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Az evoluciobioldgiai kutatasok igen szerteagazoak, rengeteg modszert al-
kalmaznak, melyeknek megvannak a sajat elényeik és természetesen hatra-
nyaik is. (Nem minden esetben hasznalhat6 ugyanugy egy mar korabban jol
bevalt metddus.)

Ebben a tanulmanyban szeretnék egy rovid attekintést adni azokrél a
modszerekrdl, melyeket kutatasaink soran alkalmaztunk és alkalmazunk a
Debreceni Egyetem Viselkedésékoldgiai Kutatdcsoportjaban egy-egy viselke-
désbeli probléma evolucios szemszogl feltarasahoz. Mivel egy dinamikusan
fejldd6 és naprdl napra valtozé tudomanyagrél van sz, a teljesség igénye
nelkil késziilt ez az iras, minddssze néhany példan keresztiil szemléltetjiik
ezeket.

Nem terepi vizsgalatokrdl 1évén szd, az ilyen témaju kutatasok erdsen
teoretikai jellegliek. Megprdbalunk olyan kérdésekre valaszolni, melyeket
sok esetben mar nem tudunk megfigyelni a természetben. Ugyanis ma mar
csak az eredményeit latjuk azoknak a folyamatoknak, melyek egykoron, nem
egyszer igen hosszu id§ alatt jatszédtak le. Alapvetéen megpréobaljuk a kez-
deti allapotokat rekonstrualni, feltérképezve a kialakulas kortili és a jelenlegi
tulajdonsagok kozott végbemehetett folyamatokat.

Egy terepbiolégushoz hasonldan az evolucidbioldgus is adatok gyfijteé-
sével kezdi a munkajat. Mivel a kis mintaszam nem megfelel6en mutatja meg
az altalunk vizsgalt kérdés mogott meghuzodo problémat, igy indokolt nagy
adatbazisok felépitése. Nem is lehetne alacsony mintaszammal dolgoznunk,
hiszen nagyrészt 6sszehasonlité (komparativ) vizsgalatokra kell gondolnunk,
ha az evoliciérol beszéliink. Altalaban azt az altalanos vonalat kévetjiik, hogy
minél nagyobb a mintaszam, annal biztosabbak, pontosabbak sajat eredmé-
nyeink is.

Minél tobb informacidval, minél tobb fajjal és a hozzajuk tartozd tulaj-
donsagokkal (vdltozéval) dolgozunk, anndl nagyobb az esélye az un. becstiszd
hibaknak. Az ilyen hibak tébbsége altalaban adatbeviteli (gépelési) hiba. Cél-
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szerU a teljes adatbazis Osszedllitasat ugyanannak a személynek elvégezni,
ezaltal csokkentve a kiillénbdzd személyektdl szarmazd eltérd hibatipusok
meértekét. Ha elkésziltiink az adatbazissal, akkor a legjobb, ha munkatar-
sunk, akivel egylitt dolgozunk a vizsgalaton, vagy egy kollegank szuroproba-
szerUen kivalasztott adatok atnézésével ellen6rzi munkank. Ez azért olyan
fontos, mert a hibas adatok megnehezithetik késébbi munkank, vagy ami
még rosszabb, téves kovetkeztetéseket eredményezhetnek.

Kovetkez6 igen fontos részegysége az evoluciébioldgiai kutatasoknak
az dsszehasonlitas alapjaul szolgalo filogenetikai torzsfa elkészitése. A filo-
genetikai torzsfak jol mutatjak a jelenkori fajok rokonsagi viszonyait és le-
hetséges leszarmazasi vonalaikat. A torzsfa rekonstrualasa alapvet6en két
uton torténhet. Megépithetjiik magunk a fat a kiilénb6z6 adatokat (genetikai,
morfoldogiai tulajdonsdgokat) felhasznalva, a sziikséges szamitogépes prog-
ram és rekonstrukciés modszer felhasznalasaval. Masik lehetéségként a leg-
frissebb irodalmi adatokat felhasznalva rajzoljuk meg azt.

Egyik kutatasunk soran a GenBank adatbazisbol
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) 217 nappali ragadozé madar DNS
szekvenciajat toltottik le. A letdltott szekvenciak kozil a citokrém-b, a rag-1
és a NADH-dehidrogenaz 2. alegységének szekvencidjat hasznaltuk torzsfa
rekonstrualasara. Kivalasztasuk az alapjan tortént, hogy korabban alkalmas-
nak bizonyultak a ragadozé madarak filogenetikai kapcsolatainak vizsgalata-
ra (pl. Lerner-Mindell, 2005) és jé a taxondmiai lefedettségiik (mindharom
elérhetd legalabb 150 fajra). Természetesen egy részfolyamat elvégzéséhez
id6énként tobb segédprogramot is fel kell hasznalni. A szekvenciak sorba
rendezése Clustal X segitségével tortént (Thompson et al., 1997). Magat a
torzsfa-rekonstrukciét az MrBayes program hajtotta végre (Ronquist-
Huelsenbeck, 2003). Az elemzés soran tiz millié generaciét alkalmaztunk, de
az elsd egymillié generaci6é adatai nem Kkertiltek felhasznalasra (,burn-in”), és
a mintavételezés 1000 generacionként tortént. Az elkésziilt torzsfat a
Mesquite program segitségével ontottiik formaba (Maddison-Maddison,
2008).

Ha 6sszegytijtottiik az adatokat és elkészitettiik a torzsfat, kovetkez-
hetnek a tényleges elemzések. A biologiai vizsgalatoknal hasznalatos a mo-
dellezés, statisztikai feldolgozas, jol bevalt az R programozasi kérnyezet. Mi
is ezt a nyelvet alkalmazzuk kutatasainkban. Viszonylag kénnyen elsajatitha-
to és nagy léptékben fejl6dd, képlékeny programozasi nyelv, mely a legtobb
operacios rendszeren elérhetd. (Legstabilabban taldn Linux kérnyezetben
fut, sajat tapasztalat alapjan.)

Az R csomagalapon muikddik, ami azt jelenti, hogy egyes funkcidk el-
érésehez telepiteniink kell a haszndlni kivant fliggvényt tartalmaz6 csoma-
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got. A torzsfa-rekonstrukciohoz sziikséges molekularis adatok letdltésének
automatizaldsahoz a ,seqinr” és ,ape” csomagokat hasznaltuk (Paradis-
Strimmel, 2004; Charif-Lobry, 2007; R Development Core Team, 2008).

A tovabbiakban néhany olyan technika révid leirasa koévetkezik, me-
lyekhez felhasznaltuk a fentebb emlitett torzsfat, a filogenetika (rokonsagi)
kapcsolatokra kontrollalva.

A lagrange modszer (Ree et al, 2005; Ree-Smith, 2008) alkalmas arra,
hogy a jelenkori fajok elterjedéseibdl visszakovetkeztessiink az dsi elterje-
désre. A diszperzios és kihalasi eseményeket modellezi egy filogenetikai
torzsfan ,maximum likelihood” eljarassal. Ezaltal lehetségessé valik a ma él6
fajok Oseinek feltételezett elterjedési terliletének meghatarozasa, anélkiil,
hogy egy specifikus fajképzddési mechanizmust feltételeznénk (diszperzié és
vikarians fajkeletkezés egyarant lehetséges). A program minden egyes cso-
moépontban (dsnél) meghatarozza az 6sszes, modell alapjan lehetséges elter-
jedési terlletet és ezekhez hozzarendel egy relativ valdszinliséget. Minél
nagyobb ez az érték, annal biztosabbak lehetlink a rekonstrualt elterjedés
pontossagaban (1-hez kozeli értékek esetén majdnem 100%-o0s a bizonyos-
sag, mig 0 kozeli értékek esetében tobb alternativ lehetdség van, melyek
kozlil nem tudunk egyértelmiien egyet kivalasztani).

Ahogy az el6bb lattuk, tébbségében valamilyen mérészam (,valdszint-
ség” érték) alapjan feltételezhetjiik, hogyan is jatszodtak le az evoluciés fo-
lyamatok. Megfigyelhet6 ez a kovetkez6 néhany metddusnal is. Maradjunk

A kiilonb6z6 vonulasi stratégidk evolucidjanak vizsgalatara a
BayesTraits program MultiState alegységét hasznaltuk (Pagel et al, 2004).
Ebben az esetben az egyes vonulasi kategéridk egymasba alakulasanak val-
tozasaira kell gondolni (nem vonulé-részlege vonulé-teljes vonuld). A
MultiState egy tobb kategdriabdl allé jelleg 6si allapotait rekonstrualja egy
torzsfan és ekdzben megbecsiili a tranzicios ratakat, tehat, hogy milyen ,gya-
korisaggal” alakul ki evoldcidsan az egyik allapotbol egy masik (itt azért meg
kell emlitenem, hogy a gyakorisag kifejezés nem teljes mértékben azonos a
tranziciés rataval, de példaértéke kénnyebben érthetd). Ezaltal meg lehet
hatarozni, hogy a hosszu tava vonulas (teljes vonulds) a nem vonuld vagy
inkabb a részlegesen vonul6 allapotbol fejlddott ki. A tranzicios ratak becslé-
sét ,maximum likelihood” moédszerrel végzi el ez az analizis.

Az evolucios valtozasok iranyanak meghatarozasahoz diszkrét teszte-
ket alkalmaztunk (Pagel-Meade, 2006). A diszkrét teszt soran ugy lehet be-
csuilni a vonulasi viselkedésben megfigyelhet6 evolucios atmenetek ratait,
hogy kozben figyelembe vessziik egy masik jelleg allapotat is; ezaltal megha-
tarozhatd, hogy fiigg-e a vonulas kialakulasa vagy eltlinése a masik jelleg
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allapotatél (vagy forditva). A diszkrét tesztekhez a BayesTraits program
Discrete alegységét hasznaltuk (Pagel-Meade, 2006), a tranzicids ratak becs-
lése az el6z6h6z hasonldan tortént.

Végill az emlitett vizsgalatban a vonulast meghatarozé tényezdket
Bayes-i filogenetikai, tdbbvaltozds, kevert modellekkel elemeztiik
(MCMCglmm csomag R-ben; Hadfield-Nakagawa, 2010). Ez a médszer figye-
lembe veszi, hogy a fajok a k6z6s eredet miatt nem fiiggetlenek egymastol, és
a modell felépitésében kontrollalni lehet a térzsfara. Ugyanakkor nemcsak
folytonos, hanem pl. binaris fiiggd valtozdékon is alkalmazhat6. Ugyan ugy
miikédik a modell felépitése, mint az egyszerlbb linearis, altalanositott line-
aris modellek esetében. Létrehozunk egy teljes modellt, amely magyarazé
valtozdkeént az dsszes lehetséges 6kologiai tényezo6t tartalmazza, majd ebbdl
a minimalisan megfelel6 modellt (Crawley, 2007). A minimalis modell a tel-
jes modell redukalasaval keletkezik. T6bb lehetdség is van ilyen modell 1ét-
rehozasara. Mi egy altaldnosan elfogadott redukalast alkalmaztunk: p-érték
(szignifikancia szint) alapjan, lépésenként hagytuk el a legkisebb értékkel
rendelkezd valtozokat, mig el nem jutottunk a megfelel6 modellig.

Fentebb hasznalt két fogalom, melyekr6l talan érdemes még néhany
szOt sz6lni. A ,maximum likelihood” médszer az evolucidés modell, alapjan az
adatokbodl elkésziti az dsszes lehetséges variaciot (pl. térzsfat) és valoszini-
ségi ertékkel jellemzi, mely alapjan el tudjuk donteni, hogy elfogadjuk-e.
Parametrikus becsléseknél széles korben elterjedt statisztikai médszer. A
statisztikaban tovabba altaldnosan hasznalt mennyiség a szignifikancia szint
(p-érték). Annak a valoszintlisége, hogy a nullhipotézisiink fennallasa esetén a
véletlen kovetkeztében a nullhipotézisnek legalabb annyira ellentmondé
mintat kapunk, mint a ténylegesen megfigyelt minta. Hogyha p < 0.05, akkor
azt mondjuk, hogy az eredményilink szignifikans, ellenkezé esetben nem
szignifikans. Igy elddnthetjiik, hogy megtartjuk, vagy elvetjiik a hipotézist.

Ezek alapjan is lathat6 tehat, hogy az evolucidbioldgiaban, igen nagy
szerepe van a statisztikanak és a szamitastechnikanak. Eddig nem esett sz6
réla, de ezeknek az elemzéseknek a hatterében (tekintve a nagy adatmennyi-
séget) nagy teljesitmény( szamitégépek allnak. Eppen ezért ilyen méreti
vizsgalatokat nem érdemes otthon elkezdeni. Egyrészt a haztartasokban
gyakoribb aramsziinetek, masrészt a kis teljesitményli szamitogépek nagy-
ban megnévelhetik az analizisek lefutasanak idejét.

Tovabba még egy dologra szeretném felhivni a figyelmet. Mivel az al-
talunk bemutatott és a fentiekhez hasonlé technikak viszonylag kéonnyen
alkalmazhatéak, képlékenyek, s6t 6tvoz6dnek a szamitdgépek nyujtotta to-
vabbi lehet6ségekkel, ezért fontos, hogy kutatasunk soran az adatok altal
valéban meghatarozott eredményeket kozoljik. Ne hasznaljuk ugy azokat,
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hogy az adatokbdl az ,dltalunk vdrt” (elére megfogalmazott) kbvetkeztetése-
ket mutassak meg ellenben a valéban fennallé 6sszefliggésekkel. Ugyanis a
szakirodalomban el6fordulnak olyan esetek, melyekben ,kiszinezett” értéke-
ket koézoltek (a jobb eladhatdsag érdekében), viszont Ujbdli elemzéssel sok-
szor teljesen mas eredmények sziilethetnek.

A tanulmanyban megjeldlt forrasok segitséget nyujthatnak az egyes
modszerek teljesebb megértéséhez. Az evoluciobioldgiai kutatasok irant
érdekldddk leginkabb az evoluciobiolégiaban hasznalatos mddszerek, prog-
ramok miikddése irant érdeklddnek.
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