
 

 

37. OTDK Biológia 

Szekció 

Szezon hatása a génexpresszióra 

nagyfejű csajkókban  

(Lethrus apterus) 

Készítette: Kozma Ferenc Sándor 

Biológia MSc hallgató (évf.: 2) 

Debreceni Egyetem 

Természettudományi és Technológiai Kar 

Evolúciós Állattani és Humánbiológiai Tanszék 

Témavezető: Dr. Nagy Nikoletta Andrea 

 

Debrecen, 2024 



 

 

Tartalomjegyzék 

 
I. Bevezetés ................................................................................................................................ 3 

I.1. Megküzdési stratégiák az állatvilágban ........................................................................... 3 

I.2. A génexpressziós mintázatok jelentősége az állatok válaszreakcióiban és viselkedésük 

megértésében .......................................................................................................................... 6 

I.3. A génexpressziós mintázatok feltérképezésének lehetősége a differenciális expressziós 

analízisek segítségével ........................................................................................................... 8 

I.4. Az idősor analízisek jelentősége a génexpressziós mintázatok feltérképezésében .......... 8 

I.5. A nagyfejű csajkó, mint erős szezonalitást mutató faj, mely differenciált ivari 

szerepekkel bír ...................................................................................................................... 10 

II. Célkitűzések ......................................................................................................................... 11 

III. Anyag és módszertan .......................................................................................................... 12 

III.1. Mintagyűjtés ................................................................................................................ 12 

III.2. RNS kivonás és szekvenálás ....................................................................................... 12 

III.3. Transzkriptom összeszerelés és annotáció .................................................................. 12 

III.4. Statisztikai elemzés ..................................................................................................... 13 

III.4.1. Bemeneti fájlok .................................................................................................... 14 

III.4.2. Adathalmazok elkészítése .................................................................................... 14 

III.4.3. Differenciálisan expresszálódott gének meghatározása ....................................... 14 

III.4.4. Az ivarok differenciálisan expresszálódott génkészletének összehasonlítása ...... 15 

III.4.5. Génexpressziós mintázatok vizualizációja ........................................................... 15 

III.4.6. Géndúsulási vizsgálat ........................................................................................... 15 

IV. Eredmények ........................................................................................................................ 17 

IV.1. DGE analízis ................................................................................................................ 17 

IV.2. Génexpressziós mintázatok ......................................................................................... 17 

IV.3. Géndúsulások ............................................................................................................... 18 

V. Diszkusszió .......................................................................................................................... 25 

VI. Összefoglalás ..................................................................................................................... 30 

VII. Köszönetnyilvánítás .......................................................................................................... 31 

VIII. Irodalomjegyzék .............................................................................................................. 32 

 



3 

 

I. Bevezetés 

Környezetünk folyamatos változása lehetőségek és kihívások folytonos és rendezett 

megjelenését eredményezi, ami kiváló táptalaja az élet sokszínűségét fokozatosan kitermelő 

evolúciós folyamatoknak. Ezek a periodikus környezeti változások a mérsékelt égövben és az 

egyenlítő mentén is ugyanúgy fellelhetőek. Az éves ciklusokhoz történő alkalmazkodás tehát 

igen fontos és széles körben elterjedt az élőlények között (Battey 2000). 

I.1. Megküzdési stratégiák az állatvilágban 

A szezonális változásokhoz való alkalmazkodás során az állatok eltérő stratégiákat 

követhetnek, amelyek segítségével az adott startégiát alkalmazó egyedek maximalizálhatják 

fitneszüket (Stearns 2000; Varpe 2017). Ilyen módon tehát az eltérő fajok (vagy akár fajon belüli 

populációk) eltérő stratégiái evolúciósan rögzülhetnek (Varpe 2017; McNamara és Houston 

2007; Reppert és De Roode 2018). Ezek a stratégiák bizonyos mértékben plasztikusak, vagyis 

az egyedek képesek finomhangolni a viselkedés megkezdésének idejét, annak hosszát, vagy 

éppen a viselkedéses reakció erősségét és az abba fektetett energiát. Ezen felül a stratégiák sok 

eseteben egymástól nem függetleníthető viselkedések, kizárhatják egymást (mint a vonulás és 

a dormancia), vagy csereviszony (“trade-off”) is kialakulhat köztük (Varpe 2017; McNamara 

és Houston 2007). 

A legnagyobb kihívások egyike, a környezet szélsőséges szezonális megváltozása (száraz 

évszak, tél). Ehhez a kihíváshoz is eltérő stratégiákkal viszonyulnak a különböző fajok. A 

vándorlás során egy faj egyedei környezetüket változtatják meg oly módon, hogy egy 

kedvezőtlenné vált környezetből egy aktuálisan (az éves ciklusnak ebben az időszakában) 

kedvezőbb környezetbe vándorolnak, ahol kivárják a kedvezőtlen időszak végét (Somveille, 

Rodrigues, és Manica 2015; Winger és mtsai. 2019; Reppert és De Roode 2018; Dufour és 

mtsai. 2020). 

A madarak észak–déli irányú vándorlása talán a legismertebb példa a vándorlás 

jelenségére. Abban, hogy ezt a vándorlást a fészkelési időszakban meglévő kompetíció 

elkerülése végett a délről történő fokozatos kolonizáció, vagy az északon élő fajok a hidegebb 

és élelemben is szegény téli hónapok alatti délre húzódása alakította ki, mai napig nincs teljes 

konszenzus (Somveille, Rodrigues, és Manica 2015; Winger és mtsai. 2019; Dufour és mtsai. 

2020). Az viszont látható, hogy a komplex viselkedésnek mindenképpen mozgatórugója a 
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szezonális változás, amit jól mutat az enyhébb telek révén vonulásukat lerövidítő vagy kihagyó 

egyedek megjelenése (Van Doren és mtsai. 2021). Hasonló észak–déli irányú vonulást 

ismerünk rovarok esetében is. A pompás királylepke (Danaus plexippus) egyedei mintegy 4800 

kilométert tesznek meg a Nagy-tavaktól egészen mexikói telelőhelyükig, hogy elkerüljék a 

hideg téli hónapokat, viszont hozzájussanak a nyáron bőséges forrásokhoz (Reppert és De 

Roode 2018). A pompás királylepke különösen figyelemre méltó faj, ugyanis nem minden 

populációjában van jelen ez a vándorlás. A faj eredendően Észak-Amerikában élhetett, ahonnan 

egyedek eljuthattak Hawaii, Új-Zéland, Ausztrália, Dél-Amerika és a mai Spanyolország 

területére. Az ezeken a helyeken élő populációk nem vonulnak, ez a jelenség kizárólag Észak-

Amerikában figyelhető meg (Reppert és De Roode 2018). A faj tehát jó példa arra, hogy a 

szezonális környezeti változásokra kifejlesztett stratégiák nem csak fajok, de populációk között 

is jelentősen eltérhetnek. 

Vannak azonban olyan fajok, akik a vándorlás helyett viselkedésük szélsőséges 

változtatásával alkalmazkodnak a kedvezőtlenné váló környezethez. Ez történik dormancia 

során, mikor az egyed lelassítja anyagcsere folyamatait és nyugalomba helyezi szervezetét 

(Wilsterman, Ballinger, és Williams 2021). Az északi féltekén leggyakrabban a dormanciával 

az egyedek a téli hónapok zord körülményeit igyekeznek elkerülni, de ismert több eset, mikor 

a szárazabb nyári időszakot (is) így vészelik át. A dormancia az állatvilágban igen elterjedt, 

feltételezhetően a különböző taxonokban többször, függetlenül jelent meg az evolúciós történet 

során (Wilsterman, Ballinger, és Williams 2021). A tüskésbőrűek (Echinodermata) jelenleg az 

állatvilág egyetlen törzse, amelyben még nem mutatták ki ezt a jelenséget (Hand 1991). Annak 

ellenére, hogy a dormancia az evolúció során többször függetlenül alakulhatott ki, a 

viselkedéshez szükséges génexpressziós és metabolikus folyamatok mégis jelentős egyezést 

mutatnak taxonok között is (Hand és mtsai. 2016; Wilsterman, Ballinger, és Williams 2021). A 

dormanciának alapvetően két kategóriáját különböztetjük meg, azonban ezek a kategóriapárok 

eltérőek a különböző rendszertani csoportokban. Míg a madarak és emlősök esetében 

hibernáció- és napi torpor-, addig a rovaroknál diapauza- és kvieszcencia típusú dormanciát 

különböztetünk meg (Wilsterman, Ballinger, és Williams 2021). A hibernáció és napi torpor 

között elsősorban a dormans állapot hosszában és az anyagcsere lassulás mértékében van 

különbség. Ezzel szemben a diapauza és a kvieszcencia leginkább a dormanciát kiváltó 

szignálokban tér el (Wilsterman, Ballinger, és Williams 2021). A kvieszcenciát egy adott 

környezeti tényező (pl.: hőmérséklet) váltja ki, és az állapotot az egyed a kedvezőtlen 

környezeti feltételek megszűnéséig tartja fenn. A diapauza esetében a folyamat sokkal inkább 
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genetikailag determinált, és az év bizonyos szakaszában jelentkezik (Wilsterman, Ballinger, és 

Williams 2021). Evolúciós szempontból tehát a kvieszcencia valószínűleg a kiszámíthatatlan, 

rendszertelen környezeti változásokhoz, míg a diapauza a szezonális környezeti változásokhoz 

történő alkalmazkodás eredménye. A diapauza és hibernáció jelenségét (mély, programozott 

dormancia) vizsgálva Észak-Amerikában az északi szélességi körök növekedésével nőtt a 

dormancia stratégiáját mutató fajok aránya. Ez alól csak a hegyvidéki területek voltak kivételek, 

ahol a tengerszint feletti magasság növekedése volt pozitív összefüggésben a dormanciára 

képes fajok arányával (Lehmann és mtsai. 2015; Wilsterman, Ballinger, és Williams 2021). 

Mindezekből következtethetünk arra, hogy a mély, programozott dormancia megjelenése és a 

szezonalitás erőssége (például hidegebb tél) között pozitív összefüggés található (Wilsterman, 

Ballinger, és Williams 2021). 

A szezonalitás előnyeinek kihasználására és hátrányainak mérséklésére eredményes 

stratégia lehet párzási időszak megléte is. A párzási időszakkal rendelkező fajok többsége a 

tavaszi hónapokra időzíti azt, de vannak olyan fajok is, melyek ősszel szaporodnak. 

Hormonrendszerük összehangolásával tehát a faj egyedei nagyjából egyszerre szaporodhatnak 

a számukra valamilyen szempontból kedvező időszakban (Verhulst és Nilsson 2007; Vasantha 

2016). A viselkedést gerinceseknél elsősorban a melatonin hormon eltérő jelenléte alakítja ki 

(Vasantha 2016; West és Wood 2018). Az év során a nappalok (megvilágított órák) hosszának 

váltakozása eltérő melatonin termelést vált ki az agyalapi mirigyben. Attól függően, hogy az 

adott faj párzási időszaka tavaszra vagy őszre tehető, a sötét periódusban termelt melatonin 

gátló, vagy éppen serkentő hatást vált ki a hipotalamusz gonadotropin-felszabadító hormon 

(“gonadotropin-releasing hormone”, GnRH) termelésére. A GnRH pedig serkenti az agyalapi 

mirigy follikulus-stimuláló hormon (“follicle-stimulating hormone”, FSH) és a luteinizáló 

hormon (“luteinizing hormone”, LH) termelését, mely hormonok a párzási és szaporodási 

időszak beindításához szükségesek (Vasantha 2016). Ízeltlábúaknál az aktív periódus (ami sok 

esetben egybefügg a szaporodási időszakkal) szabályozásáért egy belső ciklikus-éves ritmus 

(“circannual rhythm”, CA ritmus) lehet a felelős (Nakanishi, Kaneda, és Nakamuta 2017; 

Miyazaki 2023). Bár ízeltlábúak esetében még kevésbé feltárt a jelenség, az tudható, hogy a 

nappalok hossza mellett a hőmérséklet és a páratartalom nagy szerepet játszanak a ciklus 

időzítésben. Míg a hőmérséklet inkább a mérsékeltövi fajoknál játszik nagyobb szerepet, addig 

az egyenlítőhöz közeledve hangsúlyosabbá válik a páratartalom és az esőzés (Wolda 1988; 

Nakanishi, Kaneda, és Nakamuta 2017). A pusztító múzeumbogár (Anthrenus verbasci) 

esetében azt találták, hogy az egyedek CA ritmusára a hőmérséklet és a nappalok hossza volt 
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hatással. Ezen felül sok hasonlóságot találtak a CA és cirkadián ritmus mechanizmusai között. 

Kiemelték azt is, hogy egyelőre keveset tudunk az ízeltlábúak éves ciklusáról, de feltételezhető, 

hogy más fajoknál is hasonló CA ritmus szabályozza az egyedek szezonális viselkedését 

(Miyazaki 2023). 

Egy másik fontos stratégia, az utódgondozás időzítése. Az utódok rendelkezhetnek egy 

optimális nevelkedési időszakkal, mely után a kedvezőtlen időjárás, vagy a predáció csökkenti 

a túlélésüket (Verhulst és Nilsson 2007; Öberg és mtsai. 2014). Ilyen módon csereviszony 

alakulhat ki a gondozó szülők és a gondozott utódok között azáltal, hogy az optimális időszak 

előtt a szülők is nehezebben tudnak felkészülni párzási és utódgondozási időszakra (Verhulst 

és Nilsson 2007; Öberg és mtsai. 2014). Vannak persze olyan fajok is, melyek nem gondozzák 

utódaikat, ellenben ezek a fajok is igazíthatják párzási időszakukat az utódok túlélési esélyeinek 

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

Az élőlények tehát különböző stratégiákat alkalmaznak, hogy megküzdjenek a környezet 

szezonális változásaival. Azt is láthatjuk, hogy ezek a stratégiák plasztikusak, egyedenként 

eltérhetnek, így a populáció egésze jobban képes alkalmazkodni az éves ciklusok kisebb-

nagyobb eltéréseihez (hidegebb tavasz, rövidebb tél). Az eddig leírtak azt is jól mutatják, hogy 

ezen folyamatok szabályozásában és finomhangolásában kiemelt szerepe van a hormonális 

szabályozásnak. 

I.2. A génexpressziós mintázatok jelentősége az állatok 

válaszreakcióiban és viselkedésük megértésében 

A fehérje és peptid hormonokat gének kódolják, így termelődésük a gének expressziós 

szintjének változtatásával befolyásolható. A gének eltérő kifejeződése tehát lehetővé teszi az 

élőlények számára, hogy alkalmazkodjanak többek között a környezet szezonális változáshoz 

is. A génexpresszió alapvetően a vizsgált gén kifejeződését jelenti, tehát elsősorban a génről 

átíródott mRNS kópiák számát (Brazma és Vilo 2000). Ennek oka, hogy a képződött fehérjék 

vizsgálata technológiailag sokkal nehezebben kivitelezhető, ezért a legtöbb esetben az átíródott 

mRNS-ek szintjét vizsgálják. Az ilyen vizsgálatok eredményei csak limitált következtetések 

levonására adnak lehetőséget, mivel a képződő működőképes fehérjék és az mRNS-ek aránya 

közötti kapcsolat nem egyértelmű (Brazma és Vilo 2000). Ezzel együtt a génexpressziós 

vizsgálatok kiváló lehetőséget biztosítanak arra, hogy jobban megértsük és feltérképezzük az 

élőlények viselkedéseinek szabályozását. A párzási időszakkal és a dormanciával 
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kapcsolatosan is születtek génexpressziós tanulmányok, melyeknek eredményei nagyban 

hozzájárultak a háttér mechanizmusok pontosabb megértéséhez. 

A párzási időszak alatt madarak esetében fontos jelenség az éneklés. Korábban 

kimutatták, hogy a párzási időszakra bizonyos agyterületek mérhetően megnövekednek, amik 

az éneklésben segítik az egyedet (Schwartz és Andrews 2013). A párzási időszakot követően 

ezek az agyterületek le is épülnek, hiszen fenntartásuk költségesebb, mint később újból 

megnöveszteni őket. A folyamat génexpressziós hátterének vizsgálata során kiderült, hogy a 

hosszú nappalok kezdetekor több olyan génnek is megemelkedett az expressziója, amelyek az 

agysejtek átszerveződését és képződését teszik lehetővé. A hatás csupán a hosszú nappalok 

beállta utáni 2 hétben volt kimutatható, ezt követően a hosszú nappalok ellenére sem volt 

emelkedett expressziós szintje a szükséges géneknek, akárcsak az év többi szakában (Schwartz 

és Andrews 2013). Összefoglalva, a génexpressziós mintázat változása az agyterület 

megnövelésén keresztül képes közvetve fokozni egy adott időszakban az egyedek 

performanciáját. 

A dormancia szabályozásában is jelentős szerepet tölt be a génexpressziós mintázat 

változása (MacRae 2010). A Magyarországon is elterjedt dalos szúnyognál (Culex pipines) az 

sHSP és Hsp70 fehérjéket kódoló gének kismértékű emelkedett expresszióját tapasztalták 

(Robich és mtsai. 2007). Ezek a hősokkfehérjék a fehérjék fel- és letekeredését segítik és a 

sejtek stressz tűrését növelik (Füst, Prohászka, és Cervenak 2003). Ebből következik, hogy a 

dormans állapot során az egyed sejtjeinek megnövekedő AMP/ATP arányának és a lassuló vagy 

visszaforduló metabolikus folyamatoknak drasztikus hatását csökkenthetik az említett 

hősokkfehérjék (Füst, Prohászka, és Cervenak 2003; MacRae 2010). Jelentősebb emelkedést 

találtak azonban az antioxidáns szelén-proteint kódoló gén expressziójában, ami szintén a sejtek 

stresszválaszában kap kiemelt szerepet és fontos tulajdonsága, hogy képes befolyásolni a 

lipidek peroxidációját (Robich és mtsai. 2007). Ezek az eredmények arra világítottak rá, hogy 

a dormancia ideje alatt kiemelten fontos a redox állapot kontrollja a sejtekben (Robich és mtsai. 

2007; MacRae 2010). 

Láthatjuk tehát, hogy a génexpressziós mintázatok megmagyarázhatnak ismert 

szabályozási folyamatokat, vagy irányt mutathatnak a kutatók számára eddig ismeretlen 

szabályozási folyamatok felfedéséhez. Ehhez viszont, ezeket a mintázatokat valamilyen 

megközelítés szerint fel kell tárni. 
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I.3. A génexpressziós mintázatok feltérképezésének lehetősége a 

differenciális expressziós analízisek segítségével 

Egy nagyon gyakran használt módszer a génexpressziós mintázatok feltárására a 

differenciális génexpressziós (“differential gene expression”, DGE) analízis. A DGE analízisek 

lényege, hogy minták génexpressziós adatait összevetve meghatározzuk, mely gének 

kifejeződése volt magasabb (“up-regulated genes”, up-regulált gének) és melyeké alacsonyabb 

(“down-regulated genes”, down-regulált gének) az egyik mintában a másikhoz képest (Zhang 

és mtsai. 2014; McDermaid és mtsai. 2019). Érdemes megemlíteni, hogy a DGE analízisekben, 

ha egy gén az egyik mintában up-regulált, ugyanaz a gén a másik mintában down-regulált lesz. 

Az tehát, hogy egy gén egy vizsgált mintában up- vagy down-regulált nagymértékben 

viszonyítás kérdése, ezért különösen fontos az összehasonlítani kívánt minták megfelelő 

kiválasztása (Zhang és mtsai. 2014). 

A DGE analízisek leggyakoribb esetben két minta génexpresszióját vetik össze. Ez lehet 

valójában egyetlen csoport két külön időpontban (kezelés előtt/után), vagy két eltérő 

körülményű csoport (kontroll/kezelt) egy időpontban vett mintájának összehasonlítása 

(Rapaport és mtsai. 2013; McDermaid és mtsai. 2019). Összességében elmondható, hogy a 

DGE analízisek sokrétűen alkalmazhatóak és alkalmasak lehetnek többek között az egyedek 

viselkedésnek szabályozását befolyásoló háttérmechanizmusok behatóbb tanulmányozására. 

I.4. Az idősor analízisek jelentősége a génexpressziós mintázatok 

feltérképezésében 

A kétmintás DGE megközelítés előnye, hogy egyértelmű, letisztult és könnyen átlátható 

kapcsolatokat ír le. Ezzel szemben a levonható következtetések meglehetősen limitáltak és 

fennáll az esélye, hogy a “pillanatkép”, amelyet az adott minták génexpressziójáról kapunk eltér 

a szervezetben zajló általános tendenciáktól (Bar-Joseph, Gitter, és Simon 2012; Spies és 

Ciaudo 2015). Például, ha egy kezelés hatását vizsgáljuk egy csoportra, melyből a kezelés előtt 

és után is mintát vettünk, valószínű, hogy a génexpressziós mintázat a kezelést követő időszak 

alatt folyamatában változik, van egy csúcspontja és egy lecsengése is. Látható tehát, hogy 

milyen limitációi lehetnek annak, ha egyetlen mintát kívánunk venni a kezelés után. 

Az előbbi limitációk fényében van lehetőség egy eltérő megközelítésre, mely során több 

eltérő időpont génexpressziós állapotából állítjuk fel a génexpressziós mintázatot. Ehhez a 

feladathoz dolgozták ki a DGE analízis egy specifikált megközelítését az idősor (“time-course”, 
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TC) analízist (Spies és Ciaudo 2015; Spies és mtsai. 2019). A TC analízishez több eszköz is 

fellelhető a piacon és többségük ingyenes. A legismertebbek és talán 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 eszközök a gének 

expressziójának változását és a kapcsolatot a különböző időpontok között modellillesztés 

segítségével tárják fel. Ezzel szemben a hagyományos eljárás, mint például a DESeq2 esetében 

(Love, Huber, és Anders 2014), egy egyszerű páronkénti összehasonlítása az eltérő 

időpontoknak. Ez a páronkénti összehasonlítás szűken vett értelemben nem nevezhető TC 

analízisnek, viszont alkalmas TC adatsorok elemzésére. Korábban tesztelték a TC eszközök és 

a hagyományos eljárás hatékonyságát, mely során arra jutottak, hogy a splineTC és maSigPro 

eszközök csak több mint nyolc különálló időpont vizsgálatakor múlják fölül a DESeq2 páros 

összehasonlítását (Love, Huber, és Anders 2014; Spies és mtsai. 2019). Az ImpulseDE2 

hasonlóan teljesített rövid és hosszútávon is, mint a DESeq2 hagyományos megközelítése, azzal 

a különbséggel, hogy az ImpulseDE2 hajlamosabb volt a zajosságra (Spies és mtsai. 2019). Ez 

alapján megállapítható, hogy nyolc vagy kevesebb időpontból álló TC analízis esetén 

robusztusabb és pontosabb eredményeket kaphatunk a DESeq2 hagyományos páronkénti 

összehasonlításával, mint más TC eszközök alkalmazásával. Ennek ellenére a TC adatsorok 

segítségével már most rengeteg vizsgálat tárt föl jelentős eredményeket. 

Egy feketecsápú dögbogarakon (Nicrophorus vespilloides) végzett kutatás kiválóan 

mutatja azoknak az analíziseknek a hasznosságát, melyek több időpontot és akár több csoportot 

is összehasonlítanak (Parker és mtsai. 2015). A vizsgálat a fajnál fellelhető kétszülős és 

egyszülős utódgondozás és az abban résztvevő ivarok közötti különbségeket tárta fel. A 

feketecsápú dögbogárnál a hímek és a nőstények is részt vehetnek az utódgondozásban akár 

közösen, akár külön-külön. Az említett vizsgálat során mintát vettek minden egyedből az 

utódgondozás előtt, közben és után is. Így az egyedek saját génexpressziós változását tudták 

összehasonlítani a hímek és nőstények, valamint az egyszülős és kétszülős utódgondozást 

folytató egyedek között. Az utódgondozással kapcsolatos gének expressziós mintázata nagyban 

megegyezett a kétszülős utódgondozásban résztvevő nőstények, illetve az egyszülős 

utódgondozásban résztvevő hímek és nőstények között, míg a kétszülős utódgondozás hímjei 

nem fedtek át ezekkel a csoportokkal. Ez arra utal, hogy a kétszülős utódgondozás során a 

hímek kevésbé vagy egyáltalán nem gondoznak aktívan és ez a szerep a nőstényekre hárul. Az 

eredmények tehát egy erős ivari konfliktust sejtetnek a kétszülős utódgondozás esetében 

(Parker és mtsai. 2015). 
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I.5. A nagyfejű csajkó, mint erős szezonalitást mutató faj, mely 

differenciált ivari szerepekkel bír 

A nagyfejű csajkó (Lethrus apterus Laxmann, 1770) egy, az álganajtúró-félék 

(Geotrupidae) családjába tartozó faj. A faj széles elterjedési területe a Kárpát-medencétől a Don 

folyó vízgyűjtő területéig tart (Král és mtsai. 2013). 

A nagyfejű csajkó március eleje és május vége között aktív. Az évnek ebben a szakában 

kell táplálkozniuk, felhalmozniuk a tartalék tápanyagokat és ebben a periódusban van a párzási 

időszak is. Az egyedek ébredést követően táplálkoznak, és kisebb lakójáratokat ásnak 

maguknak éjszakai rejtekhely gyanánt. Az aktív szezon előrehaladtával megkezdődik a párzási 

időszak, mely során a hímek és a nőstények párban ássák ki fészküket, amely többnyire a 

nőstények addigi járatainak továbbásásával készül el (Frantsevich és mtsai. 1977; Kosztolányi 

és mtsai. 2015; Nagy és mtsai. 2021). A fészekben egy központi járat található, melyről 

költőjáratok ágaznak le, amik egy-egy bölcsőkamrákban végződnek (6-8 kamra). Minden 

bölcsőkamrába egy petét helyeznek le a nőstények, majd levágott (lerágott) friss hajtásokat 

halmoznak fel melléjük. A bölcsőkamrákban felhalmozott levelek táplálékul szolgálnak a 

későbbiekben a lárva számára (Kosztolányi és mtsai. 2015; Kiss és mtsai. 2023). A növényi 

hajtásokat a nőstények gyűjtik be, míg a hímek feladata a nőstények és a fészkek védelmezése 

a többi hímtől, vagy más betolakodóktól (predátorok, paraziták) (Kosztolányi és mtsai. 2015). 

Az eltérő viselkedéssel összhangban a faj ivari dimorfizmust mutat. A hímek szarvval/agyarral 

rendelkeznek, mely egy ventrális kinövés a mandibulájukon, és amit a betolakodók elleni 

védekezés során hasznosíthatnak (Rosa, Barta, és Kosztolányi 2018; Kiss és mtsai. 2023). Az 

év többi részét (nyár, ősz, tél) a föld alatt töltik az egyedek, ezzel egy extrém hosszú 

dormanciának kitéve szervezetüket (Frantsevich és mtsai. 1977; Kosztolányi és mtsai. 2015; 

Nagy és mtsai. 2021). 

Összefoglalva a nagyfejű csajkó egy erős szezonalitást mutató faj, mely alapvetően a 

dormancia stratégiáján keresztül kerüli el a számára kedvezőtlen környezeti feltételeket és 

okkal feltételezhetjük, hogy csak a számára legkedvezőbb időszakban aktív az év során. Ezen 

felül kiemelendő a faj utódgondozó viselkedése, melyben valamilyen mértékig mindkét szülő 

részt vesz, de nagyobbrészt eltérő feladatokat látnak el. A nagyfejű csajkónak ezen jellemzői 

potenciális modellszervezetévé jelölik a fajt a dormanciát, szezonalitást, utódgondozást célzó 

kutatások számára is. 
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II. Célkitűzések 

Kutatásunk célja az volt, hogy feltárjuk a nagyfejű csajkó génexpressziós mintázatát a 

szezon és az ivar függvényében, ezáltal segíteni a nagyfejű csajkók viselkedésének 

feltérképezését, a dormancia hátterében álló biológiai folyamatok jobb megértését és kiemelni 

a differenciális génexpresszió jelentőségét a szezonalitás kialakításában. Vizsgálatunk 

nullhipotézise szerint a szezon nem befolyásolta az adott gén expresszióját. Az alternatív 

hipotézisünk kapcsolatot feltételez a szezon és az adott gén expressziója között.  
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III. Anyag és módszertan 

III.1. Mintagyűjtés 

A mintavételezés 2018 május 30-án, valamint 2019 tavaszán március 22-e és május 17-e 

között zajlott, Magyarországon, egy Susa melletti populációban (48°16′27″N, 20°15′08″E). Az 

első mintavételi alkalmon, 2018 május 30-án, a szaporodási időszakot követően frissen 

elvermelt egyedeket mintáztunk, öt hím és egy nőstény egyedet. A 2019-es mintavételezés 

időszaka lefedte a nagyfejű csajkó közel teljes aktív periódusát. Az öt mintavételi nap 

mindegyikén (március 22, április 5, április 19, május 2, május 17) négy nőstény és négy hím 

egyedet gyűjtöttünk. Az egyedek ivarát a begyűjtéskor rögzítettük. Mintáinkhoz az egyedek 

fejéből eltávolítottuk a puha szöveteket (izom, idegsejtek, hemolimfa és zsírszövet). A 

szövettartalmat a kinyerése után rögtön 600 μl RNA/DNA Shield pufferbe (Zymo Research, 

USA) tettük, mely segít megőrizni a minták RNS/DNS tartalmának integritását, meggátolja 

azok széttöredezését. A mintákat -20℃-on tároltuk az RNS kivonásig. 

A nagyfejű csajkó Magyarországon őshonos és védett faj. A mintagyűjtést az Észak-

Magyarországi Környezetvédelmi Kft. engedélyezte (engedélyszám: 9007-8/2014). 

III.2. RNS kivonás és szekvenálás 

A mintákból történő RNS izolálást TRI Reagent Solution (Thermo Fisher Scientific, 

USA) használatával végeztük, mely során a gyártó utasításait követtük. A pelleteket 30 μl 

RNáz-mentes vízben oldottuk. A minták nukleinsav koncentrációjának meghatározása 

NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, USA) használatával történt. Az 

RNS integritását 1%-os agaróz gélen végzett gélelektroforézissel állapítottuk meg. A kivont 

RNS mintákat -20℃-on tároltuk a szekvenálásig. A cDNS könyvtár készítését, tisztítását, 

valamint a 150 bp páros-végű (“paired-end”, PE) szekvenálást a Novogene Co. (Beijing, China) 

végezte. A szekvenálás egy Illumina HiSeq 4000 típusú gépen történt. 

III.3. Transzkriptom összeszerelés és annotáció 

A nyers olvasatok (“raw reads”) minőségét FastQC használatával ellenőriztük (v0.11.8, 

Andrews 2010). Az adapter szekvenciák és rossz minőségű bázisok eltávolítása a Trimmomatic 

segítségével történt (v0.39, Bolger, Lohse, és Usadel 2014). Ehhez az eszköz által biztosított 
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Illumina adapter szekvenciákat (TruSeq3-PE-2.fa) és a következő paraméterezést vettük 

igénybe: "ILLUMINACLIP:2:30:10 LEADING:5 TRAILING:5 SLIDINGWINDOW:4:25 

MINLEN:40", mellyel eltávolítottuk az Illumina specifikus szekvencia darabokat, az olvasatok 

mindkét végéről azokat a bázisokat, melyeknek minőségi értéke alacsonyabb volt, mint öt, 

valamint az olvasatok azon részeit, melyek 25-nél alacsonyabb minőségi értékkel rendelkeztek 

egy négy bázisból álló ablakban, és végül kiszűrtük a 40 bázisnál rövidebb szekvenciákat. A 

szűrt olvasatokat a HISAT2 programot (v2.2.1, Kim és mtsai. 2019) használva illesztettük a 

nagyfejű csajkó genomjára. Ezt követően referencia-alapú transzkriptom összeszerelést 

végeztünk StringTie szoftver alkalmazásával (v2.1.4, M. Pertea és mtsai. 2015). Elsőként 

minden mintának összeállítottuk a saját transzkriptomját. Ezt követően a minták 

transzkriptomjait összeolvasztottuk egy közös, nem-redundáns transzkriptomba (--merge flag), 

amit referenciaként használtunk a transzkriptumok kifejeződésének mintánként történő 

újrakalkulálásakor (-e opcióval). A DGE vizsgálathoz a génexpressziós mátrixot, ami a 

különböző minták expressziós értékeit tartalmazza, a prepDE.py szkript segítségével hoztuk 

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

Az összeszerelt transzkriptumok szekvenciáit a referencia genomból nyertük ki az 

összeolvasztott transzkriptom annotációs (“general transfer format”, GTF) fájlja alapján. Ehhez 

a gffread parancsot használtuk (v0.12.3, G. Pertea és Pertea 2020). A potenciális nyitott olvasási 

keretek (“open reading frame”, ORF) prediktálását a TransDecoder program segítségével 

végeztük (v5.7.1, Haas [2015] 2023). A prediktált fehérje szekvenciák funkcionális 

annotációjához a Pannzer2 webszervert vettük igénybe (Törönen és Holm 2022). Az 

eredményeket olyan gén ontológiai (“gene ontology”, GO) funkciókra korlátoztuk, amelyek az 

ízeltlábúak törzsén belül manuálisan is ellenőrzött annotációval rendelkeztek (Ashburner és 

mtsai. 2000). 

III.4. Statisztikai elemzés 

Az adatokat R statisztikai környezetben kezeltük (v4.3.1, R Core Team 2023). Az 

adatkezeléshez a “tidyverse” és “lubridate” csomagokat használtuk (v2.0.0, Wickham és mtsai. 

2019; v1.9.3, Grolemund és Wickham 2011). A statisztikai elemzéseket a Bioconductor 

szoftverprojekt csomagjainak segítségével végeztük (Huber és mtsai. 2015). 
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III.4.1. Bemeneti fájlok 

Az adatkezeléshez a gének expressziós mátrixát, a minták metaadatait tartalmazó és a 

géneket funkciójukkal társító adatkereteket használtuk fel. Az előfordulási mátrix sorai a 

vizsgált géneket, oszlopai a mintákat (46 minta) jelölték. A mintákhoz tartozó metaadat 

tartalmazta az adott egyed begyűjtésének időpontját és ivarát. 

III.4.2. Adathalmazok elkészítése 

Az adathalmazok elkészítéséhez a “DESeq2” csomagot használtuk (v1.42.1, Love, 

Huber, és Anders 2014). A DESeq2 képes az expressziós mátrixok feldolgozására és az 

azokban található génexpressziós különbségek statisztikai kiértékelésére. Azért, hogy az eltérő 

ivarú egyedek génexpresszióit egymástól függetlenül vizsgáljuk, külön adathalmazt 

készítettünk a hím és nőstény egyedekből vett mintáknak. Egy adathalmaz létrehozásához 

szükséges megadni a vizsgálni kívánt modellt. Mivel a szezonális hatást szerettük volna 

vizsgálni, így az alábbi modellt állítottuk fel mind a hím, mind a nőstény adathalmazban: 

“~dátum”. A 2018 tavaszán gyűjtött minták szolgáltak referenciaként, ugyanis a gyűjtéskor az 

egyedek már dormans állapotban voltak. Az elkészült adathalmazokat ezt követően 

megszűrtük, és azokat a géneket tartottuk meg, melyek az adott ivarú egyedekben összesen 

legkevesebb 10-szer kifejeződtek. Erre azért volt szükség, mert az ilyen alacsony expressziójú 

gének esetében csökkenhet az elemzés biológiai relevanciája. 

III.4.3. Differenciálisan expresszálódott gének meghatározása 

Az eltérően expresszálódott gének meghatározásához szintén a DESeq2 csomaggal 

dolgoztunk. Az adatok statisztikai értékeléséhez a DESeq parancs módszerei közül a 

valószínűséghányados próbát (“likelihood ratio test”, LRT) használtunk. Azért, hogy a szezon 

hatását tudjuk vizsgálni, a számításhoz a csökkentett modellből (“reduced model”) 

eltávolítottuk a dátumot: “~1”. Ezzel a teszttel azt vizsgáltuk, hogy a különböző gyűjtési 

időpontok befolyásolták-e egy adott gén expresszióját, tehát az első időponthoz képest (inaktív 

állapot) tapasztaltunk-e eltérést bármely más időpontban. A statisztikai elemzés során minden 

gén saját szignifikancia értéket (korrigált p-érték) kapott. Egy gént akkor tekintettünk az adott 

ivarra nézve szignifikánsan differenciálisan expresszálódónak, ha az LRT során kalkulált 

korrigált p-értéke nem haladta meg az 0,05-ot. 
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A korrigált p-értéket (“adjusted p-value”) a Benjamini-Hochberg korrekcióval számoltuk 

(Benjamini és Hochberg 1995). Erre azért volt szükség, hogy csökkentsük az elsőfajú hibák 

arányát, vagyis azokat az eseteket, amikor a statisztikai teszt tévesen vetette el a nullhipotézist 

és feltételezte, hogy az adott gén expressziós szintjére hatással volt a gyűjtési időpont. 

III.4.4. Az ivarok differenciálisan expresszálódott génkészletének 

összehasonlítása 

A hímekben és a nőstényekben talált differenciálisan expresszálódott gének 

összehasonlításához a “gplots” csomagot használtuk (v3.1.3.1, Warnes és mtsai. 2024). A 

szignifikáns génekből Venn-diagram ábrát készítettünk. Ezt azért tettük, hogy lássuk, hány 

nőstény- és hím-specifikus változással rendelkező gént találtunk, és hány olyat, amely mindkét 

ivarban szezonális változást mutatott.  

Ezt követően az elkészült ábra adataiból leválogattuk azokat a géneket, amelyek mindkét 

ivarban szezonális változást mutattak és ezekkel dolgoztunk tovább. Erre azért volt szükség, 

hogy a továbbiakban meg tudjuk vizsgálni, hogy milyen expressziós mintázattal rendelkeztek 

azok a gének, amelyek mindkét ivar esetében szignifikáns változás volt megfigyelhető az 

expressziójukban a szezon előrehaladtával. 

III.4.5. Génexpressziós mintázatok vizualizációja 

A géneket expressziós mintázatuk alapján klaszterekbe rendeztük. A gének klaszterekbe 

rendezéséhez és a klaszterek ábrázolásához a “DEGreport” csomagot használtuk (v1.38.5, 

Pantano 2023). A klasztereket a gyűjtési dátum és az ivar függvényében hoztuk létre, az egy 

klaszterbe kerülő gének minimum számát pedig 15-re állítottuk. A klaszterek tehát azokat a 

géneket tartalmazták, melyek génexpressziós mintázata ivaronként hasonlónak bizonyult. A 

funkcionális vizsgálathoz (géndúsulási vizsgálat) három olyan klasztert választottunk ki, 

melyek biológiai szempontból a legrelevánsabb mintázatot mutatták. Ezek mindegyike több 

mint 100 gént tartalmazott. 

III.4.6. Géndúsulási vizsgálat 

A klaszterek génkészlet-dúsulási analíziséhez a “clusterProfiler” csomagot használtuk 

(v4.10.1, Yu és mtsai. 2012). A génkészlet-dúsulási analízis célja, hogy megtudjuk, mely 

funkciójú gének aránya nagyobb a kiválasztott génhalmazokban a kiindulási adathalmazhoz 
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képest. Ilyenformán információt kaphatunk arról, hogy milyen funkciót láthatnak el 

többségében az adott klaszterbe tartozó, tehát hasonló génexpressziós mintázatot mutató gének. 

Mindhárom kiválasztott klaszterre külön génkészlet-dúsulási analízist végeztünk. A 

vizsgálatban azokat a géneket használtuk referencia adathalmazként, amelyeket a Pannzer2 a 

biológiai folyamat (“Biological process”, BP) GO kategóriába sorolt. Egy génhez több 

lehetséges funkciót is társítottunk. Az analízis során a klaszterek génkészletéből csak azokat a 

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

Vizsgálatunkban összesen 9000 gén differenciális expresszióját elemeztük. Ebből 5015 

génhez sikerült GO funkciót társítani. 

IV.1. DGE analízis 

A DGE analízis során a nőstények esetében 5036, a hímek esetében 6027 gént találtunk, 

melyek differenciálisan expresszálódtak a szezon során, tehát szignifikáns eltérést mutattak az 

első, referencia időponthoz viszonyítva bármely későbbi időpontban. A nőstény és hím 

eredmény gének összevetése során 646 olyan gént találtunk, ami csak nőstényekben, 1637 gént, 

amely csak hímekben, és 4390 gént, ami mindkét ivarban egyaránt differenciálisan expresszált 

volt. A 4390 gén közül, mely mindkét ivarban szignifikáns volt, 2894 gén rendelkezett társított 

GO funkcióval. 

IV.2. Génexpressziós mintázatok 

A hímekben és nőstényekben is szignifikáns gének expressziós mintázatuk alapján 41 

klaszterbe voltak sorolhatók. A klaszterek gén száma 13 klaszter esetében meghaladta a 100 

gént. A három legrelevánsabb mintázatot mutató klaszter közül az “A” klaszter 259 (1. ábra), a 

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

Az “A” klaszterbe tartozó gének esetében a kontroll időponthoz viszonyítva a gének 

expressziós szintje beesik a 9 hónap dormancia alatt, az ébredéshez legközelebbi időpontban 

pedig a hímek expressziós szintje átlagosan 150%-kal magasabb a nőstényekénél (1. ábra). A 

szezon során később kiegyenlítődik (második időpont), majd megfordul a génexpressziós 

különbség a két ivar között (harmadik és negyedik időpont). A szezon végére az ivari 

különbségek ismét kiegyenlítődni látszanak. 

A “B” klaszterbe tartozó gének ivaronként hasonló szezonális lefutást mutattak (2. ábra). 

A kontroll időpont alacsony szintjéről a gének expressziója először megugrott az első időpontra 

(ébredés), majd onnan fokozatosan csökkent vissza az ötödik időpontig. 

A “C” klaszternél az “A” klaszterhez hasonlóan szintén megfigyelhető volt egy 

kölcsönhatás az ivar és a szezon között (3. ábra). A kontroll időponthoz viszonyítva emelkedés 
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tapasztalható az első időpontban, és mindkét esetben a hímek közel kétszeres expressziós 

szinttel rendelkeznek a nőstényekhez képest. A második időpontban ez az ivari különbség 

kiegyenlítődik, miközben mindkét ivarnál egy erős expressziós visszaesés tapasztalható. Ezt 

követően a nőstényekben újra megemelkedik a klaszterbe tartozó gének expressziója a 

harmadik és negyedik időpontra, míg a hímek ez idő alatt nem fokozzák ezeknek a gének az 

expresszióját. Az utolsó időpontban drasztikus emelkedés látható a “C” klaszter génjeinek 

kifejeződésében mindkét ivarban.  

IV.3. Géndúsulások 

Az “A” klaszter esetében a peptid metabolikus folyamatok, válaszreakció stimulusra, 

vezikula mediált transzport és szagok szenzoros érzékelése GO funkciókba tartozó gének 

szignifikánsan felülreprezentáltak voltak (4. ábra). Ezeknél a GO funkcióknál tehát géndúsulást 

tapasztaltunk (p < 0,05). Az “A” klaszter génjei közül a peptid metabolikus folyamatokhoz 

négy, a válaszreakció stimulusra GO funkcióhoz hét, a vezikula mediált transzporthoz kilenc, 

a szagok szenzoros érzékeléséhez pedig szintén négy gén tartozott. 

A “B” klaszter elemzése során a citromsav ciklus, elektrontranszportlánc, mitokondriális 

légzési lánc I. komplexének összeszerelése, oxidatív foszforiláció, mitokondriális 

elektrontranszport (NADH - ubikinon), transzmembrán proton transzport, glikolízis és a 

kifejlett élettartam meghatározása GO funkciók felülreprezentáltságát találtuk, vagyis ezekben 

a GO funkciókban volt szignifikáns géndúsulás (p < 0,05). A citromsav ciklushoz kilenc, az 

elektrontranszportlánchoz és a mitokondriális légzési lánc I. komplexének összeszereléséhez 

hét-hét, a mitokondriális elektrontranszport (NADH - ubikinon) GO funkcióhoz öt, az oxidatív 

foszforilációhoz is és a transzmembrán proton transzporthoz is hat, valamint a glikolízishez és 

a kifejlett élettartam meghatározásához mindkét esetben négy gént számoltunk a “B” 

klaszterben (5. ábra). 

A “C” klaszternél négy felülreprezentált GO funkciót találtunk. Ezek a transzláció, 

riboszóma képzés, rRNS feldolgozás és a riboszomális kis alegység képzése voltak (p < 0,01). 

A transzlációhoz 29, a riboszomális kis alegység képzéshez négy, a riboszóma képzéshez és az 

rRNS feldolgozáshoz pedig hét gén tartozott a “C” klaszteren belül (6. ábra). 
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1. ábra: Az ábrán az “A” klaszterbe sorolt gének expressziós mintázatát láthatjuk. Az x tengelyen a 

minta gyűjtési dátuma látható. Kiemelendő, hogy az első és második időpontok között közel 9 hónap 

telt el. Az y tengelyen a gének előfordulásának Z-értéke található, mely minden gén saját 

expressziójához viszonyított relatív expressziós eltérését mutatja. A halvány vonalak az adott gének 

expresszióját, a vastag vonalak a gének expresszióinak átlagát ábrázolják. A piros vonalak a nőstények 

a kék vonalak a hímek génexpressziós szintjét jelzik. A klaszterbe összesen 259 gén került. 
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2. ábra: Az ábrán a “B” klaszterbe sorolt gének expressziós mintázatát láthatjuk. Az x tengelyen a minta 

gyűjtési dátuma látható. Kiemelendő, hogy az első és második időpontok között közel 9 hónap telt el. 

Az y tengelyen a gének előfordulásának Z-értéke található, mely minden gén saját expressziójához 

viszonyított relatív expressziós eltérését mutatja. A halvány vonalak az adott gének expresszióját, a 

vastag vonalak a gének expresszióinak átlagát ábrázolják. A piros vonalak a nőstények a kék vonalak a 

hímek génexpressziós szintjét jelzik. A klaszterbe összesen 138 gén került. 
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3. ábra: Az ábrán a “C” klaszterbe sorolt gének expressziós mintázatát láthatjuk. Az x tengelyen a minta 

gyűjtési dátuma látható. Kiemelendő, hogy az első és második időpontok között közel 9 hónap telt el. 

Az y tengelyen a gének előfordulásának Z-értéke található, mely minden gén saját expressziójához 

viszonyított relatív expressziós eltérését mutatja. A halvány vonalak az adott gének expresszióját, a 

vastag vonalak a gének expresszióinak átlagát ábrázolják. A piros vonalak a nőstények a kék vonalak a 

hímek génexpressziós szintjét jelzik. A klaszterbe összesen 170 gén került. 
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4. ábra: Az ábrán az A klaszterbe sorolt gének felülreprezentált GO funkcióiba tartozó gének számát és 

a GO funkciók szignifikancia skáláját láthatjuk. Az x tengelyen a gének száma látható, míg az y 

tengelyen a szignifikánsan felülreprezentált GO funkciók vannak fölsorolva. Az oszlopok színe a GO 

funkció felülreprezentáltságának szignifikancia szintjét mutatja. A színskálán a kékes árnyalatok a 

nagyobb, a vörösebbek a kisebb p-értékeket jelölik. A GO funkciók p-értékük szerint növekvő 

sorrendben követik egymást. 
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5. ábra: Az ábrán a “B” klaszterbe sorolt gének felülreprezentált GO funkcióiba tartozó gének számát 

és a GO funkciók szignifikancia skáláját láthatjuk. Az x tengelyen a gének száma látható, míg az y 

tengelyen a szignifikánsan felülreprezentált GO funkciók vannak fölsorolva. Az oszlopok színe a GO 

funkció felülreprezentáltságának szignifikancia szintjét mutatja. A színskálán a kékes árnyalatok a 

nagyobb, a vörösebbek a kisebb p-értékeket jelölik. A GO funkciók p-értékük szerint növekvő 

sorrendben követik egymást. 
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6. ábra: Az ábrán a “C” klaszterbe sorolt gének felülreprezentált GO funkcióiba tartozó gének számát 

és a GO funkciók szignifikancia skáláját láthatjuk. Az x tengelyen a gének száma látható, míg az y 

tengelyen a szignifikánsan felülreprezentált GO funkciók vannak fölsorolva. Az oszlopok színe a GO 

funkció felülreprezentáltságának szignifikancia szintjét mutatja. A színskálán a kékes árnyalatok a 

nagyobb, a vörösebbek a kisebb p-értékeket jelölik. A GO funkciók p-értékük szerint növekvő 

sorrendben követik egymást. 
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V. Diszkusszió 

Vizsgálatunk eredményei alátámasztották feltevésünket, miszerint a génexpresszióra a 

szezon hatással van. Ezt jól mutatja, hogy a vizsgált gének több mint fele mindkét ivarban 

szignifikánsan differenciálisan expresszálódott. A szezon hatását a génexpresszióra korábban 

többször kimutatták már növényekben, emberekben és ízeltlábúakban is (Chu és mtsai. 2024; 

Goldinger és mtsai. 2015; Salminen és mtsai. 2015), ellenben azt is leírták, hogy az ízeltlábúak 

szezonalitásához köthető viselkedések génexpressziós tanulmányozása sok esetben csak 

laboratóriumi körülmények között és olyan modellszervezeteken zajlik, melyek többsége 

kevéssé mutat a természetben tipikus szezonális viselkedést (Denlinger és mtsai. 2017). 

Kutatásunk az említett hiány betöltéséhez járul hozzá, a nagyfejű csajkó egy természetes 

populációján végzett vizsgálattal, amely faj ismeretes hosszú dormanciájáról, rövid, intenzív 

aktív időszakáról és az ivarok utódgondozás során betöltött eltérő feladatairól (Frantsevich és 

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

A DGE analízis eredményei nem csak a szezon erős hatását fedték fel, hanem egy ivarok 

és a szezon közötti interakciót is sejtetnek. Erre az “A” és “C” klasztereknél az első 

(2019.03.22.), harmadik (2019.04.19.) és negyedik (2019.05.02.) gyűjtési időpontokban az 

ivarok génexpressziós szintjei között megfigyelhető eltérések utalnak (1. és 3. ábra). Az ivar 

specifikus génexpresszió ízeltlábúaknál nem ismeretlen jelenség (Jin és mtsai. 2001). A 

kapcsolat kétirányú lehet, ugyanis a génexpresszió hatással van az ivarra és az ivari 

dimorfizmusra, de mindeközben az ivari szerepek is befolyásolhatják más gének expressziós 

szintjét (Hopkins és Kopp 2021; Grath és Parsch 2016). Eredményeink ezen túlmenően arra 

utalnak, hogy a különböző ivarok eltérő szezonális expressziós mintázatot is leírhatnak, ilyen 

módon az ivar hatása nem konstans mutatkozik egy gén expressziójában. Ehhez hasonló 

eredményeket találtak már madár és emlős szervezetekben is, bár ezek a vizsgálatok leginkább 

kisebb géncsoportokra koncentráltak (K. Wright és mtsai. 2022; Munley és mtsai. 2023). Ezzel 

szemben mi teljes transzkriptom analízist végeztünk, ami egy robusztus és általános képet ad a 

génexpressziós mintázatok, a szezon és az ivar kapcsolatáról. Ízeltlábúakban korábban már 

végeztek hasonló teljes transzkriptom vizsgálatot, ahol eltérő génexpressziót tapasztaltak egy 

imitált szezon (laboratóriumi hőmérséklet változtatás) során az ivarok függvényében (Parker és 

mtsai. 2021). Azonban a vizsgálat limitációjaként említették a szezon imitálásának 

hiányosságait és a kezelési idő (imitált szezon) rövid hosszát. Ezért is fontos kiemelni, hogy 

vizsgálatunk természetes populáció mintázásán alapult, az egyedek teljes ismert aktív 
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periódusát lefedve. Eredményeink tehát felvetik a szezon és ivar interakciójának szerepét az 

erős szezonalitással és ivaronként eltérő utódgondozással rendelkező ízeltlábúaknál, amit 

érdemes lehet más ízeltlábú szervezeteken is vizsgálni a továbbiakban. 

Az “A” klaszterbe tartozó felülreprezentált GO funkciók egyike a peptid metabolikus 

folyamatok (4. ábra). Ez az egyed bármely peptid közreműködésű biokémiai folyamatával 

kapcsolatos géneket foglalja magában (v2.5.17, Carbon és mtsai. 2009). Ehhez szorosan 

kapcsolható a vezikula-mediált transzport GO funkció, ami szintén fontos indikátora lehet az 

egyed metabolizmusának (v2.5.17, Carbon és mtsai. 2009). A klaszterre jellemző expressziós 

mintázat alapján - hím eltolódás a szezon elején - felvethető, hogy a hímek metabolizmusa 

valamivel hamarabb beindul a szezon kezdetén, ami egy rövidebb dormanciát feltételez. Ez a 

jelleg adaptív lehet (Michener 1983; Constant és mtsai. 2023), ha a nőstényekért folytatott 

küzdelmet és a többször párosodás lehetőségét vesszük figyelembe, ugyanis a korábban ébredő 

hímeknek nagyobb lehetősége lehet nőstényt találni és a szezon előrehaladtával váltani is azt 

(Frantsevich és mtsai. 1977; Kosztolányi és mtsai. 2015; Kiss és mtsai. 2023). Ezzel parallel 

eredmények más fajoknál is már ismeretesek. Egy marmotiniken végzett, közel egy évtizedes 

vizsgálat során megfigyelték, hogy a hímek 8-16 nappal korábban ébrednek a dormans 

állapotból, mint a nőstények. A tanulmányban felvetették, hogy a hímek számára esetleges 

szaporodási előnyt jelenthet a jelleg (Michener 1983). A jelenséget egyfajta protandriaként 

értelmezhetjük, vagy azzal szoros összefüggésbe hozhatjuk, ahogy ezt egy emlősökön végzett 

komparatív vizsgálatban is tették (Constant és mtsai. 2023). Azt, hogy a szezon második felében 

már a nőstények rendelkeznek az említett GO funkciók génjeinek magasabb expressziójával az 

magyarázhatja, hogy a szezonnak ebben a szakában zajló peterakás, illetve utódgondozás 

(levelek gyűjtése) szükségessé teheti az említett funkciók fokozását (Frantsevich és mtsai. 

1977; Kosztolányi és mtsai. 2015). 

Egy másik felülreprezentált GO funkció az “A” klaszterben a szagok szenzoros 

érzékelése és a válaszreakció stimulusra (4. ábra). A szaglás kifejezetten fontos az ízeltlábú 

szervezetek tájékozódásában, segíti őket a párkeresésben, a táplálék találásban (vagy 

megválogatásában) és a peterakás helyének megválasztásában is (Haverkamp, Hansson, és 

Knaden 2018). Ez szintén illeszkedik arra a feltevésre, hogy a hímek korábban kezdhetik meg 

aktív periódusukat, ami a táplálkozással indul, és a nőstények felkutatásával folytatódik. 

Később a hímek expressziós szintjének visszaesését az aktív periódus alatt magyarázhatja, hogy 

a fokozott expressziót kiváltó hajtó tényezők (gyors táplálék keresés, korai nőstény találás és 

szaporodás) megszűnnek és más, a szaglást kevésbé igénylő tevékenységet kezdenek végezni 
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(Frantsevich és mtsai. 1977; Kosztolányi és mtsai. 2015; Kiss és mtsai. 2023). A nőstények 

emelkedő expressziója szintén jól magyarázható a peterakás és a levélgyűjtés viselkedésével 

(Frantsevich és mtsai. 1977; Kosztolányi és mtsai. 2015). Ez alátámasztja azt a megfigyelést, 

hogy az utódgondozó időszakban megnő a nőstények által gyűjtött növények között a magas 

nitrogéntartalmú pillangósvirágúak aránya (Nagy és mtsai. 2021), így a nőstények a gyűjtött 

levelek feltehetően szaganyagok alapján választják ki. Korábban megfigyelték, hogy a hímek 

gyakran váltanak fészket és helyükre új hím kerül, akár harc nélkül is (Kiss és mtsai. 2023). 

Lehetséges tehát, hogy a nőstények költőjárataiban több hímnek is vannak utódai, ami azt a 

kérdést is felveti, hogy a nőstény eltérően gondozza-e ezeket az utódokat és ebben segítheti-e a 

szaglása. 

Az “A” klaszter expressziós mintázatánál a kontroll időpont kimagasló eltérést mutat (1. 

ábra). Erre magyarázatként szolgálhat, hogy az egyedek a gyűjtéskor még nem kerültek teljesen 

dormans állapotba és annak előkészítésében játszanak szerepet az olyan funkciók, mint a 

szaglás, a vezikula-mediált transzport vagy a peptid metabolikus folyamatok. Egy másik 

lehetőség, hogy ezek a gének a dormancia ideje alatt is ilyen magas szinten expresszálódnak 

más, eddig ismeretlen funkciójuk miatt. Jelenleg a dormancia szabályozásában az oxidatív 

stressz kivédésében résztvevő gének és chaperon fehérjék szerepét hangsúlyozzák, ezen felül a 

gének átírását követő utólagos mRNS módosulásoknak is erős hatását gyanítják a dormancia 

szabályozásában (MacRae 2010; Torson és mtsai. 2023). Vizsgálatunk fejlesztése, pontosítása 

és a dormancia időszakának több időpontban történő mintázása fényt deríthet a felmerülő 

kérdésekre. Érdemes lehet továbbá eltérő szövetek vizsgálata is, ugyanis a különböző 

szövetekben eltérhet a dormancia szabályozása (Torson és mtsai. 2023). 

A “B” klaszternél tapasztalható mintázat és a klaszterben felülreprezentált GO funkciók 

összhangban vannak a nagyfejű csajkó szezonalitásáról eddig alkotott képünkkel. A klasztert 

jellemző GO funkciók elsősorban a sejtlégzésért felelősek (v2.5.17, Carbon és mtsai. 2009). A 

dormancia alatt az energiatermelő folyamatokat a szervezet a metabolikus rátával együtt 

lecsökkenti, ami egybecseng ezen gének kontroll időpontban tapasztalt alacsony expressziós 

szintjével (Hahn és Denlinger 2007). Az első időpontban megjelenő expressziós csúcsot 

legjobban az időszak magas energiaigényével magyarázhatjuk. Az ébredést követő metabolikus 

visszaállás és az esetlegesen leépített szervek visszanövesztése, meglehetősen energiaigényes 

folyamatok és viszonylag rövid időn belül lejátszódnak (Hahn és Denlinger 2007; Wilsterman, 

Ballinger, és Williams 2021). Az ezt követő fokozatos csökkenés a klaszter génjeinek 

expressziójában egészen az ötödik időpontig értelmezhető a metabolikus ráta 
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normalizálódásaként is, a harmadik és negyedik időpont expressziós szintje ugyanis a kontroll 

időpontjának két és fél-, másfélszerese. Ezek alapján valószínűsíthetjük, hogy a sejtlégzés 

génjei egy down-regulált dormanciát követően erős up-regulációba mennek át, majd a 

későbbiekben a szezon során visszaigazodnak egy alapállapothoz, mely az egyed általános 

energiaigényeit kielégíti. 

A “C” klaszternél felülreprezentált GO funkciók (6. ábra) mindegyike a 

fehérjeszintézissel kapcsolatos (v2.5.17, Carbon és mtsai. 2009). Az ébredés utáni emelkedett 

expresszió segítheti az egyedek fehérje termelését. A jelenség okozója lehet, hogy az egyed le 

kényszerül cserélni a dormancia időszaka alatt elhasználódott fehérjéit és az eddig szüneteltetett 

metabolikus folyamatokat újra be kell indítsa. Az ezt követő visszaesés jelezheti, hogy az 

egyedek felépítették szükséges fehérje háztartásukat, amit a dormancia idejére az 

energiatakarékosság miatt leépítenek, összetételét megváltoztatták (MacRae 2010). A hímek és 

nőstények közötti elérés adódhat a fentebb említett hímeknél feltételezhető korábbi ébredésből, 

de feltételezhető az is, hogy az ivarok eltérő dormancia szabályozása áll az expressziós 

különbség hátterében (Constant és mtsai. 2023). A nőstények harmadik és negyedik időpontban 

tapasztalt magasabb és a hímek alacsonyabb génexpressziójára kézenfekvő magyarázat lehet a 

peterakás magas fehérje invesztációja, ami egyszerre magyarázza a nőstények expressziós 

szintjének emelkedését és a hímek stagnálását (Donoughe 2022). Az ötödik időpontban történő 

párhuzamos expressziós szint emelkedés mindkét ivarban a dormancia előkészítése céljából 

történhet, ez az időpont ugyanis az aktív periódus végére esik. A fehérjeszintézishez szükséges 

elemek (például riboszóma) képzése több szempontból is fontos lehet a dormanciához. Egyfelől 

a dormanciához szükséges tartalék tápanyag egy része fehérje, ami kiemelt szerepet kap a 

dormancia későbbi szakaszaiban, illetve hipoxiás körülmények között (Wilsterman, Ballinger, 

és Williams 2021). Másfelől szerepe lehet a dormancia előkészítésében a fehérje expresszió 

kiépítésének, a chaperon fehérjék termelésének biztosítása. A chaperon fehérjék több 

kutatásban is megjelentek, mint a dormanciát szabályozó és a dormans állapot során a sejtet 

védő fehérjék (MacRae 2010; Quan és mtsai. 2018; Torson és mtsai. 2023). Lehetséges tehát, 

hogy a chaperon fehérjék dormancia előtti tömeges megtermeléséhez szükséges a szintetizáló 

rendszert kódoló gének emelkedett expressziója. 

Eredményeink alapján a szezonalitás és az ivar együtt is befolyásolhatja a génexpressziós 

mintázatokat a nagyfejű csajkókban. Vizsgálatunk előnye, hogy természetes populáció 

egyedein, valós szezon hatása alatt vizsgáltuk a populáció génexpressziós mintázatait, az aktív 

periódus teljes hosszán. Teljes transzkriptom alapú elemzésünk kontextusában vizsgálta a 
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különböző géneket, ennek köszönhetően rávilágíthattunk, a sejtlégzés potenciális 

befolyásoltságára, a fehérje termelés igénybevételének ivaronként eltérő mintázatára és a 

szaglás érzékenységének lehetséges szezonális alakulására. Továbbá vizsgálatunk felvet a 

hímeknél egy adaptív viselkedéses jelleget, a korai ébredés meglétét, mely viselkedésökológiai, 

evolúcióbiológiai és populációdinamikai relevanciákkal bír. 

Kutatásunk egyik limitációja a dormans időszak mintázottságának hiánya. A jövőbeni 

kutatásoknál érdemes a dormancia ideje alatt is több mintát venni, és megvizsgálni a dormancia 

során fellépő génexpressziós változásokat. Egy másik limitáció lehet, hogy a vizsgált egyedek 

eltérő mikrokörnyezete is befolyásolhatja génexpressziós mintázatukat. Ezekre a 

változatosságokra egy terepi vizsgálat során nehéz kontrollálni. Ezt a hiányosságot 

legkönnyebben az egy időpontban vett mintaszám emelésével lehetne eliminálni. Ezen kívül 

érdemes lehetne vizsgálni a szaglás fontosságát a nőstények viselkedésében, különösen az 

utódgondozás időszakában. Továbbá új vizsgálatoknak adhat teret a hímek feltételezett 

korábban ébredő viselkedéses jellege. 

Eredményeink összességében segítettek feltárni a szezonalitás és az ivar közös hatását 

nagyfejű csajkók génexpressziójára. A géndúsulási vizsgálatok segítettek az eltérő mintázatok 

értelmezésében, új, potenciális viselkedéses jellegek prediktálásában, és betekintést engedtek 

egy komplex szabályozási rendszerbe, mely egy ízeltlábú faj dormanciája és aktív periódusa 

között zajlik. 
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VI. Összefoglalás 

A környezet szezonális változásához az állatok eltérő stratégiák segítségével 

alkalmazkodnak. Egyik gyakori stratégia a dormancia, mely során az egyedek metabolizmusuk, 

életfolyamataik drasztikus redukálásával és viselkedésük megváltoztatásával vészelik át a 

kedvezőtlen időszakot. Egy másik stratégia az utódgondozás megléte, mikor a szülők saját 

erőforrásaikat az utódok túlélésének növelésébe fektetik. A szezon előrehaladtával az 

alkalmazott stratégiák váltják egymást, ami kiváló lehetőséget teremt ezek komplex 

vizsgálatára. Az egyedek génexpressziója jó indikátora lehet azoknak a háttérfolyamatoknak, 

melyek szerepet játszanak az egyedek viselkedésének kialakításában, és ezáltal az említett 

stratégiák szabályozásában is. Kutatásunk célja az volt, hogy nagyfejű csajkók természetes 

populációján vizsgáljuk a szezon hatását a génexpresszióra. Ennek érdekében teljes 

transzkriptom alapú differenciális génexpresszió analízist végeztünk. A génekhez funkcionális 

annotációt társítottunk. A differenciálisan expresszált géneket expressziós mintázatuk alapján 

klaszterekbe soroltuk, ezt követően a klaszterekben géndúsulási vizsgálatot végeztünk, hogy 

felmérjük az adott klaszterben felülreprezentált génontológiai funkciókat. Az elemzések során 

figyelembe vettük az egyedek ivarát is. A mindkét ivarban differenciálisan expresszálódott 

gének száma 4390 volt. Ezeket 41 klaszterbe rendeztük és kiválasztottunk három biológiailag 

releváns mintázatot és magas gén számot mutató klasztert, melyeket jelen tanulmányunkban 

részletesebben bemutattunk. Eredményeink bizonyították a szezon hatását nagyfejű csajkók 

természetes populációjának génexpressziójára és rámutatnak az ivar és szezon lehetséges 

interakciójára. Felmerült továbbá mindkét ivar esetében egy-egy viselkedéses jelleg 

meglétének lehetősége, melyek felderítésére további vizsgálatok szükségesek. Vizsgálatunk 

eredményei összhangban voltak a dormancia szabályozásával kapcsolatos szakirodalomban 

fellelhető eredményekkel és megerősítették azok érvényességét természetes populációkban is. 

A jövőben érdemesnek tartjuk folytatni az ehhez hasonló vizsgálatokat természetes 

populációkban, és javasoljuk a vizsgálat fejlesztését a dormancia időszaka alatt több mintavételi 

időpont kijelölésével. 
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