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I. Bevezetés

Kornyezetiink folyamatos valtozésa lehetdségek és kihivasok folytonos €s rendezett
megjelenését eredményezi, ami kivalo taptalaja az élet sokszinliségét fokozatosan kitermeld
evolucids folyamatoknak. Ezek a periodikus kornyezeti valtozasok a mérsékelt égovben és az
egyenlité mentén is ugyanugy fellelhetdek. Az éves ciklusokhoz torténd alkalmazkodas tehat

igen fontos és széles korben elterjedt az él6lények kozott (Battey 2000).

[.1. Megkiizdési stratégiak az allatvilagban

A szezondlis valtozdsokhoz vald alkalmazkodas sordn az allatok eltérd stratégidkat
kovethetnek, amelyek segitségével az adott startégiat alkalmaz6 egyedek maximalizalhatjak
fitnesziiket (Stearns 2000; Varpe 2017). Ilyen modon tehat az eltérd fajok (vagy akar fajon beliili
populaciok) eltérd stratégiai evolicidsan rogziilhetnek (Varpe 2017; McNamara és Houston
2007; Reppert és De Roode 2018). Ezek a stratégiak bizonyos mértékben plasztikusak, vagyis
az egyedek képesek finomhangolni a viselkedés megkezdésének idejét, annak hosszat, vagy
éppen a viselkedéses reakcio erdsségét és az abba fektetett energiat. Ezen feliil a stratégidk sok
eseteben egymastol nem fliggetlenithetd viselkedések, kizarhatjak egymast (mint a vonulas és
a dormancia), vagy csereviszony (“trade-off”) is kialakulhat koztiik (Varpe 2017; McNamara
¢s Houston 2007).

A legnagyobb kihivasok egyike, a kdrnyezet szélsdséges szezondlis megvaltozasa (szaraz
évszak, tél). Ehhez a kihivashoz is eltér6 stratégidkkal viszonyulnak a kiilonb6z6 fajok. A
vandorlas soran egy faj egyedei kornyezetiiket valtoztatjadk meg oly moddon, hogy egy
kedvezdtlenné valt kornyezetbdl egy aktudlisan (az éves ciklusnak ebben az iddszakaban)
kedvezdbb kdrnyezetbe vandorolnak, ahol kivarjdk a kedvezdtlen iddszak végét (Somveille,
Rodrigues, ¢és Manica 2015; Winger ¢€s mtsai. 2019; Reppert és De Roode 2018; Dufour és
mtsai. 2020).

A madarak észak—déli irdnyt vandorlasa talan a legismertebb példa a véandorlas
jelenségére. Abban, hogy ezt a vandorlast a fészkelési iddszakban meglévé kompeticio
elkeriilése végett a délrdl torténd fokozatos kolonizacid, vagy az északon €16 fajok a hidegebb
¢s ¢lelemben is szegény téli honapok alatti délre htizddasa alakitotta ki, mai napig nincs teljes
konszenzus (Somveille, Rodrigues, és Manica 2015; Winger és mtsai. 2019; Dufour és mtsai.

2020). Az viszont lathatd, hogy a komplex viselkedésnek mindenképpen mozgatérugdja a



szezonalis valtozas, amit jol mutat az enyhébb telek révén vonulasukat lerdviditd vagy kihagyo
egyedek megjelenése (Van Doren és mtsai. 2021). Hasonld észak—déli iranyu vonulast
ismeriink rovarok esetében is. A pompas kiralylepke (Danaus plexippus) egyedei mintegy 4800
kilométert tesznek meg a Nagy-tavaktol egészen mexikoi telelohelyiikig, hogy elkeriiljék a
hideg téli honapokat, viszont hozzajussanak a nyaron bdséges forrasokhoz (Reppert és De
Roode 2018). A pompas kirdlylepke kiilondsen figyelemre méltd faj, ugyanis nem minden
egyedek eljuthattak Hawaii, Uj-Zéland, Ausztralia, Dél-Amerika és a mai Spanyolorszag
teriiletére. Az ezeken a helyeken é16 populaciok nem vonulnak, ez a jelenség kizarélag Eszak-
Amerikaban figyelheté meg (Reppert és De Roode 2018). A faj tehat jo példa arra, hogy a
szezonalis kornyezeti valtozasokra kifejlesztett stratégiak nem csak fajok, de populaciok kozott

is jelentdsen eltérhetnek.

Vannak azonban olyan fajok, akik a véandorlas helyett viselkedésiik szélsOséges
valtoztatasaval alkalmazkodnak a kedvezétlenné valo kornyezethez. Ez torténik dormancia
soran, mikor az egyed lelassitja anyagcsere folyamatait és nyugalomba helyezi szervezetét
(Wilsterman, Ballinger, és Williams 2021). Az északi féltekén leggyakrabban a dormanciaval
az egyedek a téli honapok zord koriilményeit igyekeznek elkeriilni, de ismert tobb eset, mikor
a szarazabb nyari id0szakot (is) igy vészelik at. A dormancia az allatvilagban igen elterjedt,
feltételezhetden a kiilonb6z6 taxonokban tobbszor, fliggetleniil jelent meg az evollcids torténet
soran (Wilsterman, Ballinger, és Williams 2021). A tiiskésbdriiek (Echinodermata) jelenleg az
allatvilag egyetlen torzse, amelyben még nem mutattak ki ezt a jelenséget (Hand 1991). Annak
ellenére, hogy a dormancia az evolucié sordn tobbszor fiiggetlentil alakulhatott ki, a
viselkedéshez sziikséges génexpresszios €s metabolikus folyamatok mégis jelentds egyezést
mutatnak taxonok kozott is (Hand és mtsai. 2016; Wilsterman, Ballinger, és Williams 2021). A
eltéréek a kiilonbozé rendszertani csoportokban. Mig a madarak €s emldsok esetében
hibernacio- €s napi torpor-, addig a rovaroknal diapauza- és kvieszcencia tipusi dormanciat
kiilonboztetiink meg (Wilsterman, Ballinger, és Williams 2021). A hibernacié és napi torpor
kozott elsdsorban a dormans allapot hosszaban és az anyagcsere lassulds mértékében van
kiilonbség. Ezzel szemben a diapauza ¢és a kvieszcencia leginkdabb a dormanciat kivalto
szignalokban tér el (Wilsterman, Ballinger, és Williams 2021). A kvieszcenciat egy adott
kornyezeti tényezd (pl.: homérseklet) valtja ki, és az allapotot az egyed a kedvezdtlen

kornyezeti feltételek megsziinéséig tartja fenn. A diapauza esetében a folyamat sokkal inkabb



genetikailag determindlt, és az év bizonyos szakaszaban jelentkezik (Wilsterman, Ballinger, és
Williams 2021). Evolicids szempontbo6l tehét a kvieszcencia valdszintileg a kiszamithatatlan,
rendszertelen kdrnyezeti valtozasokhoz, mig a diapauza a szezonalis kdrnyezeti valtozasokhoz
torténd alkalmazkodas eredménye. A diapauza és hibernacio jelenségét (mély, programozott
dormancia) vizsgalva Eszak-Amerikaban az északi szélességi korok novekedésével nétt a
ahol a tengerszint feletti magassag novekedése volt pozitiv Osszefliggésben a dormanciara
képes fajok ardnyaval (Lehmann és mtsai. 2015; Wilsterman, Ballinger, és Williams 2021).
Mindezekbdl kovetkeztethetiink arra, hogy a mély, programozott dormancia megjelenése és a
szezonalitas erdssége (példaul hidegebb tél) kozott pozitiv 0sszefliggés talalhatd (Wilsterman,

Ballinger, és Williams 2021).

A szezonalitds eldnyeinek kihasznaldsdra és hatranyainak mérséklésére eredményes
stratégia lehet parzasi id6észak megléte is. A parzasi iddszakkal rendelkezd fajok tobbsége a
tavaszi honapokra idoziti azt, de vannak olyan fajok is, melyek &sszel szaporodnak.
Hormonrendszeriik 6sszehangoldsaval tehat a faj egyedei nagyjabol egyszerre szaporodhatnak
a szamukra valamilyen szempontbol kedvezd idészakban (Verhulst és Nilsson 2007; Vasantha
2016). A viselkedést gerinceseknél elsésorban a melatonin hormon eltérd jelenléte alakitja ki
(Vasantha 2016; West és Wood 2018). Az év soran a nappalok (megvilagitott 6rak) hosszanak
valtakozasa eltérd melatonin termelést valt ki az agyalapi mirigyben. Attol fiiggden, hogy az
adott faj parzasi id0szaka tavaszra vagy Oszre tehetd, a sotét periodusban termelt melatonin
gatlo, vagy éppen serkentd hatast valt ki a hipotalamusz gonadotropin-felszabadité hormon
(“‘gonadotropin-releasing hormone”, GnRH) termelésére. A GnRH pedig serkenti az agyalapi
mirigy follikulus-stimulalé hormon (“follicle-stimulating hormone”, FSH) és a luteinizalo
hormon (“luteinizing hormone”, LH) termelését, mely hormonok a parzasi és szaporodasi
idészak beinditasahoz sziikségesek (Vasantha 2016). {zeltlabtiaknal az aktiv periédus (ami sok
esetben egybefiigg a szaporodasi idoszakkal) szabalyozasaért egy belsd ciklikus-éves ritmus
(“circannual rhythm”, CA ritmus) lehet a felelds (Nakanishi, Kaneda, és Nakamuta 2017;
Miyazaki 2023). Bar izeltlabuiak esetében még kevésbé feltart a jelenség, az tudhato, hogy a
nappalok hossza mellett a hdmérséklet és a paratartalom nagy szerepet jatszanak a ciklus
idozitésben. Mig a homérséklet inkabb a mérsékeltovi fajoknal jatszik nagyobb szerepet, addig
az egyenlitbhoz kozeledve hangsulyosabba valik a paratartalom ¢€s az esézés (Wolda 1988;
Nakanishi, Kaneda, és Nakamuta 2017). A pusztitd muzeumbogar (Anthrenus verbasci)

esetében azt talaltdk, hogy az egyedek CA ritmusara a hdmérséklet és a nappalok hossza volt



hatassal. Ezen feliil sok hasonlosagot talaltak a CA és cirkadian ritmus mechanizmusai kézott.
Kiemelték azt is, hogy egyeldre keveset tudunk az izeltlabuak éves ciklusarol, de feltételezhetd,
hogy mas fajoknal is hasonlé CA ritmus szabalyozza az egyedek szezonalis viselkedését

(Miyazaki 2023).

Egy masik fontos stratégia, az utodgondozas idézitése. Az utddok rendelkezhetnek egy
optimalis nevelkedési idoszakkal, mely utan a kedvezétlen id6jaras, vagy a predacio csokkenti
a talélésiiket (Verhulst és Nilsson 2007; Oberg és mtsai. 2014). Ilyen modon csereviszony
alakulhat ki a gondoz¢ sziilok €s a gondozott utédok kozott azaltal, hogy az optimalis id6szak
elott a sziilok is nehezebben tudnak felkésziilni parzasi és utddgondozasi idészakra (Verhulst
és Nilsson 2007; Oberg és mtsai. 2014). Vannak persze olyan fajok is, melyek nem gondozzak
utodaikat, ellenben ezek a fajok is igazithatjak parzasi idoszakukat az utédok talélési esélyeinek

optimalizalasadhoz (P. J. Wright és Trippel 2009).

Az ¢l6lények tehat kiillonbozo stratégiakat alkalmaznak, hogy megkiizdjenek a kornyezet
szezonalis valtozasaival. Azt is lathatjuk, hogy ezek a stratégidk plasztikusak, egyedenként
eltérhetnek, igy a populdcié egésze jobban képes alkalmazkodni az éves ciklusok kisebb-
nagyobb eltéréseihez (hidegebb tavasz, rovidebb tél). Az eddig leirtak azt is j61 mutatjak, hogy
ezen folyamatok szabalyozasdban és finomhangoldsdban kiemelt szerepe van a hormonalis

szabalyozasnak.

[.2. A génexpresszios mintazatok jelentOsége az allatok
valaszreakcioiban €s viselkedésiik megértésében

A fehérje és peptid hormonokat gének kodoljak, igy termelddésiik a gének expresszids
szintjének valtoztatasaval befolyasolhato. A gének eltérd kifejez6dése tehat lehetdvé teszi az
élolények szamara, hogy alkalmazkodjanak tobbek kozott a kornyezet szezonalis valtozashoz
1s. A génexpresszio alapvetden a vizsgalt gén kifejezddését jelenti, tehat elsdsorban a génrdl
atirddott mRNS kopidk szamat (Brazma és Vilo 2000). Ennek oka, hogy a képzddott fehérjék
vizsgalata technologiailag sokkal nehezebben kivitelezhetd, ezért a legtdbb esetben az atirodott
MRNS-ek szintjét vizsgaljak. Az ilyen vizsgalatok eredményei csak limitalt kovetkeztetések
levondsara adnak lehetdséget, mivel a képzddd mikodoképes fehérjék és az mRNS-ek aranya
kozotti kapesolat nem egyértelmli (Brazma és Vilo 2000). Ezzel egyiitt a génexpresszios
vizsgalatok kivalo lehetdséget biztositanak arra, hogy jobban megértsiik és feltérképezziik az

¢lolények viselkedéseinek szabalyozasat. A parzasi idOszakkal ¢€s a dormanciaval



kapcsolatosan is sziilettek génexpresszios tanulményok, melyeknek eredményei nagyban

hozzajarultak a hattér mechanizmusok pontosabb megértéséhez.

A parzéasi idoszak alatt madarak esetében fontos jelenség az éneklés. Kordbban
kimutattak, hogy a parzési idészakra bizonyos agyteriiletek mérhetéen megnovekednek, amik
az éneklésben segitik az egyedet (Schwartz és Andrews 2013). A parzasi iddszakot kovetden
ezek az agyteriiletek le is éplilnek, hiszen fenntartasuk koltségesebb, mint késébb wjbol
megnoveszteni Oket. A folyamat génexpresszids hatterének vizsgdlata soran kideriilt, hogy a
hosszu nappalok kezdetekor tobb olyan génnek is megemelkedett az expresszidja, amelyek az
agysejtek atszervezddését és képzodését teszik lehetdvé. A hatds csupan a hosszu nappalok
beéllta utani 2 hétben volt kimutathato, ezt kovetden a hosszii nappalok ellenére sem volt
emelkedett expresszids szintje a sziikséges géneknek, akarcsak az év tobbi szakaban (Schwartz
és Andrews 2013). Osszefoglalva, a génexpressziés mintdzat valtozdsa az agyteriilet
megnovelésén keresztiil képes kozvetve fokozni egy adott iddszakban az egyedek

performanciajat.

A dormancia szabalyozasaban is jelentds szerepet tolt be a génexpresszids mintazat
valtozasa (MacRae 2010). A Magyarorszagon is elterjedt dalos szanyognal (Culex pipines) az
sHSP és Hsp70 fehérjéket kodolo gének kismértékli emelkedett expressziojat tapasztaltadk
(Robich és mtsai. 2007). Ezek a hdsokkfehérjek a fehérjék fel- és letekeredését segitik és a
sejtek stressz tlirését novelik (Fiist, Prohaszka, és Cervenak 2003). Ebbdl kovetkezik, hogy a
dormans éllapot soran az egyed sejtjeinek megnovekedd AMP/ATP aranyéanak és a lassul6 vagy
visszafordulo metabolikus folyamatoknak drasztikus hatasat csokkenthetik az emlitett
hosokkfehérjék (Fiist, Prohaszka, és Cervenak 2003; MacRae 2010). Jelentdsebb emelkedést
talaltak azonban az antioxidéans szelén-proteint kodolo gén expresszidjaban, ami szintén a sejtek
stresszvalaszaban kap kiemelt szerepet és fontos tulajdonsaga, hogy képes befolyasolni a
lipidek peroxidacidjat (Robich és mtsai. 2007). Ezek az eredmények arra vildgitottak rd, hogy
a dormancia ideje alatt kiemelten fontos a redox allapot kontrollja a sejtekben (Robich €s mtsai.

2007; MacRae 2010).

Lathatjuk tehat, hogy a génexpresszidos mintdzatok megmagyarazhatnak ismert
szabalyozasi folyamatokat, vagy iranyt mutathatnak a kutatok szamara eddig ismeretlen
szabalyozasi folyamatok felfedéséhez. Ehhez viszont, ezeket a mintazatokat valamilyen

megkozelités szerint fel kell tarni.



[.3. A génexpresszios mintazatok feltérképezésének lehetdsége a
differencialis expresszios analizisek segitségével

Egy nagyon gyakran hasznalt mddszer a génexpresszidos mintazatok feltdrasara a
differencialis génexpresszids (“differential gene expression”, DGE) analizis. A DGE analizisek
Iényege, hogy mintdk génexpresszidos adatait Osszevetve meghatarozzuk, mely gének
kifejezodése volt magasabb (“up-regulated genes”, up-regulalt gének) és melyeké alacsonyabb
(“down-regulated genes”, down-regulalt gének) az egyik mintdban a masikhoz képest (Zhang
és mtsai. 2014; McDermaid és mtsai. 2019). Erdemes megemliteni, hogy a DGE analizisekben,
ha egy gén az egyik mintaban up-regulalt, ugyanaz a gén a masik mintadban down-regulalt lesz.
Az tehat, hogy egy gén egy vizsgalt mintaban up- vagy down-regulalt nagymértékben
viszonyitds kérdése, ezért kiillondsen fontos az Osszehasonlitani kivant mintdk megfeleld

kivélasztasa (Zhang és mtsai. 2014).

A DGE analizisek leggyakoribb esetben két minta génexpressziojat vetik ossze. Ez lehet
valdjdban egyetlen csoport két kiilon idOpontban (kezelés eldtt/utan), vagy két eltérd
korilményti csoport (kontroll/kezelt) egy idOpontban vett mintajanak Osszehasonlitasa
(Rapaport és mtsai. 2013; McDermaid és mtsai. 2019). Osszességében elmondhatd, hogy a
DGE analizisek sokrétiien alkalmazhatoak és alkalmasak lehetnek tobbek kozott az egyedek

viselkedésnek szabalyozasat befolyasold hattérmechanizmusok behatobb tanulmanyozasara.

[.4. Az 1ddsor analizisek jelentdsége a génexpresszios mintazatok
feltérképezéseben

A kétmintas DGE megkozelités elonye, hogy egyértelmtl, letisztult és konnyen atlathato
kapcsolatokat ir le. Ezzel szemben a levonhatd kovetkeztetések meglehetdsen limitaltak és
a szervezetben zajld altalanos tendenciaktdl (Bar-Joseph, Gitter, €s Simon 2012; Spies és
Ciaudo 2015). P¢éldaul, ha egy kezelés hatasat vizsgaljuk egy csoportra, melybdl a kezelés elott
¢és utdn is mintat vettiink, valdszinii, hogy a génexpresszids mintazat a kezelést kovetd iddszak
alatt folyamataban valtozik, van egy csucspontja €és egy lecsengése is. Lathatd tehat, hogy

milyen limitacidi lehetnek annak, ha egyetlen mintat kivanunk venni a kezelés utan.

Az eldbbi limitaciok fényében van lehetdség egy eltéré megkozelitésre, mely soran tobb
eltérd idépont génexpresszids allapotabdl allitjuk fel a génexpresszids mintazatot. Ehhez a

feladathoz dolgoztak ki a DGE analizis egy specifikalt megkozelitését az idésor (“time-course”,
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TC) analizist (Spies €s Ciaudo 2015; Spies és mtsai. 2019). A TC analizishez tobb eszkoz is
fellelheté a piacon és tobbségiik ingyenes. A legismertebbek és talan legalkalmasabbak a
ImpulseDE2 (Fischer, Theis, és Yosef 2018), splineTC (Michna és mtsai. 2016) és maSigPro
(Nueda, Tarazona, és Conesa 2014; Spies és mtsai. 2019). Ezek a TC eszkozok a gének
expressziojanak valtozéasat és a kapcsolatot a kiilonboz6é idépontok kozott modellillesztés
segitségével tarjak fel. Ezzel szemben a hagyomanyos eljaras, mint példaul a DESeq?2 esetében
(Love, Huber, és Anders 2014), egy egyszerli paronkénti Osszehasonlitdsa az eltérd
idépontoknak. Ez a paronkénti Osszehasonlitds szliken vett értelemben nem nevezheté TC
analizisnek, viszont alkalmas TC adatsorok elemzésére. Korabban tesztelték a TC eszk6zok és
a hagyomanyos eljaras hatékonysagat, mely sordn arra jutottak, hogy a splineTC ¢és maSigPro
eszk6zok csak tobb mint nyolc kiilonalld idépont vizsgalatakor muljak folil a DESeq2 paros
Osszehasonlitasat (Love, Huber, és Anders 2014; Spies és mtsai. 2019). Az ImpulseDE2
hasonldan teljesitett rovid és hossztavon is, mint a DESeq2 hagyomanyos megkozelitése, azzal
a kiilonbséggel, hogy az ImpulseDE2 hajlamosabb volt a zajossagra (Spies és mtsai. 2019). Ez
alapjan megallapithatd, hogy nyolc vagy kevesebb idépontbol allo TC analizis esetén
robusztusabb és pontosabb eredményeket kaphatunk a DESeq2 hagyomanyos paronkénti
0sszehasonlitasaval, mint mas TC eszkozok alkalmazasaval. Ennek ellenére a TC adatsorok

segitségével mar most rengeteg vizsgalat tart fol jelentés eredményeket.

Egy feketecsapu dogbogarakon (Nicrophorus vespilloides) végzett kutatas kivaldan
mutatja azoknak az analiziseknek a hasznossagat, melyek tobb idépontot és akar tobb csoportot
is Osszehasonlitanak (Parker és mtsai. 2015). A vizsgéalat a fajnal fellelhetd kétsziilds és
egysziilés utdodgondozas €s az abban résztvevd ivarok kozotti kiilonbségeket tarta fel. A
feketecsapu dogbogarnal a himek ¢€s a ndstények is részt vehetnek az utédgondozasban akéar
kozosen, akar kiilon-kiilon. Az emlitett vizsgalat soran mintat vettek minden egyedbdl az
utodgondozas elétt, kozben és utan is. Igy az egyedek sajat génexpresszids véltozasat tudtak
Osszehasonlitani a himek ¢€s ndstények, valamint az egysziilds ¢és kétsziilds utddgondozast
folytatd egyedek kozott. Az utodgondozassal kapcsolatos gének expresszids mintazata nagyban
megegyezett a kétsziilés utdodgondozdsban résztvevd ndstények, illetve az egysziilos
utddgondozasban résztvevd himek és ndstények kozott, mig a kétsziilés utodgondozas himjei
nem fedtek at ezekkel a csoportokkal. Ez arra utal, hogy a kétsziilds utdédgondozas soran a
himek kevésbé vagy egyaltalan nem gondoznak aktivan €s ez a szerep a ndstényekre harul. Az
eredmények tehdt egy erds ivari konfliktust sejtetnek a kétsziilds utddgondozas esetében

(Parker és mtsai. 2015).



I.5. A nagyfejl csajko, mint erds szezonalitast mutato faj, mely
differencialt ivari szerepekkel bir

A nagyfeji csajké (Lethrus apterus Laxmann, 1770) egy, az alganajtaro-félék
(Geotrupidae) csaladjaba tartozoé faj. A faj sz€les elterjedési teriilete a Karpat-medencétdl a Don

folyo vizgyijto teriiletéig tart (Kral és mtsai. 2013).

A nagyfejii csajko marcius eleje és majus vége kozott aktiv. Az évnek ebben a szakaban
kell taplalkozniuk, felhalmozniuk a tartalék tdpanyagokat €s ebben a periddusban van a parzasi
idészak is. Az egyedek ébredést kovetéen taplalkoznak, és kisebb lakojaratokat asnak
maguknak éjszakai rejtekhely gyanant. Az aktiv szezon eldrehaladtdval megkezdddik a parzasi
id6szak, mely sordn a himek és a ndstények parban assdk ki fészkiiket, amely tobbnyire a
néstények addigi jaratainak tovabbasasaval késziil el (Frantsevich és mtsai. 1977; Kosztolanyi
¢s mtsai. 2015; Nagy ¢és mtsai. 2021). A fészekben egy kozponti jarat talalhatd, melyrdl
koltéjaratok agaznak le, amik egy-egy bolcsOkamrakban végzédnek (6-8 kamra). Minden
bolcs6kamraba egy petét helyeznek le a ndstények, majd levagott (leragott) friss hajtasokat
halmoznak fel melléjiik. A bolcsékamrakban felhalmozott levelek taplalékul szolgalnak a
késdbbiekben a larva szamara (Kosztolanyi és mtsai. 2015; Kiss és mtsai. 2023). A ndvényi
hajtasokat a ndstények gytijtik be, mig a himek feladata a ndstények ¢és a fészkek védelmezése
a tobbi himtdl, vagy mas betolakodoktol (predatorok, parazitdk) (Kosztolanyi és mtsai. 2015).
Az eltérd viselkedéssel 6sszhangban a faj ivari dimorfizmust mutat. A himek szarvval/agyarral
rendelkeznek, mely egy ventrélis kindvés a mandibuldjukon, ¢és amit a betolakoddok elleni
védekezés soran hasznosithatnak (Rosa, Barta, és Kosztolanyi 2018; Kiss €s mtsai. 2023). Az
¢v tobbi részét (nyar, 6sz, tél) a fold alatt toltik az egyedek, ezzel egy extrém hosszl
dormancianak kitéve szervezetiiket (Frantsevich és mtsai. 1977; Kosztolanyi €s mtsai. 2015;

Nagy €s mtsai. 2021).

Osszefoglalva a nagyfejii csajko egy erés szezonalitdst mutatd faj, mely alapvetden a
okkal feltételezhetjiik, hogy csak a szamara legkedvezOobb iddszakban aktiv az év soran. Ezen
feliil kiemelend6 a faj utodgondozo viselkedése, melyben valamilyen mértékig mindkét sziilé
részt vesz, de nagyobbrészt eltérd feladatokat latnak el. A nagyfejii csajkonak ezen jellemzoi
potencialis modellszervezetévé jelolik a fajt a dormanciat, szezonalitast, utddgondozast célzo

kutatasok szamara is.
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I1. Célkituzeések

Kutatasunk célja az volt, hogy feltarjuk a nagyfejii csajkod génexpresszids mintdzatat a
szezon ¢s az ivar fiiggvényében, ezaltal segiteni a nagyfejii csajkok viselkedésének
feltérképezését, a dormancia hatterében alld biologiai folyamatok jobb megértését és kiemelni
a differencidlis génexpresszid jelentOségét a szezonalitds kialakitdsdban. Vizsgalatunk
nullhipotézise szerint a szezon nem befolydsolta az adott gén expresszidjat. Az alternativ

hipotézisiink kapcsolatot feltételez a szezon €s az adott gén expresszioja kozott.
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III. Anyag ¢s modszertan

III.1. Mintagytijtés

A mintavételezés 2018 majus 30-an, valamint 2019 tavaszdn marcius 22-¢ és majus 17-e
kozott zajlott, Magyarorszagon, egy Susa melletti populacidoban (48°1627"N, 20°15'08"E). Az
elsd0 mintavételi alkalmon, 2018 madajus 30-d4n, a szaporodési iddszakot kovetden frissen
elvermelt egyedeket mintaztunk, 6t him és egy ndstény egyedet. A 2019-es mintavételezés
id6szaka lefedte a nagyfeji csajkd kozel teljes aktiv periddusat. Az 6t mintavételi nap
mindegyikén (marcius 22, aprilis 5, aprilis 19, majus 2, majus 17) négy ndstény és négy him
egyedet gyljtottiink. Az egyedek ivarat a begyujtéskor rogzitettilk. Mintainkhoz az egyedek
fejébol eltavolitottuk a puha szoveteket (izom, idegsejtek, hemolimfa ¢és zsirszovet). A
szovettartalmat a kinyerése utan rogton 600 ul RNA/DNA Shield pufferbe (Zymo Research,
USA) tettiik, mely segit megdrizni a mintdk RNS/DNS tartalménak integritasat, meggatolja

azok széttoredezését. A mintakat -20°C-on taroltuk az RNS kivonasig.

A nagyfejii csajké Magyarorszagon 6shonos és védett faj. A mintagyiijtést az Eszak-

Magyarorszagi Kornyezetvédelmi Kft. engedélyezte (engedélyszam: 9007-8/2014).
[1.2. RNS kivonas és szekvenalas

A mintakbol torténd RNS izolalast TRI Reagent Solution (Thermo Fisher Scientific,
USA) hasznalataval végeztiikk, mely sordn a gyartd utasitasait kovettiik. A pelleteket 30 pl
NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, USA) hasznalataval tortént. Az
RNS integritasat 1%-os agardz gélen végzett gélelektroforézissel allapitottuk meg. A kivont
RNS mintakat -20°C-on taroltuk a szekvenaldsig. A cDNS konyvtar készitését, tisztitasat,
valamint a 150 bp paros-végl (“paired-end”, PE) szekvenaldst a Novogene Co. (Beijing, China)

végezte. A szekvendlds egy Illumina HiSeq 4000 tipust gépen tortént.
[I1.3. Transzkriptom Osszeszerelés €s annotacid

A nyers olvasatok (“raw reads”) mindségét FastQC hasznalataval ellendriztiik (v0.11.8,
Andrews 2010). Az adapter szekvencidk és rossz mindségii bazisok eltavolitdsa a Trimmomatic

segitségével tortént (v0.39, Bolger, Lohse, ¢s Usadel 2014). Ehhez az eszkoz altal biztositott
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[llumina adapter szekvencidkat (TruSeq3-PE-2.fa) és a kovetkezd paraméterezést vettiik
igénybe: "ILLUMINACLIP:2:30:10 LEADING:5 TRAILING:5 SLIDINGWINDOW:4:25
MINLEN:40", mellyel eltavolitottuk az Illumina specifikus szekvencia darabokat, az olvasatok
valamint az olvasatok azon részeit, melyek 25-nél alacsonyabb mindségi értékkel rendelkeztek
egy négy bazisbol allo ablakban, és végiil kisziirtiik a 40 bazisnal rovidebb szekvencidkat. A
szlrt olvasatokat a HISAT2 programot (v2.2.1, Kim és mtsai. 2019) hasznalva illesztettiik a
nagyfejii csajkd genomjara. Ezt kovetden referencia-alapu transzkriptom Osszeszerelést
végeztiink StringTie szoftver alkalmazasaval (v2.1.4, M. Pertea és mtsai. 2015). ElsOként
minden mintanak O&sszeallitottuk a sajat transzkriptomjat. Ezt kovetéen a mintak
transzkriptomjait sszeolvasztottuk egy kdzos, nem-redundans transzkriptomba (--merge flag),
amit referenciaként hasznaltunk a transzkriptumok kifejezédésének mintanként torténd
ujrakalkulélédsakor (-e opcioval). A DGE vizsgalathoz a génexpresszidos matrixot, ami a
kiilonbozé mintak expresszids értékeit tartalmazza, a prepDE.py szkript segitségével hoztuk

létre, amit szintén a StringTie biztositott (v2.1.4, M. Pertea és mtsai. 2015).

Az Osszeszerelt transzkriptumok szekvenciait a referencia genombodl nyertiik ki az
Osszeolvasztott transzkriptom annotécios (“‘general transfer format”, GTF) f4jlja alapjan. Ehhez
a gffread parancsot hasznaltuk (v0.12.3, G. Pertea ¢s Pertea 2020). A potencialis nyitott olvasasi
keretek (“open reading frame”, ORF) prediktilasat a TransDecoder program segitségével
végeztik (v5.7.1, Haas [2015] 2023). A prediktalt fehérje szekvencidk funkcionalis
eredményeket olyan gén ontologiai (“gene ontology”, GO) funkcidkra korlatoztuk, amelyek az
izeltlabuak torzsén beliill manudlisan is ellendrzott annotacidval rendelkeztek (Ashburner és

mtsai. 2000).

I11.4. Statisztikai elemzés

Az adatokat R statisztikai kornyezetben kezeltiik (v4.3.1, R Core Team 2023). Az
adatkezeléshez a “tidyverse” €s “lubridate” csomagokat hasznaltuk (v2.0.0, Wickham és mtsai.
2019; v1.9.3, Grolemund ¢és Wickham 2011). A statisztikai elemzéseket a Bioconductor

szoftverprojekt csomagjainak segitségével végeztiik (Huber és mtsai. 2015).
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I11.4.1. Bemeneti fajlok

Az adatkezeléshez a gének expresszidos matrixat, a mintdk metaadatait tartalmazo és a
géneket funkcidjukkal tarsitd adatkereteket hasznaltuk fel. Az el6forduldsi matrix sorai a
vizsgalt géneket, oszlopai a mintdkat (46 minta) jelolték. A mintdkhoz tartozd6 metaadat

tartalmazta az adott egyed begytijtésének idOpontjat és ivarat.
I11.4.2. Adathalmazok elkeszitése

Az adathalmazok elkészitéséhez a “DESeq2” csomagot hasznaltuk (v1.42.1, Love,
Huber, ¢s Anders 2014). A DESeq2 képes az expresszidés matrixok feldolgozasara és az
azokban talalhato génexpresszios kiilonbségek statisztikai kiértékelésére. Azért, hogy az eltérd
ivarit egyedek génexpresszioit egymastdl fiiggetlentil vizsgaljuk, kiilon adathalmazt
készitettiink a him és néstény egyedekbdl vett mintaknak. Egy adathalmaz 1étrehozasahoz
sziikséges megadni a vizsgalni kivant modellt. Mivel a szezonalis hatast szerettilk volna
vizsgalni, igy az aldbbi modellt allitottuk fel mind a him, mind a ndstény adathalmazban:
“~datum”. A 2018 tavaszan gylijtott mintdk szolgaltak referenciaként, ugyanis a gyQijtéskor az
egyedek mar dormans allapotban voltak. Az elkésziilt adathalmazokat ezt kdvetden
megszirtiik, és azokat a géneket tartottuk meg, melyek az adott ivaru egyedekben Osszesen
legkevesebb 10-szer kifejezédtek. Erre azért volt sziikség, mert az ilyen alacsony expresszioju

gének esetében csokkenhet az elemzés bioldgiai relevancidja.

I11.4.3. Differencialisan expresszalodott gének meghatarozasa

Az eltéréen expresszalodott gének meghatarozasdhoz szintén a DESeq2 csomaggal
dolgoztunk. Az adatok statisztikai értékeléséhez a DESeq parancs moddszerei koziil a
valoszinliséghanyados probat (“likelihood ratio test”, LRT) hasznaltunk. Azért, hogy a szezon
hatasat tudjuk vizsgalni, a szamitashoz a csokkentett modellb6l (“reduced model™)
eltavolitottuk a datumot: “~17. Ezzel a teszttel azt vizsgaltuk, hogy a kiillonbozd gytijtési
idépontok befolyasoltak-e egy adott gén expresszidjat, tehat az elsé iddponthoz képest (inaktiv
allapot) tapasztaltunk-e eltérést barmely mas idépontban. A statisztikai elemzés soran minden
gén sajat szignifikancia értéket (korrigalt p-érték) kapott. Egy gént akkor tekintettiink az adott
ivarra nézve szignifikdnsan differencidlisan expresszalodonak, ha az LRT sordn kalkulalt

korrigalt p-értéke nem haladta meg az 0,05-0t.
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A korrigalt p-értéket (“adjusted p-value™) a Benjamini-Hochberg korrekcidval szdmoltuk
(Benjamini és Hochberg 1995). Erre azért volt sziikség, hogy csokkentsiik az elséfaju hibak
aranyat, vagyis azokat az eseteket, amikor a statisztikai teszt tévesen vetette el a nullhipotézist

¢s feltételezte, hogy az adott gén expresszids szintjére hatassal volt a gyiijtési idopont.

I11.4.4. Az ivarok differencialisan expresszalodott génkészletének
osszehasonlitdsa

A himekben ¢s a ndstényekben taldlt differencidlisan expresszalodott gének
Osszehasonlitdsdhoz a “gplots” csomagot hasznaltuk (v3.1.3.1, Warnes és mtsai. 2024). A
szignifikans génekbdl Venn-diagram abrat készitettiink. Ezt azért tettiik, hogy lassuk, hany
ndstény- €s him-specifikus valtozassal rendelkezd gént taldltunk, és hany olyat, amely mindkét

ivarban szezonalis valtozast mutatott.

Ezt kovetden az elkésziilt abra adataibol levalogattuk azokat a géneket, amelyek mindkét
ivarban szezondlis valtozast mutattak és ezekkel dolgoztunk tovabb. Erre azért volt sziikség,
hogy a tovabbiakban meg tudjuk vizsgalni, hogy milyen expressziés mintazattal rendelkeztek
azok a gének, amelyek mindkét ivar esetében szignifikans valtozas volt megfigyelhetd az

expresszidjukban a szezon elérehaladtaval.
I11.4.5. Génexpresszios mintazatok vizualizacidja

A géneket expresszids mintazatuk alapjan klaszterekbe rendeztiik. A gének klaszterekbe
rendezéséhez ¢és a klaszterek abrazoldsahoz a “DEGreport” csomagot hasznaltuk (v1.38.5,
Pantano 2023). A klasztereket a gylijtési datum és az ivar fiiggvényében hoztuk létre, az egy
klaszterbe keriild gének minimum szamat pedig 15-re allitottuk. A klaszterek tehat azokat a
géneket tartalmaztak, melyek génexpresszids mintazata ivaronként hasonlonak bizonyult. A
funkcionalis vizsgalathoz (géndusuldsi vizsgalat) harom olyan klasztert valasztottunk Kki,
melyek biologiai szempontbol a legrelevansabb mintazatot mutattdk. Ezek mindegyike tobb

mint 100 gént tartalmazott.
[11.4.6. Géndusulasi vizsgalat

A Kklaszterek génkészlet-diisuldsi analiziséhez a “clusterProfiler” csomagot hasznaltuk
(v4.10.1, Yu és mtsai. 2012). A génkészlet-duisulasi analizis célja, hogy megtudjuk, mely

funkci6ji gének aranya nagyobb a kivalasztott génhalmazokban a kiindulasi adathalmazhoz

15



képest. Ilyenformén informdciot kaphatunk arrdl, hogy milyen funkciét lathatnak el
tobbségében az adott klaszterbe tartozo, tehat hasonld génexpresszids mintazatot mutatd gének.
Mindharom kivalasztott klaszterre kiilon génkészlet-dusuldsi analizist végeztiink. A
vizsgalatban azokat a géneket hasznaltuk referencia adathalmazként, amelyeket a Pannzer2 a
biologiai folyamat (“Biological process”, BP) GO kategoriaba sorolt. Egy génhez tobb
lehetséges funkciot is tarsitottunk. Az analizis soran a klaszterek génkészletébdl csak azokat a

géneket vettiik figyelembe, amelyek a referencia adathalmazban is szerepeltek.
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IV. Eredmények

Vizsgalatunkban 0sszesen 9000 gén differencidlis expressziojat elemeztiik. Ebbdl 5015

génhez sikeriilt GO funkci6t tarsitani.
IV.1. DGE analizis

A DGE analizis soran a néstények esetében 5036, a himek esetében 6027 gént talaltunk,
melyek differencidlisan expresszalodtak a szezon sordn, tehat szignifikans eltérést mutattak az
elsd, referencia idéponthoz viszonyitva barmely késébbi idopontban. A ndstény és him
eredmény gének dsszevetése soran 646 olyan gént talaltunk, ami csak néstényekben, 1637 gént,
amely csak himekben, és 4390 gént, ami mindkét ivarban egyarant differencialisan expresszalt
volt. A 4390 gén koziil, mely mindkét ivarban szignifikdns volt, 2894 gén rendelkezett tarsitott
GO funkcioval.

IV.2. Génexpresszios mintazatok

A himekben ¢és ndstényekben is szignifikans gének expresszids mintazatuk alapjan 41
klaszterbe voltak sorolhatok. A klaszterek gén szama 13 klaszter esetében meghaladta a 100
gént. A harom legrelevansabb mintazatot mutato klaszter koziil az “A” klaszter 259 (1. 4bra), a

“B” klaszter 138 (2. &bra), a “C” klaszter pedig 170 gént tartalmazott (3. 4bra).

Az “A” klaszterbe tartozd gének esetében a kontroll idéponthoz viszonyitva a gének
expresszios szintje beesik a 9 honap dormancia alatt, az ébredéshez legkdzelebbi iddpontban
pedig a himek expresszios szintje atlagosan 150%-kal magasabb a ndstényekénél (1. abra). A
szezon soran késobb kiegyenlitddik (masodik idépont), majd megfordul a génexpresszids
kiilonbség a két ivar kozott (harmadik és negyedik id6pont). A szezon végére az ivari

kiilonbségek ismét kiegyenlitddni latszanak.

A “B” klaszterbe tartozd gének ivaronként hasonld szezonalis lefutast mutattak (2. dbra).
A kontroll id6pont alacsony szintjérdl a gének expresszidja eldszor megugrott az elsé idépontra

(ébredés), majd onnan fokozatosan csokkent vissza az 6todik idépontig.

A “C” klaszternél az “A” klaszterhez hasonloan szintén megfigyelhetd volt egy

kolcsonhatés az ivar és a szezon kozott (3. abra). A kontroll idéponthoz viszonyitva emelkedés
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tapasztalhatd az elsé idopontban, és mindkét esetben a himek kozel kétszeres expresszios
szinttel rendelkeznek a ndstényekhez képest. A masodik idOpontban ez az ivari kiilonbség
kiegyenlitédik, mikozben mindkét ivarnal egy erds expresszios visszaesés tapasztalhato. Ezt
kovetden a ndstényekben ujra megemelkedik a klaszterbe tartozd gének expresszidja a
harmadik és negyedik idOpontra, mig a himek ez id6 alatt nem fokozzak ezeknek a gének az
expressziojat. Az utolsé iddpontban drasztikus emelkedés lathatdo a “C” klaszter génjeinek

kifejez6désében mindkét ivarban.

IV.3. Géndusulasok

Az “A” klaszter esetében a peptid metabolikus folyamatok, vélaszreakcid stimulusra,
vezikula medialt transzport és szagok szenzoros érzékelése GO funkcidkba tartozd gének
szignifikansan feliilreprezentéltak voltak (4. abra). Ezeknél a GO funkcioknal tehat génduasulast
tapasztaltunk (p < 0,05). Az “A” klaszter génjei koziil a peptid metabolikus folyamatokhoz
négy, a valaszreakcid stimulusra GO funkcidhoz hét, a vezikula medialt transzporthoz kilenc,

a szagok szenzoros érzékeléséhez pedig szintén négy gén tartozott.

A “B” klaszter elemzése soran a citromsav ciklus, elektrontranszportlanc, mitokondrialis
légzési lanc 1. komplexének Osszeszerelése, oxidativ foszforilacid, mitokondrialis
elektrontranszport (NADH - ubikinon), transzmembran proton transzport, glikolizis és a
kifejlett élettartam meghatarozasa GO funkciok feliilreprezentaltsagat talaltuk, vagyis ezekben
a GO funkcidkban volt szignifikans géndasulas (p < 0,05). A citromsav ciklushoz kilenc, az
elektrontranszportlanchoz és a mitokondrialis 1égzési lanc 1. komplexének Osszeszereléséhez
hét-hét, a mitokondrialis elektrontranszport (NADH - ubikinon) GO funkcidhoz 6t, az oxidativ
foszforilacidhoz is és a transzmembran proton transzporthoz is hat, valamint a glikolizishez és
a kifejlett élettartam meghatdrozasdhoz mindkét esetben négy gént szdmoltunk a “B”

klaszterben (5. abra).

A “C” klaszternél négy feliilreprezentalt GO funkcidt talaltunk. Ezek a transzlacio,
riboszoma képzés, rRNS feldolgozas és a riboszomalis kis alegység képzése voltak (p < 0,01).
A transzlaciohoz 29, a riboszomalis kis alegység képzéshez négy, a riboszéma képzéshez és az

rRNS feldolgozashoz pedig hét gén tartozott a “C” klaszteren beliil (6. abra).
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Az ,,A” klaszter génexpresszios mintazta (gének szama: 259)
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1. abra: Az abran az “A” klaszterbe sorolt gének expresszios mintazatat lathatjuk. Az x tengelyen a
minta gyljtési datuma lathat6. Kiemelendd, hogy az els6 és masodik idépontok k6zott kdzel 9 honap
telt el. Az y tengelyen a gének el6fordulasanak Z-értéke taldlhato, mely minden gén sajat
expressziojahoz viszonyitott relativ expresszios eltérését mutatja. A halvany vonalak az adott gének
expressziojat, a vastag vonalak a gének expresszidinak atlagat abrazoljak. A piros vonalak a ndstények

a kék vonalak a himek génexpresszids szintjét jelzik. A klaszterbe dsszesen 259 gén kertilt.
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A ,,B” Kklaszter génexpressziés mintazta (gének szama: 138)
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2. abra: Az abran a “B” klaszterbe sorolt gének expresszids mintazatat lathatjuk. Az x tengelyen a minta
gyljtési datuma lathato. Kiemelendo, hogy az elsé és masodik id6pontok kdzott kozel 9 honap telt el.
Az y tengelyen a gének el6forduldsanak Z-értéke taldlhatd, mely minden gén sajat expresszidjahoz
viszonyitott relativ expresszios eltérését mutatja. A halvany vonalak az adott gének expressziojat, a
vastag vonalak a gének expresszidinak atlagat abrazoljak. A piros vonalak a néstények a kék vonalak a

himek génexpresszios szintjét jelzik. A klaszterbe dsszesen 138 gén keriilt.
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A ,,C” Klaszter génexpressziés mintazta (gének szama: 170)
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3. abra: Az abran a “C” klaszterbe sorolt gének expresszids mintazatat lathatjuk. Az x tengelyen a minta
gyljtési datuma lathato. Kiemelendo, hogy az elsé és masodik id6pontok kdzott kozel 9 honap telt el.
Az y tengelyen a gének el6forduldsanak Z-értéke taldlhatd, mely minden gén sajat expresszidjahoz
viszonyitott relativ expresszios eltérését mutatja. A halvany vonalak az adott gének expressziojat, a
vastag vonalak a gének expresszidinak atlagat abrazoljak. A piros vonalak a néstények a kék vonalak a

himek génexpresszios szintjét jelzik. A klaszterbe dsszesen 170 gén keriilt.
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Az ,,A” Klaszter feliilreprezentalt GO funkcioi

Peptid metabolikus |
folyamatok
Valaszreakcio o
stimulusra p ertek
0.046
0.047
. ., 0.048
Vezikula medialt |
transzport

Szagok szenzoros
érzékelése

0.0 25 5.0 7.5

Gének szama

4. abra: Az abran az A klaszterbe sorolt gének feliilreprezentalt GO funkcioiba tartozo gének szamat és
a GO funkciok szignifikancia skalajat lathatjuk. Az x tengelyen a gének szama lathatd, mig az y
tengelyen a szignifikansan feliilreprezentalt GO funkciok vannak folsorolva. Az oszlopok szine a GO
funkcio feliilreprezentaltsaganak szignifikancia szintjét mutatja. A szinskalan a kékes arnyalatok a
nagyobb, a vordsebbek a kisebb p-értékeket jelolik. A GO funkcidk p-értékiik szerint névekvod

sorrendben kovetik egymast.
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A ,,B” Kklaszter feliilreprezentalt GO funkcioi

Citromsavciklus
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o
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5. abra: Az abran a “B” klaszterbe sorolt gének feliilreprezentalt GO funkcioiba tartozo gének szamat
¢s a GO funkcidk szignifikancia skalajat lathatjuk. Az x tengelyen a gének szdma lathato, mig az y
tengelyen a szignifikansan feliilreprezentalt GO funkciok vannak folsorolva. Az oszlopok szine a GO
funkcio feliilreprezentaltsaganak szignifikancia szintjét mutatja. A szinskalan a kékes arnyalatok a
nagyobb, a vordsebbek a kisebb p-értékeket jeldlik. A GO funkcidk p-értékiik szerint névekvd

sorrendben kovetik egymast.
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A ,,C” Klaszter feliilreprezentalt GO funkcioi
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6. abra: Az abran a “C” klaszterbe sorolt gének feliilreprezentalt GO funkcidiba tartozé gének szamat
¢és a GO funkcidk szignifikancia skalajat lathatjuk. Az x tengelyen a gének szama lathato, mig az y
tengelyen a szignifikansan feliilreprezentalt GO funkciok vannak folsorolva. Az oszlopok szine a GO
funkcio feliilreprezentaltsaganak szignifikancia szintjét mutatja. A szinskalan a kékes arnyalatok a
nagyobb, a vordsebbek a kisebb p-értékeket jeldlik. A GO funkciok p-értékiik szerint névekvo

sorrendben kovetik egymast.
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V. Diszkusszi0

Vizsgéalatunk eredményei alatdmasztottdk feltevésiinket, miszerint a génexpresszidra a
szezon hatassal van. Ezt j6l mutatja, hogy a vizsgalt gének tobb mint fele mindkét ivarban
szignifikansan differencialisan expresszalodott. A szezon hatdsat a génexpresszidra korabban
tobbszor kimutattak mar ndvényekben, emberekben és izeltlabtiakban is (Chu és mtsai. 2024;
Goldinger és mtsai. 2015; Salminen és mtsai. 2015), ellenben azt is leirtdk, hogy az izeltlabuak
szezonalitasdhoz kothetd viselkedések génexpresszios tanulmanyozasa sok esetben csak
laboratoriumi koriilmények kozott és olyan modellszervezeteken zajlik, melyek tobbsége
kevéssé mutat a természetben tipikus szezondlis viselkedést (Denlinger és mtsai. 2017).
Kutatasunk az emlitett hiany betdltéséhez jarul hozza, a nagyfeji csajko egy természetes
aktiv iddszakarol és az ivarok utédgondozés soran betoltott eltérd feladatairol (Frantsevich és

mtsai. 1977; Kosztolanyi és mtsai. 2015; Nagy és mtsai. 2021).

A DGE analizis eredményei nem csak a szezon erds hatasat fedték fel, hanem egy ivarok
és a szezon koOzotti interakciot is sejtetnek. Erre az “A” és “C” klasztereknél az elsd
(2019.03.22.), harmadik (2019.04.19.) és negyedik (2019.05.02.) gy(jtési idépontokban az
ivarok génexpresszios szintjei kozott megfigyelhetd eltérések utalnak (1. és 3. 4dbra). Az ivar
specifikus génexpresszio izeltldbliakndl nem ismeretlen jelenség (Jin és mtsai. 2001). A
kapcsolat kétiranya lehet, ugyanis a génexpresszido hatassal van az ivarra és az ivari
dimorfizmusra, de mindekdzben az ivari szerepek is befolyasolhatjak mas gének expresszios
szintjét (Hopkins és Kopp 2021; Grath és Parsch 2016). Eredményeink ezen tilmenden arra
utalnak, hogy a kiilonb6z6 ivarok eltérd szezonalis expresszids mintdzatot is leirhatnak, ilyen
moddon az ivar hatdsa nem konstans mutatkozik egy gén expresszidjaban. Ehhez hasonld
eredményeket talaltak mar madar és emlds szervezetekben is, bar ezek a vizsgalatok leginkabb
kisebb géncsoportokra koncentraltak (K. Wright és mtsai. 2022; Munley és mtsai. 2023). Ezzel
szemben mi teljes transzkriptom analizist végeztiink, ami egy robusztus ¢és altalanos képet ad a
génexpresszids mintazatok, a szezon és az ivar kapcsolatarol. Izeltlabuakban korabban mar
végeztek hasonlo teljes transzkriptom vizsgalatot, ahol eltérd génexpressziot tapasztaltak egy
imitalt szezon (laboratoriumi hdmérséklet valtoztatas) soran az ivarok fliggvényében (Parker és
mtsai. 2021). Azonban a vizsgalat limiticiojaként emlitették a szezon imitalasanak
hidnyossagait és a kezelési 1d6 (imitalt szezon) rovid hosszat. Ezért is fontos kiemelni, hogy
vizsgalatunk természetes populdcidé mintdzasan alapult, az egyedek teljes ismert aktiv
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periodusat lefedve. Eredményeink tehat felvetik a szezon €s ivar interakciojanak szerepét az
erds szezonalitassal €és ivaronként eltéré utddgondozassal rendelkezd izeltlabtiaknal, amit

érdemes lehet mas izeltlabu szervezeteken is vizsgalni a tovabbiakban.

Az “A” klaszterbe tartozo feliilreprezentalt GO funkciok egyike a peptid metabolikus
folyamatok (4. abra). Ez az egyed barmely peptid kozremiikodésii biokémiai folyamataval
kapcsolatos géneket foglalja magaban (v2.5.17, Carbon és mtsai. 2009). Ehhez szorosan
kapcsolhat6 a vezikula-medialt transzport GO funkcid, ami szintén fontos indikatora lehet az
egyed metabolizmusanak (v2.5.17, Carbon és mtsai. 2009). A klaszterre jellemz6 expresszids
mintdzat alapjan - him eltolodas a szezon elején - felvethetd, hogy a himek metabolizmusa
valamivel hamarabb beindul a szezon kezdetén, ami egy rovidebb dormanciat feltételez. Ez a
jelleg adaptiv lehet (Michener 1983; Constant és mtsai. 2023), ha a ndéstényekért folytatott
kiizdelmet és a tobbszor parosodas lehetdségét vessziik figyelembe, ugyanis a korabban ébredd
himeknek nagyobb lehetdsége lehet ndstényt talalni és a szezon elérehaladtaval valtani is azt
(Frantsevich és mtsai. 1977; Kosztolanyi és mtsai. 2015; Kiss és mtsai. 2023). Ezzel parallel
eredmények mas fajoknal is mar ismeretesek. Egy marmotiniken végzett, kdzel egy évtizedes
vizsgalat sordn megfigyelték, hogy a himek 8-16 nappal kordbban ébrednek a dormans
allapotbdl, mint a ndstények. A tanulmanyban felvetették, hogy a himek szdmara esetleges
szaporodasi elonyt jelenthet a jelleg (Michener 1983). A jelenséget egyfajta protandriaként
értelmezhetjiik, vagy azzal szoros Osszefliggésbe hozhatjuk, ahogy ezt egy emldsokon végzett
komparativ vizsgélatban is tették (Constant és mtsai. 2023). Azt, hogy a szezon masodik felében
mar a ndstények rendelkeznek az emlitett GO funkciok génjeinek magasabb expresszidjaval az
magyarazhatja, hogy a szezonnak ebben a szakaban zajlo peterakas, illetve utdédgondozas
(levelek gytijtése) sziikségessé teheti az emlitett funkciok fokozasat (Frantsevich és mtsai.

1977; Kosztolanyi és mtsai. 2015).

Egy masik feliilreprezentalt GO funkcié az “A” klaszterben a szagok szenzoros
érzékelése €s a valaszreakcid stimulusra (4. abra). A szaglas kifejezetten fontos az izeltlabu
szervezetek tajékozddasaban, segiti Oket a parkeresésben, a taplalék taldlasban (vagy
megvalogatasaban) és a peterakas helyének megvalasztasaban is (Haverkamp, Hansson, és
Knaden 2018). Ez szintén illeszkedik arra a feltevésre, hogy a himek kordbban kezdhetik meg
aktiv periodusukat, ami a taplalkozassal indul, és a ndstények felkutatasaval folytatddik.
Kés6bb a himek expresszids szintjének visszaesését az aktiv periodus alatt magyarazhatja, hogy
a fokozott expressziot kivaltd hajtd tényezdk (gyors taplalék keresés, korai ndstény talalas és
szaporodas) megsziinnek €s mads, a szaglast kevésbé igényld tevékenységet kezdenek végezni

26



(Frantsevich és mtsai. 1977; Kosztolanyi és mtsai. 2015; Kiss €s mtsai. 2023). A ndstények
emelkedd expresszidja szintén jol magyardzhatd a peterakas €s a levélgytjtés viselkedésével
(Frantsevich és mtsai. 1977; Kosztolanyi és mtsai. 2015). Ez aldtdmasztja azt a megfigyelést,
hogy az utédgondozo6 idészakban megnd a ndstények altal gyiijtétt ndvények kozott a magas
nitrogéntartalmu pillangésviraguak aranya (Nagy és mtsai. 2021), igy a ndstények a gytijtott
levelek feltehetden szaganyagok alapjan valasztjak ki. Korabban megfigyelték, hogy a himek
gyakran valtanak fészket és helyiikre ) him kertil, akar harc nélkiil is (Kiss €s mtsai. 2023).
Lehetséges tehat, hogy a ndstények koltdjarataiban tobb himnek is vannak utddai, ami azt a
kérdést is felveti, hogy a néstény eltéréen gondozza-e ezeket az utddokat és ebben segitheti-e a

szaglasa.

Az “A” klaszter expresszids mintazatanal a kontroll idopont kimagaslo eltérést mutat (1.
abra). Erre magyarazatként szolgélhat, hogy az egyedek a gy(ijtéskor még nem kertiltek teljesen
dormans allapotba ¢és annak el6készitésében jatszanak szerepet az olyan funkcidk, mint a
szaglas, a vezikula-medialt transzport vagy a peptid metabolikus folyamatok. Egy masik
lehetdség, hogy ezek a gének a dormancia ideje alatt is ilyen magas szinten expresszalodnak
mas, eddig ismeretlen funkciéjuk miatt. Jelenleg a dormancia szabalyozasaban az oxidativ
stressz kivédésében résztvevd gének és chaperon fehérjék szerepét hangstilyozzak, ezen feliil a
gének atirasat kovetd utdlagos mRNS modosuldsoknak is erds hatasat gyanitjak a dormancia
szabalyozasaban (MacRae 2010; Torson és mtsai. 2023). Vizsgalatunk fejlesztése, pontositasa
és a dormancia idészakanak tobb idépontban torténd mintdzasa fényt derithet a felmeriild
kérdésekre. Frdemes lehet tovabba eltérd szovetek vizsgalata is, ugyanis a kiilonbozd

szovetekben eltérhet a dormancia szabalyozasa (Torson és mtsai. 2023).

A “B” klaszternél tapasztalhatdo mintdzat és a klaszterben feliilreprezentalt GO funkciok
Osszhangban vannak a nagyfejli csajko szezonalitdsarol eddig alkotott képiinkkel. A klasztert
jellemzd GO funkcidk elsdsorban a sejtlégzésért feleldsek (v2.5.17, Carbon és mtsai. 2009). A
dormancia alatt az energiatermeld folyamatokat a szervezet a metabolikus rataval egyiitt
lecsokkenti, ami egybecseng ezen gének kontroll idépontban tapasztalt alacsony expresszids
szintjével (Hahn és Denlinger 2007). Az elsé iddpontban megjelend expresszids csucsot
legjobban az iddszak magas energiaigényével magyarazhatjuk. Az ébredést kdvetd metabolikus
visszaallas és az esetlegesen leépitett szervek visszandvesztése, meglehetdsen energiaigényes
folyamatok és viszonylag rovid idoén beliil lejatszodnak (Hahn és Denlinger 2007; Wilsterman,
Ballinger, és Williams 2021). Az ezt kovetd fokozatos csokkenés a klaszter génjeinek
expressziojaban egészen az Otddik idopontig értelmezhetd a metabolikus rata
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normalizalddasaként is, a harmadik és negyedik idépont expresszios szintje ugyanis a kontroll
idépontjanak két és fél-, masfélszerese. Ezek alapjan valoszinisithetjiik, hogy a sejtlégzés
génjei egy down-regulalt dormanciat kovetden erds up-regulacioba mennek at, majd a
késObbiekben a szezon soran visszaigazodnak egy alapallapothoz, mely az egyed altalanos

energiaigényeit kielégiti.

A “C” klaszternél feliilreprezentdlt GO funkcidk (6. é&bra) mindegyike a
fehérjeszintézissel kapcsolatos (v2.5.17, Carbon és mtsai. 2009). Az ébredés utani emelkedett
expresszio segitheti az egyedek fehérje termelését. A jelenség okozoja lehet, hogy az egyed le
kényszeriil cserélni a dormancia id6szaka alatt elhasznalddott fehérjéit és az eddig szlineteltetett
metabolikus folyamatokat ijra be kell inditsa. Az ezt kdvetd visszaesés jelezheti, hogy az
egyedek felépitették sziikséges fehérje hdaztartdsukat, amit a dormancia idejére az
energiatakarékossag miatt leépitenek, dsszetételét megvaltoztattak (MacRae 2010). A himek és
nostények kozotti elérés adodhat a fentebb emlitett himeknél feltételezhetd korabbi ébredésbol,
de feltételezhetd az is, hogy az ivarok eltéré dormancia szabdlyozasa all az expresszios
kiilonbség hatterében (Constant és mtsai. 2023). A néstények harmadik és negyedik idépontban
tapasztalt magasabb és a himek alacsonyabb génexpresszidjara kézenfekvé magyarazat lehet a
peterakds magas fehérje invesztacidja, ami egyszerre magyardzza a ndstények expresszios
szintjének emelkedését €s a himek stagnalasat (Donoughe 2022). Az 6todik id6pontban torténd
parhuzamos expresszios szint emelkedés mindkét ivarban a dormancia elékészitése céljabol
torténhet, ez az iddpont ugyanis az aktiv periddus végére esik. A fehérjeszintézishez sziikséges
elemek (példaul riboszéma) képzése tobb szempontbol is fontos lehet a dormancidhoz. Egyfeldl
a dormancidhoz sziikséges tartalék tapanyag egy része fehérje, ami kiemelt szerepet kap a
dormancia késobbi szakaszaiban, illetve hipoxids koriilmények kozott (Wilsterman, Ballinger,
¢és Williams 2021). Masfeldl szerepe lehet a dormancia eldkészitésében a fehérje expresszid
kiépitésének, a chaperon fehérjék termelésének biztositasa. A chaperon fehérjék tobb
kutatasban is megjelentek, mint a dormanciat szabalyozo6 €és a dormans allapot soran a sejtet
védo fehérjék (MacRae 2010; Quan és mtsai. 2018; Torson és mtsai. 2023). Lehetséges tehat,
hogy a chaperon fehérjék dormancia eldtti tomeges megtermeléséhez sziikséges a szintetizald

rendszert kodold gének emelkedett expresszidja.

Eredményeink alapjan a szezonalitas és az ivar egyiitt is befolydsolhatja a génexpresszios
mintazatokat a nagyfejli csajkokban. Vizsgéalatunk eldnye, hogy természetes populécio
egyedein, valos szezon hatasa alatt vizsgaltuk a populacid génexpresszids mintazatait, az aktiv
periodus teljes hosszan. Teljes transzkriptom alap elemzésiink kontextusdban vizsgalta a
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kiilonbozé géneket, ennek koszonhetden ravilagithattunk, a sejtlégzés potencialis
befolyasoltsagara, a fehérje termelés igénybevételének ivaronként eltérd mintdzatara és a
szaglas érzékenységének lehetséges szezonalis alakuldsara. Tovabba vizsgalatunk felvet a
himeknél egy adaptiv viselkedéses jelleget, a korai ébredés meglétét, mely viselkedésokologiai,

evoluciobioldgiai €s populaciodinamikai relevanciakkal bir.

Kutatdsunk egyik limitacidja a dormans idészak mintazottsaganak hidnya. A jovébeni
kutatasoknal érdemes a dormancia ideje alatt is tobb mintat venni, és megvizsgalni a dormancia
soran fellépd génexpresszios valtozasokat. Egy masik limitacid lehet, hogy a vizsgalt egyedek
eltér6 mikrokornyezete 1is befolyasolhatja génexpressziés mintazatukat. Ezekre a
valtozatossagokra egy terepi vizsgdlat soran nehéz kontrolldlni. Ezt a hidnyossagot
legkonnyebben az egy idépontban vett mintaszam emelésével lehetne eliminalni. Ezen kiviil
érdemes lehetne vizsgalni a szaglds fontossdgat a ndstények viselkedésében, kiilondsen az
utddgondozas iddszakiban. Tovabba 1 vizsgalatoknak adhat teret a himek feltételezett

korabban ébred6 viselkedéses jellege.

Eredményeink 0sszességében segitettek feltarni a szezonalitds €s az ivar kdzos hatasat
nagyfejli csajkok génexpressziojara. A géndusulési vizsgalatok segitettek az eltérd mintdzatok
értelmezésében, 10j, potencialis viselkedéses jellegek prediktalasaban, és betekintést engedtek
egy komplex szabalyozasi rendszerbe, mely egy izeltlabu faj dormancidja és aktiv peridodusa

kozott zajlik.
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V1. Osszefoglalas

A kornyezet szezondlis valtozdsdhoz az allatok eltérd stratégidk segitségével
alkalmazkodnak. Egyik gyakori stratégia a dormancia, mely soran az egyedek metabolizmusuk,
¢letfolyamataik drasztikus redukalasaval és viselkedésiik megvaltoztatasaval vészelik at a
kedvezotlen idészakot. Egy masik stratégia az utddgondozas megléte, mikor a sziildk sajat
eréforrasaikat az utddok talélésének novelésébe fektetik. A szezon eldrehaladtaval az
alkalmazott stratégiak valtjdk egymast, ami kivald lehetdséget teremt ezek komplex
vizsgalatara. Az egyedek génexpresszidja jo indikatora lehet azoknak a hattérfolyamatoknak,
melyek szerepet jatszanak az egyedek viselkedésének kialakitasaban, és ezaltal az emlitett
stratégiak szabalyozasaban is. Kutatdsunk célja az volt, hogy nagyfeji csajkok természetes
transzkriptom alapt differencidlis génexpresszio analizist végeztiink. A génekhez funkcionalis
annotaciot tarsitottunk. A differencialisan expresszalt géneket expresszios mintazatuk alapjan
klaszterekbe soroltuk, ezt kdvetden a klaszterekben géndusulési vizsgalatot végeztiink, hogy
felmérjiik az adott klaszterben feliilreprezentalt génontologiai funkcidkat. Az elemzések sordn
figyelembe vettiik az egyedek ivarat is. A mindkét ivarban differencidlisan expresszalodott
gének szama 4390 volt. Ezeket 41 klaszterbe rendeztiik €s kivalasztottunk harom biologiailag
relevans mintdzatot €és magas gén szamot mutato klasztert, melyeket jelen tanulmanyunkban
részletesebben bemutattunk. Eredményeink bizonyitottdk a szezon hatasat nagyfejli csajkok
interakcidjara. Felmeriilt tovabba mindkét ivar esetében egy-egy viselkedéses jelleg
meglétének lehetdsége, melyek felderitésére tovabbi vizsgalatok sziikségesek. Vizsgalatunk
eredményei Osszhangban voltak a dormancia szabalyozéasaval kapcsolatos szakirodalomban
fellelhetd eredményekkel és megerdsitették azok érvényességét természetes populaciokban is.
A jovoben érdemesnek tartjuk folytatni az ehhez hasonld vizsgalatokat termeészetes
populécidkban, €s javasoljuk a vizsgalat fejlesztését a dormancia iddszaka alatt tobb mintavételi

iddpont kijelolésével.
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