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OSSZEFOGLALAS

A molekularis genetikai modszerek alkalmazasa kibévitette az ornitologiai kutatasok eszkoztarat. Dolgozatunkban a leggyakoribb fel-
hasznaldasi teriileteket vessziik szamba. Alapvetd célunk egy atfogo képet adni a madartani vizsgalatok soran jelenleg leggyakrabban alkalmazott
médszerek korérdl, és az dltaluk elérhetd eredményekrdl. Igy targyaljuk a vizsgdlatokhoz elengedhetetlen mintagyiijtési modszerek alkalmaz-
hatosagat, valamint az egyedi azonositas, ivar-meghatarozas, DNS vonalkédolas médszertanat, tovabba a molekularis modszerek szerepét a
veszélyeztetett fajok védelme sordan. Kitériink az egyes modszerek elényeire és hdatranyaira, és az aktudlis trendekre is.

Kulcsszavak: mitokondrialis DNS, genetikai diverzitas, DNS alapu fajazonositas, hullatott tollak
SUMMARY
Ornithology studies have been extended by molecular genetic techniques. In this paper we are dealing with the most common use of areas.
Our basic aim is to give a comprehensive view of the most commonly used methods in ornithological studies, including the available results
by their use. We also deal with the following areas: an essential step during examination namely the applicability of sample collecting
methods, and the unique identification, also the sex determination, methodology of DNA barcoding, as well as the role of molecular methods

to protect endangered species. We discussed the advantages and disadvantages of the methods, such as the current trend for each method.
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BEVEZETES gyljtési médszerek harom 6 csoportjat Vili et al. (2007)
ismerteti. A destruktiv mintavételt gerinctelen szerve-

A molekularis genetikai modszerek hasznalata az zetek vizsgalatanal alkalmazzak, ennek soran a teljes
ornitologiai kutatdsokban viszonylag nagy multra te- egyedet felhasznaljak. Kevésbé drasztikus megoldast
kint vissza, azonban a modszerek fejlodésével és kolt- jelentenck a nem-destruktiv mintavételi modszerek,
ségeik csokkenésével alkalmazasi koriik jelentds bovii- mint példaul a vérvétel, biopszia, nyalkahartya vagy az
lésére lehet szamitani. Ezért célszertinek tartjuk a kii- ujjpercek lecsipése. Az ilyen eljarasok soran a vizsgalni
16nb6z6 felhasznalasi célok és a leggyakrabban alkal- kivant allatok nagy valoszintiséggel tulélnek, de jelen-
mazott modszerek attekintését. Ezen modszereknek a tds stresszt kell elviselniiik, ami tudomanyetikai és
taldn leggyakoribb felhasznalasi teriilete a madarfajok gyakorlati okokbdl is kifogasolhat6. Mivel a moleku-
populacio szintli vizsgalata. Eddig elsdsorban termé- laris genetikai modszereket leggyakrabban természet-
szetvédelmi kutatasok élveztek eldnyt a madarak ese- védelmi és populaciogenetikai vizsgalatokban alkal-
tében is, mivel a sziikds eréforrasokat a leginkabb ve- mazzak, nem fogadhato el az egyedek ilyen mértékii
szélyeztetett fajokra kell 6sszpontositani. Az ilyen vizs- zavarasa, esetleges elhullasa. Az ilyen kutatasok ese-
galatok elsGsorban a jelenkori genetikai struktirakra tében a megoldast a nem-invaziv mintagytijtési mod-
Osszpontositanak a fajok hosszl tava tulélésével kap- szerek jelentik (Taberlet et al. 1999, Waits és Paetkau
csolatban (Wan et al. 2004). A modszerek szélesebb 2005), melyek soran az allatok tavollétében lehet a
korti elterjedésével nem csak a vizsgalt fajok kore bo- mintakhoz jutni, olyan, altaluk hatrahagyott nyomok-
viilhet (pl. gazdasagi, vadgazdalkodasi, 6koldgiai szem- bol, mint a szdr, pikkely, vedlett toll, nyal, iiriilék, ved-
pontbdl jelentds fajok), hanem szamos olyan tanulmany- lett bér vagy tojashéj. A modszer elényei kozé tartozik,
ba is bevonhatoak az eredmények, melyeknek eredeti hogy viszonylag kis mennyiségli minta is elegend6
célja nem az egyedek vagy populaciok genetikai jel- genomidlis DNS-t tartalmazhat, ami a vizsgalatok alap-
lemzdinek feltarasa, de remekiil kiegészitik a mas me- feltétele. A kis mennyiség miatt a mintak gytjtése, ta-
todika alapjan gytjtott adatokat, sokszor Gy megvilagi- rolasa, szallitasa is konnyebb és olcsobb. Azonban a
tasba helyezve az eredményeket, ezaltal feltarva ko- modszer hatranyai is elsésorban a kis mintamennyi-
rabban nem ismert dsszefliggéseket. ségbdl fakadnak, ugyanis olyan esetek is gyakran el6-
fordulnak, hogy nem megfelelé a DNS mindsége ¢s/

MINTAGYUJTESI MODSZEREK vagy mennyisége, igy a mintak nagy része nem ad

hasznalhaté eredményt, emiatt jelentésen megnéhet-
A genetikai vizsgalatok alkalmazasanak egyik els6 nek a laborkoltségek. Tovabba fennall a mintak szeny-

¢és legfontosabb kérdése a megfelelé mintavételi mod- nyezdédésének a veszélye is (Taberlet et al. 1999,

szer kivalasztasa. A vizsgalat célja, a vizsgalt allatfaj, McDonald és Griffith 2011).

a rendelkezésre all6 forrasok, és eszkozok kozosen ha- A madarak esetében a legelterjedtebb nem-invaziv

tarozzak meg a végiil alkalmazhato6 eljarast. A minta- mintavételi modszer a hullatott tollakon alapul. A madar-
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tollbol torténé DNS-izolalas lehet6sége viszonylag ré-
gota adott (Pearce et al. 1997, Taberlet et al. 1999,
Eguchi 2000, Bello et al. 2001, Malagé et al. 2002). A
tollak gytijtése legtobbszor pihend-, fészkelos-, etetd-
és itatohelyek kozelében végezhetd sikerrel. A mod-
szer kezdeti alkalmazasakor a tollszar pulpajat, illetve
bazalis hegyét hasznaltak forrasként a DNS-kivonas-
hoz, de ennél az eljarasnal a megbizhat6 eredményhez
egy egyedtol tobb, lehetdleg friss tollra van sziikség
(Taberlet és Bouvet 1991), mivel a legf6bb problémat
a tollakban talalhato DNS szabad kornyezetben
torténd gyors degradacidja (mikrobialis tevékenység,
UV sugarzas miatt) jelenti (McDonald és Griffith
2011). A DNS-izolalas hatasfokanak jelentds javulasa
Horvath et al. (2005) modszere altal volt elérhetd. Ez
a tollszarban talalhatdo magvas vorosvérsejteket tartal-
mazo6 vérrogot hasznalja fel, igy a kivont DNS elegend6
a mikroszatellitakon alapuldé DNS-ujjlenyomat meg-
hatarozasahoz, illetve mitokondrialis DNS-szakaszok
szekvenalasahoz (Vili et al. 2007). Szintén a hullatott
tollakon alapuldé médszer hatranyai kozott kell megem-
liteni, hogy gyakorlati tapasztalataink alapjan bizonyos
esetekben a tollakat hatrahagyo faj azonositasa is bi-
zonytalan lehet (Bagi és Kusza 2015). Mindent &ssze-
vetve, a hullatott tollak alkalmazasa valddi alternativat
jelent a hagyomanyos (vér, szovet) mintavételi mod-
szerekkel szemben, mely egytttal jelentdsen kibévitet-
te a molekularis genetikai modszerekkel végzett termé-
szetvédelmi és populaciogenetikai vizsgalatokba be-
vonhato fajok korét (ritka, érzékeny, nehezen csapdaz-
hat6 és/vagy védett fajok).

EGYEDI AZONOSITAS

A madartani kutatasok egyik alapvetd eszkoze az
egyedi jelolés, mely lehetévé teszi a késobbi vizsgala-
tokat, adatfelvételeket. Ezeket a jeldléseket altalaban
kiilonboz6 eszkdzok (gytrik, krotaliak, chipek) segit-
ségével oldjak meg. Az egyedek jelolése sziikségessé
teszi a madarak befogésat, ami jelentds stresszel jar az
allat szamara. Ezen t0l a felhelyezett eszk6z0k zavar-
hatjak az allatot, példaul hatranyt is jelenthet szamukra
menekiilés vagy parvalasztas soran. Tovabbi problémat
jelent a jelolések elvesztése, vagy kopasa. A molekula-
ris genetikai modszerek részben ki tudjak kiiszobdlni
ezeket a problémakat, mivel az egyedek eleve jeloltek,
igy a jeldlés nem jelent tovabbi terhet, azaz nem befo-
lyasolja az egyed tulélését, es az nem veszik el. Termé-
szetesen a téves azonositasokat ezzel a modszerrel sem
lehet teljesen kizarni (Vili 2013). A molekularis techni-
kak fejlodésével a genetikai modszerek alkalmassa
valtak az egyedek azonositasara (Morin et al. 1994) is.
A fejlédés folyamatos, igy egyre boviil a rendelkezésre
allo eszkozok kore (Vili et al. 2007). Kezdetben az
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) és
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), mod-
szereket részesitették elényben, de manapsag egyre in-
kabb kivaltja 6ket a direkt-szekvenalas, illetve a DNS-
ujjlenyomat készitése mini- és mikroszatellitek vizsga-
lata alapjan (Sunnucks 2000). A mini- és mikroszatel-
litek a nuklearis DNS nem kodolo régidiban talalhato
2-6 bazisparos nukleotid ismétlédések. Az ismétlddo
szakasz hossza alapjan lehetnek di-, tri-, tetra-, penta-
¢és hexanukleotidok. Nagy szdmuk, hosszbeli polimor-

fizmusuk és jellemzden jo amplifikalhatosaguk miatt
ezeket a l0kuszokat régota felhasznaljak egyedi szintl
azonositasra (Jeffreys et al. 1985). A modszer azon ala-
pul, hogy az egyes mikroszatellita szakaszok hossza
egyedenként valtozo lehet, igy tobb ilyen szakaszt vizs-
galva, a bazisparokban megadott hosszuk egyedre jel-
lemz6 mintazatot jelent (Vili 2013). Mivel a DNS-
profil egyedi jelolésnek tekinthetd, és az adott popula-
¢16bol évrol évre standard modon lehet mintakat venni,
ezért a modszer alkalmas a jeldlés-visszafogasos vizs-
galatokhoz hasonloan akar az egyedek hosszu tavi
nyomon kovetésére is (Lukacs 2005, Lukacs é¢s Burnham
2005, Peakall és Smouse 2006). igy populacié olyan,
mas modon nehezen becsiilhetd paraméterei is vizs-
galhatéva valnak, mint példaul az egyedszam, a mor-
talitds, vagy a migracio (Vili et al. 2007). A fentiekbdl
kovetkezik, hogy a mddszer elsGsorban a fajvédelmi
programok esetében jelent hasznos eszkozt. Az igy
nyert adatok segitik a hatékony programok kidolgo-
zasat, de a mar futd projektek monitorozasara is fel-
hasznalhatoak, ezaltal még idében végrehajthatoak az
esetlegesen sziikségessé vald modositasok.

IVAR-MEGHATAROZAS

A legtobb madarfaj esetében konnyt feladat a ne-
mek felismerése, azonban sok olyan faj van, ahol az
ivari dimorfizmus nagyon kicsi, vagy nem is figyelhe-
t6 meg. Esetleg olyan fiatal egyedek képezik a vizsga-
lat targyat, ahol ezek a nemi jellegek még nem fejléd-
tek ki. Ezekben az esetekben segitségiil hivhatjuk a
molekularis modszereket. Ivar-meghatarozasra tobb
molekularis modszer alkalmazhaté, példaul a karyo-
tipizalas, RAPD, RFLP, AFLP, hibridizalas, de a mini-
€s mikroszatellit 10kuszok vizsgalata is. Madaraknal a
tojo a heterogametikus (WZ ivari kromoszéomakkal
rendelkezd), mig a him a homogametikus ivar (ZZ kro-
moszomak). igy a W kromoszéma vagy a W kromo-
szomara specifikus szekvenciak kimutatdsa alkalmas
az ivar-meghatarozasra (Vili et al. 2007). Griffiths és
Tiwari (1995) irta le az elsé W kromoszémahoz k6t6d6
gént madarakban, mely a CHDIW jelolést kapta. Ez a
gén felel a kromo-helikaz DNS-k6t6 fehérje koddolasa-
ért, és a legtobb fajban eléfordul. Mig a CHDIW gén
csak tojokban fordul eld, a Z kromoszéman talalhato
CHDI1Z jeli valtozata mindkét ivarban megtalalhato.
Ezek a gének az ivari kromoszomak rekombinalodo
pszeudoautoszomalis régidin kiviil helyezkednek el,
ezért elég konzervativak ahhoz, hogy alkalmasak le-
gyenek az ivarok azonositasara. Ellegren és Sheldon
(1997), valamint Cerit és Avalus (2007) is 6sszehason-
litotta a kiilonb6z6 modszereket. Mindkét szerzOparos
arra a megallapitasra jutott, hogy az ivari kromoszo-
makon talalhaté CHDIW és CHD1Z gének vizsgalata
jelenti a legmegbizhatobb és leggyorsabb modszert.

DNS-ALAPU FAJAZONOSITAS

A fajok azonositasanak egy viszonylag egyszerli
moddja a DNS-barcoding (nevezik még az élet vonal-
kédjanak is). Alapelve egyszerii: egy olyan DNS-sza-
kaszt kell valasztani, amely jelentdsen eltér a fajok ko-
z06tt, de meglehetdsen kis variabilitassal rendelkezik
egy fajon beliil. Ennek a szakasznak a vizsgalataval el-
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végezhetd a vizsgalt egyedek faji hovatartozasanak
megallapitasa. A madarak (és altalaban a gerinces fajok
esetében) a mitokondrialis DNS citokrom-oxidaz I-es
hasznaljak erre a célra. A mddszer sok esetben nagyon
leegyszerlsitette a taxondomiai munkat, de ennek is
vannak korlatai, igy a hagyomanyos fajmeghatarozasi
modszereket nem lehet teljesen kivaltani vele. Kritika
éri a modszert, mert csupan egyetlen régi6 vizsgalata
alapjan von le kovetkeztetéseket. Ez példadul uj fajok
esetén nem feltétlentil elegendd, de akar a véletlen
folytan is lehetnek egyezések két faj kozott a vizsgalt
szakaszon. Ugyanigy problémakat vet fel az introgresz-
szi6 és a hibridizacié kérdése is. Hebert és Gregory
(2005) észak-amerikai madarfajok vizsgalata soran ki-
mutatta, hogy az esetek 96%-aban azonosithaté volt az
egyed faji hovatartozasa DNS-vonalkddolassal. Ugyan-
akkor az is igaz, hogy ezek nagy része hagyomanyos
modszerekkel is elkiilonithetd lenne. A fennmaradé 4%
esetében azonban a faj kizardlag a DNS-szekvencian
alapul6d azonositdsa sokak szerint elfogadhatatlanul
magas hibaaranyhoz vezethet. Meg kell azonban emli-
teni, hogy az ismert és kutatott rendszertani csoportok
esetében a tévedés lehetdsége sokkal kisebb. A hataro-
zasbeli bizonytalansagok elsésorban kevésbé kutatott,
esetleg még nem leirt fajok/rejtett fajok esetében jelen-
tdsek. Az adatbazisok fejlesztésével a bizonytalansag
mértéke is csokkenthetd (Meyer és Paulay 2005). Baker
et al. (2009) megallapitasai szerint is az olyan, rendszer-
tanilag kiforrott csoportokban, mint az eml8s6k vagy a
madarak, a fajok tobbsége jol elkiilonitheté ezzel a
modszerrel.

Madarakat érint6 barcoding vizsgalatokat leggyak-
rabban azzal a céllal folytatnak, hogy egy meghataro-
zott teriilet (orszag, régid, varos) madarkozosségét
leirjak, esetleg mizeumi gyijteményeket vizsgalja-
nak altala (Schindel et al. 2011, Lijtmaer et al. 2012,
Aliabadian et al. 2013), de a mar emlitett taxonomiai
munkaban is hasznos eszkdznek bizonyul a leszdrma-
z4si viszonyok tisztazasaban és a korabbi besorolasok
felulvizsgalatakor (Hebert et al. 2004, Khan és Arif
2013, Rudnick et al. 2007, Ferri et al. 2009). Nagy le-
hetdségeket rejt magaban a modszer a természetvédel-
mi karok azonositasaban (mérgezés vagy orvvadaszat
esetében a bizonyitaskor), vagy példaul lehet6vé teszi
a reptildgéppel 1itk6z6 madarcsapatok faji szintli azo-
nositasat is, igy lehetové téve a hatékony ellenintézke-
dések kidolgozasat (Dove et al. 2008).

VESZELYEZTETETT FAJOK VEDELME

A korabbi fejezetekben mar utaltunk ra, hogy a mo-
lekularis genetikai modszerek egyik legfontosabb fel-
hasznalasi teriilete az ornitologian beliil a védett fajokat
érintd kutatasok és védelmi programok. Ha kis popu-
laciok egymastol tavol helyezkednek el, és nem jon lét-
re kozottiik migracio, akkor genetikailag izolalodnak,
¢és felbomlik a dinamikus metapopulacios szerkezet,
ami természetvédelmi szempontbol rendkiviil hatra-
nyos (Standovar és Primack 2001). A genetikai allapot
minél pontosabb ismerete a sulyosan veszélyeztetett
fajok populacidiban jelentsen segitheti a hatékony faj-
védelmi munkat, hiszen a populacids szerkezet (gén-
aramlas, metapopulaciok, genetikai sodrodas révén)

alapvet6en meghatarozza a fajok talélési esélyeit, és igy
befolyasolhatja az alkalmazando védelmi stratégiat is
(Vili et al. 2007). A molekularis genetikai modszerek
megkeriilhetetlen eszkozei lettek a veszélyeztetett fa-
jok védelmének is, mivel ezek segitségével gyorsan és
pontosan megallapithato a kiilonboz6é populaciok ge-
netikai polimorfizmusa €s a populaciok kozotti gén-
aramlas mértéke, felderithetd az adott populacio popu-
lacidgenetikai torténete, melyek alapjan tervezhetdvé
valik a génmeg0rzési munka. A napjainkban leggyak-
rabban alkalmazott modszer a kizardlag anyai agon
galata, amit szdmos gerinces fajnal hasznaltdk mar
fajon beliili populacios dsszehasonlitasokra (Rawlings
és Donellan 2002, Li et al. 2004, Martinez-Cruz et al.
2004). Szintén ezt a modszert hasznaljak a fajok utolso
eljegesedés alatti reflgium teriileteinek azonositasara,
az onnan tortént kiaramlasok iranyanak és idébelisé-
gének rekonstrualasara. Egy masik gyakran alkalmazott
modszer a mikroszatellit markerek hasznalata. A mikro-
szatellit vizsgalat az adott 16kuszon jelenlévd ismétlo-
d6 elemek variancidjat hasznalja fel. Ismert még SSR
(simple sequence repeats) néven is (Ouborg et al. 2010).
Szamos tanulmanyban alkalmaztak ezeket a markere-
ket természetvédelmi-genetikai dsszefliggésben a ge-
netikai variacio, a népesség szerkezete, a génaramlas
mértékének becslésére, valamint a demografiai torténet
¢s a hibridizacios események feltarasara (Verardi et al.
2006, Aspi et al. 2009, Wheeldon és White 2009).
Egyre gyakrabban alkalmazott modszer az SNP-k
(single nucleotide polymorphism) vizsgalata. Az
SNP-k gyakorlatilag pontmutaciok. Egy DNS szekven-
cia-variaciot jelent, mely akkor jon létre, ha egy nuk-
leotid a genomban megvaltozik. Az SNP-k segitségé-
vel a hagyomanyosan hasznalt mikroszatelliteknél és
AFLP-nél joval reprezentativabb képet kaphatunk az
egyedek, a populaciok, vagy akar a metapopulaciok ge-
netikai valtozatossagarol is. Ez lehet6vé teszi, hogy
részletesebb képet alkossunk a vizsgalt populacio de-
mografiajarol, a génaramlasrol, a beltenyésztettségrol
¢és a populacid torténetérol, tovabba a populaciok ko-
z0tti genetikai tavolsagokrol (Ouborg et al. 2010).
Bar a most bemutatott mddszerek eredményes al-
kalmazasara szamos példa szolgalt mar, allando vita
targyat képezi, hogy csupan egy, esetleg néhany mar-
ker felhasznaldséaval hiteles képet kaphatunk-e a vizs-
galt faj vagy populacié valtozatossagarol. Logikus
kovetkeztetés, hogy torekedni kell a lehetd legtobb mar-
ker alkalmazasara, de a forrasok végessége nem teszi
ezt lehetévé. Ezért folyamatosan keresik a leginkabb
megbizhaté médszereket. Osszehasonlitd tanulmanyo-
kat végeztek példaul mikroszatellitek ¢s SNP-k fel-
hasznalasaval, az eredmények pedig ellentmondasosak.
Mig az atlanti lazac (Salmo salar) esetében (Ryyninen
et al. 2007) er6s korrelacido mutatkozott a két marker
kozott, ugyanez nem volt kimutathato a farkasok (Canis
lupus) és az észak-amerikai prérifarkasok (Canis latrans)
esetében az egyedek szintjén (Vili et al. 2008). Ugyan-
akkor az utobbi vizsgalatban mar kimutathato volt a
korrelacio, ha a populaciok szintjén tortént az Gssze-
hasonlitas. Lathato tehat, hogy nem létezik univerzalis
marker. Az aktualisan alkalmazand6 marker kivalasz-
tasakor figyelemmel kell lenni az adott taxonomiai cso-
portra és vizsgalni kivant szervezOdési szintre is.
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