi vagy populdcidgenetikai vizsgalatokban, mint a haploid és
uniparentalis organellumi lokuszok. Rdadasul kodominans markerek, vagyis a heterozigotak
azonositasa is lehetséges, ellentétben pl. a dominans/recessziv RAPD vagy miniszatellita
technikakkal [2]. Negyedszer, mivel felszaporithatok PCR technologiaval, olyan esetekben
is dolgozhatunk veliik, mikor minddssze csekély mennyiségli vagy mindségli (in. low-copy
number) DNS minta 41l rendelkezésiinkre. Igy non-invaziv minték (pl. egy rejtett életmodot
folytaté madar levedlett tollaban talalhato vérrog) vagy igazsagiigyi mintak (pl. egy bomlés-
nak indult tetem) esetén is j6 eséllyel alkalmazhatok. [22, 23]. Otodszor, a PCR-primereket
altalaban a repetitiv régiok melletti (4n. flanking) DNS szakaszokhoz tervezik. [2]. A kozel
rokon taxonok mikroszatellitainak flanking régioi pedig gyakran konzervaltak, igy egy adott
fajra kifejlesztett primer-készlet szamos esetben sikeresen alkalmazhat6 kozel rokon fajok
esetében is [24]. A fajok kozotti filogenetikai tavolsag novekedésével egyre tobb mutacio
halmozadik fel, mind a mikroszotellitakban, mind flanking-régioikban, ennélfogva kijelent-
hetd, hogy egy adott forrasfajban polimorfnak mutatkozé marker sikeres PRC-es

faj kozti filogenetikai tavolsag novekedésével [3, 5, 6].

A mikroszatellita markerek felhasznalasa rendkiviil széleskordi, ugyanis azonkiviil
hogy a genetikai diverzitas felmérésére hasznaljak dket konzervacidgenetikai kutatdsokban
[25], szamos egyéb teriileten is alkalmazzak képviseldiket. Igy pl. genetikai térképek készi-
téséhez [26, 27], bliniigyek felderitéséhez [28-30], egyedi azonositashoz [31], populacioge-
netikai [32], apasagi [33], rokonsagi vizsgalatokhoz [34, 35], beltenyésztettség monitoroza-
sara [36, 37], és kozel rokon fajok filogenetikai rekonstrukcidjahoz is [38].

1.3 Papagijok

A papagajalakiak (Psittaciformes) a madarak osztalyanak egyik moédfelett diverz
rendjét képviselik, ugyanis fajaik jelentds valtozatossagot mutatnak morfoldgidjukban és
okologiai funkciojukban egyarant. Tobb mint 400 faj tartozik a rendbe, melyeket a legfris-
sebb filogenetikai vizsgalatok harom csaladsorozatba (Strigopoidea, Cacatuoidea,
Psittacoidea) osztanak [39, 40]. 124 orszagban talalkozhatunk képviseldikkel, az északi szé-
lesség 35° és a déli szélesség 56° foka kozott, elsdsorban a Fold tropusi €s szubtropusi vidé-
kein [41, 42]. Széleskori elterjedésiik ellenére jelenleg ¢é16 fajaik kozel harmada (29%) fe-
nyegetettséget jelzd besorolassal (sebezhetd, veszélyeztetett vagy stlyosan veszélyeztetett)

szerepel a Természetvédelmi Vilagszovetség (IUCN) Voros Listajan [43]. Ezt az a tény is
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indokolja, hogy fajaik szdma gyorsabban apad a tobbi, hasonlé madarrendben megfigyeltek-
hez képest [44].

Napjainkra él6helyiik folyamatos pusztitasa kovetkeztében erdsen lecsokkent a fész-
kelésre alkalmas faodvak szama, illetve a megfeleld taplalkozohelyek mennyisége is [45,
46]. A mezbgazdasag terjeszkedése miatt pedig egyre gyakoribbnak szamitanak az allatok
és gazdalkodok kozti konfliktusok, hiszen az el6bbiek természetes él6helyeit kultirnové-
nyek lltetvényei valtjak fel, és a madarak a telepitett gytimolcsfak terméseit elfogyasztva
jelentds kart okozhatnak a gazdaknak. Ez az oka, hogy a megkarositott gazdalkodok meg-
probaljak minden eszkozzel ritkitani a ,,karosnak™ itélt madarak allomanyait, igy az emlitett

madarrend képvisel6it is [28, 47].

A Psittaciformes rendbe sorolt fajok kivételes, sok-sok szinben pompazo tollazattal,
lenyligdzd utanzasi képességgel és megkapo természettel birnak, mely tulajdonsagok nép-
szer(l és értekes hobbidllattd teszik dket. A kereskedelemben kaphato egyedeknek viszont
csupan kis hanyada szdrmazik az e célbol tenyésztett dllomanyokbol, nagyobb résziik ille-
galis befogasbol (fészekrablasbol vagy csapdazasbol) és kereskedelembdl eredeztethetd [28,
29, 48, 49]. Egyes esetekben, ezen illegalis tevékenységek egy-egy faj vadonbol torténd tel-
jes kihalasahoz is vezethetnek. [48, 49]. A nagy nyereség (egy-egy ritkabb madarnak rend-
kiviil magas az értéke) és az alacsony kockazat (az e téren folytatott biintetdeljarasok ritkak,
¢s a kiszabott biintetések sem elég szigoruak) pedig kedvez az illegalis tevékenységek fenn-

maradasanak. [50].

Szintén az ember felelds egyes idegenhonos invazios fajok papagéjok éléhelyére tor-
ténd behurcolasaért, melyek gyakran a bennsziilott fajok predatoraiva avagy kompetitoraiva
valnak. Kiilonosen jelentds ez a kar Oceania papagéjai korében [51]. Az emlitetteken kiviil
végiil a globalis felmelegedés is kedvezdtleniil hat egyes papagajfajokra. Fokozottan igaz az
el6z0 allitas az erdsen specialista fajokra, mint amilyen a barnafejii hollokakadu egyik alfaja
(Calyptorhynchus lathami halmaturinus), mely kizarolag Ausztralia Kenguru-szigetén él,
raadasul elkiiloniilt, szigeti elterjedése mellett csupan egyetlen névényfajra (Allocasuarina

verticillata) épiil étrendje [52].

Részben az ismertetett antropogén veszélyforrasoknak kdszonhetden a papagdjfajok
egyre tobb figyelmet kapnak, és egyre gyakrabban szerepelnek olyan kutatdsokban, melyek
célja e taxonok alaposabb megismerése, védelmének, jovObeli fennmaradasanak biztositasa.

A molekuléris 6koldgia fejlddése nagyban hozzajarult ahhoz, hogy teljesebb megismerést



kaphassunk, mind a vadon ¢I6, mind a fogsagban tartott papagajokat illeten. A genetikai
markerek segitségével pontos filogenetikai fakat készithetliink, nyomon kovethetjiik korai
diverzifikaciojukat €és recens populacioik variabilitasat, [ényeges egyedi és populacidszintii
informaciokat kaphatunk roluk, melyek fontosak lehetnek a fajok megdrzésének szemszo-

gébdl, vagy éppen bovithetjiik a rég kihalt papagajfajokrol szerzett ismereteinket [53].



2 Célkitizések

Szakdolgozatomban harom kérdésre kerestem a valaszt:

1. Milyen mértékben alkalmas fajok kozotti (,,cross-species”) hasznalatra a szakiroda-
lombol kivalasztott tiz mikroszatellita marker az Arinae alcsalad fajaiban?

2. Hogyan moédosul a teszelt mikroszatellita markerek variabilitasanak mértéke a fo-
kuszfajokban a forrasfajoktol szamitott filogenetikai tavolsag fiiggvényében?

3. Milyen mértékii a beltenyésztettség néhany Ara faj hazai tenyészallomanyaban?

Munkam célja egy olyan polimorf mikroszatellita markerkészlet kialakitasa volt, mely al-
kalmas finom felbontasti genetikai vizsgalatok kivitelezésére, nemcsak a forras-, de a fo-
kuszfajokban egyarant, igy példaul genetikai térképek készitéséhez, igazsagiigyi vizsgala-
tokhoz, populaciogenetikai vizsgalatokhoz és kozel rokon fajok filogenetikai rekonstrukci-
6jahoz is. Tovabba felallitani egy tendenciat a vizsgalt markerek kereszt-amplifikacioja so-
ran tapasztalt markervariabilitds és a forras- és fokuszfajok kozott mért genetikai tdvolsag
kozott. Ezenfeliil attekintést nyudjtani egyes fajok genetikai diverzitasarol a hazai
tenyészallomanyt tekintve, mely megfelelé itmutatast biztosithat a jovore nézve, hogy a te-
nyésztok kelld nagysagrendii genetikai sokféleséget érhessenek el szaporitott madaraik ko-

rében.



3  Anyag és modszer
3.1 Afajok kivalasztasa

A kereszt-amplifikiaciokat az Arinae alcsalad bizonyos fajain végeztem, melyek koz-
kedvelt tulajdonsagaik révén rendkiviil népszeri tarsallatnak szémitanak, szdmtalan te-
nyészto foglalkozik szaporitasukkal vildgszerte, igy hazankban is. E tényt kihasznalva tud-
tam kutatdsomat kizardlag magyar tenyésztok madaraibol szarmazé mintékra alapozni, me-
lyek tobbnyire valamilyen szovetminta (toll vagy vér) formdjaban érkeztek be 2016-2022
kozott az Allatorvostudomanyi Egyetem Okologiai Tanszékén miikodd szolgaltatd labora-
toriumba (Aquilabor). Vizsgalatomat megel6zden mar elvégezték ezen mintdk molekularis
szexalasat, ezért nem kellett DNS-t izolalnom bel6liik. Az egyes mintak vizsgalatba torténd
bevalogatasanal a kdvetkez6 szempontokat tartottam szem el6tt: 1. Mindegyik faj az Arinae
alcsalad tagja legyen, 2. Lehetdség szerint minél t6bb nembdl, tobbnyire csak egy-egy faj
keriiljon a vizsgalatba. 3. Minden fajbol alljon rendelkezésre kelléen nagy mintaszam (leg-
alabb 10 minta/faj, kivéve azon fajoknal, ahol a beltenyésztettség mértékére is kivancsi vol-
tam, itt koriilbeliil 20 minta/faj). 4. Ezek a mintak lehetdleg kiilonbdzd tenyésztoktdl szar-
mazzanak (maximum 2-3 madar/tenyésztd), ezzel elkeriilendd, hogy a vizsgalt egyedek ko-
zeli rokonsagban alljanak egymadssal, ami jelentdsen csokkentené a fajon beliili variabilitast.
A felsorolt kritériumok betartasaval kilenc nem 17 fajanak 163 egyedén végeztem el az ana-

liziseket (BOvebben lasd 1. tdblazat, 1. és 2. 4bra).

1. tablazat: A vizsgalathoz kivalasztott fajok. (A zardjeles adatnal az egyik DNS minta elfogyott.)

Latin név Magyar név Egyedszam Tulajdonosok szama
Ara ararauna Kéksarga ara / Ararauna 20 19
Ara chloropterus Zoldszarnyd ara 21 19
Ara macao Sargaszarnyl ara / Makao 17 13
Ara ambiguus Z6ld ara 4 2
Ara glaucogularis Kéktorka ara 1
Ara severus Barnahomloku ara 1
Ara militaris Katonaara 4 2
Primolius maracana Maracana-ara 10 4
Primolius auricollis Sarganyaku ara 10 3
Primolius couloni Kékfeji ara 2 1
Diopsittaca nobilis Eszaki torpeara 10 7
Eupsittula aurea Aranyhomloku aratinga 10 (9) 6
Aratinga jandaya Jandaya-aratinga 10 10
Pionites leucogaster Rozsdassapkas papagdj 10 9
Pyrrhura molinae Molina-papagaj 11 10
Pionus chalcopterus Bronzszarnyu papagaj 10 9
Amazona ochrocephala Sargahomloku amazon 11 10
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1. abra: A vizsgalatba bevont fajok, kiemelve nagyobb képen a két forrasfajt. a: Ara ararauna, b: Ara macao, c:

Pionites leucogaster, d: Pionus chalcopterus, e: Pyrrhura molinae, f: Amazona ochrocephala, g: Aratinga jandaya,
h: Primolius maracana, i: Primolius auricollis, j: Primolius couloni, k: Eupsittula aurea, I: Diopsittaca nobilis, m:
Ara ambiguus, n: Ara severus, 0: Ara glaucogularis, p: Ara militaris, q: Ara chloropterus

_|:Ara macao
0.96
Ara chloropterus

1

s Ara militaris
Ara ararauna
Ara glaucogularis
0.8 Ara severus

Primolius maracana
o I:l Primolius couloni

0@ Aratinga solstitialis*

0.97 Diopsittaca nobilis

0.7 Eupsittula pertinax*

1 Pyrrhura molinae

Pionites leucogaster

— Amazona ochrocephala
1
L pionus chalcopterus

Cacatua alba

0.02

2. abra: A vizsgalt fajok ML filogramja. Pirossal jelolve a két forrasfaj, sziirkével a kiilcsoport. A * jelzi azokat az
eseteket, ahol nem a vizsgalatban szerepl6 fajt, hanem csak egy masik, de ugyanabba a nembe tartoz6 faj adatait

talaltam meg az GenBank adatbazisaban.
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3.2 A markerek kivalasztasa

Vizsgalatomhoz sargaszarny araban (Ara macao) illetve kéksarga araban (Ara
ararauna) leirt markereket valasztottam, melyek mindegyikét mar korabban publikaltak [54,
55]. Az emlitett két forrasfaj egyarant szerepel az IUCN voros listajan, igy nem meglepd,
hogy napjainkra mar szamos markert irtak le benniik. A publikalt markerek ismétl6d6é moti-
vumaikat tekintve egységesen dinukleotid ismétlédéseket tartalmaztak, és tobbnyire 100-

300 bazispar hosszusagi PCR-termékeket adtak (2. tablazat).

2. tablazat: A tesztelt markerek és primereik jellemzdi

.. Ismétlédé Vérhaté , ) .
Locus Forrasfaj Festék Primer szekvencia (5'-3') PCR program
szakasz fragmenshossz

F: *ATGGTAGAGGGAGGCACTGA
SCMAD1 (AC), 161-197 HEX
R: GCATGGTATAAGGCCCATCT

F: *GGTGGAGCACATTGCTGAAA
SCMAI2 (AC), 280-308 HEX
R: CAAAGATGCCCACCCAAA

F: *AGCGCATCTGCCTAGATGTT

SCMAI19 (GT)y 270-300
R: TAATCCACAGCACCACCAAG
F: *AACTGTGATGAAGTTCGTGGC
SCMA22 Ara macao (TG)a 114-160 SCMA_56-51td
R: CAACGGCTACACACAGTGCT
F: *TTCTGCAGCAGTTCCCAAA
SCMA27 (CA), 211-245 HEX
R: TGGACTCTGTATTCCAGTCGC
F: *GAAGGCAAAGTTCTCATGCTG
SCMA28 (TG)n 280-330 HEX
R: CCATTATGATCAGATTTCCGC
F: *GGTGGAGCACATTGCTGAAA
SCMA44 (AC), 280-308
R: CAAAGATGCCCACCCAAA
F: CTTTCCCATACTTAGCCATA
UnaCT21 (GT).(CTT)YGT), 245-273 UnaCT_50
R: AGACATTTCAAGACCGTGCC
F: TCTTGCTTATTCTTCCCCAG
UnaCT32 Ara ararauna (GT), 258-276 UnaCT_53
R: ACCACCACCAGGAAGCACGG
F: TCATCCTATCACCAGAAGGG
UnaCT43 (GT)y 199-219 UnaCT_60

R: CTTGAGGACAGTGCAGAGGG

3.3 Polimeraz-lancreakcio

A PCR reakciok osszeallitasahoz SXFIREPol® Master Mixet (Solis BioDyne) hasz-
naltam, mely DNS-polimerazt, szines felvivofestéket, magnézium-kloridot (MgCl2) és
dNTP-ket (dezoxi-nukleotid-trifoszfatok) tartalmaz. Az alkalmazott primerparokban a
forward iranyt primerek mindegyike fluoreszcens jelléssel (HEX, ROX és FAM) volt el-

latva, lehetévé téve az amplifikdcio sordn keletkezett PCR termékek kapillaris-

crer

[56].
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A PCR-ek 0sszeallitasahoz a kovetkezo receptet kovettem (1 mixre lebontva): 2ul
5xFIREPol® Master Mix (Solis BioDyne), 10-10 pmol primerkoktél (forward, reverz pri-
mer), 4ul nukleazmentes viz és 50 ng DNS, tehat az 6ssztérfogat 10ul-nek adodott.

A kéksarga arakban publikalt markereknél egyszerti PCR-ciklust hasznaltunk (dena-
turalas 95 fokon 30 mp-ig, anellacié 60 fokon 45 mp-ig, elongacio 72 fokon 45 mp-ig, 37
ismétléssel), mig a sargaszarnyt arakban leirtakban touchdown PCR program segitségével
tortént az amplifikacio, (az anellacios homérsékletet 56 fokrol fél fokonként csokkentve 12
cikluson at, majd 51 fokon 25 ciklussal), az aspecifikus termékek felszaporitasat megel6-
zend6. A PCR programok SuperCycler SC-200 (Kyratec ©), LifeECO Thermal Cycler
(Hangzhou Bioer Technology Co.) és Biometra TOne 96 G (Analytik Jena GmbH©O) PCR-ké-
szlilékeken futottak.

3.4 Agaréz-gélelektroforézis

A PCR-reakciok eredményét és a kapott PCR-termékek hosszanak durva becslését
agardz-gélelektroforézissel ellendriztem (3. abra) [57], nevezetesen hogy milyen minéségi
(specifikus/aspecifikus) illetve mennyiségii (hatarozott vonal/halvany csik a gélen)
amplikon keletkezett. A futas 2%-os agardz gélen, 100 V fesziiltséggel, kb. 45 percig,
GeneRuler 1 kb vagy GeneRuler 100 bp (Thermo Scientific™) DNS 1étrat hasznalva tortént.
A megfelelonek tiind termékeket tovabbkiildtiik kapillaris-elektroforézisre a BIOMI Kft. ré-
szére (G6dollo).

3. abra: Kép egy sikeres agardz-gélelektroforézisrél, melyen az abra nagy részén felsorakozo keskeny csikok az

egyes egyedekhez tartozo PCR termékeket, mig az abra szélén talalhatd vonalkomplexum a 1étra fragmentumait

jelzi.
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3.5 A markerek polimorfizmusanak detektaldsa kapillaris-elektroforézissel

Az agaroz-gélelektroforézis alapjan pozitivnak bizonyult PCR termékeket tovabb-
kiildtiik kapillaris-elektroforézisre. A singleplex amplikonokat &sszevegyitettiik, a 10
lokuszt két panelbe rendezve, 5-5 16kusszal (egy csébe kizardlag egyetlen egyedhez tartozo
16kuszok kertiiltek). Ezen feliil azt is szem el6tt tartottam a munka soran, hogy az egy csébe
keriil6 markerek eltérd szinli fluoreszcens jeloléssel rendelkezzenek a varhatdéan hasonlo/at-

fedo hosszusagu amplikonok elkiilonitése céljabol (4. abra).

é iny (bp)
115120125 [130]135 140 145 150|155 160]165 | 170|175 | 180185 | 190 195 | 200 [ 205 [210] 215|220 [225 [230 235 240245 [250 [255 [260 | 265 | 270|275 |280 [285 [290 295300 [305 310|315 |320]525 330

SCMAOL

| SCMA28
e ——————

4. abra: A kapillaris-elektroforézisre 0sszevalogatott, 6t 10kuszt tartalmazo panel. Szines téglalapok jelzik a vart

PCR-termékek mérettartomanyat és a fluorescens festés szinét.

Az egyes PCR termékek hossz szerinti elkiilonitését OSIRIS program segitségével
végeztem (5. abra) [58].

=3 [\
PN v

5. abra: A kapillaris-elektroforézis eredmények, megjelenitése OSIRIS programban, ahol a kék és zold csticsok két
eltéro 16kuszt reprezentalnak, mig a sarga gorbe a 1étra egyik fragmentjét jeleniti meg. A csucsok felett megjelend

szam a detektalt fragmensek bazisparban kifejezett hosszat hivatott kifejezni.

Az allélek detektaldsanal fontos volt, hogy minimlizaljuk a genotipizalasi hibakat,
vagyis hogy elkiilonitsiik a tényleges alléleket a miitermékeketdl, és hogy a késdbb hasznalt
variabilitdsi mérészamok (allélek szama, heterozigocia) is valosak legyenek. Ezért a dado-
gasbol (,,stutter bands™), a nagyobb méretli allélek kiesésébdl (,,large allele dropout™) és a
null-allélek jelenlétébdl kdvetkez6 genotipizalasi hibakat a ML-Relate és a Micro-Checker
programokkal detektaltuk [59, 60].

14



3.6 A markerek alkalmazhatésaga a genetikai tavolsag fiiggvényében

3.6.1 Torzsfakészités, a genetikai tavolsagok Kiszamitasa

Ahhoz, hogy felallithassak egy tendenciat, arra vonatkozolag, hogy miképp modosul
a tesztelt markerek variabilitasa az egyes fokuszfajokban a forrasfajokéhoz képest, a két
taxon kozti filogenetikai tavolsag fliggvényében, ki kellett szamitanom a kérdéses genetikai
tavolsagok nagysagat. Erre megfelelok lehetnek a mitokondrialis (MtDNS) eredetti marke-
rek, tobbek kozott a taxonok széles palettajan ismert szekvenciaju citokrém b (CYTB) és a
citokrom oxidaz I (COI) gének, mivel e szakaszok jelentds interspecifikus, ellenben csekély
mértékil intraspecifikus variabilitast mutatnak, alkalmassa téve 6ket fajok kozti genetikai
tesztelt faj, emlitett DNS szekvenciait az NCBI és a BOLD System adatbazisokbol szerez-
tem be, amennyiben rendelkezésre alltak, ahol viszont nem, azokat masik, azonos génuszbeli
fajéval helyettesitettem [63, 64]. A letoltott szekvenciakat ClustalX programmal illesztet-
tem, majd meghataroztam a legmegfelelobb, szekvenciaimra illesztheté szubsztiticiés mo-
dellt (MEGA 11 programmal; [65]), mely alapjan mar kiszamithattam a fajparok kozotti
genetikai tavolsagokat. E szdmitasokon feliil, a konnyebb atlathatosag kedvéért készitettem
egy ML modszeren alapulé torzsfat is, az ismertetett szekvenciak és szubsztitiicios modell

felhasznalasaval (szintén a MEGA 11 programmal).

3.6.2 Regressziészamitas

A markerek ,,cross-species” variabilitasanak felmérése céljabol két valtozot is hasz-
naltam, egyrészt a forras- és fokuszfajokban detektalt allélszamok kiilonbségét (Nacrskuszfaj)-
Naforrasta)), masrészt a megfigyelt heterozigociak kiilonbségét (Ho(tokusztaj)-Ho(forrastaj)), Me-
lyekre a késdbbiek folyaman, az egyszeriiség kedvéért, csak mint No_X-O és Ho_X-O hivat-

kozom.

A regresszidszamitast és annak eredményeinek bemutatasat R-ben végezetem [66]. Mun-
kamhoz két R csomagot hasznaltam, az nlme-t a linearis kevert modellek konstrualasahoz
[67, 68], illetve a ggplot2-t a szemléltetd abrak elkészitéséhez [69]. Mikor a tesztelt marke-
rek fokuszfajonként tapasztalt variabilitasat vizsgaltam a forrasfajtol szamitott genetikai
tavolsag fliggvényében, a tesztelt 10kuszokat, mint random hatast megadva, linearis kevert
modell felallitasaval tortént a munka, mikor viszont az emlitett viszonyt 160kuszonként, kii-

16n-kiilon néztem, egyszer linearis modell segitségével zajlott a vizsgalat.
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3.7 A beltenyésztettség mérése a kivalasztott fajokban

Azon fajok (Ara macao, Ara ararauna, Ara chloropterus) esetében, ahol kellé meny-
nyiségli, hazai tenyészallomanybol szarmazé madar mintaival rendelkeztem, a
beltenyésztettséget is felmértem, kiilonbdz6 mutatok kiszamitésa altal. Ily modon megalla-
pitottam a rokon és nem rokon madarak aranyat (ML-Relate alkalmazasaval), a megfigyelt
(Ho) és a vart heterozigocia (He) értékét (Arlequin hasznalataval; [70]), valamint a Fis érté-
keket (Fstat programmal; [71])
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4  Eredmények
4.1 A markerek alkalmazhatosaga a vizsgalt fajokban

Szinte az 0sszes vizsgalt fajban az Gsszes vizsgalt markerben tortént amplifikacio a
PCR soran, mindossze harom fajnal, egyes 10kuszokban nem kaptunk terméket. Nevezetesen
az Ara severus esetében az UnaCT32-es lokusz, illetve a Pionus chalcopterusnal az
UnaCT32-es és SCMA19-es, valamint az Amazona ochrocephala esetében az SCMAOQO1-es
l6kusznal nem keletkezett PCR termék, a tobbi Szituacioban viszont legalabb egy allélt si-
keriilt detektalnom fajonként. A vizsgalt 16 fajbol tizben talaltunk legalabb egy olyan mar-
kert, amely monomorf volt, noha meg kell emliteni, hogy harom fajban csak egy vagy két
egyed allt a rendelkezésiinkre. Az esetek tulnyomo hanyadaban legalabb két allélt detektalni
tudtam, azaz sikeriilt bizonyitani viszonylag tag taxonémiai keretek kozott az emlitett mar-

kerek variabilitasat. A részletes ,,cross-species” adatokat a 3. tablazat tartalmazza.

3. tablazat: Osszefoglalas markereim alkalmazhatdsagérdl a tesztelt fajokban, ahol sziirke cellakban az egyes
lokuszok szarmazasi cikkében szerepld, forrasfajokhoz tartoto értékekkel talalkozhatunk, az N a rendelkezésre allo
mintaelemszamot, a range a kapott allélek fragmenshossz tartomanyat, az N, a tapasztalt allélszamot a H, pedig a

megfigyelt heterozigdciat jelenti.

Fajok | N|Locus|UnaCT43 UnaCT21 UnaCT32] Fajok | N | Locus|SCMA27 SCMA12 SCMA22 SCMA44 SCMAOL SCMA28 SCMA19
Range|199-219 245-273 258-276 Range|211-245 280-308 114-160 280-308 161197 280-330 270-300
a© o |ao| N, 0 11 8 P-f"m‘ 40| N, 14 13 18 13 16 22 15
H, | 088 087 062 H, | 005 08 100 08 070 095 095
o | |Range[198-213 281 251299 o | |Range| 171 273-300 159-166 265291 -  283-302 278
o® (11 N, 6 1 2 “_pp‘p 1] N, 1 9 3 10 - 9 1
S H, | 073 o000 078 |M H, | 000 064 080 1,00 - 089 0,00
Range| 203 235-252 259-261 o Range| 162-195 278-282 227-235 284-292 214-226 278-282 284-292
R} o™ 4| N 1 2 2 po® al N, 3 3 4 4 2 3 3
H, | 000 050 1,00 H, | 1,00 100 100 1,00 025 1,00 0,75
Range| 107219 248270 261279 Range| 156209 276202 213223 278294 202236 276302 276-300
N“O(‘ 20| N, 10 8 10 Noof- 20| N, 15 13 4 7 8 13 10
H, | 085 1,00 090 H, | 089 095 053 1,00 09 090 090
Range| 195-201 244-274 261-285 Range|169-191 282-302 213-241 280-296 198-240 282-302 284-304
w0 [21] N 4 7 11 ¢ (21 N 12 10 9 7 12 10 10
H, | 075 09 075 H, | 095 09 08 092 08 09 095
Range| 199-201 250-262 261-273 Range| 165-177 277-285 225-229 271 210-216 280284 275
0¥ 2 N 2 2 2 W% (2] N 2 3 2 1 2 3 1
H, | LO0 1,00 1,00 H, | L0 100 1,00 000 1,00 1,00 0,00
Range| 195-218 237-270 263-279 Range| 164-200 280-299 203-443 276-296 198-238 274-299 272-298
Non"" 17| N, 10 10 7 Nom@' 17| N, 10 9 12 9 10 10 10
H, | 088 075 081 H, | 100 076 100 08 069 082 088
Range| 203 235-252 259-280 Range| 162-164 278-282 227-231 284-288 214-228 278-282 280-292
Nom"' 4| N, 1 2 3 No«\"' al n, 2 3 3 3 3 3 5
H, | 000 050 075 H, | 1,00 100 100 100 067 100 075
Range| 218 252 - Range| 173 282296 247 296 232 281-285 282-290
RS EIR® 1 1 - 0% [ 1] M 1 2 1 1 1 2 2
H, | 000 0,00 - H, | 000 100 000 000 000 1,00 1,00
] Range| 185 258-266 261-270 ] Range| 171-202 274-300 161 265-277 208-220 274-300 280-306
w9 |10 N, 1 4 3 we® (10| N, 9 10 1 5 3 10 4
© H, | 000 o050 oso | H, | 090 100 000 08 020 1,00 0,60
| [Range|193-208 231-252 263-292 o |Range[168-216 278-306 205-221 264-294 198246 278-306 288-302
;00 (10| N, 5 3 5 0|10 N, 6 6 2 7 2 7 4
i H, | 071 063 075 [o°° H, | 1,00 08 013 100 043 088 0,38




3. tablazat (folytatas)

o.| [Range|185-201 233-262 258-270 o. |, ,[Range| 168-182 278-208 205225 266-279 207-238 277-298 288-304
|9l N, 6 8 3 o (1;’) N, 5 9 5 5 8 9 7
¥ H, | 078 078 013 | H, | 044 067 070 040 090 080 0,89
. Range|199-230 233 260 : Range|157-169 281-313 193  279-309 233-243 281-311 279-292
p‘(\@"‘ " |10 N, 6 1 1 _pd\xe" " |10 N, 7 12 1 6 2 10 4
¢ H, | 090 000 000 |° H, | 090 100 000 070 030 090 0,60
Range|194-199 223-259 - Range|164-168 278-292 203 268-276 207-213 272-291 -
p“\ﬁ" 10| N, 2 2 - ,p“usc 10| N, 2 6 1 2 2 4 -
¢ H, | 000 033 = A H, | 040 022 000 000 050 017 -
o | [Range|195-205 250-266 265271 o | [Range|175-187 282-203 221-443 276-286 208-232 282-293 272-294
] (00\-\05 10| N, 4 7 3 ) ‘(\o\\\)s 10| N, 6 5 6 2 6 5 3
oo H, | 050 09 030 |°®" H, | 00 070 060 050 070 070 0,30
Range|199-201 237-239 269 Range|173-192 278-291 219-235 276-280 212-216 278-291 288-294
) «\o\\“S 2| N, 2 2 1 ) «\0\‘\\)S 2| N, 3 3 3 2 2 3 2
2o H, | 050 050 000 |°" H, | 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Range|195-210 239-264 265-279 Range|167-191 278-292 209-221 264-280 224-250 278-292 290-304
'((\O\NS 10| N, 5 7 5 ) mo\‘\os 10| N, 7 7 3 4 9 7 4
v H, | 050 o080 o070 [ H, | 080 090 030 030 090 078 0,80
Range|199-209 241-266 262 Range| 190 275-281 203-205 264-274 207-231 275-281 278
‘“\,‘0‘“ 11| N, 6 9 1 (“\)(0«\ 11| N, 1 4 2 5 9 4 1
\! \!
o Ho | 055 073 o000 | H, | 000 08 055 064 100 082 0,00

A Micro-Checker program alkalmazasaval nem sikeriilt kimutatni dadogas vagy

»large allele dropout” miatti genotipizalasi hibakat egyik fajban és egyik lokuszban sem.

Null-allélek eléfordulasa viszont tobb esetben is gyanithatd volt (lasd 4. tablazat). Felfedez-

het6 egy olyan tendencia, hogy a forras- és fokuszfaj kozotti filogenetikai tavolsag ndveke-

désével, egyre tobb 10kusz valik null-allélekkel terheltté (4. tablazat).

4. tablazat: Null-alléles 10kuszok szama a genetikai tavolsag fliggvényében

Faiok Ara Ara Ara  Primolius Primolius Diopsittaca Eupsittula Aratinga Pionites Pyrrhura Pionus Amazona
e a. c. m. m. a. n. a. J. L. . c. o.
Gen. tav.
g 0000 0077 0079 0091 0,001 0.104 007 0107 0122 0127 0145 0.159
Null-alléles
lokuszok 0 0 0 0 0 1 0 2 2 2 2 1
szama
Faiok Ara Ara Ara  Primolius Primolius Diopsittaca Eupsittula Aratinga Pyrrhura Pionites Pionus Amazona
aje m. c. a. m. a. n. a. J. m. L c. o.
Gen. tav.
g 0000 0040 0079 0083 0,083 0.103 0.103 0108 0119 0120 0151 0.168
Null-alléles
lokuszok 1 0 0 1 2 0 4 2 2 1 7 5
szama
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4.2 A markerek alkalmazhatésaga a genetikai tavolsag fiiggvényében

4.2.1 Genetikai tavolsagok

A fajparok kozti genetikai tavolsagokat a teljes CYTB és teljes COl mitokondrialis
kodold gének kozos adatmatrixba flizott adatai segitségével szamitottam ki, 6sszesen 2688
nukleotid alapjan. A legjobban illeszkedé szubsztitaciés modellnek a HKY+G+1 modell
adodott, mely figyelembe veszi, hogy az evolucid soran a tranzicio/transzverzid rata nem
egyforma, a négy nukleotid gyakorisaga eltérd, tovabba, hogy a nukleotid helyek eltérnek a
mutaciok valdsziniiségében, valamint, vannak invariabilis (valtozatlan) poziciok a szekven-
ciakban. Az ez alapjan szamolhato, forrasfaj-fokuszfaj genetikai tdvolsagokat a 4. tablazat
tartalmazza. Ebbdl lathatd, hogy mindkét forrasfaj esetén, a legkdzelebbi rokon fajnak az
Ara chloropterus (0,0770 és 0,0396), legtavolabbinak pedig az Amazona ochrocephala
(0,1587 és 0,1684) bizonyult, az atlagos genetikai tavolsag pedig 0,1098 és 0,1052 értékii

volt a két forrasfajhoz viszonyitva.

4.2.2 A regresszioszamitas eredményei

Mind a tiz markert egylittesen vizsgalva (a 16kuszokat random faktorként alkal-
mazva) szignifikans negativ iranyt dsszefiiggés mutatkozott a mért variabilitasértékek és a
genetikai tavolsag kozott: mind a forrasfajhoz viszonyitott allélszam (Na_X-O), mind a
heterozigocia (Ho_X-O) esetében is (Ime, F=28,8875, m=-51,50, p<0,0001 és F=32,3846,
m=-6,21, p<0,0001 (6. abra)). Vagyis minél tavolabb volt genetikailag egy fokuszfaj a for-

rasfajtol, a vizsgalt mikroszatellita markerek annal kevésbé bizonyultak variabilisnek.
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6. abra: A markerek variabilitasa (Na_X-O, Ho_X-O) a genetikai tavolsag fiiggvényében (Ime)
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Amikor az allélszamok (Na_X-0) alakulasat 16kuszonként kiilon-kiilon megvizsgal-
tuk, tizb6l hat marker esetében tapasztaltam szignifikans negativ Osszefiiggést (Im, F:
5,1430-17,7560, m: -121,09-(-48,09), p: 0,0023-0,0495 (7. abra)). Két marker negativ, de
nem szignifikans viszonyt mutatott (Im, F: 0,0005-0,2160, m: -13,67-(-0,56), p: 0,6531-
0,9824 (7. ébra)), mig ketténél a genetikai tavolsaggal még enyhén emelkedtek is a variabi-
litasi mérészamok (Im, F: 0,0061-0,2092, m: 2,42-13,46, p: 0,6583-0,9395 (7. abra)).
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7. abra: A markerek variabilitasa (Na_X-O) a genetikai tavolsag fliggvényében (Im)
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Amennyiben viszont a heterozigocia (Ho_X-O) valtozasat vizsgaltam kiilon-kiilon
l6kuszonként, az 6sszes markernél negativ iranyu osszefiiggést fedeztem fel, melyek koziil
négy volt szignifikans (Im, F: 5,5195-14,4770, m: -11,68-(-7,79), p: 0,0042-0,0434 (8.
abra)), szemben a masik hat 16kusszal (Im, F: 0,3389-3,9356, m: -5,69-(-2,39), p: 0,0786-
0,5748 (8. abra)).
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8. abra: A markerek variabilitasa (Ho_X-O) a genetikai tdvolsag fliggvényében (Im)
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Osszefoglalasként kijelenthetd, hogy mindkét mérdszam esetében, az esetek jelentés
részében negativ iranyt kapcsolatot fedeztem fel a markerek variabilitasa valamint a forras-
és fokuszfaj kozotti genetikai tavolsag kozott, mely raadasul szamos esetben szignifikansnak

bizonyult. A részletes eredmények az 5. tablazatban olvashatok.

5. tablazat: Osszefoglalo a markerek alkalmazhatésagarol a genetikai tavolsag fiiggvényében, ahol N a rendelke-
zésre alld mintaclemszamot, N, a tapasztalt allélszamot, H, a megfigyelt heterozigociat, az F és a p a

regresszidszamitashoz tartozd F és p értékeket jeloli, mig az m a regresszids egyenes meredekségét hivatott kife-

jezni.
r~
& 53 & ¥ & o
O § W o N & ) o Regresszié
Fajok & ¢ & (}\\> (}\\3 é? . {\\) 7{\& J\@.—., @;‘ \)c,,(" '\9{\ g :
@ @ @ ;,\\q:\ i\@ o 8 & & & & & eredménye
v v v q q 9 ¢ v A A A
Gen.
Locus :" 0 0,077 0,079 0,001 0,091 0,104 0,107 0,107 0,122 0,127 0,145 0,159 | N,X-O | H, X-O
av
N |11 11 11 10 10 10 9 10 10 11 10 11 F-0,0005 | F=0,5376
UnaCT43| N, | 10 3 7 5 4 6 6 1 6 6 2 6 m=0,56 | m=2,78
H, |091 073 08 050 050 071 078 000 090 055 000 073 |P=0.9824p=0,4821
N |11 11 11 10 10 10 9 10 10 11 10 11 F=5,3633 |F=14,4770
UnaCT21| N, | 8 & 8 77 3 g8 4 1 9 2 1 m=69,55 | m=-9,87
H, | 1,00 091 073 080 090 063 078 050 000 073 033 000 |P=0.0458p=0,0042
N |11 11 11 10 10 10 9 10 10 11 10 11 |f215,7000] F=1,9162
UnaCT32| N, | 7 10 7 s 3 5 3 3 1 1 0 2 m=89,54 | m=-5,69
H, | L,00 082 08 070 030 075 0,13 050 000 000 000 0,78 |P=0.0033 | p=0,1996
=
& 5 & o & o
P o & ¥ \) Y . &) Regresszié
Fajok & . ) <}“> ()\\‘) c‘}é o _{\& S‘o <& \)cf' ,\,0*\ € .
o 0‘* 00 & & d g & & 0{\‘ & @0 eredménye
S S - S~ SO > A M- B SO G
Gen.
Locus :" 0 0,040 0,079 0,083 0,083 0,103 0,103 0,108 0,119 0,120 0,151 0,168 | N,_X-O | H,_X-O
av
N 11 11 11 10 10 10 9 10 11 10 10 11 F=17,7560 |F=12,0100
ScMA27| N, | 9 11 13 7 6 6 s 9 1 72 1 |m=121,09| m=-11,68
H, | 1,00 1,00 091 080 070 1,00 044 090 000 090 0210 0,00 |P=0.0023p=0,0071
N |11 11 11 10 10 10 9 10 11 10 10 11 F=0,0061 | F=3,9356
scMA12| N, | 8 8 10 7 5 6 9 10 4 12 6 9 m=2,42 | m=4,74
H, |064 091 091 090 070 088 067 1,00 082 1,00 022 064 |P=0.9395]p=0.0786
N |11 11 11 10 10 10 10 10 11 10 10 11 F=5.1430 | F=0,3046
scMa22| N, | 11 7 4 2 6 2 5 1 2 1 1 3 m=48,00 | m=2,64
H, | 1,00 091 045 030 060 013 070 000 055 000 000 0480 |P=0.0495]p=0,5455
N |11 11 11 10 10 10 10 10 11 10 10 11 F=0,2002 | F=0,3380
scMada|l N, | 7 7 7 4 2 7 5 5 5 6 2 10 m=13,46 | m=2,39
H, |08 090 1,00 0,30 050 1,00 0,40 0,80 064 070 000 1,00 |P=0.6583p=0,5748
N |11 11 11 10 10 10 10 10 11 10 10 11 F-8,2015 | F=5,5195
scMAOL| N, | 8 11 6 9 6 2 8 3 9 2 2 0 m=96,55 | m=7,79
H, (055 08 08 09 07 043 09 02 1 03 05 0 p=0,0187 | p=0,0434
N |11 11 11 10 10 10 10 10 11 10 10 11 F=0,2160 | F=1,4561
scMA28| N, | 9 8 10 7 5 7 9 10 4 10 4 9 m=13,67 | m=3,18
H, |073 091 091 078 070 088 080 1,00 082 090 017 089 |P=0.6531p=0,2583
N |11 11 11 10 10 10 10 10 11 10 10 11 |F-14,5620|F=13,2260
scMAl9| N, | 9 9 9 4 3 4 7 4 1 4 0 1 m=91,83 | m=11,34
H, |08 100 091 080 030 038 08 060 000 060 000 000 |P=00041]p=0,0054
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4.3 Beltenyészettség harom Ara fajban

Azon fajok esetében, ahol kell6 nagysagu ¢€s reprezentativ minta all rendelkezésre
egy populaciobol, mar levonhatok érdemi kovetkeztetések az adott allomany
beltenyésztettségére vonatkozolag. Az én esetemben, populacié alatt egyes papagdjtaxonok
hazai, fogsagban tartott egyedeit értem. Ugy gondoltam, hogy azokban a fajokban, amelyek-
bdl legalabb husz koriili, fliggetlen mintaval rendelkezem, mar reprezentativ lehet egy
beltenyésztettségi vizsgalat eredménye a faj teljes magyarorszagi tenyésztett allomanyara
vonatkozoan is. A feltételeknek esetemben harom Ara faj (Ara ararauna, Ara chloropterus,
Ara macao) felelt meg. A beltenyésztettségi vizsgalat kiilonboz6 eredményeit a 6. tablazat-

ban foglaltam 0ssze.

6. tablazat: Beltenyésztettségi mutatok a vizsgalt harom Ara fajban (N=mintaszam, Ho=megfigyelt heterozigécia,
He=vart heterozigocia HW-egyenstly esetén, Fis=beltenyésztettségi koefficiens)

A rokoni (PO, FS, HS) szintii e .
Valészindsithetd null-

Fajok N H, H. Fis kapcsolatokkal rendelkezé , . ;
, alléles lI6kuszok szama
egyedek ardnya
Ara ararauna 20 0,88 0,83 -0,064 13% 0
Ara chloropterus 21 0,87 0,84 -0,036 12% 0
Ara macao 17 0,84 0,86 0,022 20% 1

Két fajnal (Ara ararauna, Ara chloropterus) a megfigyelt heterozigocia (Ho) értéke
magasabbnak adodott a Hardy-Weinberg-egyensuly esetén varthoz (He) képest, mig az Ara
macao-ban is csak igen kevéssel volt kisebb a Ho, mint a He (6. tablazat). Ez jol jelzi, hogy
nincs beltenyésztettség egyik faj hazai allomanyaban sem. A beltenyésztettségi koefficiens
(Fis) értékei is ezt tamasztottak ala, amelyek vagy negativ, vagy jelentékteleniil kicsi pozitiv
értékeket mutattak. A vizsgalt egyedek rokonsagi viszonyainak feltarasanal az deriilt ki,
hogy a rokonoknak tekinthet6 (sziil6-utod, testvér vagy féltestvéri viszonynak megfelel6 ka-
0sszhangban van a beltenyésztés alacsony fokaval, és a mintdk genetikai fiiggetlenségét is
alatamasztja. A null-allélek jelenléte sem befolyasolta az analizist (a homozigotaknak a va-
l6sagosnal nagyobb aranya okozhat beltenyésztettségre hasonlito értékeket) ugyanis csak az

Ara macao-nal talaltunk egy valoszinlisithetden null-alléles 16kuszt.
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5  Kovetkeztetések

Kutatasom egyik célkitiizése volt, hogy megvizsgaljam, hogy Ara macao és Ara
ararauna fajokra kifejlesztett mikroszatellita markerek ,,cross-species” alkalmazhatdsaga
hogyan alakul az Arinae alcsaladbodl valasztott papagajfajok korében. Munkam soran arra az
eredményre jutottam, hogy a tesztelt 10kuszok nem mutatnak nagy fajspecificitast, hanem
széles rokonsagi korben sikeresen kereszt-amplifikalhatoak, raadasul a markerek a fokusz-
fajok jelentés hanyadaban polimorfnak mutatkoznak, azaz legalabb két (de a legtobb esetben
sokkal tobb) alléllel birnak. Egyes fajoknal (Ara ambiguus, Ara glaucogularis, Ara militaris,
Ara severus, Primolius couloni) a Kis variabilitas csupan annak volt kévetkezménye, hogy
vizsgalatomnal az emlitett taxonok esetében csak csekély mintaelemszammal tudtam dol-

gozni.

A mikroszatellitdk kereszt-amplifikacids alkalmazhatosaga taxonspecifikus, allat-
csoportonként eltéré mértéki lehet. Ezt tamasztja ala egy 2007-es tanulmany is, mely az
emlitett kijelentésen kiviil azt is megfogalmazza, hogy madaraknal a kereszt-amplifikalhato
lokuszok szazalékos aranya csaladokon beliil, genuszok kozott nagyjabol 60%, mig az ezen
markerek koziil polimorfnak mutatkozok megoszlasa koriilbeliil 55% kornyékén mozog.
Ezen kiviil arr6l is sz6 esik az emlitett cikkben, hogy a tesztelt fajok hosszu generacios ideje,
hermafroditizmusa illetve forrasfajoknal kisebb genommeérete egyarant megndveli e marke-
rek kereszt-amplifikacios alkalmazhatosaganak valoszintiségét, melyek koziil papagajoknal
csupan az elso feltétel teljesiil [44, 72]. Az elébbi informaciok ismeretében mar sejthetjiik,
hogy madarak esetében, szamos kutatas vizsgalta mikroszatellita markerek ,,cross-species”
alkalmazhatdsagat, széles taxonomiai keretek kozott. Ezt indokolja az a tény is, hogy az
emlitett csoportban, kiilondsen érdemes kereszt-amplifikalhatd lokuszokat keresni, ugyanis
a madarak genomjaban, a tobbi gerinces taxonhoz viszonyitva, lényegesen kevesebb
mikroszatellita 16kusz talalhato, igy példaul a human genomban regisztralthoz képest tizszer
Kisebb a szamuk [20]. Egy esetben, példaul két, kiilonbozé 1égykapofajban leirt
mikroszatellita markerkészletet teszteltek madartaxonok széles palettajan, 48 fajban, és azon
kovetkeztetésre jutottak, hogy a Passeriformes rendben, az egyes madarakban leirt primer kész-
letek 50%-a mutat polimorfizmust azon fajok kozott, melyek evolucidja 11 millio éve valt szét
a forrasfajokétol [6]. Igy egyaltalan nem szamit meglepdnek, hogy sokkal sziikebb, alcsalad-
szint( kereszt-amplifikaiconal ilyen kedvezé eredményre jutottam. Habar alaposabban megvizs-
galva a szakirodalmat, felvetddhetnek bizonyos akadalyok. Ilyen példaul, hogy a Psittaciformes
renden beliil, az egyébként mas madartaxonokhoz képest joval nehezebben kifejleszthetd STR
lokuszoknal, alacsonyabb foku a ,,cross-species” variabilitas, mint a legtobb madarcsoportnal
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[73]. Amikor jakoban (Psittacus erithacus) leirt mikroszatellitakat teszteltek afrikai, amerikai és
ausztraliai papagajfajokon, azt tapasztaltak, hogy a megvizsgalt 32 faj (22 kiilonb6z6 genuszbol)
71%-anal sikeresnek mutatkozott a kereszt-amplifikacio. A 12 16kuszbol legalabb hétnél (58%)
polimorfizmust is regisztraltak, nemcsak az afrikai, hanem az amerikai és ausztraliai papagajok
korében is, melyek fejlédése koriilbeliil 30,6 illetve 41,4 millio éve valt el afrikai rokonaikétol
[74]. Tovabb sziikitve a fokuszfajok korét a rend csupan neotropusi képviselbire, Gebhardt &
Waits két, eltéré Arinae fajban leirt markerrel végzett kereszt-amplifikacios teszteket, és ennek
soran a fokuszfajoknal 23-bol 12, 10, 11, 10, 11 illetve 16 esetben allapitott meg polimorfizmust
a tesztelt lokuszoknal [12].

Vizsgalatomban valdsziniisitheten azért voltak sikeresek a markerek kereszt-
amplifikacioi, mert a forras- és fokuszfajok kdzotti evolucios tavolsag nem elég szamottevo ah-
hoz, hogy a mikroszatellita 16kuszokat szegélyez6 flanking-régiok (és igy a primerkotd helyek)
olyan mértékben megvaltozzanak, ami mar megakadalyozza az amplifikaciot. Raadasul az is-
mertetett okok kovetkezményeként a markerek belsd, ismétlddé motivumokat tartalmazé szeg-
menseiben sem tortént oly mennyiségii, az allélek szamat varialo differencialédas, mely a vari-

abilitasbeli kiillonbségek fokozott mértékét okozta volna a forras- és fokuszfajok kozott.

Az el6bb emlitett két indok tobbek kozott azért is teljesiilhetett, mert a tesztelt fajok
generaciods ideje jelentds, azaz kell6 mennyiségii mutaciods valtozas viszonylag hossza id6 lefor-
gasa alatt halmozodhat csak fel csoportjukban. A polimorfizmus magas foka mindazonaltal an-
nak is koszonheto lehet, hogy az esetleges miitermékeket tévesen valodi allélként azonositjuk,
ez a mikroszatellitakkal torténd munka alland6 kisérdjelenségét képezi. Ezt a hibalehetoséget a
kapott PCR termékek szekvenalasaval lehet csak kisziirni, de erre a szakdolgozatom keretei ko-
z0Ott nem kertilt sor. Mindazonaltal kijelenthet6, hogy a tesztelt markerek akar alcsalad szintti

,,Cross-species” alkalmazasra megfelelnek.

A forras- és a célfaj kozotti genetikai tavolsag hatasat az adott marker variabilitasara
két valtozoval vizsgaltam: a fajparokban talalt allélszam-, illetve heterozigdcia-kiilonbség-
gel. Mindkét valtozonal egyre kisebb volt a célfajban a variabilitas a genetikai tdvolsag no-
vekedésével (ha a markereket egyiitt vizsgaltam), de nem minden marker esetében egyfor-
man érvényesiilt ez a trend. Az allélszam-kiilonbségnél tizbdl nyolc esetben (hatban szigni-
fikansan) negativ volt a kapcsolat, de két lokuszban pozitiv kapcsolat adodott (igaz, nem
szignifikdns modon). A heterozigociak kiilonbségénél viszont az sszes 10kuszban negativ
volt a kapcsolat (négy esetben szignifikansan). Az erre vonatkozo szakirodalom is efféle

tendenciardl szamol be. Mindenesetre itt is fontos megemliteni, hogy bar a negativ viszony
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a legtobb allatcsoportnal megfigyelhetd, de taxononként eltéré a mértéke. Egy madarakban
végzett hasonld kutatas szerint a kereszt-amplifikacios sikert/polimorfizmust legféképp a
forras- és fokuszfaj kozti genetikai tavolsag befolyésolja (negativan), de mas tényezok is
hatnak rajuk, példdul a PCR-ek csokkend anellacios homérséklete noveli a kereszt-
amplifikacio esélyét, valamint minél tobb allél detektalhato a forrasfajokban, annal tobb fo-
kuszfajban tapasztalhatdo polimorfizmus a vizsgalt mikroszatellitdkra nézve. Ugyanakkor
nem volt 6sszefiliggés a sikeresség és a lokusz ismétlédé motivuma (di-, tri-, tetranukleotid),
vagy strukturaja (tokéletes, tokéletlen, 6sszetett) kozott. A genetikai tavolsag negativ hatasat
egy¢eb allatcsoportoknal (példaul békakban, cetekben) is kimutattak, igy a genetikai tdvolsag
altalanosan hasznos eldrejelzéje lehet a ,,cross-species” tesztek sikerének [3]. Egy, a
Passeriformes rend fajaiban, 40 mikroszatellita lokuszt vizsgald kutatas szintén forditott ara-
nyossagot mutatott ki a genetikai tdvolsag és a kereszt-amplifikacios siker és polimorfizmus
kozott [5]. Ezek a vizsgalatok a markerek variabilitasat nem az egyes 16kuszoknal detektalt
allélek szamaval jellemezték, hanem aképp, hogy az egyes fajoknal a tesztelt markerek hany
szazalékanal jelentkezett polimorfizmus, igy a benne szerepld szamok kodzvetleniil nem vet-
heték Ossze az én eredményeimmel. Az éltalam hasznélt valtozokat alkalmazta viszont a
kutatocsoport egy korabbi szakdolgozodja is, aki a kapcsolatot tobb allatcsoporton, egyéb té-
nyez6k bevonasaval vizsgalta [75]. Eredményei 6sszhangban vannak az altalam tapasztal-
takkal, ugyanis a madarak csoportjan beliil 6 szignifikans, negativ eldjelli kapcsolatot térké-
pezett fel a markerek variabilitasa és a genetikai tavolsag kozott. Szintén hasonldan az én
eredményeimhez, egy vizsgalatban a forras- €s fokuszfajok kozti filogenetikai tavolsag
novekedtével a null-allélek gyakorisaganak gyors iitemii emelkedését is megfigyelték [76],
ez a jelenség szintén okozhatja a (megfigyelhetd) variabilitas csokkenését, ezaltal limitalva

a markerek alkalmazhatosagat a forrasfajtol tavolabbi fajokban.

Az evolucids tavolsagnak a markerek variabilitasat negativan befolyasol6 hatasaban
szamtalan tényez6 jatszhat szerepet. A névekvé genetikai tavolsaggal egyre kisebb annak
esélye, hogy a mikroszatellita 16kusz a genomban még a forras- €s a fokuszfaj kozos 6sében
(a két faj szétvalasa el6tt) jott 1étre, és ezaltal mindkét fajban jelen van. Emellett a papagajok
hosszu generacios ideje is szerepet jatszhatott a mutacios rata modulalasa altal. Mivel pedig
az evolucios tavolsag novekedésével egyre tobb 10kusz valhat null-allélessé, a hamis homo-

zigotak egyre ndvekvo aranya is erdsitheti a negativ tendencia kialakitasat.

A harom ara fajban (Ara macao, Ara ararauna, Ara chloropterus) elvégzett belte-

nyésztés-vizsgalat soran arra deriilt fény, hogy a vizsgalt taxonok koziil kettdben (Ara
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ararauna, Ara chloropterus) egyaltalan nincs kimutathato beltenyésztettség, mig a harma-
dikban (Ara macao) mindossze jelentéktelen mértékii tapasztalhatd (ezt okozhatta az is,
hogy ebben a fajban az egyik markernél a null-allélek gyakorisaga szamottevé lehet, és va-

l6jaban csak a hamis homozigotak nagyobb aranyat latjuk).

A fogsagban tenyésztett allatok korében gyakran eléfordul a beltenyésztettség, mely
az egyedek fitnesz-csokkenését okozhatja (,,inbreeding-depression’), ha nem is mindig oly
erdteljesnek mutatkozva, mint vadon ¢é16 fajtarsaiknal, hol a tulélés a beltenyésztettség altal
moderalt [36]. Ezért is volt érdekes kideriteni, hogy néhany népszerii, tenyésztdk altal eld-
szeretettel szaporitott papagdj esetén szamithatunk-e az emlitett, negativ hatasok feltinésére

hazai viszonylatban, vagy sem.

A populaciok genetikai diverzitasanak, beltenyésztettségének felmérésére gyakran
hasznalnak mikroszatellita markerek genotipizaladsaval nyert, genetikai jellegi adatsorokat
[37, 77, 78]. Papagajokat érintd, genetikai diverzitast, beltenyésztettséget monitorozo vizs-
galatokra sokszor a kovetkez6 okok miatt lehet sziikség: 1 a hobbimadar tenyésztok kivan-
csiak allatallomanyuk genetikai mindségére, beltenyésztettségének mértékére, 2 veszélyez-
tetett fajok visszatelepitési programjainak részeként a visszajuttatand6 allomany ellendrzése
céljabol, 3illetve, hogy egy fogsagban tartott allomanyrdl megéllapitsdk, hogy valdban le-
galis moédon, regisztralt tenyészetekbdl szarmazik, vagy illegalisan, vadonbo6l kivont mada-

rakbol all [37, 77].

Ezen feliil arrdl is olvashatunk, hogy a beltenyésztettség felmérése céljabol szamitott
fixacios index értékét null-allélek jelenlétében feliilbecslik, ami indoklja, hogy ilyen esetben
fokozott koriiltekintéssel kell értelmezniik a beltenyésztettséget leirdé mérészamot [76]. EQy
visszavaditas céljabol, fogsagban tenyésztett rozsas galamb (Nesoenas mayeri) populacional
kimutattak, hogy bar a beltenyésztettség negativ hatassal volt az allatok fitneszére, szdmos
ok (csokkent tojas életképesség, tulélési rata az egyes életfazisokban) kdvetkeztében, legin-
tenzivebben azon egyedeknél jelentkezett a beltenyésztési leromlés, ahol a beltenyésztési
koefficiens (F) értéke nagyobb, vagy egyenld volt, mint 0,25. Ebbdl levonhato a kovetkez-
tetés, hogy joval kisebb értékek nem eredményeznek jelentds negativ hatasokat az allatok
fitneszében [36]. Osszefoglalva, a harom vizsgalt faj koziil egyik hazai alloméanyaban sem
tapasztalhatok a beltenyésztettség jelei. Ennek hatterében az allhat, hogy a hazai tenyésztok,

Kiterjedt nemzetkozi kapcsolataik révén, sok tenyészmadarat kiilfoldrél szereznek be.
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6 Osszefoglalas

A mikroszatellita markerek vizsgalatan alapulé modszerek napjainkban a genetikai
megkozelitésii kutatasok egyik f6 alappillérét képezik, és nagy népszeriiségnek drvendenek.
E markerek széleskort felhasznalasanak oka magas mutacios ratajuk altal nyert jelentds va-
riabilitasuk, illetve ,,flanking” régidik konzervatizmusa. Jelentds koltségmegtakaritassal jar-
hat, ha egy adott fajra tervezett markert mas fajokban is, ,,cross-species” modon sikertil al-
kalmazni. E metodika sikerességét szamos tényez6 befolyasolja, melyek koziil egyik legje-
lentOsebb az eredeti és fokuszfajok kozott mért genetikai tavolsag. A fajok kozti alkalmazas
sikerességét én az Arinae alcsalad fajain vizsgaltam, tiz mikroszatellita markeren, melyek koziil

harmat az Ara ararauna hetet pedig az Ara macao fajban irtak le.

Egyik célkitlizésem arra iranyult, hogy kideritsem, alkalmasak-e markereim ily széles
fajspektrumu hasznalatra vagy sem. Arra jutottam, hogy meglepden jelentés hanyaduk sikeresen
alkalmazhaté e célokra, ugyanis a lokuszok zOme a tesztelt primerek segitségével
amplifikalodott a fajok tobbségében, raadasul az esetek tulnyomo részében polimorfnak mutat-

kozott.

Azt is vizsgaltam, hogy markerek fajok kozotti alkalmazasanak sikeressége — vagyis,
hogy az adott 10kusz mennyire variabilis a vizsgalt fokuszfajokban — fligg-e a forras- és fokusz-
fajok genetikai tavolsagatol, a vizsgalt taxondmiai keretek kozott. Ebben a helyzetben a variabi-
litds nagysagat két mérdszammal is indikaltam, egyrészt a markerek eredeti és a fokuszfajokban
detektalt allélszamanak, masrészt a megfigyelt heterozigdciak paronkénti kiilonbségével. A mar-
kerek variabilitasa a legtobb esetben a genetikai tavolsaggal szignifikans mértéki forditott ara-
nyossagban allt, néhany 16kuszban azonban nem talaltunk ilyen 6sszefliggést. E szerint, kijelent-
hetd, hogy bar a kereszt-amplifikaciés markerkészlet fejlesztésnek van jovoje, alapos megfon-
toltsaggal kell eljarni a téren, hogy a lokuszok forrasfajatol milyen genetikai tavolsagra levo

taxonban érdemes probalkozni egy marker alkalmazhatosaganak tesztelésével.

Harmadik célkitlizésem arra irdnyult, hogy felderitsem néhéany ara faj hazai allomanya-
ban a beltenyésztettség mértékét. Ennek soran kideritettem, hogy a vizsgalt, reprezentativ min-
takban az egyes fajok egyedei kozott alacsony volt a kdzeli rokonok aranya, €s egyik faj hazai
kint6 tenyésztdi munka, és esetlegesen a kiilfoldrdl torténd gyakori tenyészmadar-behozatalnak

a kovetkezménye.
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7  Summary

Microsatellite markers are very popular in any type of molecular ecology studies,
mostly due to their high mutation rate and variability. This quick evolution has the conse-
quence that the most effective way of finding such loci is to develop them de novo in a given
species. As an alternative, cross-species utilisation of STR loci primer sets features a highly
cost-effective solution. The success of this method depends on several factors, of which as-
sumably the most significant is the evolutionary distance between the source and the focal

species.

Here | present a cross-species amplification study of ten STR loci, developed for Ara
ararauna and Ara macao, in parrot species belonging to the Arinae subfamily. First, | tested
whether this marker set is applicable to such wide range of parrot taxa. Secondly, | tested
whether variability (and therefore usability) of a given marker in the focal species is affected
by the genetic distance from the original (source) species. For this purpose | used two vari-
ability measures, namely the difference in allele numbers and observed heterozygosity be-
tween the source and the focal species. Finally, | assessed the extent of inbreeding in Hun-
garian captive-bred populations of three Ara species by calculating inbreeding coefficients
(Fis) and heterozygosity measures ( Ho, and He,,) as well as by calculating the proportion of

related and non-related individuals.

The majority of the loci were successfully amplified in most of the species, and with
surprisingly high variability, even in less related genera. Overall cross-species variability of
the markers was negatively affected by the genetic distance from the source species, but in
a minority of the loci, this trend was not present (or proved not significant). The ratio of
closely related individuals in the tested populations were relatively low, and there was no
sign of inbreeding in any of the studied populations, maybe due to the incidental international
import of birds to the local aviculture. My results highlight that although cross-species usage
of microsatellite markers compose a quite promising method, evolutionary distance as an

important limitation have to be considered.
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HuVetA
ELHELYEZESI MEGALLAPODAS ES SZERZOI JOGI NYILATKOZAT*

Név: Orkényi Zoltan

A feltéltendé mii cime: Mikroszatellita markerek rokon fajok kozotti teszielése papagajok-

ban

A mi megjelenési adatai: Szakdolgozat 2023

Az atadott fajlok szama: 1 db

Jelen megallapodds elfogaddsaval a szerzé, illetve a szerzéi jogok tulajdonosa nem kizdréla-
gos jogot biztosit a HuVetA szamadra, hogy archivélja (a tartalom megvdltoztatdsa nélkiil, a
megOrzés és a hozzaférhetdség biztositasanak érdekében) és médsoldsvédett PDF formdra kon-

vertdlja és szolgdltassa a fenti dokumentumot (beleértve annak kivonatat is).

Beleegyezik, hogy a HuVetA egynél tobb (csak a HuVetA adminisztratorai szamdra hozzatér-
heté) mésolatot taroljon az On éltal dtadott dokumentumbol kizarolag biztonsagi, visszaallita-

si és megdrzési célbol.

Kijelenti, hogy az dtadott dokumentum az On miive, és/vagy jogosult biztositani a megdallapo-
dasban foglalt rendelkezéseket arra vonatkozoan. Kijelenti tovdbba, hogy a mii eredeti és leg-
jobb tudomdsa szerint nem sérti vele senki mas szerz6i jogat. Amennyiben a mii tartalmaz
olyan anyagot, melyre nézve nem On birtokolja a szerzéi jogokat, fel kell tintetnie, hogy kor-
latlan engedélyt kapott a szerz6i jog tulajdonosatol aira, hogy engedélyezhesse a jelen megdl-
lapodasban szereplé jogokat, és a harmadik személy dltal birtokolt anyagrész mellett egyértel-

miien fel van tiintetve az eredeti szerz6 neve a mivon beliil.

A szerz6i jogok tulajdonosa a hozzaférés korét az aldbbiakban hatdrozza meg (egyetlen, a

megfeleld négyzetben elhelyezett x jellel):

engedélyezi, hogy a HuVetA-ban -ban tdrolt miivek korlatlanul hozzéaférhet6vé valjanak

3

a vilaghalon,

az Allatorvostudoményi Egyetem bels6 hdldzatdra (IP cimeire) korldtozza a feltoltote

dokumentum(ok) elérését,
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a Konyvtarban taldlhato, dedikalt elérést biztosito szamitogépre korldtozza a feltdltont

dokumentum(ok) eleréset,

csak a dokumentum bibliografiai adatainak és tartalmi kivonatdnak feltoltéséhez jarul

hozza (korlatlan hozzaléréssel),

Kérjuk, nyilatkozzon a négyzetben elhelyezett jellel a helyben hasznalatrol is:

\ Engedelyezem a dokumentum(ok) nyomtatott valtozatanak helyben olvasasét a kényv-

tarban.

Amennyiben a feltoltés alapjat olyan mii képezi, melyet valamely cég vagy szervezet timoga-
tott illetve szponzordlt, kijelenti, hogy jogosult egyetérteni jelen megdllapoddssal a miire vo-

natkozoan.

A HuVetA uzemeltetdi a szerz6, illetve a jogokat gyakorl6 személyek és szervezetek iranyd-
ban nem vallalnak semmilyen felelgsséget annak jogi orvosldsara, ha valamely felhasznalé a

HuVetA-ban engedéllyel elhelyezett anyaggal torvénysérté modon visszaélne.

Budapest, 2023. év &prilis hé 20. nap

f%@g Lot
{J

aldiras

szerzd/a szerzoi jog tulajdonosa
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A HuVetAMagyar Allatorvos-tudomanyi Archivum — Hungarian Veterinary Archive az Al-
latorvostudomanyi Egvetem Hutvra Ferenc Konyvtar, Levéltar és Muzeum dltal miikodtetett
egvetemi es szakteruleti online adattar, melynek célja, hogy a magyar dllatorvos-tudomdny és
-tortenet dokumentumait, tuddsvagyondt elektronikus formdban osszeqgylijtse, rendszerezze,
megorizze, kereshetoveé és hozzaférhetové tegye, szolgdltassa, a hatdlyos jogi szabdlyozdsok

figvelembe vételével.

A HuVetA a korszeru informatikai lehetoségek felhasznalasaval biztositja a kénnyii, (interne-
tes keresogéepekkel is miikodo) kereshetiséget és lehetGséq szerint a teljes szoveg azonnali el-

ereset. Célja ezek révén

a magyar dllatorvos-tudomdny hazai és nemzetkozi ismertségének névelése;

- a magyar dllatorvosok publikdcidira térténd hivatkozdsok szamdnak, és ezen

keresztiil a hazai dllatorvosi folyéiratok impakt faktordnak novelése;

- az Allatorvostudomdnyi Egyetem és az egyiittmiikod6 partnerek tuddsvagyo-
ndnak koncentrdlt megjelenitése révén az intézmények és a hazai dllatorvos-

tudomdny tekintélyének és versenyképességének novelése;
- a szakmai kapcsolatok és egytittmiikodés elGsegitése,

- anyilt hozzdférés tdmogatdsa.
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