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1. BEVEZETES

Napjainkban egyre nagyobb jelentdséget kap a kiilonbozd allatfajok kutatdsdban a
genetikai anyag vizsgalata. Egyre tobbet tudunk meg az egyes lokuszok szerepérdl a
genomban, és a természetben €10 populaciok genetikai vizsgélata alapjan szamos kérdésre
kaphatunk valaszt. Lehet0ség nyilik példaul populacid-genetikai kutatasok segitségével
filogeografiai mintdzatok vizsgalatara (pl. rétisasok esetén: Hailer et al, 2007), vagy
mikroszatelita fragmensanalizis révén akar az egyedek azonositasara is (pl. parlagi sasok

esetén: Vili és mtsai, 2009).

1.2. Mintavételi eljarasok

A genetikai vizsgalatokra iranyuld mintavételezési eljarasokat harom csoportba soroljuk:
destruktiv, invaziv és nem-invaziv eljarasok.
A destruktiv mintavételezés a begylijtott egyedek elpusztitasaval jar.

Invaziv mintavételezéskor az allatot be kell fogni (pl. vérvétel), ami nagy stresszel jarhat
az egyed szadmara.

Nem-invaziv mintavételi eljarasok alkalmazasdval elkeriilhetd az egyedek befogasa,
zavarasa. llyenkor az allatok altal hatrahagyott képleteket (pl. vedlett toll, iirtilék, szor)
gyljtik be, és abbol nyernek DNS mintat. (Taberlet et al, 1999)

1.3. Nem-invaziv mintavétel

A nem-invaziv mintavételi eljarasokra jellemzd, hogy gyakran csak nagyon kis
mennyiségll €és jelentdsen degraddlt mintat nygjtanak. Viszonylag gyakori az ,,allélkiesés”
(PCR reakci6 utan heterozigota egyedet tévesen homozigotanak értékeliink) illetve a
mitermék (,,hamis allél”) jelensége.

Nagy eldnye azonban ezeknek a modszereknek, hogy a hatrahagyott nyomok helyzetébdl
egyedi azonositas (mikroszatellita-alapt DNS-ujjlenyomat meghatarozas) révén a populacio
demografiai sajatossagair6l is informaciokat kaphatunk (pl. be- és kivandorlas), és jol

becsiilhetd az utdodok ivarardnya. (Vili Nora és mtsai, 2009)
1.4. Vedlett tollak vizsgalata
Gyakorlati tapasztalatok (Vili Nora és mtsai, 2009) azt mutatjak, hogy a természetben a

tollak vedlés utan néhany honap elteltével erdteljes bomlasnak indulnak, de ennek sebessége

az 1ddjarastol fligghet.



1.5. DNS kivonas madartollakbol

A madarak tollaibol leghatékonyabban a felsé koldok (umbilicus superior) kimetszésével
nyerhetiink DNS mintéat (Horvath Marton és mtsai, 2005).

A tollak fejlédése soran a taplalod artéria visszahtizodik, de ezen a teriileten vérrogot hagy
maga utan. Ez a képlet alkalmas a DNS vizsgalatokhoz elegend6 minta kinyerésére.

,»A tengely hosszabb, beliil tomorebb szerkezetli, U vagy négyszogletes keresztmetszetii
szakasza a gerinc (fogerinc), rachis, mely a toll cstcsa felé fokozatosan elvékonyodik. Vazat
kiils6, elszarusodott, lapos sejtekbdl allo kéregallomany, cortex, adja, belsejét levegdtartalma
sejtekbdl allo, fehér szinl veléallomany, medulla, tolti ki.” (Fehér Gyorgy: A haziallatok
funkcionalis anatomidja, 2004)

vexillum radii (distales)

pulpa

rami pulpatireg
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cortex
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umbilicus superior a toll lelke
pulpaiireg
calamus medulla

umbilicus inferiar

umbilicus inferior

evezdtoll calamus (horizontalis  harant metszéslapok
(ventralis feltlet) metszéslap)

2.1. abra: A toll szerkezete (Fehér Gyorgy: A haziallatok funkcionalis anatomiaja, 2004)



1.6. A kornyezeti tényezok hatasai

A vedlett tollakbol torténd DNS vizsgalatok eredményessége nagy mértékben fligghet a
tollakat ért kornyezeti hatasoktdl. Példaul parlagi sasok (Aquila heliaca) nem-invaziv
eljarassal torténd mintavételezése esetében a gyakorlati tapasztalatok azt mutatjdk, hogy
azokbol a tollakbol, melyeket a gyljtést kdvetden szaraz, sotét, hiivos helyen tarolnak
jelentésen nagyobb ardnyban lehet jo mindségli DNS-t kinyerni, mint a nem szabalyozott
tarolasi koriilményekbdl szarmazo tollak esetében (Vili Nora és mtsai, 2009). Az egyes fajok
vedlési idOszakai és azok idOtartama nagy mértékben eltérhetnek. Ezekbdl a kiilonbségekbdl,
¢s az ¢éléhelyek kiilonbozoségébdl adodoan eltérd hatasok érhetik az elhullajtott tollakat.

Az egyes kornyezeti tényezOk DNS-re gyakorolt hatasait szdmos kutatd vizsgalta mar.

A magas hdmérséklet ndveli a degradacid valoszinliségét, mivel ilyenkor jobban kitekeredik
a DNS, igy sokkal inkabb ki van téve kornyezet kérosité hatdsainak, példaul az UV-B
sugarzas esetében. Ezt az Osszefliggést talaltdk a kutatok amikor megallipatottdk, hogy az
UV-B sugarzas DNS karositd hatasa a dohany (Nicotiana tabacum) sejtekben homérséklet-
fliggd. A sejteket 0, 12, illetve 24°C- os homérsékleten tették ki UV-B sugarzasnak, ¢és azt
tapasztaltdk, hogy a hdmérséklet novekedésével a karosodas mértéke is ndvekszik.
(Shaoshan Li et al, 2002) Emellett megnohet a kémiai bomlas sebessége, illetve magasabb
hémérsékleten tobb bont6d enzim lehet aktiv, ami szintén hozzéjarulhat a kdrosodashoz .

A magas paratartalom latvanyos valtozast eredményez a tollak szerkezetében. A cséve
szivacsosodik, emellett a para elonyos kornyezetet nygjthat kiilonb6zé mikroorganizmu-
soknak, amelyek hozzdjarulhatnak a tollak mindségének romlasahoz (1d. 2.3. fejezet).

Barna medvék (Ursus arctos) iiriilekébdl torténd DNS kivonas esetén megallapitottak,
hogy szaraz, meleg, déli fekvésii fiives domboldalon elhelyezett mintabdl nagyobb ardnyban
lehet sikeres a mintavételezés 60 nap utan, mint egy nedves, hiivos erdd esetében (Murphy és
munkatarsai, 2007).

Ismert az UV sugdrzas DNS-re gyakorolt karosit6 hatdsa, ami a kiilonb6z6é hullamhossz
tartomanyokban eltérd lehet. Leginkabb az UV-C (200-280 nm) sugarzas hatasa jelentds, am
ez a napsugarzas hatdsainak vizsgalata szempontjabdl bioldgiailag nem relevans, mivel a
Fold felszinét nem éri el a Napbdl érkezé sugarzasnak ez a hullimhossz tartomanya (Jean-
Luc Ravant et al, 2001). Ilyen tekintetben sokkal nagyobb az UV-B (280-315 nm) sugarzas
jelentésége, amely pirimidin (els6sorban timin) dimerek képzOodését idézi elé a DNS-ben,

ezaltal ledllitja a DNS-replikaciot, nem torténhet bazisparosodas.



Laboratoriumi vizsgalatok szempontjabol fontos, hogy a besugarzas idétartamaval nd az
sallélkiesések™ szama. (Thacker et al, 2006)

(All¢lkiesésnek nevezziik azt a jelenséget, amikor a PCR reakci6 soran a rovid termék
preferencidlis képzddése torténik, és emiatt egy heterozigota egyedet tévesen homozigotanak
értékeliink.)

Mas szempontokat figyelembe véve, az UV sugarzis pozitivan is hathat a tollak
allapotanak megodrzésére. E hatds oly mddon érvényesiilhet, hogy a tollak bomlasdban
szerepet jatszd mikroorganizmusok szaporodasat gatolja azaltal, hogy roncsolja a sejtjeiket.
Ilyen baktérium példaul a talajlakd, sporaképzo, termofil Bacillus licheniformis, mely a
természetben hozzdjarul az elhullott tollak lebomlasahoz. Ezek a baktériumok kevesebb
telepet tudnak képezni napfénynek kitett helyen, mint sététben (Saranathan and Burtt, 2007).

A cséve kérgi teriilete (cortex) nagy mennyiségli keratint tartalmaz. A keratin tipust
fehérjéket azonban az UV tartomany minden hullimhossza karositja -a rovidebb hullaimhossz
tartomany példdul az aromasokat (Smith, 1995).

Egy tanulmany azt mutatta, hogy 200 oOrdnyi UV-sugarzasnak Kkitett tollak
,»hajlitoszilardsaga” (oldalirdnyl mechanikai behatassal szembeni ellenéllasa) nagyobb volt,
mint az UV-val nem kezelt tollak esetében. Hosszabb besugéarzds utan azonban ez az
ellenalld képesség rohamosan csokkent. (Borgudd, 2003)

Nagy héjabagoly (Ninox strenua) vedlett tollainak vizudlis mindsitése, valamint a
tollakbdl kivonhatd6 DNS mindsége kozotti Osszefliggések vizsgalatakor megallapitottak a
kutatok, hogy a jo allapotunak mindsitett tollakbol sokkal nagyobb aranyban volt sikeres a
DNS vizsgalata, mint a kozepes, illetve rossz mindségii tollakbdl. Tovabba arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a PCR amplifiaci6é sikeressége nagyobb mértékben fiigg a
tollak allapotatol (mindségétdl), mint a tipusatol. A mindsités soran elsd sorban a calamus
teriiletén, illetve kisebb jelentdséggel a zaszloban lathaté degradacios jelek vizsgalatat

javasoljak a kutatok. (Hogan et al, 2008)

1.7. Mikroorganizmusok szerepe a tollak bomlasaban

A tollak kiils6 vazat alkotd keratin fehérjét a legtobb fehérjebonté enzim nem képes
lebontani. Az a- és B-keratin (a-hélix és B-redd szerkezet) esetén is gyakoriak a diszulfid-
kotések, ami noveli a mechanikai stabilitast. Ennek ellenére a természetben szinte mindentitt

eléfordulnak keratin-degradalé mikroorganizmusok, melyek keratindz aktivitdsu enzimek



eloallitasara képesek. Vannak koztiik talajlakok, de vannak ¢€l6skoddk is. (Onmifade et al,
1998)

Pé¢ldaul €16 allatok keratin tartalmu testfelszini képleteit parazitaljak a dermatophytdk, de
a gombak koOzott is szamos szaprofita, illetve parazita életmdédu taxon képes a keratin
bontdsara. A keratin degradaciojara képes tovabba az Actinomycetes, Bacillus (pl. B.
licheniformis), valamint a Streptomyces (pl. S. patum, S. fradiae) taxonok szamos
képviseldje. Léteznek fajspecifikus mikroorganizmusok is, pl. a Trichophyton gallinae,
amely szinte kizarolag baromfi tollakon taldlhato. A keratint bontani képes
mikroorganizmusok egy része azonban termofil keratindzt termel, amely csak magas
hémérsékleten képes kifejteni a hatasat (pl. C. keratinophyllum, valamint a 40-70°C kozott
aktiv enzimet eldallito S. pactum). (Onifade et al, 1998)

A keratin mikrobidlis emésztésének tobbféle mechanizmusa létezik. Gombak esetén a
folyamat 4ltaldban un. mechanikai keratinolizissel indul, melynek sordn a keratin
degradacidja ,,micélidlis nyomasra”, illetve a keratin tartalmu szubsztrat penetracioja révén
valésul meg. Ez a keratin bontd enzim termelddése elott mérhetd folyamat, amely a
micélidlis novekedéssel fiigg Ossze. Mivel a tollakban nagy a cisztein ardnya, a keratin
hatékony hidroliziséhez fontos lehet a diszulfid-hidak lebontasa szulfitolizis révén, melyet
szamos gomba fajnal kimutattak (pl. Microsporium gypseum). Feltételezhetd, hogy gombak,
illetve fonalas Actinomycetes fajok esetén a keratin bontasa mycelidlis novekedés révén
indul meg, majd a diszulfid-hidak bontasat kovetden, proteolizissel (keratinolizis) fejezédik
be. (Onifade et al, 1998)

Cristol és munkatarsai (2005) a Bacillus licheniformis toll-degradalo hatasat vizsgaltak
vadon €16, befogott madarakon (Cardinalis cardinalis és Sturnus vulgaris). Ez a baktérium
45°C koriili hémérsékletet, ¢és magas paratartalmat igényel, €s a vizi, illetve talajkdzeli
¢letmodot folytatd madarak tollazatdn gyakrabban megtalalhat6. Sem a hiivos, szaraz, sem a
meleg, nedves helyen tartott egyedek tollazata nem kéarosodott jelentdsen a kisérlet 2-4 hetes
idotartama alatt. A kutatok véleménye szerint, a kornyezeti feltételek csak specialis életmoda
fajok esetén lehetnek megfeleldek ahhoz, hogy a baktérium ki tudja fejteni a tollakra
gyakorolt degradalo hatasat €16 madaron (pl. €jszakai, vagy barlang-lakoé fajok, melyek kevés
UV-sugarzasnak vannak kitéve), illetve a tollaszkodassal, vagy mas viselkedéssel nem
védhetd tollak lehetnek annak kitéve (pl. a nyak hatoldaldn talalhato pehelytollak, melyekbdl

hianyzik a melanin, illetve a madar nem képes faggyaval bekenni dket).



1.8. A DNS mindségének elbiralasa

A DNS mindségét elbiralhatjuk agardz gélelektroforézis alapjan. Tetyana Zayats és
munkatarsai 2009-ben megjelent publikidcidojukban egy nem-invaziv mintavételi eljarassal, a
sz4j oblitésével kimoshatd DNS-t vizsgaltak elsd, illetve masodik oblités esetén. Ennek soran
agar0z gélelektroforézist végeztek, majd a kapott eredményt digitalis fényképezdgéppel
rogzitettek. Vizualis vizsgalattal birdltak el az egyes mintdk mindségét. Két kategoriat
kiilonitettek el: €p, illetve degradalt DNS, igy binaris kodot hasznalhattak az eredmények
kiértékelésénél.

Annak megallapitdsara, hogy a DNS mennyire fragmentalodott, kézenfekvd megoldas
lehet, ha kiilonbdz6 hosszusagu szakaszokat erdsitiink fel PCR segitségével. Igy a termék
megléte vagy hidnya jelzi, hogy a DNS az adott fragmens hosszéanal rovidebb szakaszokra
toredezett-e. Hogan és munkatarsai 2008-as tanulményukban nagy héjabagoly (Ninox
strenua) tollak vizsgalatakor egy mitokondridlis (ND3, kb. 400 bp.),a CHD1 génen (P2/P8
primerpar, kb. 377 bp) talalhato, illetve Nst02 (kb. 151 bp), valamint 13 polimorf
mikroszatellita szakaszt erdsitettek fel. Az amplifikacié sikerességét a termék megléte vagy
hidnya alapjan hataroztdk meg. A kutatok szignifikdns korrelaciot talaltak a CHD1 génen
vizsgalt szakasz, valamint a rovidebb, mikroszatellita szakaszok amplifikdcidjanak
sikeressége kozott. Azokndl a mintaknal, ahol az ivari kromoszémahoz kotott CHD1 génen
talalhatd szakasz felerOsitése sikeres volt, ott a mikroszatellita markerek felerositése is
sikeres volt. A kutatdok az eredményeik alapjan kidolgoztak egy 3 1épéses vizsgalati modszert
a DNS multilékuszos genotipus-vizsgalatanak alkalmassagara. Az elsé Iépésben a toll
vizualis mindsitése torténik, ahol a rossz allapotban 1évo tollakat a vizsgalatbol kizarjak, a
kozepes mindséglinek itélt tollakat pedig csak alacsony mintaszam esetén vetik ala DNS-
kivonasnak. A masodik 1épésben torténik a DNS kivonasa. A harmadik 1€pésben leghosszabb
vizsgalt nuklearis DNS szakasz PCR amplifikacidja kovetkezik. Ez alapjan, ha csak a
mintaszam nem tal alacsony, csak azokat a mintékat javasoljak a mutilokuszos genotipus-

vizsgalatra, amelyek esetén az amplifikacio sikeres volt.



2. CELKITUZES

Vizsgalatunk célja, hogy modellezze a magas hdmérséklet, magas relativ paratartalom
illetve a napsugarzas karos hatasait a vedlett tollakbol kivonhato DNS-re. Ezaltal szeretnénk
a madarak genetikai vizsgalatdra vonatkozo kutatdsok szempontjabol hasznos ismereteket
szerezni, melyek segithetik a nem-invaziv mintavételezés hatékonyabb megtervezését.

Kisérleteink soran arra a kérdésre keressiik a valaszt, hogy fontos-e a vedlést kdvetden

azonnal Osszegyijteni a tollakat, illetve gy(ijtés utan hogyan érdemes tarolni azokat.



3. MODSZEREK

3.1. Mintavétel

A vizsgalatokhoz haziasitott nyari lad (Anser anser) tollakat hasznaltunk. A sziikséges
tollak G6dolld — Babatpusztan (lud tenyésztelep és keltetd) keriiltek begytijtésre 2010
janudrjaban €és 2011 februarjaban. Ezekben az id6pontokban a madarak vedlés eldtt, illetve
vedlés alatt alltak, ezért a tollak vérzés nélkiil téphetdek voltak (a 2011-es gylijtésben néhany
toll vérzett, ezek nem keriiltek felhasznalasra a kisérletek soran). A kisérletben kettes, illetve
harmas kézevezdk, az eldkisérletben pedig egy egyedbdl szarmazo kiilonbdzd méreth tollak
vizsgalata tortént.

A tollakat a kezelésig, illetve kezelés utan preparalasig fagyaszto ladaban taroltuk, -20°C
-on.

Minden tollat egyedi mintakoddal lattunk el. A kodot alkoholos filctollal a csévére irtam,
illetve azokhoz a kezelésekhez, amelyeknél varhaté volt, hogy a jelolés lekophat, a
mintakoddal ellatott papir cédulat is rogzitettem a zaszlora.

A gyljtott tollak csévéjének atmérdjét tized milliméter pontosaggal feljegyeztiik (I1d. 1.

melléklet). Az egyes tollakat randomizéalva osztottuk be a kisérletek csoportjaiba.
3.2. Kezelések
3.2.1. Elokisérlet

A vizsgalanddé kornyezeti tényezok (magas hOmérséklet, magas paratartalom,
napsugarzas) hatasainak megfeleld elemzéséhez az egyes kezelések sziikséges iddtartamanak
¢s kombinacidinak meghatarozasara elkisérletet terveztiink.

Az elOkisérletben egy egyedbdl szadrmazo, kiilonbozé méretli tollak keriiltek
felhasznalasra, az egyedi kiilonbségek kikiiszobolése érdekében. Ennek soran Gsszesen 60
darab, csoportonként 15 darab tollat vizsgaltunk.

Négy csoportot hataroztunk meg:

1, Természetes fény +ho
2, Para + ho
3, Természetes fény + para + ho

4, Kontroll

10



1, Az eldkisérlet soran az napsugarzas hatdsait szdraz nydri napokon vizsgaltuk
(2010.08.09-2010.08.18.). A tollakat két 1,5x2 cm keresztmetszetli fa radra kotoztiik cérna
segitségével ugy, hogy a felsé koldok minden esetben szabadon legyen. A tollak stabilan
rogziiltek a ridhoz, hogy a szél ne befolyasolja a helyzetiiket. Ezeket a rudakat a kisérlet alatt
minden nap kikotoztik egy dél-nyugati fekvésli, a nap nagyobbik részében napsiitésnek
kitett, magasfoldszinti ablak biztonsagi racsara, igy 7 napon keresztiil, napi 420 perc (7 6ra)
természetes vilagitas érte a tollakat. A napon toltott idészakok kozott sotét szekrényben,
szobahomérsékleten voltak tartva. A kezelés idOtartama alatt a www.amsz.hu internetes
portal nyilvanos UV-B index, hdmérseklet, paratartalom €s csapadék archivalt mérési adatai
minden naprol elmentésre keriiltek (mérdmiiszer: Oregon Scientific WMR-200).

2, A magas paratartalom €s magas homérséklet egyiittes hatdsait 30°C-os vizflirdon
vizsgaltuk. A tollakat hungarocell talcan helyeztem a vizflirdobe, igy nem érintkeztek az also
vizréteggel. A relativ paratartalmat 100%-osnak tekintettiik, feltételezve, hogy a rendszer zart
a kezelés idOtartama alatt. Ez a kisérlet 5 napon keresztiil zajlott, megszakitasok nélkiil. A
kezelésbdl az egyik toll kimaradt, igy ebben a csoportban csak 14 tollat vizsgaltunk.

3, A harmas csoport esetén az el6zd két csoportban leirt kezeléseket alkalmaztam.
Eldszor vizfirdonek, majd természetes napsugarzasnak voltak kitéve a tollak.

4, A kontroll csoport tollai a gytijtés utan preparalasig fagyasztoban voltak.

3.2.2. Kisérlet

A kisérlet soran a 2010-es gytijtésbdl szarmazo 61 €s a 2011-es gyiijtésbdl szarmazo 51,
Osszesen 112 darab toll kertilt felhasznalasra. Ezek kiilonboz6é egyedekbdl szarmazo kettes,
illetve harmas kézevezOk voltak. Minden csoportba 16 darab toll kertilt. Ezen kiviil a 2011-es
gylijtés soran 0sszesen 11 darab tollat gyiijtottiink ismert ivara egyedektdl (4 darabot tojoktol
¢s 7 darabot himektdl), mivel nem taldltunk szakirodalmi adatot arra, hogy a CHDI1 génen
(3.5.2. fejezet) alkalmazott primerpar segitségével pontosan mekkora fragmensek varhatok
PCR termékként Anser anser esetén.

A kisérletben alkalmazott kezeléseket és azok idétartamat az elOkisérlet eredményei

alapjan hataroztuk meg.

7 csoportot kiilonbdztettiink meg:
1, Természetes fény
2, Para+ho

3, Para+ho, fertotlenitett toll
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4, Szaraz ho

5, Szaraz ho, fert6tlenitett toll
6, Mesterséges fény + ho

K, Kontroll

1, A napsugarzas hatdsait sajat tervezésli ,,UV-dobozban” modelleztem. A tollakat a 3.3.
abran lathat6 modon a doboz aljdhoz régzitettem a doboz aljaba furt lyukakon keresztiilt
cérna segitségével ugy, hogy minden toll két ponton rogziiljon, igy semmilyen iranyba el ne
mozdulhasson, ¢és a felsé koldok minden esetben szabadon legyen. A doboz vazat konnyl
milanyag lemez adta, amit szoldriumokban hasznalatos UV-ateresztd folidval (JK-Licht)
vontam be. Az esetleges csapadék hatasainak kikiiszobdlésére a doboz felsd része hazteto-
szerlien meredek, a vazat pedig cérnaval tekertem be, hogy a folia be ne szakadjon a rahulld
csapad¢k stlya alatt, de a tollakat ne arnyékolja a tartoszerkezet. A dobozban a paratartalom
minimalisra csokkentése érdekében elézdleg kiszaritott, lemért szaraz tomegl szilikagélt,
valamint szilika macskaalmot helyeztem el ugy, hogy zsdkok a tollakkal kozvetleniil ne
érintkezzenek, a folia zarddasi pontjai pedig a doboz aljara estek, amit igy szigeteld szalaggal
légmentesen lezartam. A doboz déli fekvésii, koriilbeliill 4 m magassagban 1évd ablak
parkdnyan kerilt rogzitésre, és 3 héten keresztiil folyamatosan ott volt (2010.09.10-
2010.10.01.). A kornyezeti tényezdkre vonatkozd adatokat ezalatt az 1d6 alatt az
elokisérletnél alkalmazott médon a www.amsz.hu internetes portalrdl gytjtdttem
(mérémiiszer: Oregon Scientific WMR-200), és minden nap 10:30 és 15:30 k6zott meért
értékeket vettem figyelembe, mivel ebben az intervallumban a legerdsebb a napsugarzas. A
kezelés utan a doboz felnyitasat kovetden a lehetd legrovidebb idon beliil a szilika gél, illetve
a szilika alom tomegét lemértem, majd kiilon befOttes iivegbe helyeztem egy-egy darab
vizzel atitatott papirtorldvel egyiitt, melyek kozvetleniil nem érintkeztek a zsakokkal. A
befbttes liveget lezartam, majd tovabbi két napon ellendriztem a tomeggyarapodast, hogy
meggydzodjek arrol, hogy a kisérlet sordn nem telitddott vizzel a szilika gél illetve alom
(tehat képes tovabbi nedvesség megkotésére), igy biztosak lehessiink abban, hogy a

dobozban kellden alacsony volt a paratartalom a kisérlet idétartama alatt.
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3.3. abra ,,UV doboz”

2, Ebben a csoportban a magas homérséklet s 100%-os relativ paratartalom hatasait
vizsgaltam az eldkisérletben alkalmazott modon, 30°C-os vizfiirddn. A kezelés iddtartama
100,5 ora (kb. 4 nap) volt.

3, Az eldkisérletben tapasztalt penészesedés kikiiszobolése érdekében fertdtlenitett tollak
vizfiirdOn valo vizsgalatat is indokoltnak talaltuk. Ehhez a vizfiird6t el6zbleg, ecetes tisztitas
utan UV-C lampa ala helyeztiik 8 6rds iddtartamra, a tollakat pedig Descosept (baktericid,
fungicid ¢€s virucid fertétlenitdszer, melynek 100g mennyisége 38,9¢g etanolt, 0,1g glioxalt és
0,05g didecil-dimetil-ammoénium-kloridot tartalmaz ) permetezésével fertOtlenitettem. A
kezelés 100,5 oraig (kb. 4 nap) zajlott, 30°C-on. A kisérleti koriilmények azonban nem
tekinthetdk sterilnek, mivel a kiilsé levegd rendszerbe kertilését nem tudtuk megakadalyozni.

4, A szaraz homérséklet hatasainak vizsgalatdhoz széritdoszekrényt (Memmert)
alkalmaztunk. A tollak simit6zaras miianyag tasakban, szilika macskaalom hozzaadéasaval
keriiltek a 30°C-ra melegitett szaritoszekrénybe, 100,5 o6rara (kb. 4 nap).

5, A fert6tlenitett tollakon torténd szaraz hdmérseklet hatasainak vizsgalatdhoz a 4-es
csoportban alkalmazott modon, Descosepttel fertétlenitettem a tollakat. A kezelés idotartama
itt is 100,5 ora (kb. 4 nap) volt, 30°C-os szaritdszekrényben (Memmert), amely el6z6leg 60
percig 170 °C homérsékleten sterilizalva lett. A tollak eldzdleg UV-C lampaval sterilizalt

simitdzaras milanyag tasakba keriiltek szilika macskaalommal, amely szintén UV-C
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lampéaval lett megvilagitva 8 oOran keresztiil. A kisérleti koriilmények azonban nem
tekinthetdk sterilnek, mivel a kiilsd levegd rendszerbe keriilését nem tudtuk megakadalyozni.

6, Mivel a természetes fénynek kitett tollak esetén csak UV-B index allt
rendelkezésiinkre az UV-B sugarzds intenzitdsanak megallapitasdra, amely bonyolult
meteorologiai szamitasok eredménye, ezért mesterséges megvilagitassal kezelt tollak
vizsgalatat is indokoltnak tartottuk, amely esetén pontosan ismert a tollakat ért sugarzas
erdssége az egyes hullamhossz-tartomanyokban. A mesterséges fénynek kitett tollakat Repti
Glo 5.0 (ExoTerra, 60cm, 20W, 3.4. és 3.5 abra) tipusu fénycsdvel vilagitottuk meg. Mivel a
természetes fénynek kitett csoport esetén a kezelés 21 napig tartott, és a nyari idészakban
(amikor az UV-B sugarzas a legintenzivebben éri a talajt) a legintenzivebb napsiitéses orak
szama kb. 5 ora (10:30-15:30), ezért 5x21, azaz kb. 105 oran keresztiil zajlott ez a kezelés.
Ez alatt a tollak 28,5°C-on voltak tartva, amit a kisérleti térben elhelyezett homérd
leolvasasaval a kisérlet idOtartama alatt tobbszor ellendriztiink. A para kikiiszobolése
érdekében a tollak ald nagy mennyiségl szilika macskaalmot helyeztiink, €s az egész kisérleti
teret (talca a szilika alommal és a tollakkal + fénycsd a foglalattal) fekete nylon folidval
vontuk korbe, €s szigeteld szalaggal biztositottuk, hogy a légtér teljesen zart legyen. A
fénycsd 24 cm tavolsagrol vilagitotta meg a tollakat ugy, hogy a fels6 koldokot 90°-os

szOgben érje a sugarzas (a gyartod ajanlasa max. 30cm tavolsag).
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3.4. abra: A Repti Glo 5.0 fénykibocsatasi adatai (a termék csomagolasa nyoman)
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3.5. abra: A Repti Glo 5.0 fénykibocsatasi adatai UV-tartomanyban (UV-B: 280-315
nm, UV-A: 315-400 nm) (a termék csomagolasa nyoman)

K, A kontroll csoportba sorolt tollak a gytijtést kovetéen preparalasig fagyasztdban
voltak.

3.3. Preparalas

A DNS minta kinyeréséhez a tollak felsd koldokét steril szikepengével metszettem ki,
majd a kimetszett darabot hosszaban kettévagtam, hogy a DNS kivondsa sordn az emésztd
enzim hatékonyabban kifejthesse hatasat. A kontaminacio elkeriilése érdekében minden toll
preparalasahoz 0j papir alatétet, gumikesztytit és steril pengét hasznaltam. (Horvath Marton
és mtsai, 2005) A fels6 koldok teriiletét preparalas elott 96%-os etanollal fertGtlenitettem,
hogy a kiilsé szennyezddéseket eltavolitsam. A kimetszett darabok Eppendorf csében

fagyasztoba kertiltek, és a DNS kivonasig -20°C-on taroltuk dket.

3.6. abra Kipreparalt fels6 koldok
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3.4. DNS kivonas

A kimetszett fels6 koldokbol a DNS kivonasa kis6zasos protokoll szerint tortént
(Gemmel és Akiyama, 1998), néhany modositassal. Az eljaras harom napot vett igénybe. Az
elsé napon a preparadtumot Proteindz-K emésztésnek tettiik ki. Ennek soran minden mintahoz
15 pl Proteinaz-K enzimet (Fermentas), 100 pl Proteinaz-K puffert, 15 pl 20%-0s SDS-t,
155 pl desztillalt vizet és 10 ul DTT-t (1,4-ditiotreitol, a keratin oldasahoz) adtam, majd az
elegyet standard modon 15 mp vortexen torténd razasnak vetettem ala. Ezutan a mintak 55-
60°C-os vizfiirdore keriiltek, egész ¢&jjelre.

A masodik napon az emésztetlen darabokrol leszivtam a DNS-t tartalmazo oldatot, majd
315 ul 5 mol/l koncentracioju LiCl-oldat és 630 pl kloroform-izoamil alkohol (24:1 aranyu
keverék) hozzaadasa kovetkezett. Ez az elegy is standard médon 15 mp vortexen torténd
razasnak lett kitéve, majd 14100 fordulat/mp sebességgel 10 percig centrifugaltam, hogy a
két fazis jol elkiiloniiljon. A DNS a fels6 fazisba keriilt, ebbdl 400 pl-t 4j csébe mérve 400 pl
izopropanol (Reanal) hozzdadisa kovetkezett, majd a csovek forgatds utan -20°C-os
fagyasztoba kertiltek.

A DNS kivonas harmadik napjan 15 perc centrifugalas (14100 rpm) utdan a DNS-rél a
propanolt ledntdttem, majd 800 pl 70%-os etanolt (Reanal) mértem ra. Ujabb 15 perc
centrifugalds utan a kicsapodott DNS-rdl ledntéttem a feliiluszot, majd a nyitott csoveket
sOtét helyre tettem szaradasig. A mintak végiil 50 pl TE pufferben (10 mM Tris/HCl, 1 mM
EDTA, pH 7.5) keriiltek beoldasra, ezutan -20 °C-on taroltuk dket.

A munkafolyamatok soran figyelembe vettiik Taberlet és Luikart (1999) javaslatait a
nem-invaziv mintavételi eljardsokbol szarmazé DNS-mintdk kezelésére vonatkozdan. E
szerint a PCR el6tti €és utani folyamatokat célszerli térben elkiiloniteni egymastol, kertilni kell
a DNS kivonésara szolgaloé helyiségben a koncentralt DNS kivonatokat, minden mintahoz
kiilon, aeroszol-rezisztens pipetta hegyet kell haszndlni, és a reagenseket folyamatosan meg
kell figyelni a DNS szennyezddésének elkeriilése érdekében. Ez utobbi szempont miatt
negativ kontrollt hasznaltunk a PCR reakciok soran (az egyik csdbe a DNS mennyiségének
megfeleld mennyiségli nukledz-mentes viz keriilt DNS helyett, minden mas reagens

megyegyezett a DNS mintakhoz mért eleggyel).
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3.5. A DNS allapotanak elbiralasa

Az egyes kezelések DNS-re gyakorolt hatasanak erdsségét, azaz a degradacid mértékét
két szempont alapjan allapitottuk meg. Minden DNS minta allapotat (degradaltsagat) agar6z
gélelektroforézis segitségével becsiiltik meg, és a fragmentéaltsdg mértékét kiilonbozo
hosszusagu (kb. 151, 300, 500, 985 bazispar) DNS szakaszok felszaporitasaval vizsgaltuk. A
legnagyobb felszaporithatd fragmenshossz alapjan becsiiltik meg, hogy milyen mértékben

toredezett a vizsgalt DNS minta.
3.5.1. DNS minta vizsgalata gélelektroforézissel

A tollakbol kivont DNS-t 0,8 %-os agardz gélen futtattam meg (minden zsebbe 5-5 pl
DNS minta keriilt, amihez el6z6leg 2-2 pl felvivé festéket (Ficoll® + EDTA + bromfenolkék)
kevertem). A mintak mellett minden esetben DNS-létrat (Fermentas, O’GeneRuler' ™)
futtattam. Az elOkisérlet soran a DNS festése gélbe Ontott etidium-bromid segitségével
tortént. A kisérlet soran az elektroforézis 100V fesziiltségen, 20 percig zajlott, ezutdn a
szokasos eljaras szerint, 5 perc etidium-bromidos mosas, majd 10 perc desztillalt vizes
oblités kovetkezett. Ezutan a gélt UV-asztalra (Vilber Lourmat ECX-20.C) tettem, az
eredmény digitalis fényképezdgéppel, standard tavolsagrol, standard beallitdsokkal rogzitésre
keriilt. Az el6kisérlet soran Olympos FE-310, a kisérlet soran Fujifilm FinePix S1600 tipust
fényképezOgépet hasznaltunk. Az UV-asztal védo tetejét felnyitottuk, hogy ne zavarja a
fényképezést, és egy fekete fotdkartonnal kibélelt kartondobozban készitettiik el a képeket
egy, a fényképezOgép objektiviének megfeleld méretii lyukon keresztiil, igy kizartuk a kiilsé
zavard fényforrasokat.

Az egyes mintdk mindségének elbirdlasahoz harom kategoriat allapitottunk meg: j6
mindségli (2), gyenge mindségli (1), illetve degradalt (0) DNS. (3.7. édbra) Egy mintat
degradaltnak tekintettiink, ha az elekrtoforézis utan nem volt lathatd kozvetleniil a zseb alatti,

hosszl szakaszokbol allo sav (1d. 3.7. abra).
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3.7. abra: A DNS minéségének elbiralasa. Balrol: jo, gyenge, degradalt DNS. A
szaggatott vonal jelzi a hosszabb fragmenseket, amelyek megléte vagy hianya alapjan

mindsitettiik a DNS-t. A futas iranyat a nyil jelzi.

3.5.2. Fragmentaltsag mértékének megallapitasa

Annak megallapitasara, hogy a DNS mintdk mennyire toredeztek a kezelések sordn,
kiilonb6zé hosszusadgh szakaszokat erdsitettiink fel PCR segitségével. Az alapjan, hogy
mekkora volt a leghosszabb fragmens, amit sikeriilt amplifikdlni, megbecsiiltik a
fragmentalodas mértékét.

A vizsgalat soran négy kiilonb6zd hosszisagu (kb. 151, 300, 500, 985 bazispar) nuklearis

DNS-szakaszt vizsgaltunk. A vizsgalt szakaszokat a 3.9. dbra tartalmazza.

Lékusz Primer szekvencia (5'-3") Méret (bp)
CHD1 F: GTTACTGATTCGTCTACGAGA 500"
R: ATTGAAATGATCCAGTGCTTG

a-aktin  F: TACCT(GC)ATGAAGATCCTCACTGAG 985
R: TCCTGCTTGGTGATCCACATCTG

Bcap6 F: TTTAACCCAGTAGCCTATCATGTCA 151*
R: GTCTGAAGATAATGCTGCATGGTT

Ans24 F: ATGGTCAACTCTCAGTGGCTA 299-301
R: CAGTGTTTTCCATGAAGGTCA

3.9. abra: A kisérletben hasznalt primerek. (*: a sajat gélfot6 eredményeink alapjan
kapott fragmens hossz Anser anser esetén — ,,151 bp”: Buchholz és munnkatarsainak

kanadai ludra vonatkozé eredményei miatt. Gélfotoink: kb. 150 bp olvashaté le.)
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A Bcap6 l6kuszhoz tartozé primer szekvencidkat kanadai ludra (Branta canadensis) irtak
le, ahol egy 151 bp hosszsagu szakaszt erdsitenek fel. (Buchholz et al, 1998) Ez a primer
par az altalunk vizsgalt mintak esetén is koriilbeliil ilyen hosszisagu terméket eredményezett.

Az Ans24 lokuszhoz tartozd primer szekvencidkat nyari lidra tervezték. Ennek a
mikroszatellita l0kusznak a hossza 299-301 bp kozott valtozik, és minddssze két allélt
talaltak rajta. (Weif3 et al, 2008)

Az a-aktin génen hasznalt primer szekvencidk univerzalis szekvenciak (,,Forward”: Act2,
»Reverse”: Act4). Ez a primerpar nyari lud esetén egy 985 bp hosszisagu szakaszt erdsit fel.
(Rodriguez et al, 2002)

A CHDI gén felerdsitésére a 2550F-2718R primer part hasznaltuk. Madarak esetén a tojo
a heterogametkus ivar (WZ), a him pedig a homogametikus (ZZ). A CHDI1 gén madarak
esetén két valtozatban 1étezik: a W kromoszomahoz (Griffiths és Tiwari 1995), valamint a Z
kromoszomahoz kotott valtozatban, igy alkalmasak az ivar meghatarozasara. Mivel az ivari
kromoszomak rekombinalédd pszeudoautoszomalis régioin kiviil taldlhatoak, mindkét gén
konzervativ. A 2550F-2718R primerpar mindkét génvaltozatot amplifikalja, de eltéré méretii
intronokat hatarolnak a két kromoszdma esetén, igy a termékek kozott kb. 150 bp eltérés van
(néhany fajnal ez a kiilonbség joval kisebb lehet, ami az ivarok elkiilonitését megnehezitheti).
(Fridolfsson és Ellegren, 1999) Ennek a szakasznak a vizsgdlatat tobb mads, szintén az
Anatidae csaladba tartozé fajon elvégezték, igy pl. a tékés réce (Anas platyrhynchos) esetén,
ahol a tojoknal kb. 500 bp, a himeknél kb. 600 bp-os szakaszt tudtak felerdsiteni. (Murthy et
al, 2009) Erdekes modon, a fenti tanulmanyban, valamint Fridolfsson és Ellegren 1999-es
publikécidjaban is, a csaladba tartozd vizsgalt fajokban a tojok esetén csak a rovidebb (W)
fragmens volt felszaporithatd, a Z kromoszéman taldlhat6 szakasz nem. Az altalunk vizsgalt
mintak esetén ez a primerpar egy kb. 500 bp hosszusdgu szakaszt erdsitett fel, és kizarolag

tojok esetén mikodott (I1d. 4.1. fejezet).
3.5.2.1. PCR

Az eldkisérlet soran csak ivarmeghatarozast végeztem.

A DNS-fragmentaltsdg mértékének megallapitdsahoz a kisérlet soran el6szor minden
mintan ivarmeghatarozast (CHD1 gén, kb. 500 bp fragmens), valamint a legrévidebb szakasz
(Bcap6: kb. 151 bp) felerdsitését végeztem el. Az egyes fragmensek vizsgalatdnak sorrendjét,
valamint a dontési mechanizmust a 3.10. abra szemlélteti. A folyamat alap koncepidja az

volt, hogy amennyiben egy mintaban adott hosszisagu szakasz amplifikacidja sikeres, akkor
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az anndl rovidebb szakaszok is sikeresen felszaporithatoak. (Hogan et al, 2008) Ezt a
koncepciét azonban modositotta az a tény, hogy a CHDI1 génen vizsgalt szakasz
felszaporitasa csak tojok esetén miikodott (kb. 500 bp), még a himeknél nem kaptunk
terméket, amelyet mas, az Anatidae csaladba tartozo faj (Anas platyrhynchos) esetén leirtak
alapjan 600 bp koriil vartunk (1d. 4.1. fejezet). (Murthy et al, 2009) Ez a jelenség
megnehezitette a fragmentaltsag mértékének megallapitasat, mert az, hogy a CHD1 génen
vizsgalt szakasz amplifikdci6ja nem volt sikeres egy mintdban, jelenthette azt, hogy a
vizsgalt minta erdsebben fragmentalodott, vagy azt, hogy a vizsgalt egyed him. Ennek
kikiiszobolésére az Ans24 (kb. 300 bp) szakaszt is megvizsgaltam minden olyan esetben,
ahol volt 151 bp-os, de nem volt 500 bp-os termék. Az a-aktin génen vizsgalt szakaszt (985
bp) csak olyan esetekben probaltam meg felerdsiteni, ahol az 500 bp-os, vagy annak

hidnyéaban a 300 bp-os szakasz miikddott.

DMS mindsitése

500 bp

CHD1 génen 151 bp
—®»=| Mincs felszaporithatd vizsgalt szakasz

2 kb, 500 bp Becapt
- kh. 600 bp-t 7
vartunk

L J
300 bp : .

+ 3 Aleghosszabh mkyesen felszapaoritott
Ans 24 sZakasz 151 hp

Y Y Aleghosszabb sikeresen felszaporitoit

985 bp s7akasz: 300 vagy 500 bp
a-aktin génen
3 A leghosszabh sikeresen felszaporitott

sZakasz 985 bp
+

3.10. abra: A fragmentalodas mértékének megallapitasa PCR termékek alapjan egy
mintara vonatkoztatva. A nyilak mellett + és — jelek jelolik a PCR sikerességét az adott
szakasz esetén. *: ezt a 1épést csak abban az esetben végeztem el, ha az 500bp-os

szakaszra nem kaptam PCR terméket.
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Minden PCR reakcé 25 pl térfogatban zajlott (2,5ul Puffer(10x DreamTaq' ™, Fermentas),
0,1pl DreamTaq™ (Fermentas), 4pl primer mix (5 pmol/ul), 1ul ANTP (Fermentas), 3,5 pl
MgCl, (25mM, Promega), 12,9 ul H,O és 1 ul DNS).

Az CHDI1 génen talalhat6 szakaszt ,,touch-down PCR” moédszerrel erdsitettiik fel, amely
alkalmas a nem-invaziv mintavételi eljarasok esetén gyakran eléforduld rossz mindségii DNS
adott szakaszainak felerdsitésére. A touch-down PCR program sordn a kezdeti denaturald
1épést (94°C-on, 2 percig) kovetden 11 cikuson keresztiil ciklusonként 1 °C-kal csokkent az
annellacid homérséklete (60-50°C). Ezaltal a kezdeti ciklusokban kevesebb, de erdsen
specifikus termék keletkezik, melyek a késdbbi, alacsonyabb annellacios hdmérsékleten zajlo
ciklusokban nagy szdmban amplifikdlhatoak. A 11 ciklusos ,,touch-down” szakaszt tovabbi
25 ciklus kovette, 50°C annellaciés homérsékleten. Az egyes ciklusokban a denaturacié
92°C-on, 30 mp-ig zajlott, ezutan 30 mp annellacid, majd 30 mp elongécio kovetkezett 72°C-
on. Végiil az extenzid 5 percig zajlott 72°C hdmérsékleten.

Az Ans24 16kszhoz tartozo primerpar hasznalatakor a kezdeti denaturalo 1épés 95°C-on 1
percig zajlott, ezutan 30 cikluson keresztiil a denaturacié 94°C-on tortént 1 percig, majd az
annellacio kovetkezett 58°C-on 1 percig, végiil 72°C-on 1 percig zajlott az elongacio . A
végso extenzios ciklus 10 percig tartott, 72°C hdmérsekleten. (Weifs et al, 2008)

A Bcapb6 1okusz felerdsitése soran a kezdeti denaturdlo 1épés 94°C-on zajlott 2 percig. Ezt
kovetden 37 ciklusban 94°C-on 30 mp-ig zajlott a denaturéaciod, majd 60°C-on 45 mp-ig az
annellacio, végiil 45 mp-ig 72°C-on az elongacid. A végsd extenzios 1épés 7 percig zajlott
72°C-on.

Az Act2-Act4 primerpar (a-aktin gén) esetén a PCR program kezdeti denaturald 1épése
93°C-on zajlott 3 percig, ezt 35 ciklus kovette, melynek soran 1 percig 93°C-on denaturaltuk,
majd az annellacié kovetkezett 1,5 percig 59°C-on, végiil minden ciklus 2 perc elongacidval
zarult 72°C-on. A végso extenzids lépés 7 percig zajlott 72°C-on. (Rodriguez et al, 2002)

Az egyes PCR reakcidknal, ha sziikséges volt, a negativ kontroll mellett pozitiv kontrollt

(mar korabban az adott fragmensre terméket adott minta) is hasznaltam.
3.5.2.2. PCR termék gélelektroforézise

A DNS fragmentaltsaganak mértékét, vagyis a felszaporithaté méretli szakaszok hosszat
2%-0s agardz gélen torténd elektroforézis (100V, 45 perc) segitségével vizsgaltuk. Minden

zsebbe 5-5 pl DNS minta keriilt, amihez eléz6leg 2-2 pl felvivé festéket (Ficoll® + EDTA +
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bromfenolkék) kevertem. A mintak mellett minden esetben DNS-Iétrat (O’GeneRuler™,
Fermentas) futtattam. A gélt az elektroforézist kovetden 5 percig etidium-bromid oldatban
festettem meg, majd 10 perc 6blités kovetkezett desztillalt vizben. Ezutan a gélt UV-asztalon
(Vilber Lourmat ECX-20.C), a 3.5.1. fejezetben leirtak szerint standard tavolsagrél és
beallitasokkal lefényképeztem. Az eldkisérlet soran Olympus FE-310, a kisérlet soran
Fujifilm FinePix S1600 tipust fényképezdgépet hasznaltunk.

A PCR termékek mindsége szerint 3 kategoriat kiilonitettiink el: nincs termék (0), gyenge

termék (1), jol lathato termék van (2). A kategoéridkat a 3.11. dbra mutatja.

AADH5 AAB162 AADH7 AAD82

3.11. abra: A PCR termék mindségének elbiralasa. Balrol: nincs termék, gyenge
termék, az utolso két esetben: jol lathatho termék. A fiiggoleges nyil a futas iranyat, a

vizszintes nyil a termék helyét jelzi.

3.6. Az eredmények kiértékelése

A DNS mindsitésébdl, valamint a kiilonb6z6 PCR termékek mindsitésébdl kapott
eredményeket mintanként tablazatba foglaltam (Id. 2-4. melléklet). Az eredmények
kiértékelését R statisztikai program segitségével végeztem.

A sikeresen felszaporitott PCR termékek ardnyat minden vizsgalt fragmens esetén
csoportonként tablazatba foglaltam, valamint mozaik 4bran dbrazoltam.

Az egyes csoportok paronkénti Osszehasonlitdsara Fisher-féle egzakt probat végeztem
minden vizsgalt szakaszon a PCR reakciok sikerességének ardnyara (a csoporton belil a

termékek (1+2) szdma) vonatkozoan.
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3.7. Kiegészito vizsgalatok
3.7.1. Fotoreflektancia mérése

Mivel nem talaltunk szakirodalmi adatot a madartollak csévéjének fényateresztésére, sem
fényvisszaverésére, ahhoz, hogy megfelelden magyarazhassuk a napfény teljes spektrumaban
torténd sugarzas (elsé sorban az UV-B lehet jelentds (Jean-Luc Ravant et al, 2001)) hatasait,
indokoltnak tartottuk a fotoreflektancia megmérését. A vizsgéalathoz 3 db. kezeletlen és 3 db.
paras kornyezetnek (Id. 3.2.2. fejezet 2,3 alpontok) kitett tollat valasztottunk ki, hogy a parés
kornyezetben megvaltozott szerkezeti tollak eltérd tulajdonsagairol is képet kapjunk. A parés
kornyezetnek kitett tollak koziil 2 db. a Descosepttel kezelt, és 1 db. a nem fertStlenitett
csoportbol keriilt ki, mivel mindkét csoport esetén penészesedést tapasztaltunk (1d. 4.4.2
fejezet).

Az fotoreflektancia mérését az E6tvos Lorand Tudomanyegyetem (ELTE) Allatrendszertani-
és Okologiai Tanszékén végezték az Ocean Optics (Europe) miiszereivel (fényforras: DH-
2000, detektor: USB-2000, program: OOIBase32, Optikai szal: R400-7, fehér standard: WS-
1), fekete standard-nek fekete textilt hasznaltak. A méréfej a feliilettél 3 mm tavolsagra mért,
90°-0s szogben a feleszinhez képest. A mért teriilet atmérdje 6 mm. A reflektancia mértékét a

kovetkezo képlet adja meg: Rmmm —R Sekete standard

R= X 100
R fehér standard ~ R fekete standard

Minden tollon két ponton mérték meg a reflektanciat: a felsé koldok folott a medulla
tartalmu résznél, valamint a masik oldalon, a cséve domborua felszinénél, ahol nem lathato
medulla. Minden mérést haromszor ismételtek meg. Az ismételt mérések eredményeit
atlagoltam, €és grafikonon dbrazoltam. A miiszer az ELTE kutat6éinak tapasztalatai szerint kb.

250-750 nm k6zott megbizhato, ezért az elemzésnél ezt a tartomanyt vettem figyelembe.

3.7.2. Tollakban megjelent gomba vizsgalata

A magas paratartalomnak kitett tollak esetén felmeriilt a mikroorganizmusok bejutasdnak
veszélye. A vizsgalat sordn a tollak penészesedését tapasztaltuk (Id. 4.4.2. fejezet), ezért 2-2
db. tollat mikroszkopos vizsgalatnak vetettiink ald a fertOtlenitett, valamint a nem
ferttlenitett paras kornyezetnek kitett, illetve a kontroll csoportbol. A tollaknak kozvetleniil
a fels6é koldok folott, valamint a felsd koldok mogott talalhatdo medulla részeibdl, valamint a
cséve belsejében taldlhatd hartyds képletbdl készitett nyuzatokat vizsgaltuk meg. A
felvételeket fénymikroszkoppal (Digital 200 Mikroszkop) készitettiik, 60x16 nagyitason.
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4. EREDMENYEK

4.1. A CHD1 (2550F/2718R) szakasz tesztelése

A CHDI1 (2550F/2718R) szakasz ivaronként felszaporithato hosszat ismert ivara

egyedekbdl szarmazo kezeletlen tollakon teszteltiik. Ennek soran 7 darab him, és 4 darab tojo

egyedekbdl szarmazd tollat vizsgaltunk, mivel a tojoktol vart fragmens hosszisagot a 2010-

ben gylijtott tollak esetén mar sikeriilt felszaporitanunk. A tojok esetén 75% (3 darab) volt a

PCR reakci6 sikeressége (500 bp), még himek esetén egyetlen esetben sem volt sikeres.

4.2. Elokisérlet

Az elokisérlet sordn a DNS mindsitése alapjan a vizsgalt tollak 55,17%-4abol (32 darab)

vontunk ki kozepes (1) vagy j6 (2) mindségli DNS-t. A nem degradaltnak (1+2), valamint

ebbdl a j6 mindséglinek (2) itélt DNS aranyat, valamint a PCR sikerességének (1+2) és ebbdl

J6 mindségli termékek (2) aranyat a 4.2.1. tablazat mutatja.

4.2.1. tablazat: Az elokisérlet eredményei.

DNS 500 bp

Csoport o 7 2 | 142 | 2
Természetes | 73.33% | 81.82% | 86.67% | 76.92%
fény | (11db)| (9db) | (13 db)|(10 db)
Magas  |28.67% | 7.14% |42.86% |33.33%
pératartalom | (4 db) | (1db) | (6 db) | (2 db)
Magas parat. |46.67% 14,29% | 13.33% | 50%
+ Term.fény | (7 db) | (1db) | (2db) | (1 db)
controy| |6667%] 60% | 80% |58,33%
(10 db)| (6 db) | (12 db)| (7 db)

Az eredmények tehat azt mutattdk, hogy a magas paratartalom hatdsa volt a

legjelentdsebb, még a természetes napfény hatdsa viszonylag csekély (az eldkisérlet egy

hetes idOtartama alatt). Az elOkisérlet eredményei alapjan hatdroztuk meg a kisérlet

felépitését, a vizsgalt kezelési csoportokat, illetve a beallitott idétartamokat.
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4.3. Kisérlet

4.3.1. Kornyezeti tényezok a természetes fénynek Kkitett csoportban

A természetes fénynek kitett csoport esetén a kezelési idOtartam alatt naponta 10:30 ¢és
15:30 kozott mért kornyezeti tényezd értékek Osszesitett eredményei a 4.1. &dbran lathatd
tablazatban olvashatok (mérési adatok forrasa: www.amsz.hu). A kezelés idOtartama alatt a
hémérséklet nem emelkedett 23,6°C fol¢, tehat a tobbi csoporttal (30°C, illetve 28,5 °C)
Osszehasonlitva a hdmérséklet hatasa sokkal kisebb volt.

A kezelés utan a szilika gél, illetve macskaalom tomege tovabbi gyarapodast mutatott,
tehat tovabbi vizet volt képes felvenni a befOttes livegben a papirtorlétél. Ez alapjan a

tollakat ért kdrnyezeti hatasok koziil a relativ paratartalom kozel 0%-nak tekinthetd.

Hémeérséklet (°C) uvi Napsugarzas (W/m £ )
Varhato érték: 18,15 Varhato érték: 1,36 Varhato érték: 278,68
Standard hiba: 0,14 Standard hiba: 0,05 Standard hiba: 9,21

Median: 18,10 Median: 1,10 Median: 258,75

Médusz: 14,90 Médusz: 0,50 Médusz: 127,70

Széras: 2,83 Szoéras: 0,97 Szoras: 183,22

Minta varianciaja: 8,02 Minta varianciaja: 0,93 Minta varianciaja: 33567,97

Tartomany: 11,60 Tartomany: 4,00 Tartomany: 672,90
Minimum: 12,00 Minimum: 0,00 Minimum: 9,30

Maximum: 23,60 Maximum: 4,00 Maximum: 682,20

Darabszam: 396,00 Darabszam: 396,00 Darabszam: 396,00

4.1. abra: Kornyezeti tényezok értékei a legnaposabb orakban a kezelés idétartama

alatt. (UVI: az UV-B index értékei)

4.3.2. A DNS minositése

A DNS harom fokozatu skalan torténé mindsitése soran (ld. 3.5.1. fejezet) a kisérletben
vizsgalt 112 darab tollbol 6sszesen 56 darab (50%) tollbdl sikertilt kivonni kdézepes (1) vagy
76 (2) mindségli DNS-t. Ebbdl 38 darab (67,86%) volt j6, még 18 darab (32,14%) csak
kozepes mindsitést kapott.

A nem degradaltnak (1+2), és ebbdl j6 mindségiinek (2) talalt mintdk aranyat kezelési
csoportonként a 4.3.1. tablazat, valamint a 4.2. dbra mutatja.

Jol lathatd, hogy a legnagyobb DNS-karositd hatasa a magas paratartalomnak volt, és

a legjobb mindségiiek a kezeletlen (kontroll) tollak.
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4.3.1. tablazat: DNS mindsitése csoportonkent.

DNS
Csoport 1+2 2
Termeszetes feny 37.5% (6 db) 50% (3 db)
Magas paratartalom 6,25% (1 db) 0% (0 db)
Magas parat. fertétleniteft |31,25% (5 db)! 40% (2 db)
Szaraz meleg 56,25% (9 dh)i 66,67% (6 db)
Szaraz meleg, fertétleniteft [56,25% (9 db)i 88,89% (8 db)
Mesterseéges féeny 75% (12 db) 191,67% (11 db)
Kontroll 87.,5% (14 dh)i 57,14% (8 db)

0.8

~0.6

0.4

~0.2

4.2. abra: A degradalt (0), gyenge (1), valamint jo (2) mindsitést kapott DNS mintak

aranya kezelési csoportonként.

4.3.3. Fragmensek amplifikacidja

A vizsgalt fragmensek sikeres felszaporitasanak aranyat (1+2), valamint a kapott
termékeken beliil a j6 mindségliek aranyat (2) a 4.3.2. tablazat, valamint a 4.3. és a 4.4. abra
mutatja. A 300 bp ¢ 500 bp hosszisagh fragmensek felszaporitasanak sikerességét
indokoltnak tartottam egybevonni, mert a dontési folyamat (3.10. &bra) alapjan egy mintéara
vagy az egyik, vagy a masik fragmensbdl kaphattam terméket, igy az 0sszevont elemzésiik

pontosabb képet adhat az egyes kezelési csoportok kozti kiilonbségekrol.
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4.3.2. tablazat: Az egyes fragmensek PCR sikerességének aranya csoportonként.

151 bp 300 bp * 500 bp 985bp *  ||300+500 bp
Csoport 142 2 142 2 142 2 142 2 142
Természetes | 37,5% 33,33%| 80% | 50% | 6,25% 0% | 0% | 0% 31,25%
fény Bdb) | (2db) | (4db) | (2db) | (1db) | (Odb) | (Odb) | (Odb) (5 db)
Magas 0% | 0% 0% | 0% 0%
paratartalom | (0 db) | (0 db) (0 db) | (0db) (0 db)

Magas parat. [18,75% 0% 100% | 100% | 6,25% | 0% 0% 0% 18,75%
fertétlenitett (3db) i (Odb) | (2db) i (2db) | (1db) { (Odb) | (Odb) i (Odb) (3 db)

56,25%i44,44%| 100% :85,71%| 12,5% i 0% 25% 50% 56,25%

Szarazmeleg | g ) | (4 db) | (7db) | (Bdb) | (2db) | (Odb) | 2db) | (1db) || (9 db)

Szaraz meleg, |56,25%5556%|66,67%: 50% |31,25%; 40% |22,22%: 100% 56,25%
fertétlenitett (9db) | (5db) | (4db) i (2db) | (5db) { (2db) | (2db) | (2db) (9 db)

Mesterseges [56,25% 44,44%| 100% | 100% |31,25%; 40% |2222%; 0% 56,25%
fény (9db) | (4db) | (4db) i (4db) | (5db) | (2db) | (2db) | (O db) (9 db)

87.5% i57,14%| 100% | 87,5% | 37.5% {33,33%|21,43%:66,67% 75%

Kontroll | (14 db) | (8.db) | (Bb) | (7o) | (Bdb) | (2db) | (3b)  (2db) || (12db)

* A fragmens alatt  szereplo aranyok a dontési folyamat (3.10. abra) alapjan
meghatarozott, vizsgalando mintak szamara van vonatkoztatva

Athiizott celldk: a dontési folyamat (3.10. dbra) alapjin nem végeztem PCR vizsgdlatot.

' % -
. o
\g(\{\ <& \\e' ,.\\eﬂ‘
2% O °
O SN 5 oo e

0.8 ~0.8

0.6 ~0.6

0.4

0.4

0.

III.oo III

151 bp 300 bp + 500 bp

)

4.3. abra: A PCR reakciok sikerének aranya a 151 bp hosszisagu szaksz, valamint a

300 bp és 500 bp hossziisagu szakaszok eredményeinek dsszevonasa esetén. (0/1/2:

rrrrr
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0.6

0.4

0.0
4.4. abra: PCR termékek aranya a 985 bp hosszisagu fragmens esetén, kezelési

csoportonként 16 tollra (a teljes csoportra) vonatokztatva.

4.3.4. A Kkezelések osszehasonlitasa

A legnagyobb méretli sikeresen felszaporitott szakasz csoportonként 16 tollra
vonatkoztatva a kontroll tollak esetén 985 bp (18,75%, 3 darab toll), a szaraz melegnek kitett
fertotlenitett tollak esetén 985 bp (12,5%, 2 darab), a szaraz melegnek kitett nem fert6tlenitett
tollak esetén 985 bp (12,5%, 2 darab), a mesterséges fénynek kitett tollak esetén 985 bp
(12,5%, 2 darab), a természetes fénynek kitett tollak esetén 500 bp (6,25%, 1 darab), a magas
paratartalomnak kitett fertOtlenitett tollak esetén 500 bp (6,25%, 1 darab) volt. A magas
paratartalomnak kitett nem fertétlenitett tollak esetén egyetlen vizsgalt DNS szakasz
felszaporitasa sem volt sikeres.

Az egyes kezelési csoportokat paronként Fisher-féle egzakt teszttel hasonlitottam 6ssze a
nem degradaltnak mindsitett DNS, illetve a vizsgalt fragmensekre kapott termékek szama
alapjan. A 300 bp ¢és az 500 bp hosszusagu szakaszok PCR-sikerességének aranyat
Osszevontam, mert a dontési folyamat (3.10. abra) alapjan egy mintdbol vagy az egyik, vagy
a masik szakaszra lehet termék. A tesztek eredményeit a 6-8. mellékletek tartalmazzak.

Azokat a parositasokat, ahol szignifikdns kiilonbség volt kimutathato, csillaggal jeloltem. A
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DNS mindsitése, valamint a vizsgalt szakaszok amplifikdciojanak sikeressége alapjan
szignifikansan kiilonb6z6 csoportokat a 4.5. dbra mutatja.

A Fisher-féle egzakt tesztek alapjan a magas relativ paratartalom hatasa szignifikansan
eltér a kezeletlen, a szaraz melegnek kitett, a természetes fénynek kitett és a mesterséges
fénynek kitett csoportokétol. A napsugéarzasnak kitett csoport szintén szignifikans eltérést
mutat a kezeletlen tollaktol.

A 985 bp hosszusadgi fragmens felszaporitasanak sikeressége a tesztek alapjan nem

mutatott szignifikdns kiilonbségeket a csoportok kdzott.

p-artek
300 bp
Csoportok DNS 151 bp +
500 bp
Kontroll - 15MESZeteS 1 6 hog1 0,0001 0,032
fény
Kontrol - M98 44410 5091 107 1,61 10°
paratartalom
Kontroll . MagasParat | 44005 000024 0,0038
fertétlenitett
Természetes Magas
fény " pératartalom X 0,018 0,043
Magas o iazmeleg! 00059 0,00082 000082
paratartalom
Magas Szaraz meleg,
paratartalom " fertétlenitett 0,0059  0,00082 0,00082
 Magas Mesterseges | 400017 0,00082 0,00082
paratartalom fény
Magas paratart. Mesterséges
Fertétlenitett ~ fény 0,032 X X

4.5. abra: A Fisher-féle egzakt tesztek alapjan szignifikansan kiilonb6zo kezelési

csoportok. ( X: a teszt nem mutatott szignifikans kiilonbséget)
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4.4. Kiegészito vizsgalatok

4.4.1. Fotoreflektancia mérése

A tollakon mért fotoreflektancia adatokbol készitett grafikonok a 10. és 11. mellékletben
lathatok. A kb. 650-660 nm k6zé esd kiugrd érték minden mérés esetén megfigyelhetd, és
feltehetden mérési hibabol adodik, ezért az elemzésnél nem vettem figyelembe.

Az UV-B tartomdnyban (280-315 nm) a felsé koldok magassagaban a toll medulla feldli
oldalan 5,39-26,6 % kozott, még a dombort oldalan 19,05-54,09 % kozott valtozott az
atlagos visszaverddés mértéke a kontroll tollak esetén. Az eldzdleg magas paratartalomnak
kitett tollak esetén ugyanebben a tartomanyban 18,39-32,22 % volt az atlagos reflektancia a
medulla feloli, és 34,93-54,14 % a dombort oldalon.

Az egyes tollak egyes mérési pontjain kiilon meghataroztam a teljes mért hullamhossz
tartomanyban (250-750 nm) mért reflektancia értékek felsé kvartilisét. Ez az érték minden
toll esetén nagyobb volt a medulla feldli oldalon, mint a domborti oldalon. Lathaté egy
tendencia, miszerint a magas paratartalomnak kitett tollak esetén a domboru oldalon mért
fels6 kvartilis értékek (Id. 5. melléklet) magasabbak, mint a kontroll tollak esetén. Ez a
tendencia a medulla feldli oldalon nem lathato.

A fels6 kvartilis folé esé reflektancia értékek a kontroll tollakon mindharom esetben a
610-749 nm hulldmhossz tartomanyban voltak mérhetdek a medulla feldli oldalon. A parés
kornyezetnek kitett tollak esetén ugyanezek a mérések valamivel nagyobb valtozatossagot
mutattak, de mindharom tollon mért, felso kvartilis folotti értékek a 607-749 nm kozotti
hullamhossz tartomdnyba estek. Ugyanezek az adatok a tollak dombora oldalan
valtozatosabb képet mutattak: tobb hulldmhossz tartomanyban is mérheté volt a felsd
kvartilisnal nagyobb mértékii visszaverddés. A legszembetiindbb kiilonbség az volt, hogy a
kontroll tollakon mindhdrom esetben mérhetd volt nagyobb arany reflektancia 700 nm
kortl, paras kornyezetnek kitett tollak esetén viszont csak egy esetben volt a 600 nm f616tti

tartomanyban mérhet6 a fels6 kvartilisnal nagyobb mértékii visszaverddés.

4.4.2. Tollakban megjelent gomba vizsgalata

A vizsgalt 6 tollmintabol harom esetben talaltuk egyértelmii jelét gombak behatolasdnak
a cséve belsejébe. Egy toll esetében csak spordkat talaltunk, két toll esetén pedig a sporak
mellett gombafonalakat is. A mikroszkopi felvételek alapjan annyit tudtunk teljes
bizonyossaggal megallapitani, hogy valamilyen fonalas penészgomba faj (vagy fajok)

hatoltak be a toll belsejébe (Dr. Turcsanyiné Dr. Siller Irén, Szent Istvan Egyetem
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Allatorvos-tudomanyi Kar Novénytani Tanszék), pontosabb taxondmiai meghatarozasra nem
volt lehetéségiink. Mindhdrom pozitiv minta a paras kornyezetnek kitett tollak koziil keriilt
ki, ebbol kettd a fertdtlenitett, egy pedig a nem fertdtlenitett csoportbdl. Nem lattuk nyomat
gombaknak a kezeletlen tollak, valamint egy nem fertétlenitett toll esetében. A tollakban

talalt gombakat az 4.8. és 4.9. abrak szemléltetik.

4.9. abra: Sporak a tollban (festés: cottonblue festék)
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5. KOVETKEZTETESEK

5.1. Kisérlet

Az eredményeink alapjan a vedlett tollakbdl kinyerhet6 DNS-re a legnagyobb veszElyt a
magas relativ paratartalom jelenti, amely - megfeleld hdmérsékleti viszonyok mellett - idealis
kornyezetet jelent a kiilonb6z6 mikroorganizmusok szamara. Mivel a természetben szdmos
olyan gomba, illetve prokariota taxon ¢l, amelyek képesek a keratin bontasara (Onifade et al,
1998), a tollakban taldlhatd6 DNS védtelenné valasaval rovid 1don beliil alkalmatlanna valhat
a genetikai vizsgalatok elvégzésére.

A magas paratartalomnak kitett tollak, valamint a vizfiirdé megel6z6 fertdtlenitése
javitotta kissé¢ a kinyerhet6 DNS mindségét, de a légkorbdl bekeriild6 mikroorganizmusok
hatdsa onmagaban is jelentds volt.

A magas hdmérséklet hatasa 6nmagaban nem volt jelentds a kisérleti id6tartam alatt a
tollakbdl kivonhatd6 DNS-re.

A 3 héten at napi 5 o6ranak megfeleld mennyiségli mesterséges megvilagitast (kb. 290-
740 nm, 5% UV-B, 30% UVA) kapott tollak mindsége romlott legkevésbé a kezelt csoportok
koziil, azonban a 3 hétig természetes Oszi fény- és hdmérsekleti viszonyoknak kitett, szaraz
koriilmények kozott tartott tollak jelentds mindségromlast mutattak. Ennek magyardzata
tovabbi vizsgalatokat igényel.

A kisérlet soran alkalmazott DNS-mindsitési kategoridk viszonylag jol elére jelezték a
151 bp, illetve 300 bp hosszusadgi nuklearis DNS-szakaszok felerdsitésének sikerét, azonban
a 985 bp hosszusagu fragmens felerdsitésének valoszinliségére mar nem adtak megfeleld
becslést. A kb. 500 bp hossziisaga (CHD1 2550F/2718R) szakaszra végzett PCR reakcid
sikeressége esetliinkben Onmagéban nem volt bizonyitd értékli, mivel a termék hianya
utalhatott a DNS fragmentaltsagdnak mértékére, de jelenthette egyszeriien azt is, hogy az

adott egyed him volt, mivel himek esetében nem miikodott a reakcio.
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5.2. Kiegészito vizsgalatok

5.2.1. Fotoreflektancia mérése

A tollak fényvisszaverd képességének vizsgalata megmutatta, hogy a természetes
koriilmények kozott levedlett tollakbol kivonhato DNS-re eltérd hatast gyakorolhat a
napsugarzas attol fiiggden, hogy a toll melyik oldalat éri a fény, mivel eltéré mértékben verik
vissza a kiilonb6zé hulldimhossz tartomanyokba esé sugarzast. Emellett a fotoreflektanciat
befolyasolhatja a magas relativ paratartalom mellett kialakul6 szerkezet-valtozas is.

Eredményeink alapjan ugy latszik, hogy a 250-750 nm hullamhossz tartomanyon beliil
legkisebb aranyban az UV tartomanyban képesek a fény visszaverésére a nyari lud tollak.

Meg kell azonban jegyezni, hogy az elvégzett mérések csak a visszavert fény aranyara
adnak informacidkat, de nem deriil ki beldliikk, hogy a vissza nem vert fény mekkora része
nyelddott el a toll szerkezetét képezd anyagokban, és mekkora része hatolhat el a vérrogben

talalhato DNS-ig.

5.2.2. A tollakban megjelent gomba

A paras, meleg kornyezetnek kitett tollak esetén tapasztalt gombasodas, €s a kivonhato
DNS mindségének nagy mértékii leromlasa arra enged kovetkeztetni, hogy természetes
koriilmények kozott a madargenetikusok munkajat leginkdbb a parads kornyezetben
elszaporodd mikroorganizmusok nehezithetik meg. Mivel a természetben szinte mindentitt
megtalalhatoak olyan mikroorganizmusok, melyek képesek a tollak szerkezetét bontani
(Onifade et al, 1998), a fels6 koldokben taldlhato vérrog gyorsan védtelenné valhat a kiilsé

hatasokkal szemben.

5.3. Ajanlasok

Azt javasoljuk a vedlett tollak vizsgalatat végzdé kutatoknak, hogy amennyiben a
vizsgalati teriilet €s az aktudlis iddjaras ismeretében szélsOségesen magas relativ
paratartalomra szdmitanak, a vedlési idészakot kdvetd lehetd legrovidebb idon beliil, vagy -
amennyiben lehetdség van ra - akar a vedlési id6szakban tobb alkalommal végezzék el a
gyljtést.

Az Osszegylijtott tollakat érdemes a paratol és fénytdl védeni, példaul sotét szinl

milanyag zsakban tartani nagyobb mennyiségli szilika gél haszndlata mellett.
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6. OSSZEFOGLALO

A madargenetikai vizsgadlatok soran egyre inkabb elterjedt nem-invaziv mintavételi
eljaras a vedlett tollak terepen torténd Osszegyiijtése. Ezek a tollak azonban a
legkiilonb6zobb helyekrdl (cserjék aldl, lombozatrol, nedves talajrol, vagy éppen széaraz
sziklakrol) keriilhetnek eld, €s szamos kornyezeti hatas érheti dket.

Osszeallitottunk egy kisérletet, amelyben kiilon vizsgaltuk a magas relativ paratartalom
¢s magas homérseklet, az alacsony relativ paratartalom melletti magas hdmérseklet, valamint
a napsugarzas hatésait a tollakbol kivonhaté DNS-re.

A kisérlethez 2010-ben €s 2011-ben nyari lad (Anser anser) tollakat (kettes és harmas
kézevezOk) téptink a vedlési idOszak kornyékén, hogy azok allapota megkdzelitse a
természetes uton vedlett tollakét, de ne érje azokat ismeretlen kornyezeti hatas. A kisérlet
soran Osszesen 112, kezelésenként 16 darab tollat vizsgaltam meg. A DNS kinyerése a
tollakbol a felsd koldok kimetszésével tortént.

A DNS fragmentaltsagdnak (karosodasanak) mértékét kiilonbozdé hosszusagt (151 bp,
300 bp, 500 bp ¢és 985 bp) nuklearis DNS szakaszok PCR-rel torténd felszaporitasaval
vizsgaltam.

Eredményeink azt mutattak, hogy a vedlett tollakbol kivonhat6 DNS mindségét
leginkdbb a magas relativ pdratartalom mellett elszaporodd6 mikroorganizmusok

veszélyeztethetik, hosszabb tavon pedig az erds napsugarzas is jelentds karosodast okozhat.
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KOSZONETNYILVANITAS

Koszonettel tartozom témavezetOmnek, Vili Noranak a témaért €s a sok segitségért amit a
munka kézben kaptam.

K6szonom Dr. Turcsanyiné Dr. Siller Irénnek a tollakban megjelent gomba vizsgalatat és
a készitett fotokat, Laczi Miklosnak és Molnar Orsolyanak a tollak fotoreflektancidjanak
megmeérését, valamint Lang Zsoltnak a segitséget az eredmények statisztikai értékelésében.

Ko6szonom tovabba a www.amsz.hu adminisztratoranak hozzdjaruldsat a kornyezeti

tényezOkre vonatkozo archivalt adataik felhaszndlasara.
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MELLEKLETEK

1. melléklet: A tollak cséve-atméroi és a gyiijtés idépontja csoportonként

Csoport Minta  Atméro (mm)  Gyiijtés [ | Csoport Minta  Atmérd {mm)  Gyiijtés | [ Csoport Minta  Atmérd (mm)  Gyiijtés
91 63 2010 102 G, 2010 g, 2010
93 65 2010 111 B2 20 4 g1 2010
97 6.2 2010 112 64 200 5 6.2 2010
- 99 63 2010 17 6.0 2030 7 6.2 2010
5 100 62 2010 = 123 G,1 2010 9 6,0 2010
'; 105 g1 2010 @ 130 g0 20 = 10 g1 2010
2 109 6,1 2010 E 132 59 200 g 98 54 2010
] 110 59 2010 144 59 2010 = 107 68 2010
k] 113 61 2010 E 148 68 2011 é 118 59 2010
= 115 60 2010 ] 165 a7 2011 128 a8 2010
] 122 59 2010 c% 166 59 201 129 58 2010
= 125 60 2010 176 a7 2011 133 53 2010
131 g0 2010 177 g0 201 136 58 2010
134 60 2010 178 59 2011 162 59 2011
137 52 2010 179 60 201 182 5,1 2011
138 60 2010 213 52 2011 183 5.2 2011
94 60 2010 92 69 200
95 6.2 2010 114 6.0 2030
101 60 2010 % 119 59 200
£ 103 g0 2010 'E 120 85 20
o 108 a1 2010 2 124 B0 2030
E 116 62 2010 o 139 60 2010
& 121 588 2010 E 141 E,1 20
[ 145 6,1 2010 . 142 G,1 200
3 146 70 2011 > 147 59 201
® 150 58 201 @ 154 589 2011
= 159 6,1 2011 £ 157 G,1 2011
[v] 184 a7 2011 N 164 b 201
= 189 60 2011 b 168 G,1 201
207 589 2011 0’:," 186 64 2011
209 63 2011 197 58 2011
212 6,1 2011 208 62 2011
= 96 60 2010 149 60 2011
- 104 60 2010 158 59 2011
S 106 g1 2010 160 59 201
= 126 60 2010 - 171 56 2011
+ 127 6.2 2010 s 172 6.0 2011
£ 135 59 2010 2 180 58 2011
£ 140 65 2010 -4 181 70 201
=] 143 g0 2010 E’ 187 B3 201
E 155 60 2011 2] 188 58 2011
B 169 60 2011 2 190 59 201
© 173 58 2011 @ 191 58 2011
| 105 6.2 2011 = 194 59 2011
o 192 60 2011 200 68 201
S 19 62 2011 201 60 2011
] 204 g1 2011 205 B3 201
= 211 57 2011 210 63 2011
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2. melléklet: DNS-minésités és PCR eredmények a természetes fénynek kitett, a magas
relativ paratartalomnak Kkitett, és a magas relitav paratartalomnak Kkitett fertotlenitett

tollak esetén.

Eredmény
DNS 151 300 500 985

Csoport Minta

81

93

g7

g9
100
105
108
110
13
15
122
125
131
134
137
138

94

85
101
103
108
116
121
145
146
150
159
184
189
207
209
212

96
104
106
126
127
135
140
143
155
169
173
175
192
185
204
211

Természetes fény

Magas paratartalom

Magas paratartalom, fert6tl.

S =1 (=1 =S I =1 =N [=] [=] =1 =N [=] [=] [=] [=2[=] [=1[=1 [=1 =1 =0 (=1 [=0 k=0 (=0 (=1 C=0 L=1 (=1 =N [=1 [=1 [=] =N (=1 [=1 I =} =0 [=1 F=0 =] =0 =1 C=1 C=0 F= =5
Y e (=] =] S =] [=] [=] [=] [=1 BN [=] [=] [=] [=1[=] [=1[=1 [=1 =1 [=0 (=] [=0 k=) (=0 (=] C=0 L=1 (=1 (=] [=1 [=] [=] =Y (=] [=1 [ =Y =] [=1 [=] =] =0 =1 [=1 [=) Ny =N
(=i l=] (=] =] =3 [=] [=] (=] [=0 =0 =N [=] {=1 [=] [=0L=] [=1[=1[=1 == (=1 [=0 k=) (=0 (=] C=0 L=1 (=1 (=] [=1 [=] [=] =1 (=1 [=1 =S k=0 [=1 [=1 [=] k=] =0 =1 [=] (=1 =0 L=

Sziirke cellak: a dontési folyamat (3.10. dbra) alapjan nem végeztem el a PCR-t.



3. melléklet: DNS-mindsités és PCR eredmények a szaraz melegnek Kkitett, a szaraz

melegnek kitett fertétlenitett, és a mesterséges fénynek Kkitett tollak esetén.

Eredmeény
DNS 151 300 500 985

Csoport Minta

102
111
112
17
123
130
132
144
148
165
168
176
177
178
179
213

92
114
119
120
124
138
141
142
147
154
157
164
168
186
197
208
148
158
160
171
172
130
181
187
188
180
191
194
200
201
205
210

Szaraz meleg

L= SR S

jon] L (S L]

—

L]

Szaraz meleg, fertétlenitett

Mesterséges fény

rafra oo | |ra] = |rara |ra b pa o ok ]a|loa|olikia|o ook = lok|o]a =] s |loma k=il iololo|lolololo
~lalo|loama]omaim]|o|=w|=|o|lolo|=]alo|lo|lo|l=w ke |lo|lo|=Min|= oo = loaalo|= = oo |lo|lolo|lo|—
[l Y P [=1 D =Y [=1 =Y [=] [=3 [ S} [=] [=]} [=] =] [=] E=10=1 =1 =1 =0 =3 =Y (=1 [=3 [=R =Y LS} [=1 k=1 %] =] k=] (=] [=] [=] =Y [=] =] [=] =Y [ =] [=] [=] [=] (=] [=] [=]

Sziirke cellak: a dontési folyamat (3.10. dbra) alapjan nem végeztem el a PCR-t.



4. melléklet: DNS-mindsités és PCR eredmények a kontroll tollak esetén.

. Eredmeény
Csoport|  Minta DNS 151 300 500 985

1 1 1 2 0 0
4 2 2 2 0 2
5 2 2 2 1
7 2 2 1 0

g 0 0 0
— 10 1 1 2 0 0
o ag 2 2 1 2
[= 107 2 2 1 0
S 118 1 1 1 0 0
128 2 2 2 0

129 0 0 0
133 1 1 2 0 0
136 1 2 2 0 0
162 1 1 2 0 0
182 2 2 1 0
183 2 1 2 0 0

Sziirke cellak: a dontési folyamat (3.10. abra) alapjan nem végeztem el a PCR-t.

5. melléklet: Fotoreflektanciabol szamitott értékek

. UV-B atlag Felso kvartilis Felso kvartilis folott
Minta
(%) (nm) (nm)
104-domb 54,14 61,43 306-314,372-378,393-495
104-med 18,51 65,64 619-750
127-domb 42,84 75,27 435-558,574-577,645-660
127-med 32,22 7478 624-749
145-domb 34,93 46,05 419-554
145-med 18,39 69,72 607-749
163-domb 54,09 58,95 401-405,412-489,566-590,591-601,727-749
163-med 26,6 71,66 610-749
174-domb 42,46 49,99 407-545,741-749
174-med 21,26 74,3 610-749
203-domb 19,05 42,09 468-480,485-564,625-671,697-700
203-med 5,39 64,14 610-749

Tollankeént, mérési pontonként (domb: domboru oldal, med: medulla feloli odal).

UVB-adtlag: fényvisszavero képesség atlagos mértéke az UV-B tartomanyban

Felso kvartilis: a teljes tartomanyban (250-750 nm)

Felso kvartilis folott: hullamhossz-tartomanyok, amiben a felsé kvartilis folé eso

reflektancia értékeket mértiik.
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10. melléklet: Fotoreflektancia a kezeletlen tollak esetén.
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11. melléklet: Fotoreflektancia a magas paratartalomnak Kkitett tollak esetén.
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10-11. melléklet:A grafikonok cime a vizsgalt toll mintakodjat, valamint a mérés helyét jeloli.
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